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RESUMO 

O Papilomavírus Humano (HPV) é uma infecção comum em mulheres  em todo o 
mundo. Contudo, apenas uma pequena porcentagem de mulheres, com infecção 
persistente por genótipos oncogênicos de HPV, irão desenvolver lesões  intra-
epiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e cervical câncer (CC). Os componentes 
genéticos e imunológicos individuais parecem ser determinantes importantes na 
relação entre a infecção persistente pelo HPV e a carcinogênese. Várias citocinas 
estão relacionadas com o desenvolvimento do câncer. A variação inter-individual 
na expressão de citocinas é geneticamente determinada e os polimorfismos em 
regiões regulatórias são importantes na produção de baixos, intermediários e 
altos níveis de citocinas. Neste estudo foi investigada a influência dos 
polimorfismos dos genes IL6 (-174); TGFB1 (+869 e +915); IL10 (-1082); TNF (-
308) e IFNG (+874) em pacientes com NIC. O gene MICA é altamente polimórfico. 
Estes polimorfismos podem levar a diferentes graus de afinidade da ligação ao 
receptor NKG2D (Natural Killer grupo 2D). Embora os efeitos destes 
polimorfismos na ativação imune não sejam conhecidos totalmente, eles poderiam 
levar a diferentes graus de ativação de células imunológicas e prejudicar a 
eliminação tumoral. Foi nosso objetivo calcular as freqüências alélicas dos 
polimorfismos genéticos de MICA nas amostras de pacientes com NIC e 
controles. Cem mulheres com NIC e cinqüenta controles saudáveis foram 
analisadas neste estudo. A genotipagem de citocinas foi realizada através do 
método de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primer) 
utilizando-se o kit "Cytokine Genotyping Tray" (One-Lambda, Inc, Canoga Park, 
CA). Este kit de genotipagem identifica aqueles genótipos responsáveis por 
modificar os níveis de secreção de citocinas, cujas alterações têm sido 
relacionadas com o desenvolvimento de SIL. Para a caracterização dos alelos de 
MICA foi utilizada a técnica de PCR-SSOP, realizada através do Kit LABType 
MICA (One Lambda Inc). As freqüêcias alélicas e genotípicas foram obtidas por 
contagem direta. As comparações entre os grupos foram realizadas através de 
tabelas de contingência 2x2 (χ2/Teste Exato de Fisher) e Odds Ratio foram 
calculados utilizando-se o VassarStat, web site para cálculos estatísticos. Não 
foram observadas diferenças nas freqüências genotípicas entre pacientes e 
controles de IL6 (-174); TGFB1 (+869 e +915) e TNF (-308). Com relação ao gene 
IL10 (-1082 G/A), o genótipo G/G foi observado em maior freqüência no grupo 
controle, 18% versus 7,0% em pacientes com NIC (p=0,05; OR=2,92 (IC=1,02-
8,37)). Uma maior freqüência de genótipo IFNG (AA) foi observada em pacientes 
com NIC II versus o grupo controle (p=0,05; OR=2,43 (IC=1,06-5,54)). Quando 
foram comparados os grupos de NIC entre si, foi observada uma freqüência maior 
do genótipo em NIC II versus NIC III (p=0,05; OR=2,45 (IC=1,06-5,68)). Com 
relação ao gene MICA, o agrupamento alélico observado em maior freqüência no 
grupo paciente com NIC foi o MICA (*002/*020) (23,07%)  (p=0,02; OR=2,57 
(IC=1,11-5,97)) e no grupo controle foi o alelo MICA*008 (30%) (p=0,04; OR=2,21 
(IC=1,01-4,81)). 

.  

Palavras-Chave: Neoplasia Intra-epitelial Cervical, Citocinas, MICA. 



 xii 

ABSTRACT 

Human Papillomaviruses (HPV) is a common infection in women worldwide. 
However, only a small percentage of women, who are persistently infected with 
oncogenic genotypes, will develop high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) 
and cervical cancer. The genetic background and the host immune response are 
believed to be important determinants in the relation between HPV persistent infection 
and carcinogenesis. Several of these cytokines have been implicated in the 
development of cancer. The inter-individual variation among subjects in cytokine 
expression is genetically determined and the regulatory regions polymorphisms, are 
important in determining low, medium or high cytokine production. In this study, we 
investigated the influence of IL6 (-174); TGFB1 (+869 and +915); IL10 (-1082); TNF (-
308) and IFNG (+874) gene polymorphisms in patients with CIN. MICA is a highly 
polymorphic gene. These polymorphisms can result in differences in NKG2D receptor 
binding levels. Although MICA polymorphisms effects in immune regulation are not 
fully understood, they could interfere in immune cell activation and immune 
surveillance mechanism. It was our objective to determine the allelic frequencies of 
MICA gene polymorphism in CIN patients and controls. One hundred CIN women and 
50 healthy controls were enrolled in this study. Cytokine genotyping was performed 
by the PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Primer) method, 
using the "Cytokine Genotyping Tray" (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA). This 
cytokine genotyping tray identifies those genotypes whose expression levels have 
been related with intraepithelial lesions development. For MICA alleles 
characterization was used the Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific 
Oligonucleotide Probes (PCR-SSOP), through Kit LABType MICA (One Lambda Inc). 
The allelic and genotypic frequencies were obtained by direct counting. Comparisons 
between groups were performed using 2x2 contingency (χ2/a two-tailed Fisher Exact 
Probability Test) and Odds Ratio were calculated using the VassarStats web site for 
statistical computation. There was no difference in the genotypic frequencies between 
patients and controls for IL6 (-174), TGFB1 (+869 and +915) and TNF (-308). 
Concerning IL10 (-1082 G/A), the G/G genotype was significantly more common in 
the control group, 18% versus 7.0% in CIN patients, (p=0.05; OR= 2.92 (CI=1,02-
8,37)). A higher frequency of the IFNG (AA) genotype was observed in CIN II versus 
control group (p=0.05; OR=2.43 (CI=1.06-5.54)). When comparisons were performed 
between CIN groups, a higher frequency of AA genotype in CIN II versus CIN III was 
observed (p=0.05; OR=2.45 (CI=1.06-5.68)). Concerning MICA gene, the allelic 
group found in a higher frequency in CIN patient sample was MICA (*002/*020) 
(23.07%) (p=0.02; OR=2.57 (CI=1.11-5.97)) and in control sample was the allele 
MICA*008 (30%) (p=0.04; OR=2.21(IC=1.01-4.81)). 

Key-Words: HPV, Cervical Intraepithelial Neoplasia, Cytokines, MICA.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 CONTEXTO 

A infecção por papilomavírus humano (HPV) é o fator de risco mais 

importante na etiopatogênese do carcinoma cervical (CC) e de suas lesões 

precursoras, as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). O CC está 

caracterizado por uma fase pré-maligna bem definida passível de diagnóstico 

através dos exames citológico, colposcópico ou histopatológico do material 

cervical. Estas modificações epiteliais representam um espectro de 

anormalidades histológicas variando de NIC I a III. 

 Os HPVs apresentam diversidade genética, aproximadamente 40 tipos 

infectam a área genital, alguns com potencial oncogênico. Os HPVs tipos 16 e 18 

foram categorizados em 1995 pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e pela 

Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC) como carcinogênicos em 

humanos (WHO.IARC, 1995).         

 A infecção persistente por tipos virais oncogênicos, em associação com 

outros cofatores, do hospedeiro e/ou exógenos, predispõe ao desenvolvimento de 

lesões de alto grau do colo uterino apenas em uma pequena proporção de 

mulheres portadoras do HPV.   

A maioria das mulheres (70 a 90%) infectadas por tipos de HPV 

causadores de CC não desenvolve a doença. Geralmente a infecção desaparece 

sem nenhum tratamento e o vírus é eliminado devido à ação do sistema imune, 

em um período de 12 a 24 meses após o início da infecção. 

Há evidências de que o sistema imune do hospedeiro desempenhe um 

importante papel no controle da infecção pelo HPV. Em hospedeiros 

imunocompetentes, a infecção viral leva à produção e liberação de várias citocinas que 

têm ação sobre a expressão gênica e crescimento de linhagens celulares infectadas 

por HPV. O nível de produção de citocinas é dependente do genótipo e as variantes 

polimórficas destes genes podem levar a alterações na expressão gênica modificando 

o nível do produto final e, conseqüentemente, a resposta imune ao vírus, podendo ser 

consideradas um dos mecanismos associados à progressão da doença.  
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As moléculas A relacionadas à cadeia MHC de classe I, (MICA), são 

antígenos induzidos pelo stress, reconhecidas inicialmente por células Tγδ , sem 

necessidade de reconhecimento e apresentação de antígenos (ROCK et al., 

1994; SCHILD et al.1994; MORITA et al., 1995). 

A expressão de MICA em tecidos normais está restrita principalmente ao 

tecido epitelial intestinal (GROH et al., 1996). Contudo foi observado que 

linhagens celulares de diversos tumores epiteliais expressam MICA (GROH et al., 

1996, GROH et al., 1998). Evidências preliminares sugerem que MICA pode estar 

associada aos estágios iniciais de desenvolvimento tumoral (GROH et al., 2005).   

No presente estudo foi investigada a influência das variantes polimórficas -

174 (G/C) do gene IL6; +869 (T/G) e +915 (G/C) do gene TGFB1; -1082 (A/G) do 

gene IL10; -308 (A/G) do gene TNF e +874 (T/A) do gene IFNG, responsáveis 

pela produção das citocinas: Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral 

(TNF), Interleucina-10 (IL-10), Fator Transformante do Crescimento β1 (TGF-β1) e 

Interferon-γ (IFN-γ), respectivamente; e do gene A relacionado à cadeia MHC de 

classe I (MICA) no desenvolvimento e progressão da NIC.  
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 CARCINOMA DE COLO UTERINO E SUAS LESÕES PRECURSORAS 

2.1.1 Epidemiologia 

O CC é a segunda neoplasia mais comum entre as mulheres no mundo. É 

estimado que tenham ocorrido 493.000 novos casos e 274.000 mortes no ano de 

2002 (PARKIN et al., 2005). Quase 80% dos novos casos ocorrem em países em 

desenvolvimento onde, em algumas regiões, é o câncer mais comum entre as 

mulheres. Para os países em desenvolvimento estima-se que o CC seja 

responsável por 15% dos tumores em mulheres e para os países desenvolvidos 

esta taxa cai para 3,6%. As taxas de incidência e mortalidade por 100.000 são 

respectivamente, África Oriental (42,7 e 34,6), América do Sul (28,6 e 12,9) e 

América do Norte (7,7 e 2,3) (PARKIN et al., 2005). 

A infecção cervical pelo HPV é a doença viral sexualmente transmissível 

mais comum em todo o mundo, sendo reconhecida pela OMS como o principal 

fator causal das lesões precursoras do CC. A maioria das mulheres é infectada 

logo após o início da atividade sexual (COLLINS et al., 2002), com maior 

prevalência em jovens abaixo de 25 anos. Um segundo pico de infecção ocorre 

em mulheres de maior idade, próximo àquela de maior incidência de CC 

(FRANCESCHI et al., 2006; CASTLE et al., 2005).  

A incidência de CC torna-se evidente na faixa etária de 20 a 29 anos e o 

risco aumenta rapidamente até atingir seu pico geralmente na faixa etária de 45 a 

49 anos, denotando um efeito tardio da infecção pelo HPV. A mortalidade por CC 

é substancialmente menor que a incidência, sendo de 5,60/100.000 mulheres no 

Brasil. Em países desenvolvidos a sobrevida média estimada varia de 59 a 69% 

após cinco anos do diagnóstico inicial, no entanto em países em 

desenvolvimento, onde os casos são diagnosticados em estadios relativamente 

avançados, a sobrevida média é de cerca de 49%, sendo esta mesma 

porcentagem estimada para o Brasil (MS.INCA, 2006).     

O número de casos novos de CC esperados para o Brasil em 2008 é de 
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18.680, com um risco estimado de 19,18 casos por 100 mil mulheres. Com 

relação à incidência por região, sem considerar os tumores de pele não 

melanoma, o CC ocupa a primeira posição em incidência de tumores malignos na 

região Norte (22,20/100.000). Representa o segundo tumor em incidência, abaixo 

apenas da neoplasia maligna da mama, nas regiões Sul (24,44/100.000), Centro-

Oeste (19,44/100.000), e Nordeste (17,58/100.000). Na região Sudeste ocupa a 

terceira posição em incidência (17,83/100.000), com os tumores de mama e de 

cólon ocupando a primeira e segunda posições. Este comportamento evidencia a 

urbanização e desenvolvimento do Sudeste Brasileiro, que se reflete em maior 

informação da população com relação aos métodos de prevenção e detecção 

precoce do CC. A dificuldade de acesso explicaria a alta taxa de incidência de 

lesões em estádio avançado na região Norte (MS.INCA, 2006). 

No Estado do Paraná esperam-se 1.350 novos casos para o ano de 2008, com 

um risco estimado de 25,11/100.000 mulheres e em Curitiba, sua capital, 210 novos 

casos com risco de 23,10/100.000 mulheres (MS.INCA, 2008). Em uma pesquisa 

realizada em 2006 nas capitais brasileiras, 86,4% das mulheres com idade entre 25 e 

59 anos tinham realizado um exame preventivo de CC no último ano (Curitiba foi a 3ª 

capital com maior freqüência) (BEC, 2007). Este dado pode explicar a alta taxa de 

incidência como sendo reflexo de um maior acesso das pacientes aos recursos 

diagnósticos, porém há necessidade de maior atuação em medidas preventivas.  

2.1.2 Histopatologia e Classificação Citológica 

O CC é uma doença crônica que ocorre a partir de mudanças intra-

epiteliais as quais podem, em um período médio de cinco a seis anos, 

transformar-se em processo invasor.  

As lesões cervicais precursoras do CC apresentam-se em diferentes graus 

evolutivos, do ponto de vista cito-histopatológico e vários sistemas de 

classificação têm sido propostos. O sistema baseado em quatro níveis evolutivos 

classifica as lesões em displasias leves, moderadas, severas e carcinoma in situ. 

Foi muito utilizado no passado, porém o termo displasia atualmente não é mais 

utilizado. O sistema de três níveis denomina as lesões de NIC (neoplasia intra-

epitelial cervical) I, II, III.  
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Em 1988, um novo sistema de classificação citológica conhecido como 

classificação de Bethesda foi desenvolvido. Neste sistema a NIC de grau I é 

denominada lesão escamosa intra-epitelial de baixo grau (LSIL) e as NICs II e III  

são classificadas como lesão escamosa intra-epitelial de alto grau (HSIL). As 

lesões previamente classificadas como borderline ou de categoria indeterminada 

são classificadas como células escamosas atípicas de significância indeterminada 

(ASCUS). 

Durante o XVII Congresso Brasileiro de Citopatologia em 2002, a 

nomenclatura em citopatologia ginecológica foi atualizada (www. 

citopatologia.org.br) e as atipias celulares epiteliais cervicais classificadas em:  

1)  lesão intra-epitelial de baixo grau (LSIL) (compreendendo efeito       citopático 

pelo HPV e neoplasia intra-epitelial cervical grau I);  

2)  lesão intra-epitelial de alto grau (HSIL) (compreendendo neoplasias intra- 

epiteliais cervicais grau II e III);  

3)  lesão intra-epitelial de alto grau, não podendo excluir invasão;  

4)  carcinoma epidermóide invasor.  

O carcinoma invasor de colo uterino, em cerca de 90% dos casos, evolui a 

partir da NIC, mas nem toda NIC progride para um processo invasor, porém todas 

as NIC devem ser consideradas lesões significativas e como tal devem ser 

orientadas (CONDUTAS DO INCA/MS). 

Com base neste conhecimento a abordagem clínica e terapêutica destas 

pacientes é delineada conforme a classificação histológica da lesão e consiste em 

avaliar a persistência ou progressão de LSIL para HSIL, ou eliminação da LSIL, que 

ocorre na maioria dos casos, através de exames citológicos e histológicos seriados.  

As lesões classificadas como NIC II podem representar tanto uma infecção aguda 

pelo HPV que poderá regredir, como um pré-câncer incipiente com destino a 

persistência e alto risco de invasão. Até mesmo alguns tipos de HPV de baixo grau 

são capazes de produzir lesões diagnosticadas como NIC II, portanto este nível de 

anormalidade não é suficiente para prever o risco de CC (MOSCICKI et al., 2006). 

O pré-câncer é o precursor intra-epitelial do câncer invasivo, é o equivalente 

ao diagnóstico histológico de NIC III. HSIL e CC são caracterizados por aneuploidia e 
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instabilidade genética, e estudos in vitro demonstram que estas seriam 

conseqüências da expressão inapropriada dos oncogenes virais E6 e E7 com 

ativação da telomerase e amplificação centrossomal.  

Embora a regressão de lesões NIC III seja teoricamente possível, esta 

tendência não é observada em seguimentos em curto prazo e estudos 

observacionais destas lesões não seriam éticos.   

Nota-se, portanto, que nos casos de NIC II, onde o nível de anormalidade 

não é suficiente para prever o risco de progressão a NIC III e CC, e nos quais não 

é ético o seguimento em longo prazo, há a necessidade de um outro fator 

preditivo de risco de CC para auxiliar no delineamento de uma abordagem 

terapêutica mais precisa. 

2.1.3 Fatores de Risco 

Vários são os fatores de risco conhecidos, que aumentam a chance de 

desenvolver CC e suas lesões precursoras, e o conhecimento dos mesmos torna-

se primordial para a detecção precoce da doença em mulheres com alta 

probabilidade de desenvolvê-la.         

 O fator de risco mais importante para CC é a infecção genital por 

papilomavírus humano (HPV). Estudos demonstram uma prevalência de DNA- 

HPV em 99,7% dos carcinomas cervicais (BOSCH et al., 1995; WALLBOOMERS 

et al., 1999). No entanto sabe-se que apenas as infecções virais definidas como 

persistentes seriam consideradas de importância para a oncogênese.   

 A persistência viral pode ser definida como a detecção do mesmo tipo de 

HPV, duas ou mais vezes, em avaliações periódicas em um intervalo de no 

mínimo dois anos. Felizmente a maioria dos HPV, mesmo os considerados de alto 

risco, não tem capacidade de permanecer no hospedeiro por muito tempo e são 

considerados transientes. Não há concordância entre os autores sobre a 

passagem do estado de infecção transiente para persistente. A média de tempo 

para eliminação do vírus em mulheres infectadas varia de quatro a seis meses até 

um a dois anos em diferentes estudos, dependendo das estratégias de 

seguimento e definições (por exemplo, a necessidade de 1 ou 2 testes de DNA-

HPV negativos para definir a eliminação do vírus). Apesar desta variação, a 
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maioria dos estudos demonstra que aproximadamente 90% das pacientes 

infectadas eliminam o vírus após dois anos de seguimento.    

 Outros potenciais fatores de risco associados ao desenvolvimento do CC, 

também denominados cofatores, podem ser divididos em três grupos: (1) cofatores 

ambientais ou exógenos, incluindo o uso de anticoncepcionais orais, tabagismo,  e 

infecção concomitante pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) ou outros 

agentes sexualmente transmissíveis; (2) cofatores virais, tais como infecção por 

determinados tipos de HPV, carga viral, integração viral e coinfecção com mais de 

um tipo de HPV; (3) cofatores do hospedeiro: multiparidade, hormônios endógenos, 

resposta imunológica e susceptibilidade genética.  

O início precoce da atividade sexual, história de múltiplos parceiros e 

parceiros de alto risco (homens cuja parceira anterior tinha carcinoma de colo 

uterino, homens com carcinoma de pênis ou homens que tiveram contato com 

prostitutas), também são fatores de risco conhecidos para o CC (MS.INCA, 2006).    

. Um estudo recente (HEMMINKI & CHEN,  2006) sugere um papel da 

história familial na qual mulheres cuja mãe ou irmãs tiveram CC são mais sujeitas 

ao desenvolvimento da doença. Esta tendência familial pode ser causada por uma 

condição herdada que levaria a uma menor capacidade destas mulheres em 

combater a infecção por HPV.  

2.1.3.1 Cofatores ambientais ou exógenos 

Em publicação recente a IARC classificou o uso de contraceptivos orais 

combinados como carcinogênico para a cérvix uterina. Uma meta-análise de CC e 

AHO (anticoncepcionais hormonais orais) demonstrou que o risco para CC 

invasivo aumenta com o uso prolongado de AHO. O risco em mulheres que 

utilizaram AHO por mais de 10 anos é aproximadamente o dobro quando 

comparado com mulheres que nunca fizeram uso destas substâncias (SMITH et 

al., 2003). O uso de anticoncepcionais orais poderia influenciar a progressão da 

infecção por promover a integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro e 

estimular a transcrição dos oncogenes virais E6 e E7 envolvidos na 

carcinogênese (CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).     

 O tabagismo parece também aumentar o risco de CC em mulheres 
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positivas para o HPV, sendo esta associação observada em vários estudos. 

Subprodutos carcinogênicos do tabaco foram encontrados no muco cervical de 

fumantes, entre eles a nicotina e a cotidina. Estas substâncias podem danificar 

diretamente o DNA das células cervicais ou comprometer a resposta imunológica 

local, facilitando a persistência do HPV (CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003). O 

benzopireno (BaP), o principal carcinógeno encontrado na fumaça do cigarro 

interage com o HPV, elevando o título viral dos HPVs 16, 18 e 31 ( ALAN et al., 

2007). Alterações encontradas no sistema imune periférico de pacientes fumantes 

incluem o aumento do número de linfócitos T citotóxico/supressores, a diminuição 

do número de linfócitos T Helper, significativo decréscimo de células natural killer 

e baixo nível sangüíneo de imunoglobulinas, exceto IgE, a qual é elevada 

(JOHNSON  et al., 1990). Outros possíveis mecanismos incluem a redução da 

resposta imune na cérvix, com a redução do número de células de Langerhans 

(TAY et al., 1987; POPPE et al., 1990) e efeitos relacionados ao metabolismo dos 

hormônios femininos.          

 Em 2004, a IARC classificou o tabagismo como causa de CC. O ICESCC 

(International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer) 

publicou em 2006 o resultado de uma análise de 24 estudos epidemiológicos, no 

qual mulheres fumantes apresentaram um aumento significativo do risco relativo 

de CC, comparado com mulheres não fumantes (RR = 1,60; 95% IC: 1,48- 1,73). 

Este risco diminui em mulheres que abandonaram o hábito e aumenta com a 

quantidade de cigarros/d (+ 15 cigarros /d versus nenhum), mas não demonstra 

relação com a duração do hábito de fumar.       

 O papel específico de outros agentes infecciosos na patogênese do CC foi 

pesquisado em muitos estudos epidemiológicos. Os agentes infecciosos que 

foram relacionados com significância nestes estudos foram: HSV-2 (vírus herpes 

simples tipo II), Chlamydia trachomatis e HIV. Os dois primeiros como resultado 

de uma resposta inflamatória, com a produção de radicais livres e 

desenvolvimento de instabilidade genética, e no HIV, devido ao estado de 

imunossupressão, o que reforça a importância de cofatores imunológicos do 

hospedeiro na carcinogênese pelo HPV.      

  O baixo nível sócio-econômico também tem sido relacionado como um 

fator de risco para o CC. Muitas mulheres com baixo nível sócio-econômico não 
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têm acesso adequado aos serviços de saúde. Tais mulheres também podem 

apresentar subnutrição o que também poderia aumentar o risco. Mulheres com 

dieta pobre em vitamina A e C podem ter um risco maior de desenvolver CC, 

assim como as mulheres obesas. 

2.1.3.2 Cofatores do hospedeiro 

Mulheres que tiveram múltiplas gestações a termo também têm um risco 

maior de desenvolver a doença, conforme alguns estudos. O maior risco de CC 

em mulheres com elevado número de gestações poderia estar relacionado com a 

manutenção prolongada da zona de transformação na exocérvix ou a alterações 

hormonais como níveis aumentados de estrogênio e progesterona (HILDESHEIN 

et al., 2001; MUNOZ et al., 2002; CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).  

2.1.3.2.1 Resposta imune do hospedeiro contra o HPV 

O HPV infecta primeiramente a camada basal de queratinócitos, tendo 

como alvo as células tronco, mas a expressão de altos níveis de proteínas virais 

somente é encontrada nas camadas superficiais do epitélio escamoso, os extratos 

espinhoso e granuloso (MIDDLETON et al., 2003; STERLING et al., 1993). A 

infecção e a replicação viral são absolutamente dependentes das etapas de 

diferenciação dos queratinócitos sendo que o ciclo de infecção do vírus 

acompanha a diferenciação da célula hospedeira. O tempo desde a infecção 

inicial até a liberação do vírus é de aproximadamente três semanas, tempo 

requerido para um queratinócito da camada basal completar a sua diferenciação e 

sofrer descamação naturalmente.        

 A infecção pelo HPV não é acompanhada por inflamação, não havendo 

citólise ou efeito citopático letal, como conseqüência da replicação, 

empacotamento e liberação das partículas virais. Desta forma, o sistema imune 

não é sinalizado quanto à presença do vírus no organismo e isto pode resultar em 

cronicidade e persistência da infecção. O período entre a infecção e o 

aparecimento das lesões é altamente variável, de semanas a meses, sugerindo 

que o vírus pode desenvolver mecanismos efetivos de evasão do sistema imune.   

A maioria das infecções pelo HPV são eliminadas do organismo sendo a 
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média de tempo requerida de 8-14 meses para os HPVs de alto risco, 

particularmente o HPV 16 (FRANCO et al., 1999; GIULIANO et al., 2002; BROWN 

et al., 2005). Quando o sistema imune falha em eliminar ou controlar a infecção, a 

mesma persiste com altos níveis de replicação do DNA viral do HPV de alto risco 

(HR-HPV). Os indivíduos com infecção persistente têm uma probabilidade maior 

de progressão da lesão para HSIL e carcinoma invasivo.   

Os fatores que contribuem para a persistência viral não foram 

completamente elucidados, mas parecem ter pouca ou nenhuma associação com 

o comportamento sexual. Há evidências de que a resposta imune do hospedeiro 

possa ser um dos principais fatores a influenciar a história natural da infecção 

pelo HPV (SCOTT et al., 1999), devido ao fato que a vigilância imunológica afeta 

a susceptibilidade às lesões e sua regressão (WU et al., 1994). Embora a 

resposta imune à infecção pelo HPV não esteja completamente compreendida, 

evidências provenientes de estudos em murinos e humanos com infecções por 

patógenos intra-celulares apontam para a importância das células T e células 

acessórias estimuladas por citocinas, para o início e manutenção de uma 

resposta imune efetiva para tais patógenos. 

Os linfócitos T são as principais células no sistema imune adaptativo e 

classificam-se em linfócitos T CD4+ (LT CD4+) e linfócitos T CD8+ (LT CD8+). A 

ativação do LT CD4+ resulta na secreção de uma variedade de citocinas. O 

padrão de expressão destas citocinas define dois subtipos de LT CD4+, 

conhecidos como Th1 e Th2. As células Th1 secretam citocinas responsáveis 

pela ativação de células citotóxicas efetoras (macrófagos, células Natural Killer e 

LT CD8+) gerando a resposta imune mediada por células a patógenos intra-

celulares. As células Th2 secretam citocinas que estimulam a diferenciação de 

linfócitos B a plasmócitos, promovendo a imunidade humoral.    

 O exame histológico das lesões provenientes da infecção pelo HPV em 

regressão e das persistentes, apesar do tratamento, revela diferentes populações 

celulares. Nas verrugas genitais em regressão observa-se um infiltrado de LT 

CD4+, LT CD8+ e macrófagos no estroma e epitélio, enquanto que em lesões que 

não regridem há ausência de células imunológicas no sítio da infecção, poucos LT 

CD8+ intraepiteliais e células mononucleares no estroma (STANLEY, 2006). A 

maior incidência de infecções pelo HPV em indivíduos imunossuprimidos também 
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ilustra a importância do mecanismo de resposta imune mediada por célula na 

resolução e controle das infecções (CHIRGWIN, et al., 1995; FENNEMA, et al., 

1995; RUCHTER, et al., 1996). 

2.1.3.2.2 Os mecanismos do HPV de evasão do sistema imune  

Teoricamente, o vírus deveria ser detectado pela célula apresentadora de 

antígenos (APC) do epitélio escamoso, a Célula de Langerhans (LC). A LC 

ativada deveria migrar para um linfonodo, processando os antígenos e 

apresentando-os à célula T imatura. A célula T diferenciada em T efetora, migraria 

para o sítio da infecção e destruiria o queratinócito infectado. 

Há várias razões para isto não ocorrer. O ciclo de infecção do HPV é, por si 

próprio, um mecanismo de evasão do sistema imune inibindo a detecção do vírus 

pelo hospedeiro, sendo que para a maioria das infecções há pouca ou nenhuma 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, importantes para a ativação das células 

dendríticas e os sinais essenciais para a resposta imune no epitélio escamoso 

estão ausentes (KUPPER e FULBRIDGE, 2004).  

Contudo mesmo na ausência de citólise e morte celular induzida pelo vírus, 

os queratinócitos infectados pelo HPV deveriam ativar um efetivo sistema de 

defesa antiviral: a secreção de interferon tipo 1. Os interferons de tipo 1, 

interferon-α e interferon-β, têm atividade antiviral, antiproliferativa, antiangiogênica 

e propriedades imunoestimulatórias que ativam as células dendríticas imaturas 

(LE BON, et al., 2002; THEOFILOPOULOS et al., 2005). Os HPVs de alto risco  

(HR-HPVs) são capazes de diminuir a expressão de genes induzíveis pelo 

interferon-α, e as oncoproteínas E6 e E7 do HPV 16 interagem diretamente com 

componentes das vias de sinalização do interferon, inibindo-as (RONCO et al., 

1998; BARNARD e McMILLAN, 1999).  

Também não é observada ativação de LCs e células dendríticas estromais em 

resposta às proteínas do capsídeo do HPV. Desta forma as células dendríticas 

estariam expostas a baixos níveis de proteínas virais, em um meio não inflamatório 

por tempo prolongado, propiciando ao HPV evadir-se eficientemente da resposta 

imune inata e postergando a ativação da resposta imune adaptativa. 

Felizmente, na maioria dos casos uma resposta imune eficiente é 
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estabelecida contra o HPV a qual parece ser caracterizada por imunidade 

mediada por células, associada à regressão da lesão e também pela produção de 

anticorpo neutralizante. Este anticorpo é dirigido contra epítopos conformacionais 

da proteína L1, localizada na superfície externa da partícula viral, porém sua 

produção ocorre em níveis baixos, reflexo do ciclo viral intracelular exclusivo, com 

ausência de viremia, além da produção das partículas virais se dar em células 

epiteliais e, portanto distante de APCs e de macrófagos (VILLA et al, 2005).  A 

produção deste anticorpo e a resposta mediada por células são capazes de 

proteger de infecções virais subseqüentes (STANLEY, 2002).  

2.2  PAPILOMAVÍRUS HUMANO 

2.2.1 Estrutura e Classificação do HPV 

 Os HPVs são vírus sem envelope, com cerca de 55 nm de diâmetro, com 

um capsídeo icosaédrico com 72 capsômeros, constituídos de DNA dupla fita, 

circular, que contém cerca de 8.000 pares de bases. Anteriormente classificados 

como pertencentes à família Papovaviridae e subfamília Papillomavirus, nos 

últimos anos foram reconhecidos como uma família própria: a Papillomaviridae 

(de VILLIERS, 2001).  O genoma do HPV divide-se em três regiões: região 

precoce (E), região tardia (L) e região reguladora (URR).  A região precoce 

contém 7 a 8 genes (E1,E2, E3,E4, E5, E6, E7 e E8) e a região tardia 2 genes  

(L1 e L2). A primeira contém o DNA para a replicação viral (E1, E2), regulação da 

expressão (E2), montagem e liberação do vírus (E4) e imortalização e 

transformação celular (E5, E6 e E7). E3 e E8 não têm ação conhecida, estando 

presentes em apenas uma minoria dos HPVs. Os genes L1 e L2 codificam para 

duas proteínas do capsídeo. A região regulatória que separa estes conjuntos de 

genes é constituída por 1.000 pb e contém elementos reguladores da expressão e  

replicação gênicas e do empacotamento de partículas virais (Figura 01).  



 

13 

 

FIGURA 01 - MAPA FÍSICO DO GENOMA DO HPV TIPO 16   

 

Nota:  E: Região precoce 
          L: Região tardia 
FONTE: www.ipoporto.min-saude.pt 

Há mais de 200 papilomavírus reconhecidos, classificados em tipos, 

subtipos e variantes com base em homologia de DNA. Um novo genótipo é 

definido se possuir menos de 90% de homologia com a seqüência nucleotídica de 

L1, após o seqüenciamento completo do genoma. Os subtipos são definidos 

quando apresentam entre 2 a 10% de divergência com a seqüência nucleotídica 

de L1, enquanto as variantes apresentam menos de 2% de divergência.  

 Filogeneticamente os tipos que infectam a área genital pertencem ao 

gênero alfa e os associados com epidermodisplasia verrucosiforme cutânea, ao 

gênero beta. Os diferentes tipos têm tropismo por infectar diferentes tecidos, por 

exemplo, tipos epidérmicos (HPV 1-4, 10, 26-29, 37, 38, 46, 47, 49, 50, 57), e 

tipos genitais (HPV 6, 11, 16, 18, vários 30s, 40s, 50s, 60s, 70s). 

Aproximadamente 40 tipos infectam a área genital. Destes, alguns têm potencial 

oncogênico, particularmente os HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 54, 56, 58, 
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59, 60 e 66 (GARLAND, 2002). Os tipos oncogênicos prevalentes mundialmente 

são: 16, 18, 45, 31, 33, 58, 52 e 35 (SMITH et al., 2007). Os tipos genitais de HPV 

podem ser classificados segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de 

lesões neoplásicas do colo uterino em: 

Tipos de baixo risco (LR): (HPVs 6, 11, 40, 42, 43 e 44), causadores de 

verrugas genitais externas (condiloma acuminado) e lesões benignas do colo 

uterino. 

Tipos de alto risco (HR):  HPVs tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59, e 68 encontrados em lesões de alto grau e carcinoma invasor.  

 Tipos de risco indeterminado: (26, 34, 53, 54, 55, 61, 62, 66, 73, 82, 83 

entre outros) (JACOBS et al., 1997, 2000; GRAVITT et al., 1998; GRAVITT et al., 

2001; KJAER., 2001; PEYTON et al., 2001; SCHLECHT et al., 2001; GIULIANO et 

al., 2002; MOLANO et al., 2002; VAN DEN BRULE et al., 2002; MUNOZ et al., 

2003).  Em uma publicação recente, MUNOZ et al. (2006) propõem que os HPVs 

tipos 26, 53, 66, 68, 73 e 82 deveriam ser considerados como provavelmente 

carcinogênicos, visto que foram encontrados associados com CC.   

 Os HR-HPV são detectados em 50-80% das lesões de alto grau (NIC-II e 

NIC-III) e em 99,7% dos casos de câncer invasor do colo uterino.  

2.2.2 Infecção por Papilomavírus Humano 

A infecção por HPV é o fator de risco mais importante na etiopatogênese do 

CC. Este vírus é transmitido de uma pessoa para a outra através do contato sexual 

com a pele da região afetada, não sendo necessário o contato com fluidos corporais. 

A maioria dos casos de infecção por HPV é assintomática, no entanto as lesões 

podem surgir em um período de três semanas até oito meses após a infecção, sendo 

a média de três meses após a infecção. Os HPVs podem causar verrugas ou 

papilomas que são tumores benignos. Os que ocorrem nas áreas genitais 

masculinas ou femininas e na região anal são denominados condiloma acuminado e 

são causados em sua maioria pelos HPVs 6 e 11. Estes raramente são relacionados 

ao CC e são classificados como tipos LR-HPV. Outros tipos podem causar verrugas 

em outras áreas do organismo, como mãos, pés, língua e lábios. 

A infecção por HPV tem um padrão transitório. A maioria das mulheres 
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infectadas por tipos de HPV causadores de CC não desenvolve a doença (70 a 

90%). Geralmente a infecção desaparece sem nenhum tratamento e o vírus é 

eliminado devido à ação do sistema imune, em um período de 12 a 24 meses 

após o diagnóstico inicial (HO et al., 1998). A persistência do HPV em 10 a 30% 

dos casos é mais comum com os tipos oncogênicos e está associada ao 

desenvolvimento de lesão escamosa intra-epitelial (SIL) (KOUTSKY et al., 1997), 

(Figura 02). HO et al. (1998), em um estudo com 608 mulheres, determinaram 

que a duração média das novas infecções por HPV foi de oito meses. A 

persistência da infecção por seis meses ou mais estava associada à idade, tipos 

de HPV associados com CC e infecção por múltiplos tipos de HPV.  O risco de 

alterações citológicas (Papanicolaou alterado) estava associado com tipos de 

HPV conhecidos como de alto risco. 

Baseado em estudos de coorte o tempo entre a infecção pelo HPV e o 

desenvolvimento de NIC III é de 9-15 anos, com a infecção ocorrendo no final da 

segunda década de vida ou no início da terceira e o diagnóstico de NIC III, com 

um pico próximo de 25-30 anos.        

 Observando a faixa etária predominante das lesões NIC III (27-30a) e a 

média de idade das pacientes com CC invasivo (5ª década) sugere-se que as 

pacientes permanecem um longo período no estado pré-canceroso NIC III. Os 

fatores de risco desencadeantes do processo de invasão não são compreendidos. 
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FIGURA 02 - HISTÓRIA NATURAL DA INFECÇÃO PELO HPV 

 

FONTE: Paglusi, 2004. Adaptado 

2.2.3 Patogênese e Efeito Oncogênico 

Os HPVs são epiteliotrópicos (infectam células epiteliais escamosas) em 

sítios epiteliais e mucosos. Duas moléculas da família das integrinas α6β1 e 

α6β4, expressas na superfície das células basais, foram identificadas como os 

receptores de HPV (EVANDER et al., 1997). Os genes E1 e E2 são os 

responsáveis pela replicação do DNA viral a qual ocorre nas células das camadas 

basais epiteliais, às expensas da maquinaria celular, onde os DNAs replicados 

permanecem em múltiplas cópias estáveis, garantindo a persistência nas células 

do epitélio proliferativo (HO et al., 1998; LOWY e HOWLEY, 2001).  

 O HPV afeta as células tronco, onde baixos níveis de DNA são 

sintetizados, com um número de 50 a 100 genomas epissomais por célula. O 

vírus autorreplica-se, expressando as proteínas precoces na camada proliferativa 

e mais tarde nas células mais diferenciadas, onde ocorre a síntese do capsídeo e 

as partículas virais são estruturadas (FRASER e TINDLER, 1992), resultando em 
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alto nível de replicação do genoma viral.        

 Por razões desconhecidas, a infecção cervical pelo HPV tende a causar 

lesões em uma área conhecida como junção escamo-colunar ou zona de 

transformação, área onde o epitélio estratificado escamoso não queratinizado da 

exocérvix contacta e gradualmente substitui o epitélio colunar da endocérvix, em 

um processo conhecido como metaplasia.      

 O genoma do HPV pode replicar-se como um epissomo extra-cromossomal 

ou plasmídeo em lesões benignas associadas aos HPVs de baixo risco, e em 

displasias leves e moderadas associadas aos HPVs de alto risco. No entanto o 

DNA viral está freqüentemente integrado ao genoma da célula hospedeira em 

lesões de NIC de alto grau e no carcinoma in situ. Na maioria dos carcinomas, os 

genomas virais são integrados no DNA celular em sítios cromossômicos 

específicos em diferentes cromossomos. Ganhos ou perdas cromossômicas 

podem levar a distúrbios em oncogenes ou genes supressores tumorais, com 

resultante carcinogênese. O sítio de integração viral, embora não específico, 

geralmente ocorre próximo às regiões regulatórias da transcrição de E1 e E2. 

Este processo leva a um aumento da expressão dos oncogenes virais E6 e E7 os 

quais estão fortemente associados ao processo de carcinogênese (GARLAND, 

2002).  Na maioria dos CCs a integração viral é encontrada em apenas um sítio 

cromossômico nas células tumorais, concordando com a idéia que o CC é uma 

doença clonal (VINOKUROVA et al., 2005).      

 Múltiplos processos celulares são modificados pela ação dos produtos 

virais antes do início da  malignização. O efeito oncogênico do HPV nas células é 

exercido através de duas oncoproteínas virais precoces E6 e E7 e parte de E5 

dos HPVs de alto risco. As células infectadas tornam-se geneticamente instáveis 

devido à interferência das oncoproteínas virais em diversos mecanismos 

celulares, como o reparo do DNA, o controle do ciclo celular, o fuso mitótico, a 

apoptose ou a estabilização dos telômeros. 

2.2.3.1 Efeitos das oncoproteínas E6 e E7   

As oncoproteínas virais E6 e E7 são essenciais na indução e manutenção da 

transformação celular devido a sua interferência com o controle do ciclo celular e 
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apoptose (INCASSATI et al., 2006). Estas oncoproteínas ligam-se a sítios 

específicos nas proteínas p53, produto do gene TP53 (“tumor protein p53”) 

(WERNESS et al., 1990) e pRb, produto do gene RB1 (retinoblastoma 1) (DYSON et 

al., 1989) levando a alterações no ciclo celular, com proliferação celular anormal.  

A oncoproteína E7 é uma pequena fosfoproteína nuclear constituída por 3 

regiões conservadas (CR1, CR2 e CR3) (LIU et al., 2006). O gene do 

retinoblastoma (RB1) é um importante gene supressor tumoral que está deletado 

ou mutado em muitas linhagens celulares tumorais. A perda do gene ou a 

incapacidade de sintetizar a p105-RB é correlacionada com o aumento da 

proliferação celular e a oncogênese.        

 O produto do gene RB1, a proteína pRb e os membros de sua família, p107 

e p130 são alvos da oncoproteína HPV E7.  Em seu estado hipofosforilado, as 

proteínas da família pRb podem ligar-se a fatores de transcrição, como os 

membros da família E2F e reprimir a transcrição de genes envolvidos na síntese 

de DNA e na progressão do ciclo celular (DYSON, 1998). A fosforilação de pRb 

por uma quinase G1 dependente de ciclina, libera E2F e permite a progressão do 

ciclo celular para a fase S. A pRb que normalmente previne a célula da entrada no 

ciclo celular e regula a transição G1/S, quando ligada à E7, deixa a proteína E2F 

livre para comandar a divisão celular (DYSON et al., 1998; MUNGER et al., 2004). 

Esta proteína pertence a uma importante família de fatores de transcrição, 

permitindo a ativação de complexos ciclina-CDK que levam à progressão irrestrita 

da fase G1 para S do ciclo celular, resultando em proliferação celular anormal 

(KLINGELHUTZ et al., 1996). Além da inativação de membros da família pRb, 

numerosas funções de E7 foram descritas (Quadro 1).  

QUADRO 1 - FUNÇÕES DA ONCOPROTEÍNA E7 

Imortalização celular 

Ativação de ciclinas E e A 

Inativação da pRb 

Indução da apoptose 

Inibição de inibidores de quinase ciclina-dependente  

Aumento da integração de DNA exógeno e mutagênese 

Degradação de tirosina-quinase Blk 
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O gene p53 regula a progressão do ciclo celular e a apoptose após um 

dano celular. Quando o dano ao DNA é moderado, há uma parada prolongada no 

ciclo celular durante a qual o DNA é reparado, mas quando o dano é severo a 

apoptose é induzida. A apoptose tem um importante papel no desenvolvimento do 

organismo, na homeostasia celular e na patofisiologia de muitas doenças. No 

sistema imune a apoptose é freqüentemente induzida por receptores de superfície 

celular. Muitos destes receptores pertencem à família de receptores TNF, 

incluindo TNFR1 (Receptor 1 do fator de necrose tumoral), Fas, DR4 (“death 

receptor 4”) e DR5 (“death receptor 5”). A ligação do receptor à seus respectivos 

ligantes: TNF, FasL e TRAIL (“TNF-related apoptosis  inducing ligant”) induz à 

morte celular através da ativação das caspases. Muitos vírus incluindo o HPV 

desenvolveram estratégias para bloquear a apoptose, persistindo na célula 

infectada por longo período.        

 A atividade supressora tumoral de p53, que normalmente levaria a célula 

alterada à apoptose, é perdida quando há a ligação da oncoproteína E6 . Esta 

proteína forma um complexo com a proteína E6-AP(E6 associated protein ligase), 

um membro da família E3 de ubiquitinas ligases, que somente liga-se à p53 

quando esta está associada à E6. O complexo E6/E6-AP leva p53 à degradação 

proteolítica através da via da ubiquitina, diminuindo os níveis de p53 nas células 

infectadas (WERNESS et al., 1990; THOMAS et al., 1999, SHEFFNER e 

WHITAKER, 2003). A E6 interfere em outras proteínas pró-apoptóticas, Bak, 

FADD e procaspase 8 (GARNETT et al., 2006; THOMAS e BANKS, 1999). 

 Recentemente o produto do gene Notch1 foi identificado como novo alvo 

da p53. Notch1 é um oncogene envolvido no desenvolvimento de leucemias de 

células T humanas (ELLISEN et al., 1991), mas também age na diferenciação dos 

queratinócitos (RANGARAJAN et al., 2001). O nível de expressão da proteína 

ErbB2 também é influenciado pela degradação de p53 e a interferência desta com 

o complexo E6/E6-AP contribui para a carcinogênese cervical (NARISAWA-

SAITO et al., 2007). Outros alvos da E6 também contribuem para a transformação 

celular (Quadro 2).  

A E6 induz a atividade da telomerase, ativando o promotor da telomerase 

transcriptase reversa (VELDMAN et al., 2003). A telomerase humana é um 
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complexo ribonucleoprotéico composto de uma transcriptase catalítica reversa 

(hTERT) e um componente RNA (hTR). A hTERT é expressa apenas em células 

específicas da linhagem germinativa, células tronco e células neoplásicas. Alta 

atividade da telomerase é observada em mais de 85% das células neoplásicas 

humanas, indicando um papel importante na tumorigênese (PENDINO et al., 

2006). A imortalização das células é uma das principais características dos 

tumores malignos. Normalmente as células senescentes entram em apoptose 

quando um nível crítico de encurtamento dos telômeros é atingido. A maioria das 

células neoplásicas humanas têm seus telômeros regenerados pela reativação da 

expressão da telomerase, um processo conhecido como expressão de novo, visto 

que a expressão do gene TERT, responsável pela atividade da telomerase é 

restrita a células-tronco e células germinativas em tecidos não neoplásicos. 

Um outro mecanismo de regeneração de telômeros chamado de via ALT 

(“Alternative Lengthening of Telomeres”) tem merecido considerável atenção, 

devido ao desenvolvimento de resistência dos tumores a novas drogas 

terapêuticas, com mecanismo de ação baseado na atividade da telomerase 

(DUNHAM et al., 2000, CHANG et al., 2003). 

O modo de ação de pRB e p53 na regulação do ciclo celular sugerem que 

a inativação ou modulação da atividade destas duas proteínas podem resultar na 

proliferação celular das células basais, alterando a sua diferenciação, permitindo 

então a expansão de um “pool“ de células epiteliais para a replicação de 

partículas virais.  

QUADRO 2 - FUNÇÕES DA ONCOPROTEÍNA E6 

Imortalização celular 

Degradação de p53 

Efeito anti-apoptótico 

Desestabilização cromossômica 

Aumento da Integração de DNA exógeno e mutagênese  

Ativação da telomerase 

Bloqueio das funções do Interferon 
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A porta de entrada do HPV no organismo é a mucosa epitelial cervical que 

se comporta como interface entre o vírus e o ambiente externo de um lado e o 

sistema imune de outro, o qual é ativado na presença de uma infecção viral. Os 

interferons são citocinas que exibem potentes propriedades antivirais, 

antiproliferativas e imunomodulatórias. Os vírus, assim como os tumores, são 

capazes de desenvolver mecanismos de escape do sistema imune. O IFN-α é 

utilizado para o tratamento de pacientes com infecções pelo HPV e a avaliação 

deste tipo de tratamento tem demonstrado que os vírus desenvolvem 

mecanismos para evitar os efeitos do interferon. Shneider et al (1987) também 

observaram uma fraca resposta ao tratamento com IFN-α, em lesões por HPV 16 

e 18 em comparação às lesões por HPVs 6 e 11.     

 Os queratinócitos infectados pelo HPV podem modificar a resposta imune 

de diversas maneiras: através da secreção de várias citocinas (IL-1α, IL-6, IL-8, 

TNF, TGF-β) (WOODWORTH e SIMPSON, 1993) e receptores solúveis para TNF 

(MALEJCYK et al., 1996), ou através da produção de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) 

em carcinomas escamosos, caracterizando uma fuga aos mecanismos de defesa 

da resposta imune mediada por célula T (KIM et al., 1995).  

2.3. CITOCINAS 

2.3.1 Definição e Classificação das Citocinas 

Citocinas são polipeptídeos regulatórios de baixo peso molecular ou 

glicoproteínas, secretadas pelos linfócitos e várias outras células do organismo em 

resposta a um número variado de estímulos. Foram originalmente identificadas, 

descritas e denominadas de acordo com seu papel sobre células linfohematopoéticas 

(METCALF, D.; 1989), mas sabe-se que apresentam uma gama de funções, atuando 

em processos fisiológicos, patológicos e regulando a diferenciação de diversas 

linhagens celulares. A atividade das citocinas foi primeiramente reconhecida em 

meados dos anos 60, quando observou-se que sobrenadantes derivados de cultura de 

linfócitos continham fatores que poderiam regular a proliferação, diferenciação e 

maturação de células do sistema imune (citado por KUBY, 1995). 
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Diferente dos hormônios, as citocinas têm uma atuação parácrina (atuação 

local, próxima às células que as produzem), ou autócrina (diretamente sobre as 

células que as produzem), e apenas ocasionalmente entram no sistema 

circulatório para agirem como mediadores endócrinos (MIYAJIMA et al., 1992; 

KISHIMOTO et al., 1994). Tais citocinas, como o fator de transformação do 

crescimento-β (TGF-β), a eritropoietina (EPO), e o fator estimulante de colônias 

de monócitos (M-CSF) estão normalmente presentes no sangue em quantidades 

detectáveis e aptas para atuar sobre células alvo distantes (STITES; TERR; 

PARSLOW, 2000).  

As citocinas e seus receptores são classificados em famílias distintas de 

proteínas estruturalmente relacionadas e iniciam sua ação por ligação a 

receptores específicos na membrana da célula-alvo, desencadeando uma via de 

transdução de sinais, que levam a alterações da expressão gênica na célula alvo. 

A expressão de muitos receptores de citocinas é regulada por sinais específicos 

podendo ser uma outra citocina ou a mesma que se liga ao receptor. Podem ter 

ações pleiotrópicas, redundantes, sinérgicas ou antagônicas e geralmente 

participam de um sistema de indução em cascata. Atuam como reguladores 

positivos ou negativos da resposta imune, inflamatória e reparadora do 

hospedeiro a lesões. Suas ações individuais na imunidade são complexas, uma 

vez que elas agem em um microambiente repleto de uma população heterogênea 

de células em diferentes estadios de ativação (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 

2000). Assim as citocinas podem ser geralmente caracterizadas como tendo 

efeitos estimulantes (pró-inflamatório) ou inibidores (antiinflamatório) (HAUSER, 

1995), dependendo do subtipo de clone de linfócitos Th ativados. 

A descoberta de duas populações de células T auxiliares (Th) CD4+, do 

tipo 1 e do tipo 2, derivadas da diferenciação de uma célula inicial comum (Th0) 

em camundongos e humanos, fornece algumas explicações para a expressão 

recíproca da resposta imune humoral e da mediada por células. (MOSMANN et 

al., 1986; DEL PRETE et al., 1991). Quando ativadas por antígenos/células 

apresentadoras de antígenos (APC), as células Th1 produzem interleucina-2 (IL-

2), interferon-gama (IFN-γ) e linfotoxina (LT) (MOSMANN et al., 1986; 

CHERWINSKI et al., 1987; COFFMAN et. al., 1988; MOSMANN; COFFMAN, 

1989a; MOSMANN; COFFMAN, 1989b). As citocinas Th1 estão freqüentemente 
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associadas com resposta mediada por células, particularmente apropriada para 

destruir células infectadas por patógenos intracelulares. Também é responsável 

pela hipersensibilidade tardia e ativação das células T citotóxicas, e ainda pela 

produção de anticorpos opsonizantes. Estes anticorpos são capazes de revestir 

uma partícula, por exemplo, uma bactéria, favorecendo a sua fagocitose pelas 

células fagocíticas do sistema imune (citado por STITES; TERR; PARSLOW, 

2000). Em contraste, as citocinas Th2 as quais incluem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 

e IL-13 (CHERWINSKI et al., 1987; BROWN et al., 1989), inibem as respostas 

mediadas por células, mas estimulam respostas de anticorpos promovendo a 

produção de quantidades relativamente elevadas de IgM, IgE, e isotipos IgG não 

ativadores do complemento; também estimulam a ativação e diferenciação de 

eosinófilos e atuam nas reações alérgicas (STITES; TERR; PARSLOW, 2000). 

Um terceiro tipo de célula T já foi identificado: células Th3 CD4+ que secretam 

TGF-β, mas não secretam IL-2, IFN-γ, IL-4 ou IL-10, e parecem ser o único 

subtipo de célula T que apresenta função de Th nas mucosas e regulação 

negativa de células Th1 e de outras células do sistema imune (MOSMANN; SAD, 

1996; RAGHUPATHY, 2001). 

A secreção das diferentes citocinas contribui de forma eficaz para as 

diferenças entre os subtipos de células T. Assim, a regulação das respostas 

humoral e celular pode ser explicada em parte, pela regulação cruzada da 

diferenciação e ativação das células Th1 e Th2 no decorrer de uma resposta 

imune.  

2.3.2 A Citocina IL-6 e o Gene IL6 

A Interleucina-6 (IL-6) foi primeiramente descrita como Interferon-beta-2 

(IFNB2). Tosato et al. (1988) identificaram um fator derivado de monócito o qual 

promovia o crescimento de células B infectadas pelo vírus Epstein-Barr (EBV), 

demonstrando tratar-se do IFNB2 que então passou a ser conhecido como IL-6. 

A IL-6 é geralmente considerada uma citocina pró-inflamatória, mas 

também possui propriedades anti-inflamatórias, como demonstrado em 

camundongos knock-out  para o gene IL6 (XING et al., 1998). 
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2.3.2.1 Estrutura gênica, proteína, receptor e expressão do gene IL6 

O gene IL-6 localiza-se no cromossomo humano 7 em 7p21 (CHEN et al., 

1987; FERGUNSON-SMITH, 1988) e consiste de 5 éxons e 4 íntrons (Figura 3). 

Transcreve para mRNA de 1,3-kb e traduz para uma proteína de 26-kDa, 

denominada IL-6, que é uma citocina multifuncional com peso molecular variando 

entre 22.000 e 30.000, devido em parte, a variações no grau de glicosilação e 

fosforilação de um único polipeptídeo (STITES et al., 2000).  

FIGURA 03 - LOCALIZAÇÃO DO GENE IL6 NO CROMOSSOMO 7 

 
FONTE: Entrez Pubmed 

 Uma variedade de células, incluindo macrófagos e linhagens de células 

mielomonocíticas, hepatócitos, células T em repouso, células B ativadas ou 

infectadas pelo (EBV) e linhagens de plasmócitos expressam sítios de ligação de 

alta afinidade da IL-6 com Kd de 10-10 a 10-12 M. As células alvo expressam 102 a 

104 receptores para IL-6. O receptor consiste em duas cadeias de glicoproteína: a 

cadeia α do IL-6R, com PM de 80.000, não possui o domínio citoplasmático e liga-

se à IL-6 com baixa afinidade. O complexo resultante do IL-6Rα com a IL-6 é 

então ligado com alta afinidade com a cadeia β do IL-6R (gp130), com PM de 

130.000, que transduz um sinal para o citoplasma (BOULANGER et al., 2003). A 

cadeia β do IL-6R funciona como uma subunidade transdutora de sinal comum a 

outras citocinas, entre elas a IL-11 e o LIF (fator inibidor de leucemia), podendo 

explicar a superposição observada nas atividades biológicas de citocinas 

estruturalmente diferentes. A expressão da IL-6 pode ser induzida em uma ampla 

variedade de células em resposta a vários estímulos, incluindo citocinas, produtos 

bacterianos e infecção viral (LE; VILCEK, 1989; KISHIMOTO et al., 1992). 
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2.3.2.2 Polimorfismos e níveis de expressão do gene IL6 

Observa-se a presença de uma variação polimórfica na região flanqueadora 

5’ do gene IL6 na posição -174, onde dois alelos diferentes podem ser identificados 

(alelos G e C), resultando em três possíveis genótipos: G/G, G/C e C/C. Estas 

variações são funcionalmente importantes, porque influenciam a taxa de transcrição 

do gene e conseqüentemente, a concentração plasmática da proteína IL-6.  

O mecanismo através do qual -174 G/C influencia o nível plasmático de IL-

6 permanece controverso. Alguns pesquisadores, investigando diversas doenças, 

relatam um aumento no nível sérico de IL-6 associado com os genótipos G/G e 

G/C, comparado com o genótipo homozigoto C/C (FISHMAN et al., 1998; 

REVIRON et al., 2001; FLEX et al., 2002; POLA et al., 2002). Contudo, outros 

estudos demonstram um aumento no nível sérico de IL-6 associado com o 

genótipo homozigoto C/C, comparado com os genótipos G/G e G/C (BRULL et 

al., 2001; KIPLINEN et al., 2001; OLIVIERI et al., 2002; REA et al., 2003).  

2.3.3 O Fator Transformante de Crescimento β1 (TGF-β1) e o Gene TGFB1 

O TGF-β é uma citocina multifuncional que possui múltiplas formas 

(BARNARD et al., 1990). Ela foi primeiramente descrita em murinos por De Larco 

e Todaro (1978) em linhagens celulares de sarcoma transformado por vírus. Os 

mesmos autores também foram os primeiros a caracterizá-la em extratos de 

placenta humana purificada. 

Cinco isoformas foram identificadas, mas apenas as três primeiras TGF-β1, 

β2 e β3, com 70% a 76% de seqüências homólogas entre si são expressas em 

mamíferos. TGF-β2 e β3 são importantes reguladores da diferenciação celular e 

afetam o desenvolvimento e a embriogênese, enquanto os efeitos do TGF-β1 

estão mais relacionados com o processo da inflamação.  

2.3.3.1 Estrutura gênica, proteína, receptor e expressão do gene TGFB1  

O gene que codifica o TGF-β1 pertence a uma grande família gênica com 

papel no crescimento, diferenciação e migração celular, assim como, na formação 
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da matriz extracelular (ECM) e na regulação da expressão de moléculas de 

superfície. Os genes para cada isoforma do TGF-β nos mamíferos estão 

localizados em diferentes cromossomos, mas têm a mesma organização 

genômica, com sete éxons em posições homólogas. Análises de seqüências, para 

as regiões promotoras das três isoformas do TGF-β, revelam pouca homologia e 

sugerem regulação diferencial da sua expressão (ROBERTS; SPORN, 1992).  

O gene humano (TGFB1) que codifica o TGF-β1 está localizado no 

cromossomo 19 (Figura 4), em 19q13 (FUJII et al., 1986). O seu promotor contém 

sítios de ligação para AP-1, NF-1, e Sp1 e regiões ricas em GC, mas não possui 

uma seqüência consenso TATA (KIM et al., 1989b). Todas as posições são 

definidas com relação ao seu principal sítio de início de transcrição (posição +1). 

As primeiras +840 bases são uma região não transcrita e o códon 1 começa na 

posição +841 (KIM et al., 1989a).  

FIGURA 04 - LOCALIZAÇÃO DO GENE TGFB1 NO CROMOSSOMO 19 

 
FONTE: Entrez Pubmed 

As moléculas protéicas de TGF-β são homo ou heterodímeros compostos 

de subunidades de 12,5 kDa, secretadas pela célula como complexos precursores 

latentes, que são clivados por proteases exógenas e dessa forma ativados 

(WAKEFIELD et al., 1988). A forma biologicamente ativa é composta por 110 a 

140 aminoácidos altamente conservados (MASSAGUE, 1990; KINGSLEY, 1994).  

As citocinas da família TGF-β compartilham uma estrutura tridimensional 

semelhante.  

Os receptores para TGF-β estão amplamente distribuídos na membrana e 
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são expressos pela maioria dos tipos celulares. Foram identificados três tipos, os 

quais foram nomeados tipos I, II e III, baseados nos seus tamanhos aproximados 

de 53, 70 a 80, e 200 a 300 kDa, respectivamente (MASSAGUE, 1990; LIN e 

LODISH, 1993; ATTISANO et al., 1994). Os receptores do tipo I e II são proteínas 

transmembrânicas, com uma região extracelular relativamente pequena, rica em 

cisteína, uma hélice transmembrânica hidrofóbica e um domínio citoplasmático 

com atividade serina-treonina quinase. O receptor tipo II, que tem 

constitutivamente atividade de quinase, fosforila e ativa o receptor tipo I, que 

então propaga os sinais para os substratos intracelulares. Muitas células também 

expressam o receptor tipo III, também conhecido como betaglicano, que é um 

proteoglicano com um grande domínio extracelular, um único domínio 

transmembrânico e uma curta cauda citoplasmática sem motivo conhecido. 

2.3.3.2 Biossíntese e função biológica do TGF-β1 

O TGF-β é reconhecido primeiramente por sua variedade de ações 

imunossupressivas sobre as várias linhagens de leucócitos, e a deficiência desta 

citocina pode levar a uma patologia inflamatória grave e à morte (SHULL et al., 

1990). Também inibe a expressão de moléculas MHC classe II e aumenta a 

atividade do TNF, IFN-γ e linfotoxina (LT) (TSUNAWAKI et al., 1988). Muitas 

células normais expressam TGF-β constitutivamente, e produzem-no em maiores 

quantidades quando estimuladas. Estas incluem plaquetas, macrófagos, linfócitos 

T e B, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, astrócitos e células microgliais. O 

TGF-β suprime o sistema imune ao nível sistêmico, mas estimula a resposta 

inflamatória em nível local, e pode suprimir a proliferação e diferenciação dos 

linfócitos T e B e monócitos (MASSAGUE, 1990; KHERL et al., 1991). Inibe a 

síntese mitogênica induzida de IFN-γ, IL-2, IL-3, GM-CSF e TNF, suprime a 

hematopoese pela inibição da célula tronco e regula os receptores para SCF, IL-3 

e GM-CFS nas células hematopoéticas (YELEVARTHI e HUNT, 1993). No sítio 

inflamatório, induz a quimiotaxia de neutrófilos, monócitos, linfócitos, mastócitos e 

fibroblastos (REIBMAN et al., 1991; WAHL et al., 1993), ativando essas células a 

produzirem citocinas inflamatórias (IL-1, TNF, IL-6) e aumentando a adesão 

leucocitária à parede dos vasos e matriz extracelular (WAHL, 1992). 
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2.3.3.3 Polimorfismos e níveis de expressão do gene TGFB1 

A produção do TGF-β1 está sob controle genético e a variação individual 

nos níveis de produção do mesmo é influenciada pela existência de variações 

genéticas. Foram identificados cinco tipos de variações polimórficas no gene 

TGFB1: duas na região do promotor, nas posições -800 (G/A) e -509 (C/T); uma 

na posição +72 (inserção de C), em uma região não transcrita; e duas na 

seqüência sinal no primeiro éxon, nas posições +869 (T/C) e +915 (G/C), os 

quais foram analisados neste estudo. A mutação na posição +869 determina uma 

mudança do aminoácido leucina para prolina no códon 10, enquanto a da posição 

+915 altera o códon 25, substituindo a arginina para prolina (Quadro 3). Uma 

pessoa será considerada alta produtora de TGF-β1 se o códon 10 traduzir para o 

aminoácido leucina, e o códon 25 para a arginina. Ao contrário, para ser baixa 

produtora, deverá traduzir para prolina em ambos os códons (PERREY et al., 

1998). Em termos gerais, para uma população caucasóide, pode-se atribuir o 

estado de alto, intermediário e baixo produtor de TGF-β1, de acordo com os 

genótipos (PERREY et al., 1998) (Quadro 4). AWAD et al. (1998) também 

estudaram a relação entre as variantes polimórficas de TGFB1 e a produção de 

TGF-β1 por leucócitos de sangue periférico de 34 indivíduos saudáveis. 

Indivíduos com o genótipo homozigoto arginina/arginina no códon 25 tiveram uma 

média de produção de TGF-β1=10.037 ± 745 pg/ml (alta produção), enquanto 

que os de genótipo prolina/arginina tiveram um valor médio de 6.729 ± 883 pg/ml. 

De um modo geral a expressão do TGFB1 é regulada nos níveis transcricional e 

pós-transcricional, dependendo do tipo celular e da isoforma específica, em 

resposta a uma variedade de estímulos externos.  

A expressão do mRNA do TFGB1 aumenta durante a fase secretória 

média do ciclo menstrual, alcança um pico máximo na fase secretória tardia e 

durante a gestação é semelhante ao nível observado na fase secretória média 

(VON WOLFF et al., 2000). 
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QUADRO 03 - SNPs E AMINOÁCIDOS NAS POSIÇÕES +869 E +915 DO GENE TGFB1 

TFGB1 

Posição +869 +915 

Códon 10 25 

SNP T           ⇒           C G          ⇒              C 

Aa Leucina      ⇒        Prolina Arginina     ⇒        Prolina 

FONTE: Perrey et al., 1998 

QUADRO 04 - GENÓTIPOS, HAPLÓTIPOS E FENÓTIPOS PARA PRODUÇÃO DE TGF-β1                  

NAS POSIÇÕES +869 E +915 

 

      TGFB1  

Genótipos Fenótipos Haplótipos 

TG/TG Alto Leu/Leu Arg/Arg 

TG/CG Alto Leu/Pro Arg/Arg 

TG/CC Interm. Leu/Pro Arg/Pro 

CG/CG Interm. Pro/Pro Arg/Arg 

TG/TC Interm. Leu/Leu Arg/Pro 

CG/CC Baixo Pro/Pro Arg/Pro 

CC/CC Baixo Pro/Pro Pro/Pro 

TC/TC Baixo Leu/Leu Pro/Pro 

TC/CC Baixo Leu/Pro Pro/Pro 

FONTE: Perrey et al., 1998 

2.3.4 A Interleucina 10 (IL-10) e o Gene IL10  

Em 1988, Fiorentino et al. (1989) descreveram uma substância  presente 

no sobrenadante de células Th2, que tinha a capacidade de inibir a produção de 

citocinas por células Th1 em cultura. Tal substância foi denominada Fator Inibidor 

da Síntese de Citocinas. A denominação "interleucina-10" foi proposta, uma vez 

que as análises imunoquímicas e bioquímicas indicaram que o Fator Inibidor da 

Síntese de Citocinas era uma nova citocina (MOORE et al., 1990). 
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2.3.4.1 Estrutura gênica, proteína, receptor e expressão do gene IL10 

O gene IL10 contém cinco éxons e localiza-se no cromossomo 1 (Figuras 5 

e 6) entre 1q31 e 1q32 (ESKDALE et al., 1997) ocupando aproximadamente 5,1 

kb (KIM et al., 1992). 

FIGURA 05 - LOCALIZAÇÃO DO GENE IL10 NO CROMOSSOMO 1 

 
FONTE: Entrez Pubmed 

FIGURA 06 - ESTRUTURA DO GENE IL10 

 

 

 

 

 

 

 

 

A estrutura primária da IL-10 do camundongo (mIL-10) e humana (hIL-10) 

foi determinada pela clonagem de cDNAs que codificam as citocinas (MOORE et 

al., 1990; VIEIRA et al., 1991). A IL-10 é constituída por quatro cadeias 

polipeptídicas do tipo α-hélice. É uma estrutura homodimérica covalentemente 

associada, com 18 kDa, sem carboidratos detectáveis, semelhante ao interferon-

gama (IFN-γ) (VIEIRA et al., 1991; WALTER e NAGABHUSHAN, 1995; WALTER 
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et al., 1995; ZDANOV et al., 1995; ZDANOV, SCHALK-HIHI e WLODAWER, 

1996;  ZDANOV et al., 1997; SYTO et al., 1998) . 

A proteína IL-10 exerce seus efeitos pleiotrópicos após a interação com o 

receptor específico para IL-10 que é expresso em pequeno número em células 

responsivas à IL-10 (LIU et al., 1994; HO et al., 1993).  

A IL-10 se liga ao seu receptor, IL-10R1, de maneira homogênea com alta 

afinidade (kd ~ 35-200 pM. Assim como o IFN-γR e o IFN-αβR, o IL-10R1  utiliza 

uma subunidade acessória para a sinalização, IL-10R2 (BACH, AGUET e 

SCHREIBER, 1997; KOTENKO et al., 2001). O IL-10R2 contribui pouco com a 

afinidade de ligação da IL-10; seu principal papel parece ser o recrutamento da 

quinase JAK (Tyk2) para o complexo de sinalização (KOTENKO et al., 1997; 

SPENCER et al., 1998 ). O IL-10R2 se expressa na maioria das células e tecidos 

(LUTFALLA, GARDINER; UZE, 1993; GIBBS e PENNICA, 1997). 

 2.3.4.2 Biossíntese e função biológica da IL-10 

Muito do que se conhece sobre IL-10 baseia-se em estudos com 

camundongos. Entre os clones de células T, a IL-10 é produzida após a estimulação 

antigênica, por células Th2 e Th0, mas não por células Th1 ou clones de células 

TCD8+ (FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989; MOORE et al., 1990; 

MOSMANN et al., 1990; O’GARRA et al., 1990). As células B humanas também 

produzem IL-10, especialmente após transformação pelo EBV (Vírus Epstein-Barr) 

(BENJAMIN, KNOBLOCH e DAYTON, 1992; BURDIN et al., 1993).  A IL-10 também 

é produzida por queratinócitos (RIVAS e ULLRICH, 1992; ENK e KATZ, 1992) e 

células dendríticas (IWASAKI e KELSALL, 1999; MCGUIRK et al., 2002). 

A IL-10 inibe a síntese de várias citocinas que são normalmente secretadas por 

monócitos/macrófagos ativados. Estas citocinas incluem IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, e 

IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TNF, LIF, e PAF (Fator ativador de plaquetas) 

(DE WAAL MALEFYT et al., 1991a; FIORENTINO et al., 1991a; D'ANDREA et al., 1993; 

DE WAAL MALEFYT et al., 1993; GRUBER, WILLIAMS e GERRARD, 1994).  

Quando células Th1 são estimuladas por populações de células esplênicas 

ou macrófagos, a IL-10 bloqueia parcialmente a secreção de citocinas por estas 

células (FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989). No entanto, células Th1 

estimuladas por células apresentadoras de antígenos (APC) que não sejam os 
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macrófagos, por exemplo, células B, são resistentes aos efeitos da IL-10 

(FIORENTINO et al., 1991b). A produção de IL-10 por monócitos ativados por 

LPS, indica que a expressão da IL-10 pode ser regulada por “feedback” negativo 

nestas células. Dessa forma a secreção de IL-10 parece ser autolimitada (DE 

WAAL MALEFYT et al., 1991a) e a imunomodulação que afeta a expressão do 

gene da IL-10 acontece em nível transcricional (LE et al, 1997). 

A IL-10 inibe a expressão de antígenos MHC de classe II, CD54 (ICAM-1), 

CD80 (B7), e CD86 (B7.2) em monócitos, mesmo após a indução destas moléculas 

por IL-4 ou IFN-γ, reduzindo drasticamente a proliferação de células T antígeno-

específicas (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a,b; DING et al., 1993; KUBIN, KAMOUN 

e TRINCHIERI, 1994). Ao contrário, a IL-10 estimula a expressão de FcγRI (Receptor 

para a porção Fc da IgG) em monócitos humanos fato este correlacionado com o 

aumento da capacidade de monócitos/macrófagos fagocitarem partículas 

opsonizadas, bactérias ou fungos (CAPSONI et al., 1995; SPITTLER et al., 1995). 

Células dendríticas humanas e murinas são definidas pela sua capacidade 

de ativar células T em repouso e iniciar uma resposta imune (BANCHEREAU et 

al., 2000). Em geral, os efeitos da IL-10, sobre as células dendríticas, são 

consistentes com inibição da resposta inflamatória Th1, e podem ser 

desencadeados pelo efeito inibitório sobre as “células dendríticas indutoras da 

inflamação” ou pela indução de células T antiinflamatórias estimuladas pelas 

“células dendríticas produtoras de IL-10” (MOORE et al., 2001). 

De modo oposto, a IL-10 estimula a resposta imune Th2, que inclui a 

produção de IL-4 e IL-5, que atuam na proliferação e diferenciação de células B 

(MOSMANN e COFFMANN, 1989a).  

A inibição das células Th1 pela IL-10 parece ser mediada via inibição da 

síntese de IL-12, um co-estimulador que é necessário para a produção de 

citocinas Th1 em culturas mistas de células T e macrófagos (GERMANN, 

PARTENHEIMER e RUDE, 1990).  

A presença da base nitrogenada A na posição -1082 foi correlacionada 

com baixa produção da IL-10 após estimulação de células T in vitro (TURNER et 

al, 1997). Esta variante parece ter aplicabilidade clínica, visto que alguns alelos da 

região promotora podem determinar baixa, intermediária ou alta produção de IL-

10 (ESKDALE et al., 1998).  
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2.3.5 O Fator de Necrose Tumoral (TNF) e o Gene TNF  

No final do século XIX, William B. Cooley, um cirurgião do Hospital 

Memorial de Nova Iorque, juntamente com seus colaboradores, observaram que o 

desaparecimento de tumores malignos algumas vezes coincidia com o 

desenvolvimento de uma infecção bacteriana. A partir desta constatação, 

postulou-se que agentes infecciosos ou seus produtos poderiam, em alguns 

casos, combater o câncer. Algumas evidências sugeriram que a bactéria não 

eliminaria o tumor diretamente, mas contribuiria indiretamente, estimulando outros 

mecanismos fisiológicos capazes de provocar a regressão de um tumor 

cancerígeno (OLD, 1988). 

Shear et al., em 1943 (apud OLD, 1985), identificaram e purificaram o 

componente ativo das bactérias Gram-negativas, um lipopolissacarídeo (LPS), 

também chamado de endotoxina, que é um componente da parede celular 

bacteriana. O LPS foi considerado uma substância modelo que mimetiza as 

atividades biológicas observadas na septicemia (RIETSCHEL et al., 1994). 

Camundongos e coelhos foram tratados com o Bacilo de Calmette-Guerin 

(BCG), resultando na liberação de uma substância/fator que produzia hemorragia 

e necrose em tumores, tendo sido denominada de " fator de necrose tumoral" 

(TNF) (CARSWEL et al., 1975). 

A caquexina, fator produzido por macrófagos ativados, conhecida por 

causar febre e fraqueza, inibe a lipoproteinase crucial para o armazenamento da 

gordura e está ausente em indivíduos caquéticos. A descoberta que a caquexina 

é idêntica ao TNF, demonstrou a importância dos membros desta família em 

doenças humanas (BEUTLER, MILSARK, e CERAMI 1985; BEUTLER e CERAMI, 

1986). Esta toxicidade sistêmica, tanto do TNF quanto da linfotoxina-alfa (LT) e 

seus receptores, atuando como agentes antitumorais têm levado à investigações 

sobre a defesa do hospedeiro, inflamação, apoptose, autoimunidade e 

organogênese (LOCKSLEY, KILLEEN e LENARDO, 2001). 
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2.3.5.1 Estrutura gênica, proteína, receptor e expressão do gene TNF 

A família TNF inclui os genes: LTB, clonado por BROWNING et al. (1993), 

que codifica a linfotoxina-β, TNF (anteriormente TNF-α, TNF-A), que codifica a 

citocina TNF, e LTA (anteriormente referido como TNFB, TNF-β e LT-α), que 

codifica a LT. Esses genes posicionam-se em tandem, ocupando um segmento 

de aproximadamente 7 kb na região de classe III do MHC (NEDWIN et al., 1985; 

SHIRAI et al., 1985; RINK e KIRCHNER, 1996) (Figura 7). O gene TNF é 

flanqueado pelos genes LTB e LTA (Figura 8).  

FIGURA 07 - LOCALIZAÇÃO DO GENE TNF NO CROMOSSOMO 6 

 
FONTE: Entrez Pubmed 

 

 

FIGURA 08 -  DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DA REGIÃO DO MHC NO CROMOSSOMO 6 ONDE 

SITUAM-SE OS LOCOS TNF-LTA 

NOTA: Modificado de RINK, L.; KIRCHNER, H. Recent progress in the tumor necrosis factor-α 
field. International Archives of Allergy and Immunology , Basel, v.111, p.199-209, 1996 
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Na região promotora do gene TNF, foram descritas em populações 

européias, na posição –308, substituições de guanina (alelo TNF*-308G ou 

TNF*1) por adenina (alelo TNF*-308A ou TNF*2). Este último alelo, menos 

freqüente, tem sido associado com alta produção da citocina TNF. Taxas estáveis 

de produção inter-individuais de TNF têm sido demonstradas bem como a 

associação com alelos HLA-DR. 

A família gênica TNF assemelha-se em organização genômica, 

estruturando-se cada um dos genes em quatro éxons e três íntrons, 

compreendendo individualmente segmentos genômicos de 2,7 a 3,6 kb, com 

diferentes seqüências flanqueadoras nas extremidades 5’ e 3’, que ligam 

diferentes fatores transcricionais, o que se reflete em expressão gênica distinta 

(NEDWIN et al., 1985; OLIFF, 1988; ECONOMOU et al., 1989). 

TNF é sintetizado inicialmente como um polipeptídeo de 26 kDa e 233 

aminoácidos com uma pré-seqüência de 76 aminoácidos que é clivada por 

metaloproteinases altamente específicas, algumas horas depois de estar ancorado 

na membrana celular. Sem a pré-seqüência, seu peso molecular é 17 kDa e possui 

157 resíduos de aminoácidos. Assim sendo, pode apresentar-se nas formas solúvel 

ou ligada à membrana (forma não processada com 233 aminoácidos e 26 kDa). Na 

forma biologicamente ativa é um homotrímero cuja massa molecular é 52 kDa, 

apresentando formato de cone triangular ou piramidal onde cada lado é formado por 

uma diferente subunidade monomérica. Os sítios de ligação aos receptores situam-

se na metade inferior da estrutura piramidal, o que permite a ligação simultânea com 

mais de um receptor (NEDWIN et al., 1985; JONES et al., 1989). 

Dois receptores de membrana para o TNF, denominados TNF-RI e TNF-

RII, foram identificados molecularmente. Estas duas proteínas, com distintos 

pesos moleculares (55 kDa e 75 kDa, respectivamente), têm homologias 

significativas em seus domínios extra-celulares com seqüências ricas em cisteína 

(TARTAGLIA e GOEDDEL, 1992; GRELL et al., 1995). 

Particularmente em células T, TNF é a primeira citocina produzida após 

ativação, seguida por muitas outras. O envolvimento do TCR na indução do 

processamento do RNA pré-mensageiro de TNF, pode também intensificar outros 

níveis de regulação, incluindo transcrição, estabilidade do RNA, tradução e eventos 

pós-traducionais, conduzindo a uma apurada expressão do TNF (YANG et al., 1998). 
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2.3.5.2 Biossíntese e função biológica do TNF 

As células mais importantes, relacionadas à biossíntese do TNF, são os 

monócitos e os macrófagos ativados (CARSWELL et al., 1975), mas o TNF 

também pode ser sintetizado por outros tipos de células, incluindo mastócitos 

(RICHARDS et al., 1988; STEFFEN et al., 1989; GORDON e GALLI, 1990), 

basófilos (STEFFEN et al., 1989; OHNO et al., 1990), eosinófilos (TAKANASKI et 

al., 1994), células NK (PETERS et al., 1986), células T e B (KOBAYASHI, ASADA 

e OSAWA, 1987).  

Em termos evolutivos, o sistema imune de vertebrados difere dos 

invertebrados pela presença do sistema imune adaptativo, no qual o TNF tem um 

papel central. Tal fato envolveu a aquisição de dois genes ativadores de 

recombinação, RAG1 e RAG2, há aproximadamente 450 milhões de anos, e que 

se expressam exclusivamente em linfócitos. Esses genes propiciaram 

mecanismos somáticos, que mediaram recombinações e mutações, que 

culminaram com o imenso repertório de receptores em linfócitos T e B. No 

entanto, tais linfócitos não podem atuar individualmente, e o TNF é um dos 

responsáveis por estimulá-los para que os mesmos respondam a estímulos 

antigênicos. Esta citocina participa dos eventos inflamatórios e imunológicos, 

estando relacionada a uma potente atividade imunomoduladora (STITES, TERR e 

PARSLOW, 2000). 

A resposta imune ocorre efetivamente em órgãos linfóides secundários. O 

TNF tem também um papel distinto na organização e organogênese de tecidos 

linfóides secundários, tais como o baço e placas de Peyer (GUO et al., 1999). A 

hierarquia temporal, do desenvolvimento do tecido linfóide, coloca em evidência a 

LT como participante essencial da organogênese do tecido linfóide, precedida 

pelo TNF que tem um papel mais abrangente na promoção de uma correta 

organização dos linfócitos em linfonodos e baço (KORNER et al., 1997). Nos 

órgãos linfóides, os folículos e centros germinativos constituídos por agregados 

celulares, principalmente células B, mas também células T e células dendríticas 

foliculares (células mesenquimais que coletam os antígenos nos linfonodos de 

drenagem), interagem com clones de células B, e formam uma rede nos folículos, 

sob a influência de citocinas, como o TNF e LT (FU e CHAPLIN, 1999). Assim, um 
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processo seqüencial ordenado, orquestrado pelo TNF, promove interações entre 

células hematopoéticas e mesenquimais e estabelece restrição espacial, 

essencial para a definição dos órgãos linfóides (KORNER et al., 1997). 

Ao TNF têm-se atribuído propriedades anticancerígenas pelos efeitos 

citolíticos e/ou citostáticos diretos sobre as células tumorais (CARSWELL et al., 

1975).            

 O TNF também era conhecido como caquexina, baseado em experimentos 

realizados em coelhos infectados por parasitas. Os resultados mostraram que 

esses animais desenvolviam uma grave perda de peso associada com 

hipertrigliceridemia e deficiência de lipoproteína-lipase (LPL), uma enzima 

envolvida na hidrólise de triglicerídeos. Esse quadro clínico é conhecido como 

caquexia (BEUTLER et al., 1985). 

O TNF parece ser primariamente responsável por um fenômeno, conhecido 

como reação hemorrágica de Shwartzman, em que duas injeções sucessivas de 

LPS bacteriano, administradas a intervalo de 24 horas no mesmo local do tecido, 

produzem coagulação localizada e necrose tecidual. Esta reação ocorre porque a 

secreção do TNF pelos macrófagos, induzida pelo LPS, pode estimular as células 

endoteliais a produzirem prostaglandinas, IL-6 e uma proteína denominada fator 

pró-coagulante (ou fator tecidual III), que tem a capacidade de iniciar a cascata da 

coagulação. Esses efeitos locais de coagulação e inflamação bloqueiam o 

suprimento sanguíneo e podem ser responsáveis pela capacidade do TNF de 

causar infartos e necrose hemorrágica de tumores - a propriedade que levou à 

sua descoberta (STITES, TERR e PARSLOW, 2000). Em sinergia com outras 

citocinas, tais como IL-1, o TNF participa da inflamação aguda e dos danos 

microvasculares incluindo a coagulação intravascular, estimulação da adesão de 

neutrófilos e monócitos em células endoteliais, e na síntese do PAF e da 

prostaglandina-12 (PG-12). A formação de trombos ocorre pela atividade pró-

coagulante de TNF, inibindo a proteína C e a trombomodulina (proteínas 

anticoagulantes), e conseqüentemente bloqueando a dissolução da fibrina 

(MANTOVANI et al., 1997). 

O IFN-γ aumenta a expressão de genes HLA de classe II em uma 

variedade de tipos celulares em humanos e camundongos, e faz parte de um 

conjunto de interações entre citocinas em eventos imunológicos. Em vista disso, 
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TNF tem efeitos similares e aditivos em vários modelos in vitro. In vivo, TNF e 

IFN-γ são dependentes um do outro (WATANABE e JACOB; 1991). O efeito 

sinergístico ou antagônico entre TNF e IFN-γ depende do estágio de diferenciação 

e maturação celular. TNF pode tanto intensificar como inibir a expressão de 

moléculas HLA de classe II induzida por IFN-γ. Em diferentes culturas de 

linhagens celulares mielóides (células U937), TNF induz fortemente a expressão 

de HLA-DR, enquanto que o efeito de IFN-γ é fraco. Ao contrário, a combinação 

dessas duas citocinas pode levar a uma fraca indução de HLA-DR. Esta 

observação sugere que, pelo menos neste sub-conjunto de células, o IFN-γ deve 

ter um efeito inibidor na indução da expressão de HLA-DR provocada pela 

atividade de TNF (WILLHEIM et al., 1995). 

Além de intensificar a expressão de moléculas HLA de classe II, TNF, LT e 

IFN-γ podem aumentar a expressão de moléculas HLA de classe I de superfície 

celular de células endoteliais (JOHNSONS e POBER; 1990). 

Estudos também demonstraram que o TNF exógeno aumenta a síntese de 

DNA em células sob ativação de um agente mitogênico. Posteriormente, níveis 

elevados de TNF foram observados em leucemia linfocítica crônica, na ativação 

policlonal de células B induzida pelo vírus HIV e na produção de imunoglobulinas 

induzida pela IL-4 e moléculas CD40. O TNF autócrino em células B ativadas tem 

um importante papel em infecções relacionadas com a expansão policlonal de 

células B, bem como em proliferações malignas onde os linfócitos B estão 

envolvidos (BOUSSIOTIS et al., 1994). 

A aplicação terapêutica de TNF tem sido investigada em muitas doenças, 

embora muitas pesquisas estejam sendo limitadas pela alta taxa de efeitos 

colaterais provocados pelo próprio TNF (EIGLER et al., 1997). 

O papel do TNF na inflamação aguda ilustra como o mesmo atua nas 

mudanças celulares e na dinâmica recomposição tecidual. Atuando durante um 

processo infeccioso, vários tipos de células são recrutados até o sítio inflamatório, 

e quando o processo infeccioso é contido, é essencial que a homeostasia tecidual 

normal seja restabelecida (LOCKSLEY, KILEEN e LENARDO, 2001). 
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2.3.6 O Interferon-γ (IFN-γ) e o Gene IFNG 

Em 1965 Wheelock reportou que a fitohemaglutinina poderia produzir um 

inibidor viral, semelhante ao interferon, que foi denominado interferon-γ, o qual, 

atuando como uma molécula pró-inflamatória e imunorreguladora afeta todos os 

componentes da resposta imune. Seu campo de ação inclui a estimulação ou 

inibição das funções celulares constitutivas, a indução de novas funções efetoras, 

propriedades proliferativas e anti-proliferativas, e alterações em produtos 

celulares secretados e associados às membranas. O efeito regulatório é 

dependente de dose, do tempo de exposição, e da presença ou ausência de 

outros mediadores inflamatórios (WILLIAMS et al., 1993). 

2.3.6.1 Estrutura gênica, proteína, receptor e expressão do gene IFNG 

O IFNG é um gene de cópia única localizado no cromossomo 12 humano 

(Figura 9), em 12q14 (TRENT, OLSON e LAWN, 1982; NAYLOR et al., 1983). A 

estrutura do DNA genômico, primeiramente relatada por Gray e Goedel em 1982, 

é altamente conservada, sendo constituída por quatro éxons e três íntrons. Esta 

estrutura observou-se em todas as espécies analisadas, e a análise da seqüência 

de DNA tem mostrado maior identidade na seqüência promotora do DNA do que 

na região codificadora da proteína. O cDNA do IFN-γ e/ou o DNA genômico têm 

sido clonados em muitas espécies, inclusive a humana (DERYNCK et al., 1982; 

DEVOS et al., 1982). 

FIGURA 09 - LOCALIZAÇÃO DO GENE IFNG NO CROMOSSOMO 12 

 
FONTE: Entrez Pubmed 
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A proteína humana é constituída por 166 aminoácidos, dos quais 23 

representam uma seqüência sinal hidrofóbica. Há dois sítios de glicosilação  e a 

proteína parece existir funcionalmente como um homodímero não-covalente 

(RINDERKNECHT, CONNNOR e RODRIGUEZ, 1984).    

 O gene que codifica o receptor do IFN-γ está localizado no cromossomo 6 

(RASHIDBAIGI et al., 1986) e resulta numa cadeia polipeptídica que participa da 

ligação do receptor. Uma segunda cadeia é necessária para a transdução do sinal 

e provavelmente proteínas adicionais são necessárias para certas atividades do 

IFN-γ (SOH et al., 1994). O mecanismo pelo qual o IFN-γ induz a expressão de 

genes tem sido foco de muitas pesquisas. A ligação deste ao receptor, seguido de 

ativação gênica depende de tirosina quinases (WATLING et al., 1993; MULLER et 

al., 1993; SHUAI et al.,1993). 

2.3.6.2 Biossíntese e função biológica do IFN-γ 

O IFN-γ é produzido em larga escala principalmente por células T e grandes 

linfócitos granulares (LGL) (KASAHARA et al., 1983a; KASAHARA et al., 1983b; 

YOUNG e ORTALDO, 1987), cuja produção pode ser significativamente aumentada 

pelo tratamento com IL-12 (WU et al., 1993). Nas células T CD4+, o principal 

estímulo fisiológico para a produção de IFN-γ é o antígeno no contexto do MHC de 

classe II. Similarmente, as células T CD8+ produzem IFN-γ, quando o antígeno está 

presente no contexto do MHC de classe I (YOUNG e HARDY, 1995).  

O IFN-γ atua de diversas maneiras sobre as células B. Inibe a proliferação 

celular induzida por lipopolissacarídeo (LPS) (ABED et al.), e a indução de 

moléculas MHC de classe II (MOND et al., 1986) suprime a produção de IgG1 e 

IgE, e aumenta a síntese de IgA2 (SNAPPER, PESCHEL e PAUL, 1988; ABED et 

al., 1994). O IFN-γ tem se mostrado um potente fator de sobrevivência das células 

B em cultura de células obtidas de pacientes com leucemia linfocítica crônica, 

tendo portanto, efeitos antiapoptóticos (BUSCHLE et al., 1994). 

O IFN-γ é o principal fator de ativação de macrófagos na circulação, 

ativando numerosas funções, incluindo a citotoxicidade a tumores (PACE et al., 

1983), atividade antimicrobiana (NATHAN et al., 1983), aumenta o potencial 

microbicida contra patógenos intracelulares (TORRICO et al., 1991) e estimula a 
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apresentação de antígenos aos linfócitos através da indução de moléculas MHC 

de classe II (BASHAM e MERIGAN, 1983; KELLER et al., 1988).  

Em suma, o IFN-γ é crítico para subseqüente estimulação ou ativação da 

expressão gênica, diferenciação e função de monócitos/macrófagos. Estes 

efeitos, juntamente com a importância de monócitos/macrófagos como fontes de 

IL-12 (potente indutor de IFN-γ), demonstram o papel crítico que a população de 

linfócitos tem na regulação da resposta imune (YOUNG e HARDY, 1995). 

O desenvolvimento dos linfócitos Th2 CD4+ é diretamente influenciado pela 

expressão diferencial tanto de IFN-γ quanto de IL-4. O IFN-γ suprime eficazmente 

o crescimento de células Th2 CD4+, produtoras de IL-4 (GAJEWSKI e FITCH, 

1988), e pode atuar como um fator de crescimento autócrino, juntamente com a 

IL-12, para o crescimento e diferenciação de populações de células Th1 CD4+ 

(PAUL e SEDER, 1994). 

O IFN-γ se mostrou importante para a apoptose de células T em resposta 

aos anticorpos anti-CD3 na ausência de células acessórias. Assim, dependendo 

da expressão das citocinas em um microambiente localizado, o IFN-γ pode ter 

efeitos opostos sobre populações específicas de células T; o IFN-γ por si só, induz 

apoptose, mas, em combinação com outros estímulos, pode resultar em 

proliferação e diferenciação (STITES, TERR e PARSLOW, 2000). 

2.3.7 Citocinas e HPV  

As células do epitélio estratificado e os queratinócitos são as principais 

fontes de citocinas no trato genital (SCHRODER, 1995). As citocinas exercem sua 

ação através de receptores específicos, os quais podem estar expressos de 

várias formas nas células infectadas por HPV, ou podem ser liberados para o 

espaço extracelular e daí para a microcirculação. Estas formas solúveis de 

receptores de citocinas podem afetar significativamente a atividade 

imunorregulatória das citocinas, não apenas interferindo em processos imunes e 

inflamatórios, mas também regulando a proliferação, a diferenciação celular e a 

apoptose (ABBAS et al., 2000).  

A capacidade de secretar diferentes níveis de citocinas, herdada 

geneticamente, parece ser relevante na resposta imune contra a infecção pelo 
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HPV e na oncogênese das lesões cervicais (HUTCHINSON et al., 1999). 

A secreção de citocinas na mucosa cervical é influenciada por diversos 

fatores endógenos e exógenos, que podem interferir na história natural da 

infecção pelo HPV (GRAVITT et al., 2003; SCOTT et al., 2006). Em uma análise 

multivariada, níveis elevados de IFN-γ, IL-10 e IL-12 foram significativamente (p < 

0,05) associados com várias variáveis, incluindo a infecção ativa pela Chlamidia 

trachomatis, relação sexual recente e uso de anticoncepcional oral. Níveis 

diminuídos de IL-4 e IL-10 foram associados com consumo de cigarro nas últimas 

24 horas (SCOTT et al., 2006). 

Vários estudos sugerem que níveis diminuídos de citocinas Th1 e 

aumentados de Th2 estão associados com o desenvolvimento do CC, mas 

resultados variados e às vezes controversos foram publicados.  

Além disso, a produção de IL-2 em lesões pré-invasivas diminui com 

aumento da gravidade da doença (TSUKUI et al., 1996). Um desvio do padrão 

Th1 (IL-2 e IFN-γ) para o Th2 (IL-4 e IL-10) foi associado com pior prognóstico 

para pacientes com lesões cervicais associadas ao HPV (CLERICI et al., 1997). 

A polarização em direção ao padrão Th2 explica a resposta imune celular 

deficiente contra HPV e neoplasias, e parece facilitar a progressão tumoral, porque 

o desvio em direção a Th2 estimula a resposta humoral e inibe a resposta celular 

(MOTA et al., 1999). Estudos relacionaram a regressão das verrugas com o padrão 

Th1 (IL-2, IFN-α e TNF), enquanto baixos níveis de IFN-α foram associados com 

carcinoma de colo uterino com pior prognóstico (TARTOUR et al., 1998). A IL-10 

bloqueia síntese de citocinas pelas células Th, monócitos ativados e células NK 

(RAFIQ et al., 2001). A diminuição da atividade das células NK foi associada com 

reativação da infecção latente por HPV (GARZETTI et al., 1995). Lee et al. (2004) 

demonstraram que mulheres com lesões intra-epiteliais de alto grau tiveram uma 

diminuição na produção de citocinas Th1 pelas células T CD4+ ativadas, o que 

sugere um comprometimento da função citotóxica das células T CD8+.      

  A IL-6 está diminuída em secreções cérvico-vaginais de pacientes com NIC 

comparada aos controles (TIJONG et al.,1999). Bais et al. (2005) encontraram 

níveis diminuídos de IFN-γ e aumentados de IL-10, nos diferentes estadios das 

NIC para CC, sugerindo uma mudança de padrão de citocinas durante a 

carcinogênese em mulheres com NIC III. Azar et al. (2004) descreveram que o 
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nível de IL-10 nas secreções cervicais estava estatisticamente elevado em LSIL, e 

o nível de TNF nas secreções cervicais estava elevado em HSIL. Contudo em um 

estudo de Niwa et al. (2001), as concentrações de IFN-γ no plasma de pacientes 

com CC e controles foram similares. Jacobs et al. (1998) também não 

encontraram diferenças em níveis de IFN-γ em pacientes com SIL e o grupo 

controle. SONG et al. (2007) não encontraram diferenças em níveis intralesionais 

de IL-6, IL-10, TNF e IFN-γ entre mulheres infectadas com HPV de alto risco nos 

diversos graus histológicos, porém níveis elevados de IFN-γ estavam associados 

com as oncoproteínas E6 e E7 do HPV 16, indicando que esta citocina pode ser 

um marcador prognóstico de oncogenicidade.     

2.3.7.1 Polimorfismos dos genes de Citocinas e HPV 

Nos últimos anos locos polimórficos de genes do sistema imune dentro e 

fora da região do CPH (Complexo Principal de Histocompatibilidade) do inglês 

MHC (Major Histocompatibility Complex) têm sido identificados e podem ter efeito 

no desenvolvimento de doenças infecciosas (KWIATKOWSKI et al., 2000; 

BELLAMY et al., 1998). Polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs), nestes 

locos, alteram a resposta imune à infecção por alterar o equilíbrio entre a resposta 

imune humoral e a celular. 

Há evidências de associação entre os polimorfismos de genes de citocinas 

e a NIC ao HPV (Tabela 1). 

 El Sherif et al. (2001) demonstraram que uma diminuição nos níveis 

epiteliais e subepiteliais de IFN-γ, assim como um aumento no nível subepitelial 

de IL-10, podem ter um papel no desenvolvimento e progressão da lesão cervical 

associada ao HPV-16.  

Stanczuk et al. (2001) avaliaram pacientes com câncer cervical e níveis de 

IL-10 e determinaram que estas pacientes parecem estar imunogeneticamente 

predispostas a produzir altos níveis desta citocina. Além disso, a prevalência de 

alelos associados à baixa produção de IL-10 foi menor nas mulheres com CC, 

quando comparadas com a de mulheres saudáveis, nas quais não foram 

observados alelos para alta produção de IL-10.  

Kirpatrick et al. (2004) mostraram que mulheres com resposta pró-
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inflamatória reduzida são mais susceptíveis à persistência viral e 

conseqüentemente ao desenvolvimento de neoplasia cervical. Eles investigaram 

os polimorfismos TNFA (-308 e -238) e encontraram uma freqüência maior do 

genótipo baixo secretor TNFA (-308G/G) em pacientes com neoplasia cervical 

quando comparada com a de controles.  

Fernandes et al. (2004), em com amostra da população brasileira, 

concluíram que a presença do HPV-16 induz respostas permissivas à instalação e 

progressão das lesões cervicais, com níveis séricos aumentados de IL-10, mesmo 

nas mulheres imunogeneticamente predispostas às respostas de proteção às 

lesões precursoras do CC (portadoras de alelos para baixa produção de IL-10). 

 

TABELA 01 - CITOCINAS RELACIONADAS COM NEOPLASIAS INTRAEPITELIAIS E INFECÇÃO 

PELO HPV  

FONTE: a autora  

Resposta 
Imune 

Citocina Ação Referência 

Th1 ↓Th1 Predisposição às lesões de alto grau Lee et al., 2004 

Th2 ↓TNF Susceptibilidade à persistência viral Kirckpatrick et al., 2004 

Th2 ↑IL-10 Progressão da lesão cervical Fernandes et al., 2004 

Th1 ↓IFN-γ 
Progressão da lesão cervical associada 
ao HPV 

El Sherif et al., 2001 

Th2 ↑IL-10 
Progressão da lesão cervical associada 
ao HPV 

Stanczuk et al., 2001 

↑ IL-2, IFN-γ , TNF Regressão de verrugas genitais 
Th1 

↓ IFN-γ Pior prognóstico CC 
Tartour et al.,1998 

Th2 ↑IL-4, IL10 

Th1 ↓IL-2, IFN 

Pior prognóstico em pacientes com NIC 
e HPV 

Clerici et al.,1997 

Th1 IL-2 
Produção diminui com a progressão da 
lesão 

Tsukui et al.,1996 

Th2 IL-10 
Reativação de infecção latente pelo 
HPV 

Garzetti et al.,1996 
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2.4 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC) E O 

GENE MICA  

   A região do MHC compreende genes codificadores de glicoproteínas de 

membrana que se ligam e atuam como receptores especializados para peptídeos 

antigênicos, além de exporem epítopos que são reconhecidos pelas células T, 

cujos receptores (TCRs) são específicos para reconhecer complexos de 

peptídeos antigênicos e moléculas MHC (McDEVITT, 2000). 

Existem duas classes de moléculas MHC: MHC de classe I e MHC de 

classe II, as quais diferem em estrutura e função. As moléculas MHC de classe I 

são expressas na maioria das células nucleadas de mamíferos, enquanto as 

moléculas MHC de classe II são encontradas em tipos celulares específicos que 

participam da resposta imune, dos quais os mais importantes são as células B, 

macrófagos, células dendríticas e epitélio tímico (RAMMENSEE, BACHMANN e 

STEVANOVIC, 1997). Duas grandes famílias gênicas codificam dois diferentes 

tipos de moléculas MHC que são funcionalmente especializadas em exibir 

peptídeos antigênicos a linfócitos T CD8+ (moléculas de classe I) ou a linfócitos T 

CD4+ (moléculas MHC de classe II) (RAMMENSEE, BACHMANN e 

STEVANOVIC, 1997). 

Os genes MHC-I e aqueles que codificam moléculas relacionadas às 

moléculas MHC de classe I encontram-se dispersos no genoma humano, nos 

cromossomos 6, 1, 7, 19 e 20 (BAHRAM, 2000). Tradicionalmente são divididos 

em clássicos, ou de classe Ia (HLA-A, B e C) e não clássicos, esses, subdivididos 

por alguns autores em Ib (HLA-E, -F, -G), Ic (MICA, MICB, HFE) e Id (CD1, FcRn, 

ZAG) (BAHRAM, 2000) (Figura 10). 

A região MHC de classe II consiste em três principais sub-regiões 

denominadas DP, DQ e DR, arranjadas nessa ordem na direção do centrômero 

ao telômero (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997).  

Entre os locos de classe I no lado telomérico e os locos de classe II no sítio 

centromérico do complexo HLA, existe uma ilha de cromatina não relacionada 

(UC), que é ocupada por genes que desempenham outras funções, principalmente 

no sistema imune, e por outros que ainda não foram caracterizados funcionalmente 

(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC 1997; JANEWAY et al., 2001; 
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ABBAS e LICHTMAN, 2005). Esses locos são denominados como região MHC de 

classe III (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC 1997). Nessa região estão 

presentes os locos que codificam proteínas do complemento, como Fator B (Bf), 

C2, C4A e C4B; genes  de citocinas, como TNF, LTA e LTB; o gene da enzima 21-

hidroxilase (CYP 21B), que está envolvida com a síntese de esteróides;  gene do 

citocromo P-450 e  alguns genes de proteínas de choque térmico (HSP) 

(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997; JANEWAY et al., 2001; 

ABBAS e LICHTMAN, 2005) (Figura 10). 

FIGURA 10 - MAPA DO COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC) 

HUMANO 

 
 FONTE: http://e-gastroped.com.br/jun05/cel02.jpg. (SOCIEDAD LATINOAMERICANA DE 

GASTROENTEROLOGÍA PEDIÁTRICA, HEPATOLOGÍA Y NUTRICIÓN, 2006) adaptado 

Os locos da família MIC (genes relacionados a cadeias MHC de classe I) 

estão entre os últimos identificados dentro do MHC de classe I (BAHRAM et al., 

1994), e correspondem aos locos MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF e MICG.  
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2.4.1 Estrutura Gênica, Proteína, Receptor e Expressão do Gene MICA 

O gene MICA possui 11.722 pb e, portanto é considerado extenso quando 

comparado à média de 3,5 kb dos genes HLA-A a HLA-G (BAHRAM et al., 1996). 

MICA possui um grande íntron de 6.840 pb, em comparação a íntrons com menos 

de 200 pb em genes HLA-A a HLA-G, que separa os dois primeiros éxons 

(BAHRAM et al., 1994). O primeiro éxon de MICA codifica uma seqüência líder, o 

segundo, terceiro e quarto éxons codificam as seqüências de domínios externos 

α-1, α-2 (semelhantes aos domínios G de moléculas MHC-I) e α-3 (semelhante ao 

domínio C de Igs), respectivamente, o quinto éxon codifica um segmento 

transmembrânico, a cauda citoplasmática e as seqüências 3’UTR (região não 

traduzida) que são fusionadas no último éxon (BAHRAM et al., 1994).   

No éxon 5 há uma curta seqüência repetida em tandem (STR) constituída 

por trincas de nucleotídeos GCT (MIZUKI et al., 1997), que codificam o 

aminoácido alanina. Com base no número de repetições de alanina, os alelos são 

nomeados como A4, A5, A6, A9 (MIZUKI et al., 1997), A7 (RUEDA et al., 2002), 

A8 (GAMBELUNGHE et al., 2006), A10 (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2000) e 

A5.1, que difere de A5 pela inserção de um nucleotídeo guanina na trinca GCT 

(GGCT), levando a uma mudança da matriz de leitura que causa um códon de 

término prematuro dentro do éxon que codifica o domínio transmembrânico 

(BAHRAM, 2000). Esses alelos A5.1 originam uma glicoproteína truncada de 35-

40 kDa que eventualmente chega à superfície celular, mas provavelmente não em 

seu sítio fisiológico (BAHRAM, 2000).        

 O gene é transcrito em um mRNA de 1.382pb, que possui uma única ORF 

(matriz de leitura aberta) de 1.149pb, a qual dá origem a um polipeptídio precursor 

de 383 aminoácidos, podendo esse comprimento variar no número de repetições 

de alanina dentro do segmento transmembrânico (BAHRAM et al., 1994; 

FRIGOUL e LEFRANC, 2005). 

 A proteína MICA madura possui entre 360 e 366 aminoácidos e uma massa 

molecular de aproximadamente 43 kDa, dependendo do polimorfismo na região de 

microssatélite do segmento transmembrânico (BAHRAM et al., 1994; FRIGOUL e 

LEFRANC, 2005). Contém três domínios extracelulares (α1 – α3), que precedem o 

segmento âncora de membrana, e um segmento citoplasmático relativamente curto 
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(42 aminoácidos), que parece direcionar a molécula à superfície baso-lateral de 

células epiteliais polarizadas (BAHRAM, 2000). A proteína MICA pertence à 

superfamília MHC (MhcSF), pois apresenta dois domínios semelhantes à G (que 

formam a fenda de ligação do peptídeo), e à superfamília das imunoglobulinas 

(IgSF), devido ao domínio semelhante à C das imunoglobulinas (BAHRAM, 2000).  

MICA e MICB codificam glicoproteínas funcionais, enquanto MICC-G são 

pseudogenes (BAHRAM, 2000). MICA, localizado no braço curto do cromossomo 6 

(6p21.3) (Figura 10), encontra-se a apenas 46,5kb de HLA-B em direção ao 

centrômero e MICB a 83kb nessa mesma direção de MICA, sendo, portanto, esses 

três genes ligados (Figuras 11 e 12) (BAHRAM, 2000). Os locos MICC, MICD e 

MICE localizam-se proximamente aos genes HLA-E, -A e -F, respectivamente. 

MICG é flanqueado pelos genes HLA-G e HLA-F e MICF foi identificado a 24kb em 

direção ao centrômero de HLA-G (BAHRAM, 2000) (Figura 12). 

FIGURA 11 - GENES E PSEUDOGENES DA FAMÍLIA MIC AO LONGO DA REGIÃO DE CLASSE 

I DO MHC HUMANO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
FONTE: Bahram, 2000 (extraído de SHIINA et al., 1999) 

NOTA:  A estrutura gênica de todos os locos está realçada em retângulos. L: líder; TM: 
transmembrânico; Cyt.: cadeia citoplasmática; UT: não traduzida 
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A organização incomum dos genes MICA e MICB, sua expressão mais 

restrita, seus elementos de controle transcricional distintos e as características da 

seqüência de aminoácidos dos seus produtos indicam que esses genes  

evoluíram para uma função diferente, porém relacionada às moléculas MHC de 

classe I (BAHRAM et al., 1994; BAHRAM, 2000).  

FIGURA 12 - LOCALIZAÇÃO DE MICA E MICB EM COSMÍDEOS CLONADOS 

 
FONTE: Bahram et al., 1994 

NOTA: As caixas sombreadas em preto na primeira linha correspondem aos genes. Caixas 
abertas denominadas 15 e 17 indicam pequenos fragmentos de genes semelhantes 
aos de classe I, contidos nos fragmentos de restrição gerados pelas enzimas de 
restrição Xba I e Pst I de 1,5 e 1,7 Kb, respectivamente. As setas mostram a 
orientação transcricional dos genes. Apenas cosmídeos relevantes de uma série 
contígua foram mostrados (R9A, R5A, K7A, M32A) 

 
No loco MICA foram identificados 65 alelos (ANTHONY NOLAN RESEARCH 

INSTITUTE, 2008). Vários desses alelos foram nomeados por Bahram (2000) como 

MICA001 até MICA056 pela ordem de identificação, dentre os quais, 47 codificam 

glicoproteínas distintas (BAHRAM, 2000). O alelo mais freqüente, possivelmente em 

nível mundial, é o alelo MICA*00801 do qual o segmento transmembrânico é 

definido por STR 5.1. (FODIL et al., 1999).  

A maior parte da diversidade alélica de MICA provavelmente é devida a 

mutações de ponto seguidas por recombinação, uma vez que muitos desses alelos 

diferem um do outro por um único nucleotídeo. 

MICA e MICB interagem com dois diferentes imunorreceptores, γ/δ (Vδ1) 

TCR e NKG2D, presentes em células T e células NK (BAHRAM, 2000). O TCRγδ é 

um heterodímero ligado por pontes dissulfeto e expresso numa pequena população 

de células T negativas para o receptor αβ, mas associado a CD3 e proteínas ζ 

(ABBAS e LICHTMAN, 2005). As células que expressam o TCRγδ pertencem a uma 

linhagem distinta das células Tαβ restritas ao MHC, e normalmente não excedem os 
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5% nos diferentes tecidos (ABBAS e LICHTMAN, 2005), mas essa proporção 

aumenta significativamente nas superfícies epiteliais, nos sítios de inflamação e 

infecções causadas por alguns microorganismos (GIACOMELLI et al., 2001). As 

células Tγδ não reconhecem os antígenos peptídicos associados às moléculas MHC 

clássicas e não são restritas ao MHC, ao invés, reconhecem uma grande variedade 

de compostos, variando de pequenos antígenos ligadas a fosfatos até grandes 

proteínas, alquilaminas e glicolipídeos (BAHRAM, 2000), que podem ser 

apresentados por moléculas similares às da classe I do MHC, ou seja, uma 

apresentação não clássica de epítopos normalmente encontradas nas micobactérias 

e em outros microorganismos (BAHRAM, 2000). Outras células Tγδ reconhecem 

antígenos protéicos e não protéicos que não necessitam de processamento por 

parte das APCs.         

 NKG2D é um imunorreceptor ativador transmembrânico (Figura 13) 

pertencente à superfamília das lectinas do tipo-2, o qual contém um resíduo 

transmembrânico carregado que permite a interação com moléculas adaptadoras 

(como a DAP10 ou KAP10) (BIASSONI et al., 2000; RAULET, 2003). NKG2D 

reconhece os ligantes MICA, MICB, e a família de proteínas-ligantes de UL-16 

(ULBP) (RAULET, 2003; KELLEY, WALTER e TROWSDALE, 2005) (Figura 13).  A 

ligação de moléculas à NKG2D é um estímulo suficiente para ativar a citólise e a 

produção de citocinas por células NK, e promove também um aumento ou um sinal 

co-estimulatório para a ativação de células TCD8+ e, provavelmente, de outras 

células T (RAULET, 2003). A ligação com NKG2D permite que as células NK 

destruam células alteradas que expressem níveis normais de moléculas HLA, 

superando os sinais inibitórios (O’CONNOR, HART e GARDINER, 2005). 

 Os ligantes de NKG2D normalmente são pouco expressos por células 

normais, mas são hiperregulados em células transformadas, infectadas por vírus, ou 

em situações de stress celular, como em tumores (RAULET, 2003) e em condições 

auto-imunes (GROH et al., 2003). 
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FIGURA 13 - ESTRUTURA DO COMPLEXO NKG2D E MICA 
 

 

FONTE: Li et al., 2001 

NOTA:  A - Vista lateral e B - vista de cima do complexo MICA e o homodímero 
NKG2D, representado em estrutura de fita. Os domínios α1, α2 e α3 de 
MICA estão coloridos em verde claro, vermelho e verde escuro, 
respectivamente. O monômero NKG2D-A está representado em azul e 
NKG2D-B em violeta 

2.4.2  Biossíntese e Função Biológica de MICA 

A expressão de MICA em tecidos normais está principalmente restrita ao 

epitélio intestinal (GROH et al.; 1996). No entanto foi observado que muitas linhagens 

celulares, de diversos tumores de origem epitelial, expressam MICA (GROH et al., 

1996; GROH et al., 1998). Esta evidência direcionou alguns pesquisadores a 

investigarem o papel potencial destas proteínas como antígenos associados a 

tumores. A interação entre NKG2D e MICA pode aumentar potencialmente muitas 

respostas inatas anti-tumorais de células NK e de células T antígeno-específicas 

(BAUER et al., 1999). MICA-NKG2D pode participar de processos inflamatórios 

aumentando a produção de IFN-γ por células NK, podendo também promover um 

sinal co-estimulatório a células T específicas para um auto-antígeno (TIENG et al., 
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2002). Portanto, MICA é uma molécula MHC de classe I induzida por estresse que se 

liga a receptores NKG2D, principalmente de células NK, e essa ligação, estimula as 

células NK, LTD8+ e algumas células Tγδ.  

A expressão de MICA foi documentada em muitas amostras de carcinoma 

de pulmão, mama, rim, ovário, próstata e cólon. Esta expressão associada a 

tumores e o reconhecimento incondicional das moléculas de MICA pelas células 

Tγδ sugerem uma função potencial na resposta imune de vigilância tumoral 

(GROH et al., 1999). 

2.4.3 O Polimorfismo de MICA e a NIC 

O gene MICA é polimórfico e um total de 65 diferentes alelos descritos 

foram descritos (Anthony Nolan Research Institute), sendo que nos éxons 2-4, 

que codificam os três domínios extra-celulares da molécula, há diversos SNPs. 

Estas variantes podem levar à diferentes graus de afinidade da ligação ao NKG2D 

(STEINLE et al., 2001) ou à expressão anormal (SUEMIZU et al., 2002). Estudos 

mostraram que a substituição de um aminoácido na posição 129, no domínio α2, 

levou à alteração da afinidade a NKG2D (STEINLE et al., 2001). Embora os 

efeitos destas variantes na ativação imune não sejam conhecidos totalmente, eles 

poderiam levar à diferentes graus de ativação de células imunológicas e 

prejudicar a eliminação tumoral.   

Há poucos estudos sobre o polimorfismo funcional dos genes MICA. 

Células NK e linfócitos Tγδ de indivíduos com lesões BD, uma desordem 

inflamatória multisistêmica, são ativados por proteínas MICA através da sua 

interação com o receptor NKG2D (MUÑOZ-SAÁ, 2006).   

Há evidências de associação entre várias doenças e os alelos MICA, como 

diabetes tipo-I (SANJEEVI et al., 2002), artrite reumatóide (MARTINEZ et al., 2001), 

psoríase (CHOI et al., 2000), várias neoplasias, como câncer cervical (GHADERI et 

al., 2001) e câncer de mama (GROH et al., 1999), doença de Behçet (MIZUKI et al., 

1997), doença auto-imune de Addison (GAMBELUNGHE et al., 1999), entre outras. 

 Conjuntamente, os estudos indicam que os MICs são candidatos evidentes a 

locos de histocompatibilidade (BAHRAM, 2000) e que existe uma grande relevância 

de estudos de MICA nos processos imunes e em transplantes (BAHRAM et al., 1994). 
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É possível que alguns alelos de MICA possam influenciar na apresentação de 

antígenos virais ou tumorais (GROH et al., 2005). Porém são poucos os estudos que 

investigaram a relação entre as variantes alélicas de MICA e a NIC. Ghaderi et al. 

(1999) determinaram a freqüência dos alelos microssatélites de MICA (responsáveis 

pelo domínio transmembrânico) em uma população da Suécia, não encontrando 

associação dos mesmos com a NIC. Jumnainsong et al. (2007) determinaram a 

freqüência dos alelos do domínio extracelular de MICA em uma amostra da 

população Tailandesa, não observando diferenças entre a distribuição dos alelos 

entre mulheres com os diferentes estadios de NIC e os controles. O mesmo 

resultado foi obtido por Chen et al. (2005) em uma amostra da população de Taiwan. 

 

 

2.5 JUSTIFICATIVA 

Através da análise dos dados epidemiológicos observa-se que o CC é uma 

doença de grande importância em Saúde Pública, visto que ocupa a segunda 

posição em incidência de neoplasias em mulheres no Brasil (MS.INCA, 2006).     

A presença do HPV associada às neoplasias cervicais em 95% dos casos 

torna este o principal fator de risco para o desenvolvimento da doença, porém é 

necessária a persistência da infecção viral por um período prolongado (12 a 24 

m), fato este observado em apenas 10-30% dos casos. O seguimento destas 

pacientes através de citologia, colposcopia com biópsia e histologia não consegue 

distinguir as pacientes com exames anormais, que progredirão para o câncer 

invasivo, daquelas nas quais as anormalidades regredirão espontaneamente. 

Os fatores associados à persistência da infecção e progressão da doença 

não são completamente compreendidos, no entanto há evidências de que a 

resposta imune do hospedeiro afete a susceptibilidade às lesões e sua 

progressão. Uma pronunciada mudança na produção de citocinas de padrão do 

tipo Th1 para Th2 foi observada em pacientes com NIC associada à infecção por 

HPV, sugerindo que a resposta das citocinas à infecção por HPV possa ser 

relevante na progressão da doença. Os polimorfismos dos genes de citocinas 

podem potencialmente afetar a progressão da doença por diversos mecanismos, 
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incluindo o controle da produção das citocinas.  

A análise do polimorfismo do gene MICA em pacientes com NIC tem 

particular relevância no estudo e aplicação de imunoterapiais anti-tumorais, 

devido ao fato das células pré-malignas ainda não estarem extensivamente 

alteradas pela imunoedição tumoral.  

Neste estudo investigou-se em uma amostra da população sul-brasileira, a 

influência das variantes polimórficas nos genes IL6, TNF, IL10, TGFB1, IFNG e 

MICA como um componente da susceptibilidade diferencial, considerando-se que 

algumas mulheres infectadas por tipos oncogênicos de HPV não desenvolvem 

NIC e CC, no intuito de caracterizar este fator imunológico como um preditivo no 

desenvolvimento do CC e na imunoterapia anti-tumoral. 
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3  OBJETIVOS 

� Caracterizar os genótipos e estimar as freqüências alélicas e genotípicas 

de variantes polimórficas em genes de citocinas para as posições -174 

(G/C) do gene IL6; +869 (T/G) e +915 (G/C) do gene TGFB1; -1082 

(A/G) do gene IL10; -308 (A/G) do gene TNF e +874 (T/A) do gene IFNG, 

nas amostras de pacientes com NIC e nos controles. 

� Investigar a existência de associação entre as variantes dos genes IL6, 

TNF, IL10, TGFB1 e IFNG e o desenvolvimento e progressão da NIC. 

� Calcular as freqüências alélicas dos polimorfismos de MICA ( gene A 

relacionado à cadeia MHC de Classe I), nas amostras de pacientes com 

NIC e controles. 

� Investigar a existência de associação entre as variantes de MICA e a 

NIC. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1  CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

A amostra de pacientes foi selecionada entre mulheres que compareceram 

para atendimento ginecológico nos ambulatórios de Ginecologia do Hospital de 

Clínicas da UFPR e de Patologia Cervical do Hospital Erasto Gaertner, ambos em 

Curitiba-PR. Possuir o diagnóstico citológico, colposcópico e histológico de NIC II 

ou NIC III e não apresentar quadro de imunossupressão, outras neoplasias ou 

doenças auto-imunes, foram estabelecidos como critérios de inclusão e exclusão. 

Foram selecionadas 100 mulheres, quatro com NIC I, 48 com NIC II e 48 com NIC 

III. O baixo número de mulheres com NIC I explica-se devido à seleção ter 

ocorrido em mulheres com indicação de tratamento cirúrgico da NIC, após um 

período de seguimento clínico em que não foi verificado o desaparecimento da 

lesão.   

A amostra controle foi composta por 50 mulheres sexualmente ativas, 

saudáveis, não consangüíneas, e sem história de NIC. 

A idade média das pacientes foi de 35 anos e 28,1 anos a das controles.  

No momento da genotipagem de MICA, somente foram incluídas 78 

amostras de DNA de pacientes que já haviam sido genotipadas para citocinas,  

sendo que as 22 amostras restantes foram eliminadas devido à baixa qualidade 

ou baixa concentração do DNA verificada através da leitura da Densidade Óptica. 

Do total de 50 amostras controle, 10 foram eliminadas pelos mesmos motivos.  

O estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética e Pesquisa em Seres  

Humanos dos Hospitais de Clínicas e Erasto Gaertner. Todas as participantes 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

4.2 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO  

Cinco mililitros (05 ml) de sangue periférico foram coletados de cada 

mulher através de punção venosa, em tubos estéreis vacutainer de coleta 

sangüínea com EDTA. Essas amostras foram centrifugadas para obtenção da 
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camada de leucócitos, da qual foi extraído o DNA pela técnica de Salting-out 

(LAHIRI et al., 1991). Esse método desenvolve-se essencialmente em cinco 

etapas: 

� Obtenção da camada de leucócitos por centrifugação do sangue total.  

� Lisese de eritrócitos através do uso de tampão de lise de células 

vermelhas (RCLB 1X) pH 7,6.  

� Rompimento da membrana nuclear com SDS a 20% e remoção de 

enzimas como DNases e RNases por meio de proteinase K e tampão 

da proteinase K. 

� Precipitação de proteínas com NaCl 6M. 

� Precipitação do DNA com etanol absoluto. 

4.3 GENOTIPAGEM DE CITOCINAS 

Para a tipificação dos alelos dos genes investigados foi utilizado o Cytokine 

Genotyping Tray (One-Lambda Inc., Canoga Park, CA).  

 

4.3.1  O Cytokine Genotyping Tray 

O kit utilizado é composto por: 

1 - Placa de ensaio com 96 poços: cada poço contém os oligonucleotídeos 

iniciadores de seqüência específica para amplificação pela PCR, de 

alelos selecionados de TGFB1, IL6, IL10, IFNG e TNF e para o gene da 

β-globina humana. Uma placa tipifica seis indivíduos. A cada poço 

devem se adicionados: 

 2 - Seis tubos eppendorf contendo dNTP-buffer mix (D-mix):  tampão da 

enzima Taq polimerase, dNTP’s e MgCl2   

A cada eppendorf deve-se adicionar: 

a) amostra de DNA (concentração de 100 ng/µl):  

b) Taq polimerase: 01 µl/D-mix  

c) água ultra-pura (milli Q): q.s.p. volume final 180µl/eppendorf 
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4.3.2 PCR-SSP 

4.3.2.1 Metodologia  

A metodologia da PCR-SSP baseia-se no princípio de que 

oligonucleotídeos iniciadores totalmente complementares são mais eficientemente 

usados para amplificar uma seqüência alvo pela Taq polimerase recombinante, do 

que oligonucleotídeos iniciadores mal pareados. Pares de oligonucleotídeos 

iniciadores são confeccionados para terem um pareamento perfeito com apenas 

um único alelo ou um grupo de alelos.        

 É usado um par de oligonucleotídeos iniciadores como controle interno 

positivo que amplifica uma região conservada do gene da β-globina humana, o qual 

está presente em todas as amostras de DNA com a finalidade de verificar a 

integridade da reação da PCR. A quantidade de oligonucleotídeo iniciador é ajustada 

para amplificar 100 ng da amostra de DNA, quando usada em conjunto com o D-mix.  

Sob condições de PCR estritamente controladas, pares de 

oligonucleotídeos iniciadores perfeitamente pareados resultam na amplificação da 

seqüência alvo (resultado positivo), enquanto pares de oligonucleotídeos 

iniciadores mal-pareados não resultam em amplificação (resultado negativo). 

 

4.3.2.2 Amplificação dos alelos por PCR-SSP 

 

1 - Adição de 10µl da solução em cada poço da placa. A placa é 

devidamente selada.; 

2 - Amplificação dos alelos por PCR no termociclador Gene Amp Perkin-

Elmer 9600, utilizando o programa PCR One Lambda (OLI-1), por 

aproximadamente 1 h e 16 min (Quadro 05).  

3 - Transferência da reação de PCR (10µl) para um gel de agarose 2,5%, 

usando o Gel System (OLI Cat. #MGS108). 

 4 - Corrida de eletroforese em tampão TBE 10x, a 140-150 V por 5 

minutos.  

5 - O gel foi colocado em uma solução de Brometo de Etídio, durante 10 

minutos.  
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 6 - Os fragmentos amplificados foram visualizados sob luz ultravioleta em 

um transiluminador (PHARMACIA) e o gel foi fotografado. 

7 - A interpretação dos resultados é baseada na presença ou ausência de 

bandas que representam a amplificação do fragmento de DNA 

específico. 

QUADRO 05 - PROGRAMA PCR ONE LAMBDA (OLI-1) 

Ciclos Passo Temp. (o C) Tempo (Seg) 

1 1 96 130 

 2 63 60 

9 1 96 10 

 2 63 60 

20 1 96 10 

 2 59 50 

 3 72 30 

Fim 1 4  

4.4 TIPAGEM DO GENE MICA  

Para a maioria das metodologias baseadas em DNA, o processo de PCR é 

usado apenas como um passo de amplificação para obter o DNA alvo necessário. 

Posteriormente, o processo de tipagem de MICA requer um passo de pós-

amplificação para discriminar entre os vários alelos (por exemplo, RFLP, SSOP, 

tipagem reversa por SSO-DNA...) (ONE LAMBDA, INC, 2004). 

4.4.1 Técnica PCR-SSOP  

Para a caracterização dos alelos do gene MICA das 78 pacientes e 40 

controles foi empregado o método de PCR-SSOP, através do Kit LABType MICA, 

fabricado por One Lambda Inc.  

          Os procedimentos para o uso do Kit LABTypeMICA foram realizados de 

acordo com as instruções do fabricante. A metodologia assemelha-se à PCR- 

SSOP padrão, no entanto, na tecnologia Luminex a região alvo do DNA é 

amplificada com o uso de oligonucleotídeos iniciadores biotinilados específicos 

para hibridização com os éxons 2, 3, 4 e 5 do gene MICA. 
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A PCR foi realizada no Termociclador Perkin-Elmer 9600. Os ciclos de 

desnaturação, hibridização e anelamento no termociclador duraram em média 

uma hora e 30 minutos.  

Para verificar se os produtos de PCR foram devidamente amplificados, 

uma amostra foi aplicada em gel de agarose 2,5% e submetida à corrida 

eletroforética em tampão TBE 10x, à 140-150 V, durante 08 minutos. O gel foi 

colocado em uma solução de Brometo de Etídio, durante dez minutos. Os 

fragmentos amplificados foram visualizados sob luz UV, em um transiluminador e 

o gel fotografado. Amplificações bem sucedidas resultaram em um gel no qual 

cada amostra apresentava três bandas, correspondentes ao éxon 2, éxon 3 e 

éxons 4 e 5 do gene MICA. A quarta banda verificada correspondia aos 

oligonucleotídeos e outros produtos não incorporados à reação. A foto de um gel 

em que todas as amostras amplificaram satisfatoriamente está representada na 

Figura 14.  

Várias amostras apresentaram problemas na PCR: a) amplificação das 

regiões correspondentes aos éxons 4 e 5 e/ou  éxon 3; b) amplificação dos éxons 

3 e/ou  éxon 2; c) ausência de amplificação, conforme exemplificado na Figura 15. 

As amostras que tiveram pelo menos duas bandas detectadas passaram para a 

etapa de hibridização, sendo analisadas posteriormente. Dessas, as que 

apresentaram uma tipagem definida pelo software foram refeitas para 

confirmação dos resultados. 
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FIGURA 14 - GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DE 40 

INDIVÍDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FONTE: Pinho-França (2008) 

NOTA:  Seta preta indica a primeira banda, correspondente à região amplificada dos éxons 4 e 5; Seta 
vermelha indica a segunda banda, referente à região amplificada do éxon 3; seta azul mostra a 
terceira banda, representando a região amplificada do éxon 2. Seta verde indica uma banda mais 
fraca, que pode significar uma menor concentração de produtos amplificados dos éxons 4 e 5 

FIGURA 15 - GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DE 40 

INDIVÍDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS, 

APRESENTANDO PROBLEMAS NA AMPLIFICAÇÃO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FONTE: a autora (2008) 
NOTA: Seta azul indica uma amostra não amplificada; Marca verde mostra amplificação de 

apenas os segmentos correspondentes às bandas 1 e 2 (região do éxon 2 não amplificada 
– terceira banda); Marca vermelha indica amplificação somente dos fragmentos 
correspondentes às bandas 2 e 3, e a não amplificação da região correspondente aos 
éxons 4 e 5 – primeira banda 
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As amostras amplificadas (1µl) foram desnaturadas e re-hibridizadas às 

sondas complementares de DNA (sondas de oligonucleotídeos seqüência-

específicos) conjugadas com as microesferas fluorescentes. Após o processo de 

lavagem das microesferas, o DNA biotinilado foi marcado com conjugado de R-

Ficoeritrina/Estreptoavidina (SAPE). A leitura das reações foi realizada utilizando-

se o citômetro de fluxo LABScanTM 100. A tecnologia Luminex® consiste em um 

sistema de multi-análise, onde que microesferas conjugadas com 

oligonucleotídeos fluorescentes codificadas por cores de diferentes comprimentos 

de onda são analisadas em citômetro de fluxo. Para a leitura utiliza-se um laser 

de cor vermelha, com comprimento de onda de 633 nm, que reconhece a cor da 

microesfera, e outro laser, de cor verde, com comprimento de onda de 532 nm, 

que determina a positividade, através da intensidade da fluorescência emitida 

pela Ficoeritrina presente na superfície de cada microesfera. 

As tipagens foram realizadas com auxílio do software HLA Visual, versão 

2.0 que faz a coleta de dados e a determinação dos alelos.  

Com base em projetos anteriores sabe-se que há a possibilidade de 

ocorrer ambigüidades no processo de tipagem pelo método SSOP. 

4.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

4.5.1 Freqüências Alélicas e Genotípicas  

As freqüências alélicas de cada gene em estudo foram obtidas por 

contagem direta através da fórmula: 

Fal = n/2N 

Onde: 

Fal: freqüência alélica (ou de determinado grupo alélico) 

n: freqüência absoluta de um alelo ou grupo alélico na amostra 

N: número de indivíduos na amostra  

As freqüências genotípicas foram determinadas por contagem direta 

através de fórmula: 

Fgen = n/N 
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Onde: 

Fgen: freqüência genotípica 

n: freqüência absoluta de um genótipo na amostra 

N: número de indivíduos na amostra  

As freqüências genotípicas, obtidas por contagem direta, foram 

comparadas com as freqüências esperadas segundo o Teorema de Hardy-

Weinberg, utilizando-se através do VassarStats,  web site para cálculos 

estatísticos. 

4.5.2 Comparação entre as Amostras Paciente e Controle 

A comparação das freqüências dos alelos e genótipos em cada amostra foi 

realizadas através de tabelas de contingência 2x2 e os testes de χ2 e o Teste 

Exato de Fisher foram utilizados para a verificação da existência de diferenças 

estatisticamente significativas entre elas, através do VassarStats,  web site para 

cálculos estatísticos. No caso de comparações entre os genótipos de pacientes e 

controles, considerou-se cada genótipo em relação ao total dos demais.  

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (indicando 

associação) nos casos em que p ≤0,05.  

Nos casos em que a diferença entre as freqüências alélicas ou genotípicas 

de pacientes e controles apresentaram significância estatística, foi calculado 

“Odds Ratio” (“OR” ou razão de probabilidades) (WOLF,1955), através da fórmula: 

 

OR= (AxD) / (BxC) 

 

Onde: A, B, C e D são os valores correspondentes às letras do Quadro 06. 

QUADRO 06 – VALORES PARA CÁLCULO DE ODDS RATIO 

 Pacientes Controles 

Positivo para o fator 
pesquisado 

A B 

Negativo para o 
fator pesquisado 

C D 

FONTE: Wolf, 1955 
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O valor da OR, em análises de associação, é considerado como sinônimo 

do valor de risco relativo (RR), que exprime quantas vezes a característica é mais 

freqüente entre os portadores de um determinado fator, comparando-se com 

indivíduos sem o fator (SVEJGAARD et al., 1974).  

 Valores de OR acima de 1 indicam que o fator está associado a uma maior 

probabilidade de se desenvolver a característica m questão e valores abaixo de 1, 

a uma menor probabilidade.   
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5 RESULTADOS 

5.1 GENE IL6 

5.1.1 Freqüências Alélicas do Gene IL6 

As freqüências alélicas relacionadas à posição -174G/C do gene IL6 entre 

as mulheres com NIC e controles foram: 

Pacientes: IL6(-174*G)=72% e IL6(-174*C)=28%; 

Controles: IL6(-174*G)=71% e IL6(-174*C)= 29%. 

Na Tabela 02 verifica-se que não há diferença na distribuição dos alelos 

entre as amostras.  

TABELA 02 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IL-6 (-174G/C) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

FONTE: a autora 

5.1.2 Freqüências Genotípicas do Gene IL6 

Quando se compararam as distribuições dos genótipos G/G, GC (alto 

produtores) e CC (baixo produtor) na posição –174 G/C do gene IL6 no grupo de 

mulheres com NIC e no grupo controle, não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas entre as mesmas (Tabela 03). Também não se 

observaram diferenças nas comparações realizadas com os grupos NIC II e NIC 

III entre si ou entre os grupos NIC II e NIC III com a amostra controle, após a 

estratificação da amostra paciente. 

 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

G 144 (72) 71 (71)  

C 56 (28) 29 (29) 0,86 
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TABELA 03 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE IL6 (-174G/C) ENTRE 

MULHERES COM NIC E CONTROLES 

Genótipo Pacientes 

(n=100) 

Controles 

(n=50) 

p 

 n (%) n (%)  

C/C 11 (11) 04 (8) 0,77 

C/G 34 (34) 21 (42) 0,43 

G/G 55 (55) 25 (50) 0,69 

FONTE: a autora 

5.2  GENE TGFB1 

5.2.1 Freqüências Alélicas do Gene TGFB1 

As freqüências alélicas para as posições +869 T/C e +915 G/C do gene TGFB1 

foram: Pacientes: TGFB1(+869*T)=55,5%, TGFB1(+869*C)=45,5%; Controles: 

TGFB1(+869*T)=59%, TGFB1(+869*C)=41%. Para TGFB1(+915 G/C) as freqüências 

alélicas em pacientes com NIC e nos controles foram: Pacientes: TGFB1(+915*G)=91%, 

TGFB1(+915*C)=9%; Controles: TGFB1(+915*G)=92%, TGFB1(+915*C)=8%, (Tabelas 

04 e 05). Não houve diferença na distribuição destes alelos entre as amostras de 

pacientes e controles.  

TABELA 04 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE TGFB1 (+869T/C) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

 FONTE: a autora 

 

 

 

 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

T 111 (55,5) 59 (59) 0,64 

C 89 (45,5) 41 (41)  
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TABELA 05 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE TGFB1 (+915G/C) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

 FONTE: a autora 

5.2.2 Freqüências Genotípicas e Fenotípicas de TGFB1 

As freqüências genotípicas de TGFB1 (+869T/C e +915G/C) encontram-se 

nas Tabelas 06 e 07. Não foram observadas diferenças entre as freqüências 

genotípicas encontradas nas amostras pacientes e controles para ambas as 

posições. Também não se observaram diferenças nas comparações realizadas 

com os grupos NIC II e NIC III entre si ou entre os grupos NIC II e NIC III com a 

amostra controle, após a estratificação da amostra paciente. 

TABELA 06 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE TGFB1 (+869T/C) ENTRE 

MULHERES COM NIC E CONTROLES 

Genótipo Pacientes 

(n=100) 

Controles 

(n=50) 

p 

 n (%) n (%)  

T/T 30 (30) 16 (32) 1,0 

T/C 51 (51) 27 (54) 0,86 

C/C 19 (19) 07 (14) 0,60 

  FONTE: a autora 

 

 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

G 182 (91) 92 (92) 0,92 

C 18 (9) 08 (8)  
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TABELA 07 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE TGFB1 (+915G/C) 

ENTRE MULHERES COM NIC E CONTROLES 

Genótipo Pacientes 

(n=57) 

Controles 

(n=74) 

p 

 n (%) n (%)  

G/G 82 (82) 42 (84) 0,92 

G/C 18 (18) 08 (16) 0,92 

C/C 0 0  

FONTE: a autora 

5.3 GENE TNF 

5.3.1 Freqüências Alélicas do Gene TNF 

As freqüências alélicas relacionadas à posição –308G/A do gene TNF entre 

as mulheres com NIC e controles foram: 

Pacientes: TNF(-308*G)=88% e  TNF(-308*A)=12%; 

Controles:TNF(-308*G)=91% e TNF(-308*A)= 09%. 

Na Tabela 08, verifica-se que não há diferença na distribuição de 

freqüência dos alelos entre as amostras.  

TABELA 08 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE TNF (-308G/A) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

FONTE: a autora 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

G 176 (88) 91 (91) 0,56 

A 24 (12) 09 (09)  
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5.3.2 Freqüências Genotípicas do Gene TNF 

Quando se compararam as distribuições dos genótipos G/G (baixo 

produtor), GA e AA (alto produtores) na posição -308G/A do gene TNF no grupo 

de mulheres com NIC e no grupo controle não se observaram diferenças entre a 

as mesmas (Tabela 09). Também não se observaram diferenças nas 

comparações realizadas com os grupos NIC II e NIC III entre si ou entre os 

grupos NIC II e NIC III com a amostra controle, após a estratificação da amostra 

paciente. 

TABELA 09 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE TNF (-308G/A) ENTRE 

MULHERES COM NIC E CONTROLES 

Genótipo Pacientes 

 (n=100) 

Controles 

(n=50) 

p 

 n (%) n (%)  

G/G 79 (79) 41 (82) 0,82 

G/A 18 (18) 09 (18) 0,82 

A/A 03 (03) 00 (0) 0,55 

FONTE: a autora 

5.4  GENE IFNG 

5.4.1 Freqüências Alélicas do Gene IFNG 

As freqüências alélicas relacionadas à posição +874T/A do gene IFNG 

entre as mulheres com NIC e controles foram: 

Pacientes: IFNG (+874*T)=37,5% e  IFNG (+874*A)=62,5%; 

Controles: IFNG (+874*T)=46% e IFNG (+874*A)= 54%. 

Na Tabela 10, verifica-se que não há diferença na distribuição de 

freqüência dos alelos entre as amostras.  
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TABELA 10 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IFNG (+874T/A) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

FONTE: a autora 

5.4.2 Freqüências Genotípicas do Gene IFNG  

Quando se compararam as distribuições dos genótipos T/T (alto produtor), 

TA (produtor intermediário) e AA (baixo produtor) na posição +874T/A do gene 

IFNG no grupo de mulheres com NIC e no grupo controle não se observaram 

diferenças entre a as mesmas (Tabela 11). 

TABELA 11 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE IFNG (+874T/A)  ENTRE 

MULHERES COM NIC E CONTROLES 

Genótipo Pacientes (n=100) Controles( n=50) p 

 n (%) n (%)  

T/T 14 (14) 11 (22) 0,31 

T/A 47 (47) 24 (48) 1,0 

A/A 39 (39) 15 (30) 0,37 

FONTE: a autora 

Após a estratificação da amostra paciente em subgrupos NICI, NIC II e NIC 

III comparamos a distribuição dos genótipos de IFNG (+874T/A) com a amostra 

controle e entre os subgrupos.  

Quando analisamos a distribuição dos genótipos TT (alta produção) e TA    

(produção intermediária) não observamos diferenças estatisticamente significativas 

entre os estadios de NIC e o grupo controle e entre os estadios de NIC entre si. Na 

distribuição do genótipo (AA) (baixa produção) observamos diferença 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

T 75 (37,5) 46 (46) 0,20 

A 125 (62,5) 54 (54)  
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estatisticamente significativa entre a freqüência do mesmo no grupo de pacientes 

NIC II, em relação ao grupo controle e ao grupo NIC III. Nas demais comparações 

não observamos diferenças estatisticamente significativas (Tabela 12). 

TABELA 12 - COMPARAÇÕES DAS FREQÜÊNCIAS  DE IFNG (+874A/A) COM RELAÇÃO ÁS 

FREQÜÊNCIAS  DE IFNG (+874T/A E T/T) ENTRE OS GRUPOS ESTUDADOS 

Comparações 

(n) 

Freqüência AA  

nas amostras % 

p Odds Ratio (IC=95%) 

NIC II (25) x controles (15) (51) x (30) 0,05 2,43(1,06-5,54) 

NIC II+III (39) x controles (15)        (41) x (30) 0,28  

NIC III (14) x controles (15) (30) x (30) 0,84  

NIC II (25) x NIC III (14) (51) x (30) 0,05 2,45(1,06-5,68) 

FONTE:  a autora  

5.5  GENE IL10 

5.5.1 Freqüências Alélicas do Gene lL10 

As freqüências alélicas relacionadas à posição –1082G/A do gene IL10 

entre as mulheres com NIC e controles foram: 

Pacientes: IL10(-1082*G)=32% e IL10(-1082*A)=68%; 

Controles: IL10(-1082*G)=39% e IL10(-1082*A)= 61%. 

Conforme observado na Tabela 13, verifica-se que não há diferença 

estatisticamente significativa na distribuição dos alelos entre as amostras.  

TABELA 13 - FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE IL10 (-1082 G/A) ENTRE MULHERES COM NIC E 

CONTROLES 

FONTE: a autora 

5.5.2 Freqüências Genotípicas do Gene IL10  

 

Alelo Pacientes Controles p 

 (n=100) (n=50)  

 n (%) n (%)  

G 64 (32) 78 (39)  

A 136 (68) 122 (61) 0,28 
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Quando se compararam as distribuições dos genótipos G/G (alto produtor), 

G/A (produtor intermediário) e AA (baixo produtor) na posição -1082G/A do gene 

IL10 no grupo de mulheres com NIC e no grupo controle não se observaram 

diferenças estatisticamente significativas entre as freqüências dos genótipos GC 

CC. Observamos uma freqüência estatisticamente significativa entre a freqüência 

do genótipo GG entre pacientes e controles  (Tabela 14). 

TABELA 14 - FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE IL10 (-1082 G/A) ENTRE MULHERES COM NIC 

E CONTROLES 

Genótipo Pacientes 

(n=100) 

Controles 

(n=50) 

p Odds Ratio 

(IC=95%) 

 n (%) n (%)   

G/G 07 (07) 09 (18) 0,05 2,92 (1,02-8,37) 

G/A 50 (50) 21 (42) 0,45  

A/A 43 (43) 20 (40) 0,86  

FONTE: a autora 

Após a estratificação da amostra paciente em subgrupos NIC I (LSIL) e NIC 

II/III (HSIL) comparou-se a distribuição dos genótipos de IL10 (-1082 G/A) nestes 

subgrupos com a amostra controle. A comparação foi realizada considerando-se a 

freqüência de cada genótipo em relação à soma das freqüências dos demais. Não 

houve diferença na distribuição dos genótipos entre as pacientes com LSIL, HSIL 

e o grupo controle.  

5.6 EQUILÍBRIO DE HARDY-WEINBERG 

Comparou-se as freqüências observadas e esperadas para os diversos 

genótipos analisados e os valores de p obtidos revelaram que as freqüências 

genotípicas dos genes IL6, TNF, IL10, TGFB1 e IFNG das amostras paciente e 

controle, encontravam-se dentro do esperado para uma população em Equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (Quadro 7). 

QUADRO 07 - VALORES DE p RESULTANTES DO CÁLCULO DE χ2 PARA AS AMOSTRAS 
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PACIENTE E CONTROLE NOS GENES DE CITOCINAS ESTUDADOS 

 IL6 TNF IL10 TGFB1 

Códon 10 

TGFB1 

Códon 25 

IFNG 

Valores de p 
pacientes  

0,596 0,535 0,60 0,90 0,571 1,0 

Valores de p 
controles 

1,0 0,588 1,0 0,794 1,0 1,0 

FONTE: a autora 

5.7 GENE MICA 

Dentre os 118 indivíduos tipados a definição de dois alelos do gene MICA 

ficou assim distribuída: grupo paciente 18/78 (23%); grupo controle 10/40 (25%), 

sendo um dado técnico já previsto. Em diversas amostras a genotipagem apresentou 

mais de uma possibilidade alélica (ambigüidade) e não foi possível determinar os 

dois alelos de MICA. Estas foram representadas por letras que consideram todas as 

possibilidades alélicas para aquele genótipo, conforme o Quadro 08. 

QUADRO 08 - RELAÇÃO DOS AGRUPAMENTOS DOS ALELOS MICA CONSIDERANDO-SE AS 

AMBIGÜIDADES DE TIPAGEM 

Representação Ambigüidade MICA* n 
Pacientes 

n 
Controles 

MICA*A 010 ou 016 ou 019 ou 033 7 3 

MICA*B 007 ou 026 ou 029 ou 045 1 0 

MICA*C 002 ou 020 32 10 

MICA*D 009 ou 049 20 10 

MICA*E 002 ou 020 ou 030 ou 052 7 0 

MICA*F 027 ou 008 1 0 

MICA*G 002 ou 012 1 0 

MICA*H 007 ou 026 ou 045 1 0 

MICA*I 007 ou 026 0 5 

FONTE: a autora  



 

74 

 

5.7.1 Freqüências Alélicas do Gene MICA 

Dos 65 alelos MICA já descritos, observaram-se 14 alelos na amostra 

paciente e 11 alelos na amostra controle deste estudo, todos listados com suas 

respectivas freqüências em cada amostra na Figura 16.  

As freqüências dos agrupamentos alélicos (ambigüidades) nas quais não 

foi possível determinar os dois alelos de MICA estão representadas na Figura 17.

 Na amostra controle o alelo mais freqüentemente encontrado foi o alelo 

MICA*008 (30%), incluindo todos os indivíduos que possuem o alelo MICA*00801 

ou o alelo MICA*00804. Os alelos MICA*001, MICA*006, MICA*011, MICA*012, 

MICA*017 MICA*027 e MICA*053 foram encontrados em apenas um indivíduo no 

grupo controle, cada um, sendo os alelos mais raros encontrados nessa amostra.  

Na amostra pacientes com SIL o agrupamento alélico mais freqüentemente 

encontrado foi o MICA*C (*002/020) (23,07%). Os alelos MICA*001, MICA*006, 

MICA*024 e MICA*044 e os agrupamentos alélicos MICA*B, MICA*F, MICA*G e 

MICA*H foram os agrupamentos alélicos/alelos mais raros encontrados nesta 

amostra, também em apenas um indivíduo cada um. 

Houve diferença estatística significativa entre apenas entre as freqüências 

alélicas de MICA*C e MICA*008 entre as amostras paciente e controle.  A 

freqüência do agrupamento alélico MICA*C na amostra paciente foi 23,07% e na 

amostra controle foi de 12,5% (p=0,02; OR=2,57; (IC=1,11-5,97)). A freqüência do 

alelo MICA*008 foi de 30% na amostra controle e de 19,87% na amostra paciente 

(p=0,04; OR=0,45; (IC=1,01-4,81)) (Figura 18). 
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FIGURA 16 - GRÁFICO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS (%) DE MICA EM PACIENTES COM 

NIC E CONTROLES 
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Nota: X*= conjunto de alelos com tipagens não resolvidas (ambigüidades) 
As freqüências dos alelos MICA*009, *015, *024, *044 para a amostra controle e MICA*053 
para pacientes são iguais a zero 
Não foram registradas freqüências de 0,06 no gráfico ( MICA *001, *006, *009, *024 e *044) 
encontradas em apenas uma paciente.  
FONTE: a autora  

FIGURA 17 - DETALHAMENTO DAS FREQÜÊNCIAS DAS AMBIGÜIDADES (X*) NA TIPAGEM DOS 

AGRUPAMENTOS ALÉLICOS MICA EM PACIENTES COM NIC E CONTROLES 
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FIGURA 18 - GRÁFICO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICA/AGRUPAMENTO ALÉLICO DE MICA 

COM P≤0,05 EM PACIENTES COM NIC E CONTROLES. 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 POLIMORFISMO DE GENES DE CITOCINAS E NIC 

Através da análise dos dados epidemiológicos observa-se que o Câncer 

Cervical e suas lesões precursoras são patologias de grande importância em 

Saúde Pública, visto que ocupam a segunda posição em incidência de neoplasias 

em mulheres no Brasil (MS.INCA, 2008). 

O fator de risco mais importante para o CC é a infecção genital pelo HPV, 

com estudos demonstrando uma prevalência de DNA- HPV em 99,7% dos casos 

de CC (BOSCH et al., 1995; WALLBOOMERS et al., 1999). No entanto, sabe-se 

que apenas as infecções virais por tipos oncogênicos persistentes, observadas 

em 10 a 30% dos casos, estão associadas com o desenvolvimento de HSIL.  

O seguimento destas pacientes através de citologia, colposcopia com 

biópsia e histologia não consegue distinguir aquelas com exames anormais, que 

progredirão para o câncer invasivo, daquelas nas quais as anormalidades 

regredirão espontaneamente. 

A presença do HPV associado às lesões cervicais torna este o principal 

fator de risco para o desenvolvimento da doença. No entanto, apesar de vários 

indícios, os cofatores que poderiam determinar a persistência viral não estão 

completamente elucidados até o momento. Há evidências de que a resposta 

imune do hospedeiro possa estar entre um dos principais fatores com influência 

na história natural da infecção pelo HPV. 

A resposta imune é complexa e heterogênea. Mesmo sabendo-se que 

expressão e secreção de citocinas são geneticamente determinadas, observa-se 

que os indivíduos apresentam e mantêm níveis diferenciais destas moléculas, 

revelando a necessidade de outros mecanismos efetores auxiliares. Os 

mecanismos de evasão ao sistema imune desenvolvidos por certos tipos de HPV, 

como o HPV 16, que através da produção das oncoproteínas E6 e E7 inibe os 

componentes das vias de sinalização do interferon (RONCO et al., 1998; 

BARNARD e McMILLAN, 1999), também necessitam ser definidos mais 

precisamente. 
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Apesar da resposta imune à infecção cervical pelo HPV não estar 

completamente elucidada, evidências provenientes de estudos com outras 

infecções por patógenos intracelulares demonstram a importância da célula T e 

das citocinas delas derivadas, na indução e manutenção de uma resposta imune 

efetiva contra tais patógenos.  As citocinas têm um papel relevante na resposta 

imune adaptativa, determinando de forma apropriada e efetiva a diferenciação dos 

linfócitos T CD4+ em dois subtipos principais, Th1 e Th2, característicos de 

respostas pró-inflamatórias e antiinflamatórias respectivamente.  

Em um grande número de estudos tem sido demonstrado que um padrão 

de expressão de citocinas caracterizado pela expressão de IFN- γ , em conjunto 

com a ausência de expressão de IL-4, portanto um perfil caracteristicamente Th1, 

seria necessário para eliminar a infecção pelo HPV, e que a falha em expressar 

e/ou manter este padrão estaria associada com a persistência da infecção. 

Contudo não parece ser uma simples relação causal entre a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (Th1) e a eliminação viral, visto que muitos indivíduos 

com expressão de citocinas do padrão Th1 têm infecções persistentes. De forma 

análoga, a expressão de citocinas Th2 também não seria rigidamente catalogada 

como permissiva à progressão da lesão cervical, e níveis elevados de IL-4 

observados em várias mulheres que eliminaram o vírus recentemente, poderiam 

refletir um papel regulatório das citocinas Th2, na tentativa de inibir a resposta 

inflamatória prolongada e o conseqüente dano tecidual (SCOTT et al., 1999). 

Neste contexto, Bais et al. (2005), estudando o padrão de secreção de 

citocinas de 31 mulheres portadoras de HR-HPV com NIC II-III e 12 pacientes 

com CC comparando-as com dois grupos controle, (compostos por 10 mulheres 

HR-HPV positivo e 11 HR-HPV negativo), ambos sem lesão cervical, detectaram 

uma mudança do padrão de secreção de citocinas Th1 para o padrão Th2, 

durante a carcinogênese cervical, já detectável no estádio de NIC III. 

Em um estudo recente, no qual também foram avaliados polimorfismos, Bais et 

al. (2007) confirmaram a mudança de perfil de expressão das citocinas, independente 

do genótipo, de um padrão de resposta imune Th1 para Th2, em sangue periférico de 

mulheres com lesões cervicais. Outra informação relevante deste trabalho foi que esta 

mudança ocorre progressivamente do estádio NIC II para NIC III. Segundo os autores, 

um aumento na secreção periférica de citocinas Th1 já pode ser observado em 
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mulheres infectadas por HPV de alto risco e ainda sem lesão histológica. A mudança 

para um padrão antiinflamatório, promotor tumoral, ocorreria no estádio de NIC III 

(TSUKUI et al.,1996; CLERICI et al.,1997; JACOBS et al., 1998).  

A progressão da doença para CC deflagraria uma segunda desregulação 

na resposta imune, com manifestações de reações inflamatórias causadas pelas 

células tumorais (BAIS et al., 2007).   

Além destes, vários estudos demonstraram que a infecção persistente com 

tipos de HPV oncogênicos determinaria uma inflamação crônica em nível do 

epitélio cervical, com a liberação local de citocinas, propiciando uma vantagem no 

crescimento das células infectadas em relação às células cervicais normais 

(DRANOFF et al., 2004). 

Baseados nestes dados disponíveis na literatura, e sabendo-se que a 

variação individual de secreção, evidenciada pela identificação dos fenótipos alto, 

intermediário e baixo produtores das diversas citocinas, é geneticamente 

determinada por SNPs (polimorfismos de nucleotídeo único), foi nosso objetivo 

investigar a eventual existência de associação entre os polimorfismos dos genes 

IL-6, TGF-β, IFN-γ,TNF e IL-10 e as NICs. Os polimorfismos selecionados para 

análise neste estudo foram aqueles com impacto nos diferentes níveis de controle 

da expressão gênica, que resultariam em fenótipos alto/baixo destas citocinas. A 

correlação genótipo/fenótipo, empregada na interpretação dos resultados, está de 

acordo com a estabelecida em trabalhos de referência na literatura mundial 

(PERREY et al., 1998; FISHMAN et al., 1998; TURNER et al.; 1997), uma vez que 

não foi realizada dosagem sérica de citocinas neste trabalho. 

Muito embora, os estudos relacionando os polimorfismos de genes de 

citocinas e as lesões intra-epiteliais escamosas causadas pela infecção pelo HPV 

sejam limitados em número e apresentem resultados contraditórios, comparamos 

nossos resultados com os disponíveis na literatura, na tentativa de colaborarmos 

na compreensão desta relação, até então, indefinida. 

Resultados contraditórios são comuns em estudos de associação, os quais 

são sensíveis aos critérios de seleção de pacientes e controles, levando à 

heterogeneidade clínica das amostras, e desta forma determinando resultados 

controversos. A metodologia utilizada na investigação também pode ser fonte de 

discordância entre os resultados, principalmente quando se investiga o nível de 
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produção de citocinas, pois se sabe que diversos fatores afetam a expressão das 

células e moléculas do sistema imunológico. Dentre estes fatores destacam-se 

pela importância: o compartimento no qual as células ou moléculas são 

mensuradas (sangue periférico: plasma x soro; biópsia cervical) e a época da 

coleta, no que se refere à fase do ciclo menstrual, associação de outros 

processos inflamatórios e estresse cirúrgico. Analisando estes critérios observam-

se algumas diferenças entre os estudos discutidos a seguir, que poderiam 

hipoteticamente, explicar os resultados contraditórios obtidos. 

No presente estudo, não houve diferença nas freqüências genotípicas entre 

pacientes com NIC e controles ou entre os estadios das NICs entre si, com relação 

aos polimorfismos IL6 (-174G/C), TGFB1 (+869T/C e +915 G/C) e TNF (-308G/A). 

No que se refere ao polimorfismo do gene IL6 na posição -174, dois alelos 

diferentes podem ser identificados (alelos G e C), resultando em três possíveis 

genótipos: G/G, G/C e C/C que influenciam a taxa de transcrição do gene e 

conseqüentemente, a concentração plasmática da proteína IL-6, da seguinte 

forma: há aumento no nível sérico de IL-6 associado com os genótipos G/G e 

G/C, comparado com o genótipo homozigoto C/C (FISHMAN et al., 1998).  

Encontramos na literatura trabalhos relacionando a secreção de IL-6 e as NICs: 

IL-6 está aumentada nos tecidos patológicos de pacientes com NIC versus 

controles e os níveis aumentam com a gravidade da doença (TJIONG et al., 

1999; MOELA-BARRIENTOS et al., 2000), mas este resultado não foi observado 

em outros estudos.  Pardo Govea et al. (2005) estudaram a secreção tecidual de 

IL-6 em uma amostra de 30 pacientes com NIC e nove controles, e encontraram 

um aumento nos níveis desta citocina com relação ao grupo controle, quando 

compararam pacientes com diversos graus de NIC, mas não encontraram 

diferença estatisticamente significativa quando compararam os diferentes graus 

de NIC entre si, concluindo, portanto que os níveis de IL-6 não se alteram com a 

gravidade da doença.  

Em relação ao TGFB1 foram estudados dois polimorfismos, um na posição 

+869 (que representa uma mudança do aminoácido leucina para prolina no códon 

10) e outro na posição +915 (que altera o códon 25, substituindo a arginina para 

prolina). Uma pessoa será considerada alta produtora de TGF-β1 se o códon 10 

traduzir para o aminoácido leucina e o códon 25 para a arginina. Ao contrário, 
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para ser baixa produtora, deverá traduzir para prolina em ambos os códons 

(PERREY et al., 1998).  

Há pouca informação na literatura relacionando esta citocina e as NICs. 

Stanczuk et al. (2002) investigaram o polimorfismo dos códons 10 e 25 em um 

grupo de 93 pacientes com CC, comparando-as com 79 controles saudáveis em 

uma população africana, e não encontraram diferença estatisticamente 

significativa entre as freqüências dos polimorfismos. Baritaki et al. (2007) 

investigaram a expressão de genes relacionados à neo-angiogênese em 

amostras de esfregaços cervicais, entre eles o TGFB1, durante a conversão 

maligna em células da cérvix uterina. Os autores encontraram associação entre o 

aumento da expressão de RNA-m de TGFB1 e a progressão de LSIL a HSIL e 

sugeriram que esta citocina poderia ser considerada um biomarcador da 

transformação maligna cervical. Alcocer-González et al. (2006) investigaram o 

padrão da expressão de citocinas em biópsias de pacientes com CC e 

encontraram alta expressão de RNA-m de TGFB1 em tumores cervicais.

 Resultado contraditório foi obtido por HAZELBAG et al. (2004) que 

estudaram a expressão de RNA-m de TGF-β1 através de hibridização in situ, em 

uma amostra de 108 blocos de parafina de pacientes com CC e não encontraram 

associação do nível alto desta citocina com um pior prognóstico das pacientes. 

 Com relação ao TNF, sabe-se que ele é um dos principais mediadores da 

inflamação na pele e mucosas e seria a primeira barreira encontrada pelos vírus 

epiteliotrópicos.  

A transcrição de TNF é altamente influenciada pelo polimorfismo -308G/A. 

Na região promotora do gene TNF, foram descritas em populações européias, na 

posição -308, substituições de guanina (alelo TNF-308G ou TNF*1) por adenina 

(alelo TNF-308A ou TNF*2). Esse alelo, menos freqüente, tem sido associado 

com alta produção da citocina TNF (WILSON et al.,1997; KROEGER et al., 1997). 

Resultados controversos também foram obtidos em relação ao TNF. 

Kirckpatrick et al. (2004) encontraram uma maior freqüência do genótipo baixo 

secretor -308 G/G no grupo de pacientes com NIC do que em controles. DUARTE 

et al. (2005) em um estudo com 195 pacientes com CC e 244 controles saudáveis 

relataram que a presença do alelo alto produtor -308A do gene TNF elevava em 

duas vezes o risco de desenvolver CC. GOVAN et al. (2006) estudaram a 
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distribuição deste polimorfismo em mulheres sul-africanas com CC e não 

observaram associação entre o polimorfismo TNF (-308 G/A) e o risco de CC. 

Contudo, a freqüência do alelo raro -308A em populações sul africanas é menor 

do que aquela encontrada em caucasianos e asiáticos, o que poderia justificar a 

ausência de associação (GOVAN et al., 2006). 

Diversas evidências sugerem que o mecanismo imune efetor, contra as 

células infectadas pelo HPV, pode incluir participação direta ou indireta do TNF. A 

apoptose e a regressão espontânea de papilomas correlacionam-se com altos 

níveis de expressão desta citocina (HAGARI et al., 1995). 

Segundo Pardo-Govea et al. (2005), a expressão de TNF está aumentada 

nos tecidos patológicos de pacientes com NIC, versus controles, mas não se 

modifica com a gravidade da doença.  

Quando analisamos o polimorfismo de IFN (+874 T/A) foi observado que 

genótipo IFN (+874A/A) (baixo produtor) é mais freqüente no grupo de NIC II 

quando comparado com os controles (Tabela 12). Entre os diferentes estadios 

das NICs, o mesmo genótipo ocorre em maior freqüência no grupo II comparado 

com o grupo NIC III. As pacientes portadoras de NIC II, que constituem a nossa 

amostra, são aquelas com indicação de tratamento cirúrgico, portanto com lesão 

persistente há mais de 12 meses. Este dado pode significar que as pacientes NIC  

II, com o genótipo (AA) para baixa produção de IFN, apresentam “clearance” 

diminuído, corroborando o resultado de Song et al. (2008), que encontraram 

associação entre a alta produção de IFN-γ intralesional e o “clearance” do HR-

HPV, após 12 meses de seguimento.  

Com relação à secreção de IFN, também se observam resultados 

contraditórios. Segundo Pardo-Govea et al. (2005), a expressão de citocinas Th1 

como IFN-γ e IL-2 encontravam-se elevadas em pacientes com lesão cervical, 

quando comparadas aos controles, o que sugere que Th1 seria o tipo de resposta 

das células cervicais anormais, em reação à presença do HPV, corroborando o 

reportado por Scott et al. (1999). Pardo-Govea et al. (2005) encontraram uma 

relação direta entre aumento do IFN-γ com a gravidade da NIC, devido a uma 

resposta das células à gravidade da lesão. Pao et al. (1995) mostraram o 

contrário, reportando que a redução da expressão de IFN-γ poderia influenciar no 

processo inflamatório e imunológico do câncer. 
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Com relação ao polimorfismo no gene IL10 (-1082 G/A) (Tabela 14), 

encontramos uma freqüência maior do genótipo GG (alto produtor), do que o total 

GA+AA, no grupo controle quando comparado com as pacientes com NIC. Estes 

resultados podem indicar um efeito protetor do genótipo GG na infecção pelo HPV 

e na transformação neoplásica.  

De acordo com Turner et al. (1997), o polimorfismo IL10 (-1082 G/A) é um 

dos envolvidos na determinação da baixa (AA), intermediária (GA) e alta (GG) 

produção plasmática da IL-10.  

O papel da IL-10 na biologia tumoral permanece não elucidado. Os 

resultados de estudos de associação, correlacionando os polimorfismos de IL10 e 

o risco/prognóstico do câncer, são controversos. Enquanto alguns estudos 

apresentam a IL-10 como promotora do câncer, como resultado de seus efeitos 

anti-inflamatórios, outros apontam-na como inibitória ao desenvolvimento tumoral, 

como resultado por exemplo de inibição de fatores angiogênicos. Deste modo, a 

IL-10 parece ter um efeito pleiotrópico complexo na imunidade anti-tumoral, sendo 

capaz de aumentar ou diminuir a imunogenicidade tumoral o que justifica os 

resultados contraditórios obtidos nos estudo descritos a seguir. 

Segundo alguns autores, a resposta imune ao HPV teria um padrão 

predominantemente imunoinibitório, com secreção de níveis elevados de IL-10, 

favorável a transformações neoplásicas e permissivo à progressão das lesões 

cervicais para o câncer cervical (BAIS et al, 2005).  

Azar et al. (2004) encontraram níveis mais altos de IL-10 em pacientes com 

LSIL e hipotetizaram que níveis elevados desta citocina poderiam inibir a resposta 

imune em estadios iniciais da doença. Altos níveis de IL-10 poderiam: a) inibir 

citocinas como a IL-2, TNF, IL-4, IL-6, IL-12, envolvidas na imunorregulação Th1, 

Th2; b) diminuir a expressão de moléculas MHC de classe I e II; ou c) induzira 

transcrição de promotores precoces do HPV. 

Stanczuk et al. (2001), avaliando o polimorfismo IL10 (-1082 G/A) 

mostraram que pacientes com CC parecem estar geneticamente predispostas a 

produzir altos níveis da IL-10. Além disso, foi observado que a prevalência de 

alelos associados à baixa produção (AA) foi menor no grupo de pacientes com 

CC quando comparados com mulheres saudáveis.  

 Mulheres portadoras da infecção pelo HPV-16, mesmo apresentando 
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padrão imunogenético para respostas imunoinibitórias reduzidas, ou seja, 

portadoras de alelos para baixa produção da IL-10, apresentavam níveis 

intralesionais da IL-10 maiores do que aquelas pacientes que não possuíam a 

infecção pelo HPV, sugerindo que a infecção pelo HPV-16 pode influenciar a 

resposta imune local, e conseqüentemente, contribuir para a instalação e o 

desenvolvimento de lesões cervicais (FERNANDES et al., 2004).  

Porém há evidências de que a IL-10 não é sempre imunossupressora e 

promotora de evasão tumoral (MOCELIN et al., 2005).  Ao contrário, em alguns 

estudos evidencia-se a participação da IL-10 no “clearance” viral e há outros 

estudos, como por exemplo, no de Zoodsma et al. (2005), que não observaram 

diferença na freqüência do polimorfismo de IL10 -1082, quando investigaram 1006 

mulheres com NIC II, NIC III e carcinoma de colo uterino, comparando-as com 

controles saudáveis. 

Shrestha et al. (2007), estudando um grupo de adolescentes afro-

americanas infectadas pelo HIV, verificaram que o haplótipo GCC do IL10, 

associado à produção de altos níveis de IL-10 em indivíduos imunocompetentes, 

estava associado com um “clearance” reduzido de HR-HPV, evidenciando a 

importância desta citocina na eliminação viral.  

Além disso, a IL-10 mostrou ter atividade anti-angiogênica, que pode 

auxiliar a inibir o crescimento tumoral (STEARNS et al., 1999), significando que 

em níveis baixos, a IL-10 facilitaria o desenvolvimento tumoral. Os resultados 

iniciais de estudos com vacina anti-HPV também indicam um possível papel da IL-

10 na prevenção do câncer cervical (PINTO et al., 2005), através da eliminação 

do HPV ou possivelmente do índice de “clearance”, que varia entre 6 e 24 meses 

(MOSCICKI et al., 1998).  

Farzaneh et al. (2006) analisaram o polimorfismo IL10 (-1082 G/A) de 116 

HPV+, sendo 54 mulheres sem lesão cervical e 62 com SIL e compararam com 119 

controles HPV negativo. Não observaram diferenças nas freqüências genotípicas 

entre os grupos, porém entre as mulheres HPV positivo, que foram re-examinadas 

para pesquisa de HPV, após 12 meses, foi encontrada uma associação inversa 

entre a presença de ao menos um alelo G (alta produção) e a persistência do HPV, 

sugerindo que altos níveis de IL-10 poderiam prevenir o desenvolvimento de 

neoplasia cervical, através de seu papel na eliminação do HPV.  
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Sabe-se que a abordagem clínica e terapêutica destas pacientes é 

delineada conforme a classificação histológica da lesão, e consiste em avaliar a 

persistência ou progressão de LSIL para HSIL, ou eliminação da LSIL, que ocorre 

na maioria dos casos, através de exames citológicos e histológicos seriados.  

Sabe-se ainda, que as lesões classificadas como NIC II podem representar tanto 

uma infecção aguda pelo HPV que poderá regredir, como um pré-câncer 

incipiente com destino à persistência e alto risco de invasão, tratando-se então de 

uma lesão, onde o nível de anormalidade não é suficiente para prever o risco de 

progressão à NIC III e ao CC, tornando proeminente a necessidade de um outro 

fator preditivo de risco de desnvolvimento de CC para auxiliar no delineamento de 

uma abordagem terapêutica mais precisa. Desta forma, os polimorfismos de IFNG 

e de IL10 poderiam ser utilizados como biomarcadores em relação à previsão de 

“clearance” viral. 

Com base no exposto, torna-se clara a complexidade e heterogeneidade 

da resposta imune ao HPV e evidencia-se a importância de estudos longitudinais 

para uma melhor correlação entre o padrão de citocinas com o subseqüente curso 

da infecção, avaliando-se individualmente o tipo de resposta imune (Th1/Th2), a 

capacidade de manutenção da mesma para a eliminação viral e a avaliação 

concomitante da atividade de mecanismos efetores competentes. 

6.2  POLIMORFISMO DO GENE MICA E NIC 

Os genes e pseudogenes da família MIC, descobertos há pouco mais de 

uma década (BAHRAM et al., 1994 e LEELAYUWAT et al., 1994), juntamente 

com os genes de classe I clássicos e não clássicos são membros de uma 

SUPERFAMÍLIA GÊNICA que codifica polipeptídeos de cadeia alfa similares. As 

semelhanças estruturais das moléculas MICA com os antígenos HLA de classe I, 

bem como o seu polimorfismo, foram determinantes para que pesquisadores 

iniciassem estudos populacionais sobre sua função e diversidade.  

As primeiras análises da seqüência nucleotídica do gene MICA, mesmo em 

uma amostra restrita, já revelavam a existência de 16 alelos, definidos por 27 

posições polimórficas, das quais 22 eram não-sinônimas (BAHRAM et al., 1994 e 

FODIL et al., 1996). A diversidade observada no éxon 4 é uma característica 
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peculiar do sistema MIC, uma vez que no sistema HLA o polimorfismo concentra-

se nos éxons 2 e 3 (KATSUYAMA et al., 1999). 

A comparação das freqüências alélicas nos permitiu concluir que o 

agrupamento alélico MICA*C era mais freqüente na amostra paciente (23,07%) 

quando comparado com a amostra controle (12,5%; p=0,02). Por outro lado, 

MICA*008 (incluindo todos os indivíduos que possuem o alelo MICA*00801 ou o 

alelo MICA*00804) foi o alelo observado com maior freqüência na amostra controle 

(30%) e em 19,87% da amostra paciente (p=0,04).  

São poucos os estudos que relacionam o polimorfismo de MICA e a NIC. 

Ghaderi et al. (1999) determinaram a freqüência do polimorfismo dos alelos 

microssatélites de MICA (responsáveis pelo domínio transmembrânico) em uma 

população da Suécia, e não encontraram associação dos mesmos com a SIL. 

Jumnainsong et al. (2007) determinaram a freqüência dos alelos do domínio 

extracelular de MICA em uma amostra da população tailandesa e não observaram 

diferenças entre a distribuição dos alelos entre os diferentes estadios das SILs e os 

controles. O mesmo resultado foi obtido por Chen et al. (2005) em uma amostra da 

população de Taiwan.  

Dos quatro alelos já descritos como MICA*008, apenas MICA*00801 e 

MICA*00804 foram seqüenciados até o presente momento. O alelo MICA*00804 

diferencia-se de MICA*00801, apenas pela substituição de uma citosina por timina 

no nucleotídeo 21 do éxon 1 e foi descrito em apenas um indivíduo caucasóide 

oriundo da Inglaterra (STEWART et al., 2004). Optamos por considerar apenas 

MICA*008 nas análises dos resultados obtidos, já que até o momento apenas os 

alelos MICA*004, MICA*00801, MICA*00804 e MICA*01801 possuem o éxon 1 

seqüenciado (European Bioinformatic Institute, www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ . Acesso 

em 24/05/08).  

O alelo MICA*008 é o alelo mais freqüente em várias populações estudadas, 

como euro-brasileira (26,5%) (RIBAS, 2007); brasileira (27,2%) (MARIN et al., 

2004); afro-americana (31,7%) e euro-americana (43,33%) (GAO et al., 2006); tribo 

nigeriana Efik (32,8%) (TIAN et al., 2003); tailandesa (21,4%) (ROMPHRUK et al., 

2001); japonesa (30,8%) (KATSUYAMA et al., 1999); além de ser o alelo mais 

freqüente entre os indivíduos da população espanhola saudável estudada por 

Muñoz-Saá (2006), em seu trabalho com doença de Behçet (BD) e MICA.   
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Esse alelo também foi o mais freqüente nas duas amostras do estudo de casais 

com abortamento recorrente de causa desconhecida, apresentando freqüência de 

24,61% nos controles e 19,29% em pacientes (PINHO-FRANÇA, 2008). 

A ampla distribuição de MICA*008 e sua presença em diversos haplótipos 

podem indicar que este seja um alelo ancestral que após subseqüentes 

recombinações e mutações de ponto gerou a diversidade alélica atual 

(PETERSDORF et al., 1999).         

A alta freqüência do alelo MICA*008, o fato de transcrever para uma molécula 

truncada e ainda exibir o códon 129 para valina (menor afinidade com o receptor), nos 

permite argumentar sobre uma provável função inibitória na forma de molécula 

solúvel, bloqueando o sítio ativo do receptor NKG2D. Pode-se considerar também que 

apesar da alta freqüência de MICA*008, a seleção esteja atuando a favor da geração 

e manutenção de alelos, cujos produtos ativam o receptor NKG2D, uma vez que a 

vigilância imunológica ficaria favorecida nestas condições. Desta forma, a 

heterozigose de MICA*008 com outros alelos MICA promoveria a regulação da 

ativação e inibição da atividade citotóxica das células que expressam o receptor 

NKG2D.  

A ambigüidade MICA*C, que foi o agrupamento alélico/alelo encontrado em 

maior freqüência no grupo de pacientes e o terceiro na amostra controle, coloca a 

possibilidade dos indivíduos que a apresentam possuírem os alelos MICA*00201 

ou MICA*020. O alelo MICA*020 é extremamente raro, apresentando freqüência 

nula em populações euro-brasileira, nigeriana e indígena sul-americana (ZHANG 

et al., 2002; TIAN et al., 2003; RIBAS, 2007) e também não foi verificado nos 

trabalhos com brasileiros, afro-americanos, euro-americanos, japoneses e 

coreanos (KATSUYAMA et al., 1999; PYO et al., 2003; MARIN et al., 2004; GAO 

et al., 2006). Esse alelo foi encontrado em 0,4% de indivíduos tailandeses 

(ROMPHRUK et al., 2001). Já o alelo MICA*00201 foi um dos alelos mais 

freqüentemente encontrados entre os euro-brasileiros (17,7%) (RIBAS, 2007); 

brasileiros, (15,4%) (MARIN et al., 2004); afro-americanos (25,4%); euro-

americanos (14,1%) (GAO et al., 2006); tribo Efik da Nigéria (17,2%) (TIAN et al., 

2003) e tailandeses (17,6%) (ROMPHRUK et al., 2001). Foi o terceiro alelo mais 

freqüente no estudo de Muñoz-Saá (2006) (14,24%) e também foi o alelo mais 

freqüente nas tribos indígenas sul-americanas Toba, Wichi e Terena (34,6%, 
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47,6% e 44,5%, respectivamente) (ZHANG et al., 2002); nas tribos nigerianas 

Yoruba (33,1%) e Igbo (42,4%) (TIAN et al., 2003). A partir dos dados obtidos 

para as outras populações brasileira, euro-brasileira e euro-americana é possível 

inferir que os indivíduos das amostras Paciente e Controle com essa ambigüidade 

sejam positivos para o alelo MICA*00201 e negativos para o alelo MICA*020. 

As moléculas de MICA são expressas em várias células tumorais epiteliais 

e são reconhecidas por células NK e Tγδ (GROH et al., 1999), sugerindo que 

essas moléculas possuem um importante papel na imunidade anti-tumoral (AIDA 

et al., 2002). 

A ação das células NK é regulada por uma rede extensa de receptores 

ativadores e inibidores. Os imunorreceptores ativadores, através da interação com 

seus ligantes, transduzem sinais ativadores, através de proteínas adaptadoras 

(como CD3ξ, FcєRIу e DAP12), que resultam na destruição de células anormais 

(infectadas, estressadas etc.). Já os receptores inibidores ligam-se a moléculas 

MHC de classe I e moléculas relacionadas, mantendo a vigilância das células 

presentes no organismo, desencadeando a destruição das células anormais na 

ausência dos sinais inibidores (DOSIOU; GIUDICE, 2006). As células NK têm 

habilidade de lisar células alvo sem a necessidade de sensibilização prévia ou 

sem restrições a antígenos HLA (DOSIOU; GIUDICE, 2006). 

 A variação alélica do gene MICA pode influenciar a ligação desses ligantes 

ao receptor NKG2D das células NK, podendo afetar o transplante de órgãos e/ ou 

a imunopatogênese de doenças (GAO et al., 2006). 

 O polimorfismo do gene MICA ao longo dos éxons 2, 3 e 4 exibe uma 

grande quantidade de substituições não sinônimas, das quais muitas resultam em 

mudanças de aminoácidos não conservativas. Acredita-se que as diferenças nas 

seqüências dos alelos MICA possam influenciar a interação destas moléculas 

com o receptor NKG2D.  

A investigação do polimorfismo no códon 129 (éxon 3) indicou que os 

alelos codificando para metionina (ATG) nesta posição possuem uma capacidade 

consideravelmente maior de ligarem-se  ao receptor NKG2D, do que alelos que 

codificam para valina (GGT) nesta mesma posição (STEINLE et al., 2001). Os 

alelos MICA*00201 e MICA*020, envolvidos nessa ambigüidade, apresentam o 

aminoácido metionina 129. 
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As localizações das substituições ao longo da seqüência dos éxons 2-4 do 

gene MICA levantam a questão de como o polimorfismo estaria relacionado com a 

função biológica e imune das moléculas MICA e quais forças seletivas poderiam 

atuar na geração da diversidade destas moléculas (PETERSDORF et al., 1999).  A 

expressão de MICA é hiper-regulada por muitas linhagens de células tumorais e 

tumores primários de origem epitelial (GROH et al., 1999). Essa hiper-regulação 

parece ser resultado da ativação de elementos de transcrição presentes nos 

promotores dos genes HSP (Heat Shock Proteins; Proteínas de Choque Térmico), 

um evento que é acompanhado pela transformação. Alguns estudos mostraram que 

a imunidade mediada por MIC-NKG2D não ocorre em pacientes com cânceres 

progressivos de mama, intestino, ovário ou cólon (GROH et al., 2002; 

DOUBROVINA et al., 2003). Na maioria dos casos, tumores malignos liberam MIC e 

subseqüentemente induzem a hipo-regulação da expressão de NKG2D de superfície 

em células NK e/ou CTLs. Essa deficiência na função da célula efetora mediada por 

NKG2D tem sido proposta como um dos mecanismos pelos quais as células 

tumorais podem escapar da vigilância imune de células NK e CTL (GROH et al., 

2002; DOUBROVINA et al., 2003). A expressão de moléculas MICA pode ser 

induzida em cultura de fibroblastos infectados com citomegalovírus (CMV), e sua 

ligação com o receptor NKG2D aumenta significativamente a resposta de células T 

CD8
+ 

e de células NK anti-CMV. Estas observações, juntamente com o aparente 

papel desempenhado na atividade anti-tumoral ao estimular células T CD8
+ 

específicas contra antígenos tumorais, apóiam o modelo de que o sistema MICA-

NKG2D exerce uma função biológica na defesa contra agentes infecciosos e em 

condições de estresse celular (GROH et al., 2001 e SKOV et al., 2005). 

Por outro lado foi observado que células T CD8+ e células NK presentes em 

tumores possuem baixa expressão do receptor NKG2D e comprometimento funcional. 

Este comprometimento da função efetora destas células pode ser decorrente da ação 

inibitória de moléculas MICA e MICB solúveis derivadas de tumores (GROH et al., 

2002). A baixa expressão de NKG2D na superfície de células com atividade citotóxica 

foi correlacionada com a incidência e progressão de carcinogênese cutânea, 

enfatizando a importância deste receptor e conseqüentemente de seus ligantes como 

marcadores da resistência de tumores (OPPENHEIM et al., 2005). 
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Moléculas MICA expressas na superfície celular parecem ativar células NK 

e promover a atividade citotóxica das mesmas, por outro lado estas moléculas na 

forma solúvel podem bloquear a ativação do receptor NKG2D inibindo a 

citotoxicidade inerente das células NK. Esta última situação pode ser deletéria nos 

processos anti-tumorais ou até mesmo em situações de infecção viral. Mesmo as 

moléculas ancoradas na superfície celular exibem variabilidade em sua estrutura 

e/ou posicionamento na membrana, como comentado anteriormente, e desta 

forma provavelmente não interagem com a mesma intensidade com o receptor, 

ou seja, o polimorfismo funcional parece trazer conseqüências para o sistema de 

defesa imunológico do organismo. 

Portanto, o presente trabalho parece ser o primeiro a descrever associações 

entre o polimorfismo de MICA e a NIC e uma amostra da população brasileira, muito 

embora não se compreenda, exatamente, a participação do mesmo na 

imunomodulação e/ou suas conseqüências biológicas.  Há evidências de que 

alterações na expressão das moléculas MICA solúveis e/ou de superfície celular 

talvez resultem em uma ativação ou inibição exacerbada das células NK, levando à 

progressão das NICs.  
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7 CONCLUSÕES 

� O genótipo IFN (+874A/A) foi observado em maior freqüência no grupo 

de pacientes NIC II quando comparado com os controles. Entre os 

diferentes estadios das NICs, o mesmo genótipo ocorre em maior 

freqüência no grupo II comparado com o grupo NIC III. Este dado pode 

significar que as pacientes NIC II, com genótipo para baixa produção de 

IFN, apresentam “clearance” viral diminuído. 

 

� O genótipo IL10 (-1082G/G), determinante do fenótipo alto produtor, foi 

encontrado em maior freqüência no grupo controle do que em pacientes 

com NIC, evidenciando, portanto, um efeito protetor do mesmo, 

sugerindo que altos níveis de IL-10 podem prevenir o desenvolvimento 

de lesões intraepiteliais cervicais, através do seu papel na eliminação 

viral (“clearance”) ou que níveis baixos de IL-10 desencadeiem uma falha 

na inibição da angiogênese em tecidos neoplásicos, facilitando desta 

forma o desenvolvimento de lesões intraepiteliais cervicais. 

 

� O agrupamento alélico mais freqüentemente encontrado na amostra 

paciente foi MICA*C (23,07%) e na amostra controle foi o alelo 

MICA*008 (30%) 

 

� Foi encontrada uma associação positiva entre o agrupamento alélico 

MICA *C e uma associação negativa entre o alelo MICA *008 e o grupo 

de pacientes com NIC.  
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