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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) é uma infeccdo comum em mulheres em todo o
mundo. Contudo, apenas uma pequena porcentagem de mulheres, com infeccao
persistente por gendtipos oncogénicos de HPV, irdo desenvolver lesbes intra-
epiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e cervical cancer (CC). Os componentes
genéticos e imunoldgicos individuais parecem ser determinantes importantes na
relacdo entre a infeccao persistente pelo HPV e a carcinogénese. Varias citocinas
estdo relacionadas com o desenvolvimento do cancer. A variagdo inter-individual
na expressao de citocinas é geneticamente determinada e os polimorfismos em
regibes regulatérias sdo importantes na producdo de baixos, intermediarios e
altos niveis de citocinas. Neste estudo foi investigada a influéncia dos
polimorfismos dos genes IL6 (-174); TGFB1 (+869 e +915); IL10 (-1082); TNF (-
308) e IFNG (+874) em pacientes com NIC. O gene MICA ¢ altamente polimorfico.
Estes polimorfismos podem levar a diferentes graus de afinidade da ligacdo ao
receptor NKG2D (Natural Killer grupo 2D). Embora os efeitos destes
polimorfismos na ativagcao imune nao sejam conhecidos totalmente, eles poderiam
levar a diferentes graus de ativacdo de células imunologicas e prejudicar a
eliminacdo tumoral. Foi nosso objetivo calcular as frequéncias alélicas dos
polimorfismos genéticos de MICA nas amostras de pacientes com NIC e
controles. Cem mulheres com NIC e cinquenta controles saudaveis 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 genoétipos responsaveis por
modificar os niveis de secrecdo de citocinas, cujas alteracdes tém sido
relacionadas com o desenvolvimento de SIL. Para a caracterizacao dos alelos de
MICA foi utilizada a técnica de PCR-SSOP, realizada através do Kit LABType
MICA (One Lambda Inc). As frequécias alélicas e genotipicas foram obtidas por
contagem direta. As comparagfes entre 0s grupos foram realizadas através de
tabelas de contingéncia 2x2 (x’/Teste Exato de Fisher) e Odds Ratio foram
calculados utilizando-se o VassarStat, web site para calculos estatisticos. Nao
foram observadas diferencas nas freqiéncias genotipicas entre pacientes e
controles de IL6 (-174); TGFB1 (+869 e +915) e TNF (-308). Com relacédo ao gene
IL10 (-1082 G/A), o genotipo G/G foi observado em maior freqiiéncia no grupo
controle, 18% versus 7,0% em pacientes com NIC (p=0,05; OR=2,92 (IC=1,02-
8,37)). Uma maior freqtiéncia de gendtipo IFNG (AA) foi observada em pacientes
com NIC Il 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 freqiéncia maior
do genotipo em NIC 1l versus NIC 1l (p=0,05; OR=2,45 (IC=1,06-5,68)). Com
relacdo ao gene MICA, o agrupamento alélico observado em maior freqiéncia 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.
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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 (x*/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 Il versus
control group (p=0.05; OR=2.43 (Cl=1.06-5.54)). When comparisons were performed
between CIN groups, a higher frequency of AA genotype in CIN Il versus CIN Ill 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(I1C=1.01-4.81)).

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

1.1 CONTEXTO

A infeccdo por papilomavirus humano (HPV) é o fator de risco mais
importante na etiopatogénese do carcinoma cervical (CC) e de suas lesbes
precursoras, as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). O CC esta
caracterizado por uma fase pré-maligna bem definida passivel de diagndstico
através dos exames citolégico, colposcopico ou histopatoldogico do material
cervical. Estas modificacbes epiteliais representam um espectro de
anormalidades histoldgicas variando de NIC | a lll.

Os HPVs apresentam diversidade genética, aproximadamente 40 tipos
infectam a area genital, alguns com potencial oncogénico. Os HPVs tipos 16 e 18
foram categorizados em 1995 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC) como carcinogénicos em
humanos (WHO.IARC, 1995).

A infeccdo persistente por tipos virais oncogénicos, em associacdo com
outros cofatores, do hospedeiro e/ou exdégenos, predispde ao desenvolvimento de
lesbes de alto grau do colo uterino apenas em uma pequena propor¢ao de
mulheres portadoras do HPV.

A maioria das mulheres (70 a 90%) infectadas por tipos de HPV
causadores de CC nado desenvolve a doenca. Geralmente a infeccdo desaparece
sem nenhum tratamento e o virus € eliminado devido a acdo do sistema imune,
em um periodo de 12 a 24 meses apos o inicio da infeccao.

Ha evidéncias de que o sistema imune do hospedeiro desempenhe um
importante papel no controle da infeccdo pelo HPV. Em hospedeiros
imunocompetentes, a infecg¢éo viral leva a producéo e liberacéo de vérias citocinas que
tém acéo sobre a expressao génica e crescimento de linhagens celulares infectadas
por HPV. O nivel de producéo de citocinas € dependente do gendtipo e as variantes
polimorficas destes genes podem levar a alteracdes na expressao génica modificando
o nivel do produto final e, conseglientemente, a resposta imune ao virus, podendo ser

consideradas um dos mecanismos associados a progressao da doenca.



As moléculas A relacionadas a cadeia MHC de classe |, (MICA), séo
antigenos induzidos pelo stress, reconhecidas inicialmente por células Tyd , sem
necessidade de reconhecimento e apresentacdo de antigenos (ROCK et al.,
1994; SCHILD et al.1994; MORITA et al., 1995).

A expressdo de MICA em tecidos normais esta 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). Evidéncias preliminares sugerem que MICA pode estar
associada aos estagios iniciais de desenvolvimento tumoral (GROH et al., 2005).

No presente estudo foi investigada a influéncia das variantes polimorficas -
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, responsaveis
pela producdo das citocinas: Interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral
(TNF), Interleucina-10 (IL-10), Fator Transformante do Crescimento 1 (TGF-f1) e
Interferon-y (IFN-y), respectivamente; e do gene A relacionado a cadeia MHC de

classe | (MICA) no desenvolvimento e progresséo da NIC.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA DE COLO UTERINO E SUAS LESOES PRECURSORAS
2.1.1 Epidemiologia

O CC é a segunda neoplasia mais comum entre as mulheres no mundo. E
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 paises em
desenvolvimento onde, em algumas regides, € 0 cancer mais comum entre as
mulheres. Para os paises em desenvolvimento estima-se que o CC seja
responsavel por 15% dos tumores em mulheres e para os paises desenvolvidos
esta taxa cai para 3,6%. As taxas de incidéncia e mortalidade por 100.000 s&o
respectivamente, Africa 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 infeccdo cervical pelo HPV é a doenca viral sexualmente transmissivel
mais comum em todo o mundo, sendo reconhecida pela OMS como o principal
fator causal das lesbes precursoras do CC. A maioria das mulheres € infectada
logo apdés o inicio da atividade sexual (COLLINS et al.,, 2002), com maior
prevaléncia em jovens abaixo de 25 anos. Um segundo pico de infeccdo ocorre
em mulheres de maior idade, préximo aquela de maior incidéncia de CC
(FRANCESCHI et al., 2006; CASTLE et al., 2005).

A incidéncia de CC torna-se evidente na faixa etaria de 20 a 29 anos e o
risco aumenta rapidamente até atingir seu pico geralmente na faixa etaria de 45 a
49 anos, denotando um efeito tardio da infec¢ao pelo HPV. A mortalidade por CC
€ substancialmente menor que a incidéncia, sendo de 5,60/100.000 mulheres no
Brasil. Em paises desenvolvidos a sobrevida meédia estimada varia de 59 a 69%
apos cinco anos do diagnostico inicial, no entanto em paises em
desenvolvimento, onde os casos sdo diagnosticados em estadios relativamente
avancados, a sobrevida média é de cerca de 49%, sendo esta mesma
porcentagem estimada para o Brasil (MS.INCA, 2006).

O numero de casos novos de CC esperados para o Brasil em 2008 é de



18.680, com um risco estimado de 19,18 casos por 100 mil mulheres. Com
relacdo a incidéncia por regido, sem considerar os tumores de pele néo
melanoma, o CC ocupa a primeira posicdo em incidéncia de tumores malignos na
regido Norte (22,20/100.000). Representa o segundo tumor em incidéncia, abaixo
apenas da neoplasia maligna da mama, nas regides Sul (24,44/100.000), Centro-
Oeste (19,44/100.000), e Nordeste (17,58/100.000). Na regido Sudeste ocupa a
terceira posicdo em incidéncia (17,83/100.000), com os tumores de mama e de
colon ocupando a primeira e segunda posi¢cdes. Este comportamento evidencia a
urbanizacdo e desenvolvimento do Sudeste Brasileiro, que se reflete em maior
informacdo da populacdo com relagdo aos meétodos de prevencdo e deteccao
precoce do CC. A dificuldade de acesso explicaria a alta taxa de incidéncia de
lesGes em estadio avancado na regido Norte (MS.INCA, 2006).

No Estado do Paran& 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 ultimo ano (Curitiba foi a 32
capital com maior frequéncia) (BEC, 2007). Este dado pode explicar a alta taxa de
incidéncia como sendo reflexo de um maior acesso das pacientes aos recursos

diagnadsticos, porém ha necessidade de maior atuacdo em medidas preventivas.

2.1.2 Histopatologia e Classificacdo Citologica

O CC é uma doenca crbnica que ocorre a partir de mudancas intra-
epiteliais as quais podem, em um periodo médio de cinco a seis anos,
transformar-se em processo invasor.

As lesdes cervicais precursoras do CC apresentam-se em diferentes graus
evolutivos, do ponto de vista cito-histopatoléogico e varios sistemas de
classificacdo tém sido propostos. O sistema baseado em quatro niveis evolutivos
classifica as lesbes em displasias leves, moderadas, severas e carcinoma in situ.
Foi muito utilizado no passado, porém o termo displasia atualmente ndo é mais
utilizado. O sistema de trés niveis denomina as lesdes de NIC (neoplasia intra-
epitelial cervical) I, II, IlI.



Em 1988, um novo sistema de classificacdo citolégica conhecido como
classificacdo de Bethesda foi desenvolvido. Neste sistema a NIC de grau | &
denominada lesdo escamosa intra-epitelial de baixo grau (LSIL) e as NICs Il e I
sdo classificadas como lesdo escamosa intra-epitelial de alto grau (HSIL). As
lesGes previamente classificadas como borderline ou de categoria indeterminada
sao classificadas como células escamosas atipicas de significancia indeterminada
(ASCUS).

Durante o XVII Congresso Brasileiro de Citopatologia em 2002, a
nomenclatura em  citopatologia  ginecolégica foi atualizada  (www.

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

1) lesao intra-epitelial de baixo grau (LSIL) (compreendendo efeito citopatico

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

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

epiteliais cervicais grau Il e 1l1);
3) leséo intra-epitelial de alto grau, ndo podendo excluir invaséo;

4) carcinoma epidermaide 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 lesdes significativas e como tal devem ser
orientadas (CONDUTAS DO INCA/MS).

Com base neste conhecimento a abordagem clinica e terapéutica destas
pacientes € delineada conforme a classificagao histologica da lesdo e consiste em
avaliar a persisténcia ou progresséo de LSIL para HSIL, ou eliminagéo da LSIL, que
ocorre na maioria dos casos, atraveés de exames citologicos e histologicos seriados.
As lesbes classificadas como NIC Il podem representar tanto uma infeccdo aguda
pelo HPV que podera regredir, como um pré-cancer incipiente com destino a
persisténcia e alto risco de invasdo. Até mesmo alguns tipos de HPV de baixo grau
séo capazes de produzir lesbes diagnosticadas como NIC Il, portanto este nivel de
anormalidade ndo é suficiente para prever o risco de CC (MOSCICKI et al., 2006).

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

ao diagnaéstico histolégico de NIC Ill. HSIL e CC séao caracterizados por aneuploidia e



instabilidade genética, e estudos in vitro demonstram que estas seriam
consequéncias da expressado inapropriada dos oncogenes virais E6 e E7 com
ativacdo da telomerase e amplificacdo centrossomal.

Embora a regressédo de lesdes NIC Ill seja teoricamente possivel, esta
tendéncia ndo é observada em seguimentos em curto prazo e estudos
observacionais destas les6es ndo seriam éticos.

Nota-se, portanto, que nos casos de NIC II, onde o nivel de anormalidade
nao é suficiente para prever o risco de progressao a NIC Il e CC, e nos quais nao
€ ético o seguimento em longo prazo, ha a necessidade de um outro fator
preditivo de risco de CC para auxiliar no delineamento de uma abordagem

terapéutica mais precisa.

2.1.3 Fatores de Risco

Vérios sao os fatores de risco conhecidos, que aumentam a chance de
desenvolver CC e suas lesdes precursoras, e o conhecimento dos mesmos torna-
se primordial para a deteccdo precoce da doenca em mulheres com alta
probabilidade de desenvolvé-la.

O fator de risco mais importante para CC é a infeccdo genital por
papilomavirus humano (HPV). Estudos demonstram uma prevaléncia de DNA-
HPV em 99,7% dos carcinomas cervicais (BOSCH et al., 1995; WALLBOOMERS
et al., 1999). No entanto sabe-se que apenas as infecc¢des virais definidas como
persistentes seriam consideradas de importancia para a oncogénese.

A persisténcia viral pode ser definida como a detec¢cdao do mesmo tipo de
HPV, duas ou mais vezes, em avaliagbes periédicas em um intervalo de no
minimo dois anos. Felizmente a maioria dos HPV, mesmo os considerados de alto
risco, ndo tem capacidade de permanecer no hospedeiro por muito tempo e sao
considerados transientes. N&o ha concordancia entre os autores sobre a
passagem do estado de infec¢do transiente para persistente. A média de tempo
para eliminacédo do virus em mulheres infectadas varia de quatro a seis meses até
um a dois anos em diferentes estudos, dependendo das estratégias de
seguimento e definicbes (por exemplo, a necessidade de 1 ou 2 testes de DNA-
HPV negativos para definir a eliminacdo do virus). Apesar desta variacdo, a



maioria dos estudos demonstra que aproximadamente 90% das pacientes
infectadas eliminam o virus apds dois anos de seguimento.

Outros potenciais fatores de risco associados ao desenvolvimento do CC,
também denominados cofatores, podem ser divididos em trés grupos: (1) cofatores
ambientais ou exdgenos, incluindo o uso de anticoncepcionais orais, tabagismo, e
infeccdo concomitante pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ou outros
agentes sexualmente transmissiveis; (2) cofatores virais, tais como infec¢do por
determinados tipos de HPV, carga viral, integracdo viral e coinfeccdo com mais de
um tipo de HPV; (3) cofatores do hospedeiro: multiparidade, horménios enddégenos,
resposta imunoldgica e susceptibilidade genética.

O inicio precoce da atividade sexual, historia de mudltiplos parceiros e
parceiros de alto risco (homens cuja parceira anterior tinha carcinoma de colo
uterino, homens com carcinoma de pénis ou homens que tiveram contato com
prostitutas), também sao fatores de risco conhecidos para o CC (MS.INCA, 2006).

Um estudo recente (HEMMINKI & CHEN, 2006) sugere um papel da
historia familial na qual mulheres cuja mae ou irmas tiveram CC sédo mais sujeitas
ao desenvolvimento da doenca. Esta tendéncia familial pode ser causada por uma
condicdo herdada que levaria a uma menor capacidade destas mulheres em
combater a infecgédo por HPV.

2.1.3.1 Cofatores ambientais ou exdgenos

Em publicacdo recente a IARC classificou o uso de contraceptivos orais
combinados como carcinogénico para a cérvix uterina. Uma meta-anélise 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 substancias (SMITH et
al., 2003). O uso de anticoncepcionais orais poderia influenciar a progressao da
infeccdo por promover a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro e
estimular a transcricdo dos oncogenes virais E6 e E7 envolvidos na
carcinogénese (CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003).

O tabagismo parece também aumentar o risco de CC em mulheres



positivas para o HPV, sendo esta associacdo observada em varios estudos.
Subprodutos carcinogénicos do tabaco foram encontrados no muco cervical de
fumantes, entre eles a nicotina e a cotidina. Estas substancias podem danificar
diretamente o DNA das células cervicais ou comprometer a resposta imunolégica
local, facilitando a persisténcia do HPV (CASTELLSAGUE e MUNOZ, 2003). O
benzopireno (BaP), o principal carcind6geno encontrado na fumaca do cigarro
interage com o HPV, elevando o titulo viral dos HPVs 16, 18 e 31 ( ALAN et al.,
2007). Alteracdes encontradas no sistema imune periférico de pacientes fumantes
incluem o aumento do numero de linfocitos T citotoxico/supressores, a diminuicdo
do namero de linfocitos T Helper, significativo decréscimo de células natural killer
e baixo nivel sangiineo de imunoglobulinas, exceto IgE, a qual € elevada
(JOHNSON et al., 1990). Outros possiveis mecanismos incluem a reducéo da
resposta imune na cérvix, com a reducdo do numero de células de Langerhans
(TAY et al., 1987; POPPE et al., 1990) e efeitos relacionados ao metabolismo dos
hormdnios 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 andlise de 24 estudos epidemiolégicos, no
gual mulheres fumantes apresentaram um aumento significativo do risco relativo
de CC, comparado com mulheres ndo fumantes (RR = 1,60; 95% IC: 1,48- 1,73).
Este risco diminui em mulheres que abandonaram o habito e aumenta com a
guantidade de cigarros/d (+ 15 cigarros /d versus nenhum), mas ndo demonstra
relacdo com a duracao do hébito de fumar.

O papel especifico de outros agentes infecciosos na patogénese do CC foi
pesquisado em muitos estudos epidemiologicos. Os agentes infecciosos que
foram relacionados com significancia nestes estudos foram: HSV-2 (virus herpes
simples tipo 1), Chlamydia trachomatis e HIV. Os dois primeiros como resultado
de uma resposta inflamatoria, com a producdo de radicais livres e
desenvolvimento de instabilidade genética, e no HIV, devido ao estado de
imunossupressao, o que reforca a importancia de cofatores imunoldgicos do
hospedeiro na carcinogénese pelo HPV.

O baixo nivel socio-econdémico também tem sido relacionado como um

fator de risco para o CC. Muitas mulheres com baixo nivel socio-econémico nao



tém acesso adequado aos servicos de saude. Tais mulheres também podem
apresentar subnutricdo 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 multiplas gesta¢Bes a termo também tém um risco
maior de desenvolver a doenca, conforme alguns estudos. O maior risco de CC
em mulheres com elevado niumero de gestacdes poderia estar relacionado com a
manutencdo prolongada da zona de transformacdo na exoceérvix ou a alteracdes
hormonais como niveis aumentados de estrogénio 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 queratinécitos, tendo
como alvo as células tronco, mas a expressao de altos niveis de proteinas virais
somente € encontrada nas camadas superficiais do epitélio escamoso, 0s extratos
espinhoso e granuloso (MIDDLETON et al.,, 2003; STERLING et al., 1993). A
infeccdo e a replicagao viral sdo absolutamente dependentes das etapas de
diferenciacdo dos queratinécitos sendo que o ciclo de infeccdo do virus
acompanha a diferenciacdo da célula hospedeira. O tempo desde a infeccéo
inicial até a liberacdo do virus € de aproximadamente trés semanas, tempo
requerido para um queratinécito da camada basal completar a sua diferenciacéo e
sofrer descamacao naturalmente.

A infeccdo pelo HPV ndo é acompanhada por inflamacéo, ndo havendo
citolise ou efeito citopatico letal, como consequéncia da replicacéo,
empacotamento e liberacdo das particulas virais. Desta forma, o sistema imune
ndo é sinalizado quanto a presenca do virus no organismo e isto pode resultar em
cronicidade e persisténcia da infeccdo. O periodo entre a infeccdo e o
aparecimento das lesfes é altamente variavel, de semanas a meses, sugerindo
que o virus pode desenvolver mecanismos efetivos de evaséo do sistema imune.

A maioria das infeccdes pelo HPV sédo 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 infeccéo, a
mesma persiste com altos niveis de replicacdo do DNA viral do HPV de alto risco
(HR-HPV). Os individuos com infec¢céo persistente tém uma probabilidade maior
de progressao da lesao para HSIL e carcinoma invasivo.

Os fatores que contribuem para a persisténcia viral ndo foram
completamente elucidados, mas parecem ter pouca ou nenhuma associacdo com
o0 comportamento sexual. Ha evidéncias de que a resposta imune do hospedeiro
possa ser um dos principais fatores a influenciar a historia natural da infeccao
pelo HPV (SCOTT et al., 1999), devido ao fato que a vigilancia imunoldgica afeta
a susceptibilidade as lesdes e sua regressdao (WU et al., 1994). Embora a
resposta imune a infeccdo pelo HPV nédo esteja completamente compreendida,
evidéncias provenientes de estudos em murinos e humanos com infec¢cbes por
patogenos intra-celulares apontam para a importancia das células T e células
acessorias estimuladas por citocinas, para o inicio e manutencdo de uma
resposta imune efetiva para tais patégenos.

Os linfocitos T séo as principais células no sistema imune adaptativo e
classificam-se em linfocitos T CD4+ (LT CDA4+) e linfécitos T CD8+ (LT CD8+). A
ativacdo do LT CD4+ resulta na secrecdo de uma variedade de citocinas. O
padrdao de expressdo destas citocinas define dois subtipos de LT CDA4+,
conhecidos como Thl e Th2. As células Thl secretam citocinas responséaveis
pela ativacdo de células citotoxicas efetoras (macrofagos, células Natural Killer e
LT CD8+) gerando a resposta imune mediada por células a patdgenos intra-
celulares. As células Th2 secretam citocinas que estimulam a diferenciacdo de
linfécitos B a plasmacitos, promovendo a imunidade humoral.

O exame histologico das lesBes provenientes da infeccdo pelo HPV em
regressao e das persistentes, apesar do tratamento, revela diferentes populacdes
celulares. Nas verrugas genitais em regressao observa-se um infiltrado de LT
CD4+, LT CD8+ e macrofagos no estroma e epitélio, enquanto que em lesbées que
nao regridem ha auséncia de células imunolégicas no sitio da infec¢ao, poucos LT
CD8+ intraepiteliais e células mononucleares no estroma (STANLEY, 2006). A

maior incidéncia de infeccdes pelo HPV em individuos imunossuprimidos também
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ilustra a importancia do mecanismo de resposta imune mediada por célula na
resolucdo e controle das infec¢cdes (CHIRGWIN, et al., 1995; FENNEMA, et al.,
1995; RUCHTER, et al., 1996).

2.1.3.2.2 Os mecanismos do HPV de evasao do sistema imune

Teoricamente, o virus deveria ser detectado pela célula apresentadora de
antigenos (APC) do epitélio escamoso, a Célula de Langerhans (LC). A LC
ativada deveria migrar para um linfonodo, processando o0s antigenos e
apresentando-os a célula T imatura. A célula T diferenciada em T efetora, migraria
para o sitio da infec¢éo e destruiria 0 queratindcito infectado.

Ha varias razfes para isto ndo ocorrer. O ciclo de infec¢do do HPV é, por si
préprio, um mecanismo de evaséo do sistema imune inibindo a deteccéo do virus
pelo hospedeiro, sendo que para a maioria das infeccbes ha pouca ou nenhuma
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, importantes para a ativacdo das células
dendriticas e 0s sinais essenciais para a resposta imune no epitélio escamoso
estdo ausentes (KUPPER e FULBRIDGE, 2004).

Contudo mesmo na auséncia de citélise e morte celular induzida pelo virus,
0s queratindcitos infectados pelo HPV deveriam ativar um efetivo sistema de
defesa antiviral: a secrecdo de interferon tipo 1. Os interferons de tipo 1,
interferon-a e interferon-B, tém atividade antiviral, antiproliferativa, antiangiogénica
e propriedades imunoestimulatérias que ativam as células dendriticas imaturas
(LE BON, et al., 2002; THEOFILOPOULOS et al., 2005). Os HPVs de alto risco
(HR-HPVs) sédo capazes de diminuir a expressdo de genes induziveis pelo
interferon-a, e as oncoproteinas E6 e E7 do HPV 16 interagem diretamente com
componentes das vias de sinalizagcado do interferon, inibindo-as (RONCO et al.,
1998; BARNARD e McMILLAN, 1999).

Também néo é observada ativagédo de LCs e células dendriticas estromais em
resposta as proteinas do capsideo do HPV. Desta forma as células dendriticas
estariam expostas a baixos niveis de proteinas virais, em um meio nao inflamatorio
por tempo prolongado, propiciando ao HPV evadir-se eficientemente da resposta
imune inata e postergando a ativagéo da resposta imune adaptativa.

Felizmente, na maioria dos casos uma resposta imune eficiente €
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estabelecida contra o HPV a qual parece ser caracterizada por imunidade
mediada por células, associada a regresséo da lesdo e também pela producao de
anticorpo neutralizante. Este anticorpo € dirigido contra epitopos conformacionais
da proteina L1, localizada na superficie externa da particula viral, porém sua
producdo ocorre em niveis baixos, reflexo do ciclo viral intracelular exclusivo, com
auséncia de viremia, além da producdo das particulas virais se dar em células
epiteliais e, portanto distante de APCs e de macrofagos (VILLA et al, 2005). A
producdo deste anticorpo e a resposta mediada por células sdo capazes de

proteger de infecc¢des virais subsequentes (STANLEY, 2002).

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

2.2.1 Estrutura e Classificagdo do HPV

Os HPVs séo virus sem envelope, com cerca de 55 nm de diametro, com
um capsideo icosaédrico com 72 capsdémeros, constituidos de DNA dupla fita,
circular, que contém cerca de 8.000 pares de bases. Anteriormente classificados
como pertencentes a familia Papovaviridae e subfamilia Papillomavirus, nos
altimos anos foram reconhecidos como uma familia propria: a Papillomaviridae
(de VILLIERS, 2001). O genoma do HPV divide-se em trés regides: regiao
precoce (E), regido tardia (L) e regido reguladora (URR). A regido precoce
contém 7 a 8 genes (E1,E2, E3,E4, E5, E6, E7 e E8) e a regido tardia 2 genes
(L1 e L2). A primeira contém o DNA para a replicacéo viral (E1, E2), regulacédo da
expressdo (E2), montagem e liberacdo do virus (E4) e imortalizacdo e
transformacao celular (E5, E6 e E7). E3 e E8 ndo tém acao conhecida, estando
presentes em apenas uma minoria dos HPVs. Os genes L1 e L2 codificam para
duas proteinas do capsideo. A regido regulatoria que separa estes conjuntos de
genes é constituida por 1.000 pb e contém elementos reguladores da expressao e

replicagdo génicas e do empacotamento de particulas virais (Figura 01).
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FIGURA 01 - MAPA FiSICO DO GENOMA DO HPV TIPO 16
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Ha mais de 200 papilomavirus reconhecidos, classificados em tipos,
subtipos e variantes com base em homologia de DNA. Um novo gendétipo é
definido se possuir menos de 90% de homologia com a seqiiéncia nucleotidica de
L1, apdés o sequenciamento completo do genoma. Os subtipos sdo definidos
guando apresentam entre 2 a 10% de divergéncia com a sequéncia nucleotidica
de L1, enquanto as variantes apresentam menos de 2% de divergéncia.

Filogeneticamente os tipos que infectam a area genital pertencem ao
género alfa e os associados com epidermodisplasia verrucosiforme cutanea, ao
género beta. Os diferentes tipos tém tropismo por infectar diferentes tecidos, por
exemplo, tipos epidérmicos (HPV 1-4, 10, 26-29, 37, 38, 46, 47, 49, 50, 57), e
tipos genitais (HPV 6, 11, 16, 18, varios 30s, 40s, 50s, 60s, 70s).
Aproximadamente 40 tipos infectam a area genital. Destes, alguns tém potencial
oncogénico, particularmente os HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 54, 56, 58,
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59, 60 e 66 (GARLAND, 2002). Os tipos oncogénicos prevalentes mundialmente
sao: 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
lesGes neoplasicas do colo uterino em:

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

Tipos de alto risco (HR): HPVs tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, e 68 encontrados em lesdes 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 publicacéo recente, MUNOZ et al. (2006) propdem que os HPVs
tipos 26, 53, 66, 68, 73 e 82 deveriam ser considerados como provavelmente
carcinogénicos, visto que foram encontrados associados com CC.

Os HR-HPV séo detectados em 50-80% das lesbes de alto grau (NIC-1l e
NIC-11l) e em 99,7% dos casos de cancer invasor do colo uterino.

2.2.2 Infeccéo por Papilomavirus Humano

A infeccdo por HPV é o fator de risco mais importante na etiopatogénese do
CC. Este virus é transmitido de uma pessoa para a outra atraves do contato sexual
com a pele da regido afetada, ndo sendo necessario o contato com fluidos corporais.
A maioria dos casos de infec¢do por HPV é assintomatica, no entanto as lesdes
podem surgir em um periodo de trés semanas até oito meses apos a infec¢do, sendo
a média de trés meses apos a infeccdo. Os HPVs podem causar verrugas ou
papilomas que sdo tumores benignos. Os que ocorrem nas areas genitais
masculinas ou femininas e na regido anal sdo denominados condiloma acuminado e
séo causados em sua maioria pelos HPVs 6 e 11. Estes raramente sao relacionados
ao CC e séao classificados como tipos LR-HPV. Outros tipos podem causar verrugas
em outras areas do organismo, como maos, pés, lingua e labios.

A infeccdo por HPV tem um padrdo transitorio. A maioria das mulheres
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infectadas por tipos de HPV causadores de CC nédo desenvolve a doenca (70 a
90%). Geralmente a infeccdo desaparece sem nenhum tratamento e o virus &
eliminado devido a acdo do sistema imune, em um periodo de 12 a 24 meses
apos o diagndstico inicial (HO et al., 1998). A persisténcia do HPV em 10 a 30%
dos casos € mais comum com oS tipos oncogénicos e esta associada ao
desenvolvimento de lesdo escamosa intra-epitelial (SIL) (KOUTSKY et al., 1997),
(Figura 02). HO et al. (1998), em um estudo com 608 mulheres, determinaram
que a duracdo meédia das novas infeccdes por HPV foi de oito meses. A
persisténcia da infeccdo por seis meses ou mais estava associada a idade, tipos
de HPV associados com CC e infec¢do por multiplos tipos de HPV. O risco de
alteracdes citologicas (Papanicolaou alterado) estava associado com tipos de
HPV conhecidos como de alto risco.

Baseado em estudos de coorte o tempo entre a infecgdo pelo HPV e o
desenvolvimento de NIC Ill é de 9-15 anos, com a infec¢@o ocorrendo no final da
segunda década de vida ou no inicio da terceira e o diagnodstico de NIC Ill, com
um pico proximo de 25-30 anos.

Observando a faixa etaria predominante das lesdes NIC Il (27-30a) e a
média de idade das pacientes com CC invasivo (52 década) sugere-se que as
pacientes permanecem um longo periodo no estado pré-canceroso NIC Ill. Os

fatores de risco desencadeantes do processo de invasdo ndo sdo compreendidos.
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FIGURA 02 - HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HPV
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FONTE: Paglusi, 2004. Adaptado
2.2.3 Patogénese e Efeito Oncogénico

Os HPVs séo epiteliotropicos (infectam células epiteliais escamosas) em
sitios epiteliais e mucosos. Duas moléculas da familia das integrinas a6f31 e
a6pB4, expressas na superficie das células basais, foram identificadas como os
receptores de HPV (EVANDER et al., 1997). Os genes E1 e E2 sdo os
responsaveis pela replicacdo do DNA viral a qual ocorre nas células das camadas
basais epiteliais, as expensas da maquinaria celular, onde os DNAs replicados
permanecem em multiplas copias estaveis, garantindo a persisténcia nas células
do epitélio proliferativo (HO et al., 1998; LOWY e HOWLEY, 2001).

O HPV afeta as células tronco, onde baixos niveis de DNA sao
sintetizados, com um numero de 50 a 100 genomas epissomais por célula. O
virus autorreplica-se, expressando as proteinas precoces na camada proliferativa
e mais tarde nas células mais diferenciadas, onde ocorre a sintese do capsideo e

as particulas virais sédo estruturadas (FRASER e TINDLER, 1992), resultando em
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alto nivel de replicagdo do genoma viral.

Por razbes desconhecidas, a infeccdo cervical pelo HPV tende a causar
lesbes em uma area conhecida como juncdo escamo-colunar ou zona de
transformacao, area onde o epitélio estratificado escamoso ndo 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 plasmideo em lesGes benignas associadas aos HPVs de baixo risco, e em
displasias leves e moderadas associadas aos HPVs de alto risco. No entanto o
DNA viral estd freqientemente integrado ao genoma da célula hospedeira em
lesGes de NIC de alto grau e no carcinoma in situ. Na maioria dos carcinomas, 0s
genomas virais sao integrados no DNA celular em sitios cromossdémicos
especificos em diferentes cromossomos. Ganhos ou perdas cromossdmicas
podem levar a distlirbios em oncogenes ou genes supressores tumorais, com
resultante carcinogénese. O sitio de integracao viral, embora ndo especifico,
geralmente ocorre préximo as regides regulatorias da transcricdo de E1 e E2.
Este processo leva a um aumento da expressao dos oncogenes virais E6 e E7 os
guais estdo fortemente associados ao processo de carcinogénese (GARLAND,
2002). Na maioria dos CCs a integracao viral é encontrada em apenas um sitio
cromossOmico nas células tumorais, concordando com a idéia que o CC é uma
doenca clonal (VINOKUROVA et al., 2005).

Multiplos processos celulares sdo modificados pela acdo dos produtos
virais antes do inicio da malignizacdo. O efeito oncogénico do HPV nas células é
exercido através de duas oncoproteinas virais precoces E6 e E7 e parte de E5
dos HPVs de alto risco. As células infectadas tornam-se geneticamente instaveis
devido a interferéncia das oncoproteinas virais em diversos mecanismos
celulares, como o reparo do DNA, o controle do ciclo celular, o fuso mitético, a

apoptose ou a estabilizacao dos telédmeros.

2.2.3.1 Efeitos das oncoproteinas E6 e E7

As oncoproteinas virais E6 e E7 sdo essenciais na inducdo e manutencao da

transformacao celular devido a sua interferéncia com o controle do ciclo celular e
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apoptose (INCASSATI et al.,, 2006). Estas oncoproteinas ligam-se a sitios
especificos nas proteinas 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 alteragdes no ciclo celular, com proliferacéo celular anormal.

A oncoproteina E7 é uma pequena fosfoproteina nuclear constituida por 3
regides conservadas (CR1, CR2 e CR3) (LIU et al., 2006). O gene do
retinoblastoma (RB1) € um importante gene supressor tumoral que esta deletado
ou mutado em muitas linhagens celulares tumorais. A perda do gene ou a
incapacidade de sintetizar a pl05-RB é correlacionada com o aumento da
proliferagao celular e a oncogénese.

O produto do gene RB1, a proteina pRb e os membros de sua familia, p107
e pl30 sdo alvos da oncoproteina HPV E7. Em seu estado hipofosforilado, as
proteinas da familia pRb podem ligar-se a fatores de transcricdo, como 0s
membros da familia E2F e reprimir a transcricdo de genes envolvidos na sintese
de DNA e na progresséao do ciclo celular (DYSON, 1998). A fosforilagdo de pRb
por uma quinase G1 dependente de ciclina, libera E2F e permite a progresséao do
ciclo celular para a fase S. A pRb que normalmente previne a célula da entrada no
ciclo celular e regula a transicdo G1/S, quando ligada a E7, deixa a proteina E2F
livre para comandar a divisédo celular (DYSON et al., 1998; MUNGER et al., 2004).
Esta proteina pertence a uma importante familia de fatores de transcricao,
permitindo a ativacdo de complexos ciclina-CDK que levam a progressao irrestrita
da fase G1 para S do ciclo celular, resultando em proliferacdo celular anormal
(KLINGELHUTZ et al., 1996). Aléem da inativacdo de membros da familia pRb,

numerosas funcdes de E7 foram descritas (Quadro 1).

QUADRO 1 - FUNCOES DA ONCOPROTEINA E7

Imortalizacéo celular

Ativacdo de ciclinas E e A

Inativacdo da pRb

Indug&o da apoptose

Inibic&o de inibidores de quinase ciclina-dependente

Aumento da integracdo de DNA exdgeno e mutagénese

Degradacéo de tirosina-quinase Blk
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O gene p53 regula a progressdo do ciclo celular e a apoptose ap6s um
dano celular. Quando o dano ao DNA é moderado, h4 uma parada prolongada no
ciclo celular durante a qual o DNA é reparado, mas quando o dano é severo a
apoptose € induzida. A apoptose tem um importante papel no desenvolvimento do
organismo, na homeostasia celular e na patofisiologia de muitas doencas. No
sistema imune a apoptose é freqlientemente induzida por receptores de superficie
celular. Muitos destes receptores pertencem a familia de receptores TNF,
incluindo TNFR1 (Receptor 1 do fator de necrose tumoral), Fas, DR4 (“death
receptor 4”) e DR5 (“death receptor 5”). A ligagdo do receptor & seus respectivos
ligantes: TNF, FasL e TRAIL (“TNF-related apoptosis inducing ligant”) induz a
morte celular através da ativacdo das caspases. Muitos virus incluindo o HPV
desenvolveram estratégias para bloquear a apoptose, persistindo na célula
infectada por longo periodo.

A atividade supressora tumoral de p53, que normalmente levaria a célula
alterada a apoptose, é perdida quando h& a ligagdo da oncoproteina E6 . Esta
proteina forma um complexo com a proteina E6-AP(E6 associated protein ligase),
um membro da familia E3 de ubiquitinas ligases, que somente liga-se a p53
quando esta estd associada a E6. O complexo E6/E6-AP leva p53 a degradacgéo
proteolitica através da via da ubiquitina, diminuindo os niveis de p53 nas células
infectadas (WERNESS et al.,, 1990; THOMAS et al.,, 1999, SHEFFNER e
WHITAKER, 2003). A E6 interfere em outras proteinas pro-apoptoticas, Bak,
FADD e procaspase 8 (GARNETT et al., 2006; THOMAS e BANKS, 1999).

Recentemente o produto do gene Notchl foi identificado como novo alvo
da p53. Notchl é um oncogene envolvido no desenvolvimento de leucemias de
células T humanas (ELLISEN et al., 1991), mas também age na diferenciacado dos
queratinécitos (RANGARAJAN et al., 2001). O nivel de expressdo da proteina
ErbB2 também é influenciado pela degradacéo de p53 e a interferéncia desta com
o complexo EG6/E6-AP contribui para a carcinogénese cervical (NARISAWA-
SAITO et al., 2007). Outros alvos da E6 também contribuem para a transformacgéo

celular (Quadro 2).

A EG6 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 catalitica reversa
(hTERT) e um componente RNA (hTR). A hTERT é expressa apenas em células
especificas da linhagem germinativa, células tronco e células neoplasicas. Alta
atividade da telomerase é observada em mais de 85% das células neoplasicas
humanas, indicando um papel importante na tumorigénese (PENDINO et al.,
2006). A imortalizacdo das células € uma das principais caracteristicas dos
tumores malignos. Normalmente as células senescentes entram em apoptose
quando um nivel critico de encurtamento dos teléomeros € atingido. A maioria das
células neoplasicas humanas tém seus teldbmeros regenerados pela reativacdo da
expressao da telomerase, um processo conhecido como expressao de novo, visto
gue a expressdo do gene TERT, responsavel pela atividade da telomerase é
restrita a células-tronco e células germinativas em tecidos nao neoplasicos.

Um outro mecanismo de regeneracao de teldmeros chamado de via ALT
(“Alternative Lengthening of Telomeres”) tem merecido consideravel atencao,
devido ao desenvolvimento de resisténcia dos tumores a novas drogas
terapéuticas, com mecanismo de acdo baseado na atividade da telomerase
(DUNHAM et al., 2000, CHANG et al., 2003).

O modo de agéo de pRB e p53 na regulagéo do ciclo celular sugerem que
a inativacdo ou modulacdo da atividade destas duas proteinas podem resultar na
proliferacéo celular das células basais, alterando a sua diferenciacao, permitindo
entdo a expansdo de um “pool* de células epiteliais para a replicagdo de

particulas virais.

QUADRO 2 - FUNCOES DA ONCOPROTEINA E6
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Bloqueio das funcdes 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 virus e 0 ambiente externo de um lado e o
sistema imune de outro, o qual é ativado na presenca de uma infeccéo viral. Os
interferons sdo citocinas que exibem potentes propriedades antivirais,
antiproliferativas e imunomodulatérias. Os virus, assim como 0s tumores, séo
capazes de desenvolver mecanismos de escape do sistema imune. O IFN-a é
utilizado para o tratamento de pacientes com infec¢cbes pelo HPV e a avaliacao
deste tipo de tratamento tem demonstrado que o0s virus desenvolvem
mecanismos para evitar os efeitos do interferon. Shneider et al (1987) também
observaram uma fraca resposta ao tratamento com IFN-a, em les6es por HPV 16
e 18 em comparacéo as lesdes por HPVs 6 e 11.

Os queratinécitos infectados pelo HPV podem modificar a resposta imune
de diversas maneiras: através da secrecdo de varias citocinas (IL-1a, IL-6, IL-8,
TNF, TGF-B) (WOODWORTH e SIMPSON, 1993) e receptores soluveis para TNF
(MALEJCYK et al., 1996), ou através da producédo 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 Definicéo e Classificacao das Citocinas

Citocinas sao polipeptideos regulatorios de baixo peso molecular ou
glicoproteinas, secretadas pelos linfécitos e varias outras células do organismo em
resposta a um numero variado de estimulos. 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 fun¢des, atuando
em processos fisiologicos, patoldgicos e regulando a diferenciacdo 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
linfécitos continham fatores que poderiam regular a proliferacédo, diferenciacdo e

maturacao de células do sistema imune (citado por KUBY, 1995).
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Diferente dos horménios, as citocinas tém uma atuacdo paracrina (atuacéo
local, préxima as células que as produzem), ou autécrina (diretamente sobre as
células que as produzem), e apenas ocasionalmente entram no sistema
circulatério para agirem como mediadores enddcrinos (MIYAJIMA et al., 1992;
KISHIMOTO et al.,, 1994). Tais citocinas, como o fator de transformacédo do
crescimento-B (TGF-B), a eritropoietina (EPO), e o fator estimulante de colbnias
de mondcitos (M-CSF) estdo normalmente presentes no sangue em quantidades
detectaveis e aptas para atuar sobre células alvo distantes (STITES; TERR;
PARSLOW, 2000).

As citocinas e seus receptores sdo classificados em familias distintas de
proteinas estruturalmente relacionadas e iniciam sua acdo por ligagdo a
receptores especificos na membrana da célula-alvo, desencadeando uma via de
transducédo de sinais, que levam a alteracdes da expressdo génica na ceélula alvo.
A expressao de muitos receptores de citocinas é regulada por sinais especificos
podendo ser uma outra citocina ou a mesma que se liga ao receptor. Podem ter
acOes pleiotrépicas, redundantes, sinérgicas ou antagbnicas e geralmente
participam de um sistema de inducdo em cascata. Atuam como reguladores
positivos ou negativos da resposta imune, inflamatéria e reparadora do
hospedeiro a lesbes. Suas ac¢des individuais na imunidade sdo complexas, uma
vez que elas agem em um microambiente repleto de uma populacéo heterogénea
de células em diferentes estadios de ativacdo (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2000). Assim as citocinas podem ser geralmente caracterizadas como tendo
efeitos estimulantes (pro-inflamatoério) ou inibidores (antiinflamatério) (HAUSER,
1995), dependendo do subtipo de clone de linfocitos Th ativados.

A descoberta de duas populacdes de células T auxiliares (Th) CD4+, do
tipo 1 e do tipo 2, derivadas da diferenciacdo de uma célula inicial comum (ThO)
em camundongos e humanos, fornece algumas explicacbes para a expressao
reciproca da resposta imune humoral e da mediada por células. (MOSMANN et
al.,, 1986; DEL PRETE et al.,, 1991). Quando ativadas por antigenos/células
apresentadoras de antigenos (APC), as células Thl produzem interleucina-2 (IL-
2), interferon-gama (IFN-y) e linfotoxina (LT) (MOSMANN et al., 1986;
CHERWINSKI et al., 1987; COFFMAN et. al., 1988; MOSMANN; COFFMAN,
1989a; MOSMANN; COFFMAN, 1989b). As citocinas Thl estdo freqientemente
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associadas com resposta mediada por células, particularmente apropriada para
destruir células infectadas por patdégenos intracelulares. Também é responsavel
pela hipersensibilidade tardia e ativacdo das células T citotdxicas, e ainda pela
producdo de anticorpos opsonizantes. Estes anticorpos sdo capazes de revestir
uma particula, por exemplo, uma bactéria, favorecendo a sua fagocitose pelas
células fagociticas 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
producdo de quantidades relativamente elevadas de IgM, IgE, e isotipos IgG ndo
ativadores do complemento; também estimulam a ativacdo e diferenciacdo de
eosinofilos e atuam nas reacdes alérgicas (STITES; TERR; PARSLOW, 2000).
Um terceiro tipo de célula T ja foi identificado: células Th3 CD4+ que secretam
TGF-B, mas nao secretam IL-2, IFN-y, IL-4 ou IL-10, e parecem ser o Unico
subtipo de célula T que apresenta funcdo de Th nas mucosas e regulagédo
negativa de células Thl e de outras células do sistema imune (MOSMANN; SAD,
1996; RAGHUPATHY, 2001).

A secrecdo das diferentes citocinas contribui de forma eficaz para as
diferencas entre os subtipos de células T. Assim, a regulacdo das respostas
humoral e celular pode ser explicada em parte, pela regulagcdo cruzada da
diferenciacdo e ativacdo das células Thl e Th2 no decorrer de uma resposta

imune.

2.3.2 A Citocina IL-6 e 0 Gene IL6

A Interleucina-6 (IL-6) foi primeiramente descrita como Interferon-beta-2
(IFNB2). Tosato et al. (1988) identificaram um fator derivado de mondcito o qual
promovia o crescimento de células B infectadas pelo virus Epstein-Barr (EBV),
demonstrando tratar-se do IFNB2 que entdo passou a ser conhecido como IL-6.

A IL-6 é geralmente considerada uma citocina pro-inflamatoéria, mas
também possui propriedades anti-inflamatorias, como demonstrado em

camundongos knock-out para o gene IL6 (XING et al., 1998).
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2.3.2.1 Estrutura génica, proteina, receptor e expressao 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 introns (Figura 3).
Transcreve para mRNA de 1,3-kb e traduz para uma proteina 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 variagbes no grau de glicosilacéo e
fosforilagdo de um unico polipeptideo (STITES et al., 2000).

FIGURA 03 - LOCALIZACAO DO GENE IL6 NO CROMOSSOMO 7
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Uma variedade de células, incluindo macréfagos e linhagens de células
mielomonociticas, hepatdcitos, células T em repouso, células B ativadas ou
infectadas pelo (EBV) e linhagens de plasmadcitos expressam sitios de ligagdo de
alta afinidade da IL-6 com Kqde 10%° a 10"? M. As células alvo expressam 10° a
10* receptores para IL-6. O receptor consiste em duas cadeias de glicoproteina: a
cadeia a do IL-6R, com PM de 80.000, ndo possui o dominio citoplasmatico e liga-
se a IL-6 com baixa afinidade. O complexo resultante do IL-6Ra com a IL-6 é
entdo ligado com alta afinidade com a cadeia (3 do IL-6R (gpl130), com PM de
130.000, que transduz um sinal para o citoplasma (BOULANGER et al., 2003). A
cadeia (3 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 superposicdo observada nas atividades bioldégicas de citocinas
estruturalmente diferentes. A expressao da IL-6 pode ser induzida em uma ampla
variedade de células em resposta a varios estimulos, incluindo citocinas, produtos
bacterianos e infec¢ao viral (LE; VILCEK, 1989; KISHIMOTO et al., 1992).
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2.3.2.2 Polimorfismos e niveis de expressao do gene IL6

Observa-se a presenca de uma variacdo polimérfica na regido flanqueadora
5’ do gene IL6 na posicao -174, onde dois alelos diferentes podem ser identificados
(alelos G e C), resultando em trés possiveis gendtipos: G/G, G/C e C/C. Estas
variagbes sao funcionalmente importantes, porque influenciam a taxa de transcricao
do gene e conseqlientemente, a concentracdo plasméatica da proteina IL-6.

O mecanismo através do qual -174 G/C influencia o nivel plasmético de IL-
6 permanece controverso. Alguns pesquisadores, investigando diversas doencas,
relatam um aumento no nivel sérico de IL-6 associado com os gendtipos G/G e
G/C, comparado com o0 genotipo 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 nivel sérico de IL-6 associado com o
genadtipo homozigoto C/C, comparado com os genotipos 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 1 (TGF-1) e o Gene TGFB1

O TGF-B é uma citocina multifuncional que possui mdudltiplas formas
(BARNARD et al., 1990). Ela foi primeiramente descrita em murinos por De Larco
e Todaro (1978) em linhagens celulares de sarcoma transformado por virus. Os
mesmos autores também foram os primeiros a caracterizad-la em extratos de
placenta humana purificada.

Cinco isoformas foram identificadas, mas apenas as trés primeiras TGF-[31,
B2 e B3, com 70% a 76% de sequéncias homoélogas entre si SG0 expressas em
mamiferos. TGF-B2 e B3 sdo importantes reguladores da diferenciagcéo celular e
afetam o desenvolvimento e a embriogénese, enquanto os efeitos do TGF-1

estdo mais relacionados com o processo da inflamacéo.

2.3.3.1 Estrutura génica, proteina, receptor e expressdo do gene TGFB1

O gene que codifica o0 TGF-B1 pertence a uma grande familia génica com

papel no crescimento, diferenciacdo e migracao celular, assim como, na formacao
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da matriz extracelular (ECM) e na regulacdo da expressdo de moléculas de
superficie. Os genes para cada isoforma do TGF-B nos mamiferos estédo
localizados em diferentes cromossomos, mas tém a mesma organizacao
gendmica, com sete éxons em posi¢cdes homodlogas. Andlises de sequéncias, para
as regides promotoras das trés isoformas do TGF-[3, revelam pouca homologia e
sugerem regulacéo diferencial da sua expressédo (ROBERTS; SPORN, 1992).

O gene humano (TGFB1) que codifica o TGF-B1 esta localizado no
cromossomo 19 (Figura 4), em 19q13 (FUJII et al., 1986). O seu promotor contém
sitios de ligacédo para AP-1, NF-1, e Sp1l e regides ricas em GC, mas ndo possui
uma sequéncia consenso TATA (KIM et al.,, 1989b). Todas as posi¢cdes sao
definidas com relacdo ao seu principal sitio de inicio de transcri¢cdo (posicao +1).
As primeiras +840 bases sdo uma regido nao transcrita e o codon 1 comeca na
posicdo +841 (KIM et al., 1989a).

FIGURA 04 - LOCALIZACAO DO GENE TGFB1 NO CROMOSSOMO 19
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As moléculas protéicas de TGF-3 sdo homo ou heterodimeros compostos
de subunidades de 12,5 kDa, secretadas pela célula como complexos precursores
latentes, que sédo clivados por proteases exdégenas e dessa forma ativados
(WAKEFIELD et al., 1988). A forma biologicamente ativa € composta por 110 a
140 aminoéacidos altamente conservados (MASSAGUE, 1990; KINGSLEY, 1994).

As citocinas da familia TGF-B compartilham uma estrutura tridimensional
semelhante.

Os receptores para TGF-3 estdo amplamente distribuidos na membrana e
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sao expressos pela maioria dos tipos celulares. Foram identificados trés tipos, o0s
guais foram nomeados tipos I, Il e lll, 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 | e Il sdo proteinas
transmembranicas, com uma regido extracelular relativamente pequena, rica em
cisteina, uma hélice transmembréanica hidrofébica e um dominio citoplasmatico
com atividade serina-treonina quinase. O receptor tipo I, que tem
constitutivamente atividade de quinase, fosforila e ativa o receptor tipo I, que
entdo propaga 0s sinais para 0s substratos intracelulares. Muitas células também
expressam o receptor tipo Ill, também conhecido como betaglicano, que € um
proteoglicano com um grande dominio extracelular, um Unico dominio

transmembréanico e uma curta cauda citoplasmatica sem motivo conhecido.

2.3.3.2 Biossintese e func¢éo biologica do TGF-1

O TGF-B é reconhecido primeiramente por sua variedade de agles
imunossupressivas sobre as varias linhagens de leucdcitos, e a deficiéncia desta
citocina pode levar a uma patologia inflamatoria grave e a morte (SHULL et al.,
1990). Também inibe a expressdo de moléculas MHC classe Il e aumenta a
atividade do TNF, IFN-y e linfotoxina (LT) (TSUNAWAKI et al., 1988). Muitas
células normais expressam TGF-3 constitutivamente, e produzem-no em maiores
guantidades quando estimuladas. Estas incluem plaquetas, macréfagos, linfocitos
T e B, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, astrdcitos e células microgliais. O
TGF- suprime o sistema imune ao nivel sistémico, mas estimula a resposta
inflamatoria em nivel local, e pode suprimir a proliferacdo e diferenciacdo dos
linfécitos T e B e mondcitos (MASSAGUE, 1990; KHERL et al., 1991). Inibe a
sintese mitogénica induzida de IFN-y, IL-2, IL-3, GM-CSF e TNF, suprime a
hematopoese pela inibicdo da célula tronco e regula os receptores para SCF, IL-3
e GM-CFS nas células hematopoéticas (YELEVARTHI e HUNT, 1993). No sitio
inflamatorio, induz a quimiotaxia de neutrofilos, mondcitos, linfécitos, mastdcitos e
fibroblastos (REIBMAN et al., 1991; WAHL et al., 1993), ativando essas células a
produzirem citocinas inflamatoérias (IL-1, TNF, IL-6) e aumentando a adesao

leucocitaria a parede dos vasos e matriz extracelular (WAHL, 1992).
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2.3.3.3 Polimorfismos e niveis de expressao do gene TGFB1

A producdo do TGF-B1 esta sob controle genético e a variacao individual
nos niveis de producdo do mesmo é influenciada pela existéncia de variacdes
genéticas. Foram identificados cinco tipos de variacdes polimoérficas no gene
TGFB1: duas na regido do promotor, nas posi¢coes -800 (G/A) e -509 (C/T); uma
na posicao +72 (inser¢cdo de C), em uma regido nao transcrita; e duas na
sequéncia sinal no primeiro éxon, nas posi¢coes +869 (T/C) e +915 (G/C), os
quais foram analisados neste estudo. A mutacdo na posicao +869 determina uma
mudanca do aminoéacido leucina para prolina no cédon 10, enquanto a da posi¢cao
+915 altera o codon 25, substituindo a arginina para prolina (Quadro 3). Uma
pessoa sera considerada alta produtora de TGF-B1 se o cédon 10 traduzir para o
aminoéacido leucina, e o cdédon 25 para a arginina. Ao contrario, para ser baixa
produtora, devera traduzir para prolina em ambos os cédons (PERREY et al.,
1998). Em termos gerais, para uma populacdo caucasoide, pode-se atribuir o
estado de alto, intermediario e baixo produtor de TGF-B1, de acordo com 0s
gendtipos (PERREY et al.,, 1998) (Quadro 4). AWAD et al. (1998) também
estudaram a relagdo entre as variantes polimorficas de TGFB1 e a producédo de
TGF-B1 por leucécitos de sangue periférico de 34 individuos saudaveis.
Individuos com o genétipo homozigoto arginina/arginina no cédon 25 tiveram uma
meédia de producdo de TGF-B1=10.037 + 745 pg/ml (alta producédo), enquanto
gue os de gendtipo prolina/arginina tiveram um valor médio de 6.729 + 883 pg/ml.
De um modo geral a expressdao do TGFB1 € regulada nos niveis transcricional e
pos-transcricional, dependendo do tipo celular e da isoforma especifica, em
resposta a uma variedade de estimulos externos.

A expressdao do mRNA do TFGB1 aumenta durante a fase secretéria
média do ciclo menstrual, alcanca um pico méximo na fase secretéria tardia e
durante a gestacdo € semelhante ao nivel observado na fase secretéria média
(VON WOLFF et al., 2000).
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QUADRO 03 - SNPs E AMINOACIDOS NAS POSIGCOES +869 E +915 DO GENE TGFB1

TFGB1
Posicéo +869 +915
Codon 10 25
SNP T = C G = C
Aa Leucina = Prolina Arginina = Prolina

FONTE: Perrey et al., 1998

QUADRO 04 - GENOTIPOS, HAPLOTIPOS E FENOTIPOS PARA PRODUCAO DE TGF-B1
NAS POSICOES +869 E +915

TGFB1
Genotipos Fendtipos Haplétipos
TGITG Alto Leu/Leu Arg/Arg
TG/ICG Alto Leu/Pro Arg/Arg
TG/CC Interm. Leu/Pro Arg/Pro
CGI/ICG Interm. Pro/Pro Arg/Arg
TGI/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
TCI/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 substancia presente
no sobrenadante de células Th2, que tinha a capacidade de inibir a produgéo de
citocinas por células Thl em cultura. Tal substancia foi denominada Fator Inibidor
da Sintese de Citocinas. A denominacéao "interleucina-10" foi proposta, uma vez
que as analises imunoquimicas e bioquimicas indicaram que o Fator Inibidor da

Sintese de Citocinas era uma nova citocina (MOORE et al., 1990).
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2.3.4.1 Estrutura génica, proteina, receptor e expressao do gene I1L10

O gene IL10 contém cinco éxons e localiza-se no cromossomo 1 (Figuras 5
e 6) entre 1931 e 1932 (ESKDALE et al., 1997) ocupando aproximadamente 5,1
kb (KIM et al., 1992).

FIGURA 05 - LOCALIZACAO DO GENE IL10 NO CROMOSSOMO 1
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FIGURA 06 - ESTRUTURA DO GENE IL10
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A estrutura priméria da IL-10 do camundongo (mIL-10) e humana (hlIL-10)
foi determinada pela clonagem de cDNAs que codificam as citocinas (MOORE et
al.,, 1990; VIEIRA et al.,, 1991). A IL-10 é constituida por quatro cadeias
polipeptidicas do tipo a-hélice. E uma estrutura homodimérica covalentemente
associada, com 18 kDa, sem carboidratos detectaveis, semelhante ao interferon-
gama (IFN-y) (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 proteina IL-10 exerce seus efeitos pleiotropicos apds a interacdo com o
receptor especifico para IL-10 que € expresso em pequeno numero em células
responsivas a IL-10 (LIU et al., 1994; HO et al., 1993).

A IL-10 se liga ao seu receptor, IL-10R1, de maneira homogénea com alta
afinidade (kq ~ 35-200 pM. Assim como o IFN-yR e o IFN-af3R, o IL-10R1 utiliza
uma subunidade acessoéria para a sinalizacdo, IL-10R2 (BACH, AGUET e
SCHREIBER, 1997; KOTENKO et al., 2001). O IL-10R2 contribui pouco com a
afinidade de ligacdo da IL-10; seu principal papel parece ser o recrutamento da
quinase JAK (Tyk2) para o complexo de sinalizacdo (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 Biossintese e funcéo bioldgica 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 ap0s a estimulacéo
antigénica, por células Th2 e ThO, mas n&o por células Thl 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 apos transformacao pelo EBV (Virus Epstein-Barr)
(BENJAMIN, KNOBLOCH e DAYTON, 1992; BURDIN et al., 1993). A IL-10 também
€ produzida por queratindcitos (RIVAS e ULLRICH, 1992; ENK e KATZ, 1992) e
células dendriticas (IWASAKI e KELSALL, 1999; MCGUIRK et al., 2002).

A IL-10 inibe a sintese de varias citocinas que sdo normalmente secretadas por
mondcitos/macrofagos ativados. Estas citocinas incluem IL-1a, IL-1(3, 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; DANDREA et al., 1993,
DE WAAL MALEFYT et al., 1993; GRUBER, WILLIAMS e GERRARD, 1994).

Quando células Thl séo estimuladas por popula¢gdes de células esplénicas
ou macrofagos, a IL-10 bloqueia parcialmente a secrecéo de citocinas por estas
células (FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989). No entanto, células Thl

estimuladas por células apresentadoras de antigenos (APC) que ndo sejam 0s
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macrofagos, por exemplo, células B, sdo resistentes aos efeitos da IL-10
(FIORENTINO et al., 1991b). A producédo de IL-10 por mondcitos ativados por
LPS, indica que a expressédo da IL-10 pode ser regulada por “feedback” negativo
nestas células. Dessa forma a secrecdo de IL-10 parece ser autolimitada (DE
WAAL MALEFYT et al., 1991a) e a imunomodulacdo que afeta a expressao do
gene da IL-10 acontece em nivel transcricional (LE et al, 1997).

A IL-10 inibe a expresséo de antigenos MHC de classe Il, CD54 (ICAM-1),
CD80 (B7), e CD86 (B7.2) em mondcitos, mesmo apos a inducéo destas moléculas
por IL-4 ou IFN-y, reduzindo drasticamente a proliferacdo de células T antigeno-
especificas (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a,b; DING et al., 1993; KUBIN, KAMOUN
e TRINCHIERI, 1994). Ao contrario, a IL-10 estimula a expressao de FcyRI (Receptor
para a porcdo Fc da IgG) em mondcitos humanos fato este correlacionado com o
aumento da capacidade de mondcitos/macréfagos fagocitarem  particulas
opsonizadas, bactérias ou fungos (CAPSONI et al., 1995; SPITTLER et al., 1995).

Células dendriticas humanas e murinas sao 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 dendriticas, sao
consistentes com inibicAo da resposta inflamatoria Thl, e podem ser
desencadeados pelo efeito inibitério sobre as “células dendriticas indutoras da
inflamacdo” ou pela inducéo de células T antiinflamatorias estimuladas pelas
“células dendriticas produtoras de IL-10” (MOORE et al., 2001).

De modo oposto, a IL-10 estimula a resposta imune Th2, que inclui a
producdo de IL-4 e IL-5, que atuam na proliferacdo e diferenciacédo de células B
(MOSMANN e COFFMANN, 1989a).

A inibicdo das células Thl pela IL-10 parece ser mediada via inibicdo da
sintese de IL-12, um co-estimulador que € necessario para a producdo de
citocinas Thl em culturas mistas de células T e macrofagos (GERMANN,
PARTENHEIMER e RUDE, 1990).

A presenca da base nitrogenada A na posicdo -1082 foi correlacionada
com baixa producéo da IL-10 apos estimulacdo de células T in vitro (TURNER et
al, 1997). Esta variante parece ter aplicabilidade clinica, visto que alguns alelos da
regido promotora podem determinar baixa, intermediaria ou alta producao de IL-
10 (ESKDALE et al., 1998).
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2.3.5 O Fator de Necrose Tumoral (TNF) e 0 Gene TNF

No final do século XIX, Willam B. Cooley, um cirurgido do Hospital
Memorial de Nova lorque, juntamente com seus colaboradores, observaram que o
desaparecimento de tumores malignos algumas vezes coincidia com o0
desenvolvimento de uma infecgcdo bacteriana. A partir desta constatacéo,
postulou-se que agentes infecciosos ou seus produtos poderiam, em alguns
casos, combater o cancer. Algumas evidéncias sugeriram que a bactéria nao
eliminaria o tumor diretamente, mas contribuiria indiretamente, estimulando outros
mecanismos fisiolégicos capazes de provocar a regressdao de um tumor
cancerigeno (OLD, 1988).

Shear et al., em 1943 (apud OLD, 1985), identificaram e purificaram o
componente ativo das bactérias Gram-negativas, um lipopolissacarideo (LPS),
também chamado de endotoxina, que € um componente da parede celular
bacteriana. O LPS foi considerado uma substancia modelo que mimetiza as
atividades biologicas observadas na septicemia (RIETSCHEL et al., 1994).

Camundongos e coelhos foram tratados com o Bacilo de Calmette-Guerin
(BCG), resultando na liberagcdo de uma substancia/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 macrofagos ativados, conhecida por
causar febre e fraqueza, inibe a lipoproteinase crucial para o armazenamento da
gordura e estd ausente em individuos caquéticos. A descoberta que a caquexina
€ idéntica ao TNF, demonstrou a importancia dos membros desta familia em
doencas humanas (BEUTLER, MILSARK, e CERAMI 1985; BEUTLER e CERAMI,
1986). Esta toxicidade sistémica, tanto do TNF quanto da linfotoxina-alfa (LT) e
seus receptores, atuando como agentes antitumorais tém levado a investigacdes
sobre a defesa do hospedeiro, inflamacdo, apoptose, autoimunidade e
organogénese (LOCKSLEY, KILLEEN e LENARDO, 2001).
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2.3.5.1 Estrutura génica, proteina, receptor e expressao do gene TNF

A familia TNF inclui os genes: LTB, clonado por BROWNING et al. (1993),
que codifica a linfotoxina-, TNF (anteriormente TNF-a, TNF-A), que codifica a
citocina TNF, e LTA (anteriormente referido como TNFB, TNF-£ e LT-a), que
codifica a LT. Esses genes posicionam-se em tandem, ocupando um segmento
de aproximadamente 7 kb na regido de classe Ill 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 - LOCALIZACAO DO GENE TNF NO CROMOSSOMO 6

FONTE: Entrez Pubmed

FIGURA 08 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA REGIAO DO MHC NO CROMOSSOMO 6 ONDE
SITUAM-SE OS LOCOS TNF-LTA
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NOTA: Modificado de RINK, L.; KIRCHNER, H. Recent progress in the tumor necrosis factor-a
field. International Archives of Allergy and Immunology , Basel, v.111, p.199-209, 1996




35

Na regido promotora do gene TNF, foram descritas em populacbes
européias, na posicdo —308, substituicbes de guanina (alelo TNF*-308G ou
TNF*1) por adenina (alelo TNF*-308A ou TNF*2). Este ultimo alelo, menos
frequente, tem sido associado com alta producédo da citocina TNF. Taxas estaveis
de producgéo inter-individuais de TNF tém sido demonstradas bem como a
associacado com alelos HLA-DR.

A familia génica TNF assemelha-se em organizacdo gendmica,
estruturando-se cada um dos genes em quatro éxons e trés introns,
compreendendo individualmente segmentos gendmicos de 2,7 a 3,6 kb, com
diferentes sequéncias flanqueadoras nas extremidades 5 e 3, que ligam
diferentes fatores transcricionais, o que se reflete em expressdo génica distinta
(NEDWIN et al., 1985; OLIFF, 1988; ECONOMOU et al., 1989).

TNF é sintetizado inicialmente como um polipeptideo de 26 kDa e 233
aminoacidos com uma pré-seqiéncia de 76 aminoacidos que € clivada por
metaloproteinases altamente especificas, algumas horas depois de estar ancorado
na membrana celular. Sem a pré-sequéncia, seu peso molecular é 17 kDa e possui
157 residuos de aminoacidos. Assim sendo, pode apresentar-se nas formas solGvel
ou ligada a membrana (forma ndo processada com 233 aminoacidos e 26 kDa). Na
forma biologicamente ativa € um homotrimero cuja massa molecular é 52 kDa,
apresentando formato de cone triangular ou piramidal onde cada lado é formado por
uma diferente subunidade monomeérica. Os sitios de ligacdo aos receptores situam-
se na metade inferior da estrutura piramidal, o que permite a ligacdo simultdnea 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-
RIl, foram identificados molecularmente. Estas duas proteinas, com distintos
pesos moleculares (55 kDa e 75 kDa, respectivamente), tém homologias
significativas em seus dominios extra-celulares com sequéncias ricas em cisteina
(TARTAGLIA e GOEDDEL, 1992; GRELL et al., 1995).

Particularmente em células T, TNF é a primeira citocina produzida apos
ativacdo, seguida por muitas outras. O envolvimento do TCR na inducdo do
processamento do RNA pré-mensageiro de TNF, pode também intensificar outros
niveis de regulacao, incluindo transcricdo, estabilidade do RNA, traducédo e eventos

pés-traducionais, conduzindo a uma apurada expressdo do TNF (YANG et al., 1998).
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2.3.5.2 Biossintese e funcéo biologica do TNF

As células mais importantes, relacionadas a biossintese do TNF, sdo os
monocitos e os macrofagos ativados (CARSWELL et al., 1975), mas o TNF
também pode ser sintetizado por outros tipos de células, incluindo mastoécitos
(RICHARDS et al.,, 1988; STEFFEN et al., 1989; GORDON e GALLI, 1990),
basofilos (STEFFEN et al., 1989; OHNO et al., 1990), eosinoéfilos (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 presenca do sistema imune adaptativo, no qual o TNF tem um
papel central. Tal fato envolveu a aquisicdo de dois genes ativadores de
recombinacdo, RAG1 e RAG2, ha aproximadamente 450 milhdes de anos, e que
se expressam exclusivamente em linfécitos. Esses genes propiciaram
mecanismos somaticos, que mediaram recombinacdes e mutacdes, que
culminaram com o imenso repertorio de receptores em linfécitos T e B. No
entanto, tais linfécitos ndo podem atuar individualmente, e o TNF € um dos
responsaveis por estimula-los para que os mesmos respondam a estimulos
antigénicos. Esta citocina participa dos eventos inflamatorios e imunoldgicos,
estando relacionada a uma potente atividade imunomoduladora (STITES, TERR e
PARSLOW, 2000).

A resposta imune ocorre efetivamente em orgaos linféides secundarios. O
TNF tem também um papel distinto na organizacdo e organogénese de tecidos
linféides secundarios, tais como o baco e placas de Peyer (GUO et al., 1999). A
hierarquia temporal, do desenvolvimento do tecido linféide, coloca em evidéncia a
LT como participante essencial da organogénese do tecido linfoide, precedida
pelo TNF que tem um papel mais abrangente na promoc¢&o de uma correta
organizacdo dos linfocitos em linfonodos e baco (KORNER et al.,, 1997). Nos
orgaos linfoides, os foliculos e centros germinativos constituidos por agregados
celulares, principalmente células B, mas também células T e células dendriticas
foliculares (células mesenquimais que coletam os antigenos nos linfonodos de
drenagem), interagem com clones de células B, e formam uma rede nos foliculos,
sob a influéncia de citocinas, como o TNF e LT (FU e CHAPLIN, 1999). Assim, um
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processo sequencial ordenado, orquestrado pelo TNF, promove interagdes entre
células hematopoéticas e mesenquimais e estabelece restricdo espacial,
essencial para a definicdo dos 6rgéos linféides (KORNER et al., 1997).

Ao TNF tém-se atribuido propriedades anticancerigenas pelos efeitos
citoliticos e/ou citostaticos 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 deficiéncia de lipoproteina-lipase (LPL), uma enzima
envolvida na hidrolise de triglicerideos. Esse quadro clinico é conhecido como
caquexia (BEUTLER et al., 1985).

O TNF parece ser primariamente responsavel por um fenémeno, conhecido
como reacado hemorragica de Shwartzman, em que duas inje¢cdes sucessivas de
LPS bacteriano, administradas a intervalo de 24 horas no mesmo local do tecido,
produzem coagulacéo localizada e necrose tecidual. Esta reacdo ocorre porque a
secrec¢do do TNF pelos macrofagos, induzida pelo LPS, pode estimular as células
endoteliais a produzirem prostaglandinas, IL-6 e uma proteina denominada fator
pro-coagulante (ou fator tecidual Ill), que tem a capacidade de iniciar a cascata da
coagulacdo. Esses efeitos locais de coagulacdo e inflamacdo blogueiam o
suprimento sanguineo e podem ser responsaveis pela capacidade do TNF de
causar infartos e necrose hemorragica de tumores - a propriedade que levou a
sua descoberta (STITES, TERR e PARSLOW, 2000). Em sinergia com outras
citocinas, tais como IL-1, o TNF participa da inflamacdo aguda e dos danos
microvasculares incluindo a coagulacéo intravascular, estimulacdo da adesao de
neutrofilos e mondcitos em células endoteliais, e na sintese do PAF e da
prostaglandina-12 (PG-12). A formacdo de trombos ocorre pela atividade pré-
coagulante de TNF, inibindo a proteina C e a trombomodulina (proteinas
anticoagulantes), e consequentemente bloqueando a dissolucdo da fibrina
(MANTOVANI et al., 1997).

O IFN-y aumenta a expressdo de genes HLA de classe Il em uma
variedade de tipos celulares em humanos e camundongos, e faz parte de um

conjunto de interacdes entre citocinas em eventos imunoldgicos. Em vista disso,
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TNF tem efeitos similares e aditivos em varios modelos in vitro. In vivo, TNF e
IFN-y sdo dependentes um do outro (WATANABE e JACOB; 1991). O efeito
sinergistico ou antagonico entre TNF e IFN-y depende do estagio de diferenciacéo
e maturagédo celular. TNF pode tanto intensificar como inibir a expresséo de
moléculas HLA de classe Il induzida por IFN-y. Em diferentes culturas de
linhagens celulares mieldides (células U937), TNF induz fortemente a expressao
de HLA-DR, enquanto que o efeito de IFN-y é fraco. Ao contrario, a combinacg&o
dessas duas citocinas pode levar a uma fraca inducdo de HLA-DR. Esta
observacéo sugere que, pelo menos neste sub-conjunto de células, o IFN-y deve
ter um efeito inibidor na inducdo da expressdo de HLA-DR provocada pela
atividade de TNF (WILLHEIM et al., 1995).

Além de intensificar a expressédo de moléculas HLA de classe I, TNF, LT e
IFN-y podem aumentar a expressdo de moléculas HLA de classe | de superficie
celular de células endoteliais (JOHNSONS e POBER; 1990).

Estudos também demonstraram que o TNF exdgeno aumenta a sintese de
DNA em células sob ativagcdo de um agente mitogénico. Posteriormente, niveis
elevados de TNF foram observados em leucemia linfocitica cronica, na ativacéo
policlonal de células B induzida pelo virus HIV e na producédo de imunoglobulinas
induzida pela IL-4 e moléculas CD40. O TNF autécrino em células B ativadas tem
um importante papel em infeccdes relacionadas com a expansdo policlonal de
células B, bem como em proliferacdes malignas onde os linfécitos B estédo
envolvidos (BOUSSIOTIS et al., 1994).

A aplicacao terapéutica de TNF tem sido investigada em muitas doencas,
embora muitas pesquisas estejam sendo limitadas pela alta taxa de efeitos
colaterais provocados pelo préprio TNF (EIGLER et al., 1997).

O papel do TNF na inflamacé&o aguda ilustra como o mesmo atua nas
mudancas celulares e na dinamica recomposicao tecidual. Atuando durante um
processo infeccioso, varios tipos de células séo recrutados até o sitio inflamatorio,
e quando o processo infeccioso € contido, € essencial que a homeostasia tecidual
normal seja restabelecida (LOCKSLEY, KILEEN e LENARDO, 2001).
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2.3.6 O Interferon-y (IFN-y) e o0 Gene IFNG

Em 1965 Wheelock reportou que a fitohemaglutinina poderia produzir um
inibidor viral, semelhante ao interferon, que foi denominado interferon-y, o qual,
atuando como uma molécula pro-inflamatoria e imunorreguladora afeta todos os
componentes da resposta imune. Seu campo de acao inclui a estimulacdo ou
inibicdo das funcgdes celulares constitutivas, a inducéo de novas fungdes efetoras,
propriedades proliferativas e anti-proliferativas, e alteragbes em produtos
celulares secretados e associados as membranas. O efeito regulatério é
dependente de dose, do tempo de exposicdo, e da presenca ou auséncia de
outros mediadores inflamatérios (WILLIAMS et al., 1993).

2.3.6.1 Estrutura génica, proteina, receptor e expressédo do gene IFNG

O IFNG é um gene de copia unica localizado no cromossomo 12 humano
(Figura 9), em 1214 (TRENT, OLSON e LAWN, 1982; NAYLOR et al., 1983). A
estrutura do DNA gendmico, primeiramente relatada por Gray e Goedel em 1982,
é altamente conservada, sendo constituida por quatro éxons e trés introns. Esta
estrutura observou-se em todas as espécies analisadas, e a andlise da seqiéncia
de DNA tem mostrado maior identidade na sequéncia promotora do DNA do que
na regido codificadora da proteina. O cDNA do IFN-y e/ou 0 DNA gendmico tém
sido clonados em muitas espécies, inclusive a humana (DERYNCK et al., 1982;
DEVOS et al., 1982).

FIGURA 09 - LOCALIZACAO DO GENE IFNG NO CROMOSSOMO 12
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A proteina humana é constituida por 166 aminoacidos, dos quais 23
representam uma sequéncia sinal hidrofébica. H& dois sitios de glicosilacdo e a
proteina parece existir funcionalmente como um homodimero nao-covalente
(RINDERKNECHT, CONNNOR e RODRIGUEZ, 1984).

O gene que codifica o receptor do IFN-y esta localizado no cromossomo 6
(RASHIDBAIGI et al., 1986) e resulta numa cadeia polipeptidica que participa da
ligacdo do receptor. Uma segunda cadeia é necesséria para a transducado do sinal
e provavelmente proteinas adicionais sdo necessarias para certas atividades do
IFN-y (SOH et al., 1994). O mecanismo pelo qual o IFN-y induz a expressédo de
genes tem sido foco de muitas pesquisas. A ligacdo deste ao receptor, seguido de
ativacdo génica depende de tirosina quinases (WATLING et al., 1993; MULLER et
al., 1993; SHUAI et al.,1993).

2.3.6.2 Biossintese e funcéo biologica do IFN-y

O IFN-y é produzido em larga escala principalmente por células T e grandes
linfécitos granulares (LGL) (KASAHARA et al., 1983a; KASAHARA et al., 1983b;
YOUNG e ORTALDO, 1987), cuja producéo pode ser significativamente aumentada
pelo tratamento com IL-12 (WU et al., 1993). Nas células T CD4+, o principal
estimulo fisiologico para a producgéo de IFN-y é o antigeno no contexto do MHC de
classe Il. Similarmente, as células T CD8+ produzem IFN-y, quando o antigeno esta
presente no contexto do MHC de classe | (YOUNG e HARDY, 1995).

O IFN-y atua de diversas maneiras sobre as células B. Inibe a proliferacdo
celular induzida por lipopolissacarideo (LPS) (ABED et al.), e a inducdo de
moléculas MHC de classe Il (MOND et al., 1986) suprime a producédo de IgG1 e
IgE, e aumenta a sintese de IgA2 (SNAPPER, PESCHEL e PAUL, 1988; ABED et
al., 1994). O IFN-y tem se mostrado um potente fator de sobrevivéncia das células
B em cultura de células obtidas de pacientes com leucemia linfocitica crdnica,
tendo portanto, efeitos antiapoptoticos (BUSCHLE et al., 1994).

O IFN-y é o principal fator de ativacdo de macréfagos na circulacao,
ativando numerosas fungdes, incluindo a citotoxicidade a tumores (PACE et al.,
1983), atividade antimicrobiana (NATHAN et al., 1983), aumenta o potencial

microbicida contra patdégenos intracelulares (TORRICO et al., 1991) e estimula a
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apresentacdo de antigenos aos linfocitos através da indu¢cdo de moléculas MHC
de classe Il (BASHAM e MERIGAN, 1983; KELLER et al., 1988).

Em suma, o IFN-y é critico para subsequente estimulacdo ou ativagédo da
expressdo génica, diferenciacdo e funcdo de mondcitos/macrofagos. Estes
efeitos, juntamente com a importancia de monaocitos/macrofagos como fontes de
IL-12 (potente indutor de IFN-y), demonstram o papel critico que a populacdo de
linfocitos tem na regulacéo da resposta imune (YOUNG e HARDY, 1995).

O desenvolvimento dos linfocitos Th2 CD4+ é diretamente influenciado pela
expressao diferencial tanto de IFN-y quanto de IL-4. O IFN-y suprime eficazmente
o crescimento de células Th2 CD4+, produtoras de IL-4 (GAJEWSKI e FITCH,
1988), e pode atuar como um fator de crescimento autécrino, juntamente com a
IL-12, para o crescimento e diferenciacdo de populacdes de células Thl CD4+
(PAUL e SEDER, 1994).

O IFN-y se mostrou importante para a apoptose de células T em resposta
aos anticorpos anti-CD3 na auséncia de células acessorias. Assim, dependendo
da expresséo das citocinas em um microambiente localizado, o IFN-y pode ter
efeitos opostos sobre populacdes especificas de células T; o IFN-y por si s0, induz
apoptose, mas, em combinacdo com outros estimulos, pode resultar em
proliferacao e diferenciagéo (STITES, TERR e PARSLOW, 2000).

2.3.7 Citocinas e HPV

As células do epitélio estratificado e o0s queratindcitos sdo as principais
fontes de citocinas no trato genital (SCHRODER, 1995). As citocinas exercem sua
acdo através de receptores especificos, 0s quais podem estar expressos de
varias formas nas células infectadas por HPV, ou podem ser liberados para o
espaco extracelular e dai para a microcirculacdo. Estas formas solUveis de
receptores de citocinas podem afetar significativamente a atividade
imunorregulatéria das citocinas, ndo apenas interferindo em processos imunes e
inflamatoérios, mas também regulando a proliferacdo, a diferenciagcéo celular e a
apoptose (ABBAS et al., 2000).

A capacidade de secretar diferentes niveis de citocinas, herdada

geneticamente, parece ser relevante na resposta imune contra a infec¢cdo pelo
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HPV e na oncogénese das lesdes cervicais (HUTCHINSON et al., 1999).

A secrecdo de citocinas na mucosa cervical é influenciada por diversos
fatores enddgenos e exdgenos, que podem interferir na historia natural da
infecc@o pelo HPV (GRAVITT et al., 2003; SCOTT et al., 2006). Em uma analise
multivariada, niveis elevados de IFN-y, IL-10 e IL-12 foram significativamente (p <
0,05) associados com varias variaveis, incluindo a infec¢éo ativa pela Chlamidia
trachomatis, relacdo sexual recente e uso de anticoncepcional oral. Niveis
diminuidos de IL-4 e IL-10 foram associados com consumo de cigarro nas ultimas
24 horas (SCOTT et al., 2006).

Varios estudos sugerem que niveis diminuidos de citocinas Thl e
aumentados de Th2 estdo associados com o desenvolvimento do CC, mas
resultados variados e as vezes controversos foram publicados.

Além disso, a producdo de IL-2 em lesbes pré-invasivas diminui com
aumento da gravidade da doenca (TSUKUI et al., 1996). Um desvio do padréo
Thl (IL-2 e IFN-y) para o Th2 (IL-4 e IL-10) foi associado com pior progndstico
para pacientes com lesdes cervicais associadas ao HPV (CLERICI et al., 1997).

A polarizacdo em direcdo ao padrao Th2 explica a resposta imune celular
deficiente contra HPV e neoplasias, e parece facilitar a progresséo tumoral, porque
o desvio em direcdo a Th2 estimula a resposta humoral e inibe a resposta celular
(MOTA et al., 1999). Estudos relacionaram a regressao das verrugas com o padrao
Thl (IL-2, IFN-a e TNF), enquanto baixos niveis de IFN-a foram associados com
carcinoma de colo uterino com pior prognostico (TARTOUR et al., 1998). A IL-10
blogueia sintese de citocinas pelas células Th, monécitos ativados e células NK
(RAFIQ et al., 2001). A diminuicdo da atividade das células NK foi associada com
reativacdo da infeccao latente por HPV (GARZETTI et al., 1995). Lee et al. (2004)
demonstraram que mulheres com lesdes intra-epiteliais de alto grau tiveram uma
diminuicdo na producdo de citocinas Thl pelas células T CD4+ ativadas, o que
sugere um comprometimento da funcao citotoxica das células T CD8+.

A IL-6 esta diminuida em secrecdes cervico-vaginais de pacientes com NIC
comparada aos controles (TIJONG et al.,1999). Bais et al. (2005) encontraram
niveis diminuidos de IFN-y e aumentados de IL-10, nos diferentes estadios das
NIC para CC, sugerindo uma mudanca de padrédo de citocinas durante a

carcinogénese em mulheres com NIC Ill. Azar et al. (2004) descreveram que o
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nivel de IL-10 nas secrec¢fes cervicais estava estatisticamente elevado em LSIL, e
o nivel de TNF nas secrecdes cervicais estava elevado em HSIL. Contudo em um
estudo de Niwa et al. (2001), as concentracfes de IFN-y no plasma de pacientes
com CC e controles foram similares. Jacobs et al. (1998) também néo
encontraram diferencas em niveis de IFN-y em pacientes com SIL e o grupo
controle. SONG et al. (2007) ndo encontraram diferencas em niveis intralesionais
de IL-6, IL-10, TNF e IFN-y entre mulheres infectadas com HPV de alto risco nos
diversos graus histoldgicos, porém niveis elevados de IFN-y estavam associados
com as oncoproteinas E6 e E7 do HPV 16, indicando que esta citocina pode ser

um marcador prognostico de oncogenicidade.

2.3.7.1 Polimorfismos dos genes de Citocinas e HPV

Nos ultimos anos locos polimérficos de genes do sistema imune dentro e
fora da regido do CPH (Complexo Principal de Histocompatibilidade) do inglés
MHC (Major Histocompatibility Complex) tém sido identificados e podem ter efeito
no desenvolvimento de doencas infecciosas (KWIATKOWSKI et al.,, 2000;
BELLAMY et al., 1998). Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs), nestes
locos, alteram a resposta imune a infeccéo por alterar o equilibrio entre a resposta
imune humoral e a celular.

Ha evidéncias de associacao entre os polimorfismos de genes de citocinas
e a NIC ao HPV (Tabela 1).

El Sherif et al. (2001) demonstraram que uma diminuicdo nos niveis
epiteliais e subepiteliais de IFN-y, assim como um aumento no nivel subepitelial
de IL-10, podem ter um papel no desenvolvimento e progressao da lesao cervical
associada ao HPV-16.

Stanczuk et al. (2001) avaliaram pacientes com cancer cervical e niveis de
IL-10 e determinaram que estas pacientes parecem estar imunogeneticamente
predispostas a produzir altos niveis desta citocina. Além disso, a prevaléncia de
alelos associados a baixa producdo de IL-10 foi menor nas mulheres com CC,
guando comparadas com a de mulheres saudaveis, nas quais nao foram
observados alelos para alta producgao de IL-10.

Kirpatrick et al. (2004) mostraram que mulheres com resposta pro-
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inflamatéria reduzida sdo mais susceptiveis a persisténcia viral e
consequentemente ao desenvolvimento de neoplasia cervical. Eles investigaram
os polimorfismos TNFA (-308 e -238) e encontraram uma frequéncia maior do
gendtipo baixo secretor TNFA (-308G/G) em pacientes com neoplasia cervical
guando comparada com a de controles.

Fernandes et al. (2004), em com amostra da populacdo brasileira,
concluiram que a presenca do HPV-16 induz respostas permissivas a instalacao e
progressao das lesdes cervicais, com niveis séricos aumentados de IL-10, mesmo
nas mulheres imunogeneticamente predispostas as respostas de protecdo as
lesGes precursoras do CC (portadoras de alelos para baixa producao de IL-10).

TABELA 01 - CITOCINAS RELACIONADAS COM NEOPLASIAS INTRAEPITELIAIS E INFECCAO

PELO HPV
Resposta Citocina Acao Referéncia
Imune

Thl 1Thl Predisposigdo as lesdes de alto grau Lee et al., 2004

Th2 LTNF Susceptibilidade a persisténcia viral Kirckpatrick et al., 2004

Th2 tIL-10 Progressao da lesdo cervical Fernandes et al., 2004
Progresséo da leséo cervical associada .

Thl LIFEN-y 20 HPV El Sherif et al., 2001

Th2 HIL-10 Progresséo da les&o cervical associada Stanczuk et al., 2001
ao HPV

1 IL-2, IFN-y, TNF Regresséo de verrugas genitais
Thl . . Tartour et al.,1998
I IFN-y Pior prognéstico CC

Th2 tIL-4,1L10 Pior progndstico em pacientes com NIC . o+ o1 1997

Thi LIL-2, IFN e HPV ’

Thi IL-2 ProNdugao diminui com a progressao da Tsukui et al., 1996
lesédo

Th2 IL-10 Reativacao de infeccéo latente pelo Garzetti et al.. 1996

HPV

FONTE: a autora
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24 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC) E O
GENE MICA

A regido do MHC compreende genes codificadores de glicoproteinas de
membrana que se ligam e atuam como receptores especializados para peptideos
antigénicos, além de exporem epitopos que sdo reconhecidos pelas células T,
cujos receptores (TCRs) séo especificos para reconhecer complexos de
peptideos antigénicos e moléculas MHC (McDEVITT, 2000).

Existem duas classes de moléculas MHC: MHC de classe | e MHC de
classe Il, as quais diferem em estrutura e funcdo. As moléculas MHC de classe |
sdo expressas na maioria das células nucleadas de mamiferos, enquanto as
moléculas MHC de classe Il sdo encontradas em tipos celulares especificos que
participam da resposta imune, dos quais 0s mais importantes sdo as células B,
macrofagos, células dendriticas e epitélio timico (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997). Duas grandes familias génicas codificam dois diferentes
tipos de moléculas MHC que sao funcionalmente especializadas em exibir
peptideos antigénicos a linfocitos T CD8* (moléculas de classe ) ou a linfocitos T
CD4" (moléculas MHC de classe 1) (RAMMENSEE, BACHMANN e
STEVANOVIC, 1997).

Os genes MHC-I e aqueles que codificam moléculas relacionadas as
moléculas MHC de classe | encontram-se dispersos no genoma humano, nos
cromossomos 6, 1, 7, 19 e 20 (BAHRAM, 2000). Tradicionalmente sédo divididos
em classicos, ou de classe la (HLA-A, B e C) e ndo classicos, 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 regido MHC de classe Il consiste em trés principais sub-regides
denominadas DP, DQ e DR, arranjadas nessa ordem na dire¢do do centromero
ao teldbmero (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC, 1997).

Entre os locos de classe | no lado telomérico e os locos de classe Il no sitio
centromérico do complexo HLA, existe uma ilha de cromatina ndo relacionada
(UC), que € ocupada por genes que desempenham outras fungdes, principalmente
no sistema imune, e por outros que ainda nao foram caracterizados funcionalmente
(RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC 1997; JANEWAY et al.,, 2001;
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ABBAS e LICHTMAN, 2005). Esses locos sdo denominados como regidao MHC de
classe lll (RAMMENSEE, BACHMANN e STEVANOVIC 1997). Nessa regiao estao

presentes os locos que codificam proteinas 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 esta envolvida com a sintese de esteréides; gene do

citocromo P-450 e alguns genes de proteinas 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)
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FONTE: http://e-gastroped.com.br/jun05/cel02.jpg. (SOCIEDAD  LATINOAMERICANA

DE

GASTROENTEROLOGIA PEDIATRICA, HEPATOLOGIA Y NUTRICION, 2006) adaptado

Os locos da familia MIC (genes relacionados a cadeias MHC de classe 1)

estdo entre os ultimos identificados dentro do MHC de classe | (BAHRAM et al.,
1994), e correspondem aos locos MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF e MICG.
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2.4.1 Estrutura Génica, Proteina, Receptor e Expressdo do Gene MICA

O gene MICA possui 11.722 pb e, portanto € considerado extenso quando
comparado a média de 3,5 kb dos genes HLA-A a HLA-G (BAHRAM et al., 1996).
MICA possui um grande intron de 6.840 pb, em comparacédo a introns com menos
de 200 pb em genes HLA-A a HLA-G, que separa 0s dois primeiros éxons
(BAHRAM et al., 1994). O primeiro éxon de MICA codifica uma sequéncia lider, o
segundo, terceiro e quarto éxons codificam as sequéncias de dominios externos
a-1, a-2 (semelhantes aos dominios G de moléculas MHC-I) e a-3 (semelhante ao
dominio C de lIgs), respectivamente, o quinto éxon codifica um segmento
transmembréanico, a cauda citoplasmatica e as sequéncias 3'UTR (regido nao
traduzida) que sédo fusionadas no ultimo éxon (BAHRAM et al., 1994).

No éxon 5 ha uma curta seqiiéncia repetida em tandem (STR) constituida
por trincas de nucleotideos GCT (MIZUKI et al., 1997), que codificam o
aminoacido alanina. Com base no numero de repeticdes de alanina, os alelos séo
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 insercdo de um nucleotideo guanina na trinca GCT
(GGCT), levando a uma mudanca da matriz de leitura que causa um codon de
término prematuro dentro do éxon que codifica 0 dominio transmembranico
(BAHRAM, 2000). Esses alelos A5.1 originam uma glicoproteina truncada de 35-
40 kDa que eventualmente chega a superficie celular, mas provavelmente ndo em
seu sitio fisiolégico (BAHRAM, 2000).

O gene é transcrito em um mRNA de 1.382pb, que possui uma unica ORF
(matriz de leitura aberta) de 1.149pb, a qual da origem a um polipeptidio precursor
de 383 aminoéacidos, podendo esse comprimento variar no numero de repeticdes
de alanina dentro do segmento transmembranico (BAHRAM et al.,, 1994;
FRIGOUL e LEFRANC, 2005).

A proteina MICA madura possui entre 360 e 366 aminoacidos e uma massa
molecular de aproximadamente 43 kDa, dependendo do polimorfismo na regido de
microssatélite do segmento transmembranico (BAHRAM et al., 1994; FRIGOUL e
LEFRANC, 2005). Contém trés dominios extracelulares (al — a3), que precedem o

segmento ancora de membrana, e um segmento citoplasmatico relativamente curto
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(42 aminoacidos), que parece direcionar a molécula a superficie baso-lateral de
células epiteliais polarizadas (BAHRAM, 2000). A proteina MICA pertence a
superfamilia MHC (MhcSF), pois apresenta dois dominios semelhantes a G (que
formam a fenda de ligacdo do peptideo), e a superfamilia das imunoglobulinas
(IgSF), devido ao dominio semelhante & C das imunoglobulinas (BAHRAM, 2000).

MICA e MICB codificam glicoproteinas funcionais, enquanto MICC-G sao
pseudogenes (BAHRAM, 2000). MICA, localizado no braco curto do cromossomo 6
(6p21.3) (Figura 10), encontra-se a apenas 46,5kb de HLA-B em direcdo ao
centromero e MICB a 83kb nessa mesma direcdo de MICA, sendo, portanto, esses
trés 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
direcdo ao centromero de HLA-G (BAHRAM, 2000) (Figura 12).

FIGURA 11 - GENES E PSEUDOGENES DA FAMILIA MIC AO LONGO DA REGIAO DE CLASSE
| DO MHC HUMANO

MiCcB MICG MICE
w2 ol alo2 o3
L ™ st SREE L ™ oAUt
o L & X Lo K
& & K
L1111 L1 LELEL L
I 111 [ | IRBERL
100kh =€ <> > - - b S O 0 & O 2 ¢
MICA MicC MicD MICF
el o2 al alo? ol alo2 o3
I —H-H— HH— HHI i
b ™ Cyt/auT ™ cp/auT ™ i
1kb

FONTE: Bahram, 2000 (extraido de SHIINA et al., 1999)

NOTA: A estrutura génica de todos os locos esta realgada em retangulos. L: lider; TM:
transmembranico; Cyt.: cadeia citoplasmatica; UT: ndo traduzida
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A organizacdo incomum dos genes MICA e MICB, sua expressao mais
restrita, seus elementos de controle transcricional distintos e as caracteristicas da
sequéncia de aminoacidos dos seus produtos indicam que esses genes
evoluiram para uma funcédo diferente, porém relacionada as moléculas MHC de
classe | (BAHRAM et al., 1994; BAHRAM, 2000).

FIGURA 12 - LOCALIZACAO DE MICA E MICB EM COSMIDEOS CLONADOS
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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 |, contidos nos fragmentos de restricdo gerados pelas enzimas de
restricio Xba | e Pst | de 1,5 e 1,7 Kb, respectivamente. As setas mostram a
orientacao transcricional dos genes. Apenas cosmideos relevantes de uma série
contigua foram mostrados (R9A, R5A, K7A, M32A)

No loco MICA foram identificados 65 alelos (ANTHONY NOLAN RESEARCH
INSTITUTE, 2008). Varios desses alelos foram nomeados por Bahram (2000) como
MICAOO01 até MICAO56 pela ordem de identificacdo, dentre os quais, 47 codificam
glicoproteinas distintas (BAHRAM, 2000). O alelo mais fregiiente, possivelmente em
nivel mundial, é o alelo MICA*00801 do qual o segmento transmembranico €&
definido por STR 5.1. (FODIL et al., 1999).

A maior parte da diversidade alélica de MICA provavelmente é devida a
mutacdes de ponto seguidas por recombinagéo, uma vez que muitos desses alelos
diferem um do outro por um Unico nucleotideo.

MICA e MICB interagem com dois diferentes imunorreceptores, y/6 (Vo1)
TCR e NKG2D, presentes em células T e células NK (BAHRAM, 2000). O TCRys €
um heterodimero ligado por pontes dissulfeto e expresso numa pequena populacao
de células T negativas para o receptor a3, mas associado a CD3 e proteinas (
(ABBAS e LICHTMAN, 2005). As celulas que expressam o TCRys pertencem a uma

linhagem distinta das células Tg restritas ao MHC, e normalmente ndo excedem os



50

5% nos diferentes tecidos (ABBAS e LICHTMAN, 2005), mas essa proporcao
aumenta significativamente nas superficies epiteliais, nos sitios de inflamacdo e
infecgbes causadas por alguns microorganismos (GIACOMELLI et al.,, 2001). As
células T5 ndo reconhecem os antigenos peptidicos associados as moléculas MHC
classicas e ndo sao restritas ao MHC, ao invés, reconhecem uma grande variedade
de compostos, variando de pequenos antigenos ligadas a fosfatos até grandes
proteinas, alquilaminas e glicolipideos (BAHRAM, 2000), que podem ser
apresentados por moléculas similares as da classe | do MHC, ou seja, uma
apresentacao nao classica de epitopos normalmente encontradas nas micobactérias
e em outros microorganismos (BAHRAM, 2000). Outras células T,s reconhecem
antigenos protéicos e ndo protéicos que nao necessitam de processamento por
parte das APCs.

NKG2D € um imunorreceptor ativador transmembranico (Figura 13)
pertencente a superfamilia das lectinas do tipo-2, o qual contém um residuo
transmembranico carregado que permite a interacdo com moléculas adaptadoras
(como a DAP10 ou KAP10) (BIASSONI et al., 2000; RAULET, 2003). NKG2D
reconhece os ligantes MICA, MICB, e a familia de proteinas-ligantes de UL-16
(ULBP) (RAULET, 2003; KELLEY, WALTER e TROWSDALE, 2005) (Figura 13). A
ligagdo de moléculas & NKG2D é um estimulo suficiente para ativar a citdlise e a
producao de citocinas por células NK, e promove também um aumento ou um sinal
co-estimulatério para a ativacdo de células TCD8" e, provavelmente, de outras
células T (RAULET, 2003). A ligacdo com NKG2D permite que as células NK
destruam células alteradas que expressem niveis normais de moléculas HLA,
superando os sinais inibitorios (O'CONNOR, HART e GARDINER, 2005).

Os ligantes de NKG2D normalmente sdo pouco expressos por células
normais, mas sao hiperregulados em células transformadas, infectadas por virus, ou
em situacdes de stress celular, como em tumores (RAULET, 2003) e em condicdes
auto-imunes (GROH et al., 2003).



51

FIGURA 13 - ESTRUTURA DO COMPLEXO NKG2D E MICA

NKG2D-A

NKG2D-B

FONTE: Li et al., 2001

NOTA: A - Vista lateral e B - vista de cima do complexo MICA e o homodimero
NKG2D, representado em estrutura de fita. Os dominios al, a2 e a3 de
MICA estéo coloridos em verde claro, vermelho e verde escuro,
respectivamente. O mondmero NKG2D-A esta representado em azul e
NKG2D-B em violeta

2.4.2 Biossintese e Funcao Biolégica de MICA

A expressdao de MICA em tecidos normais esta 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 evidéncia direcionou alguns pesquisadores a
investigarem o papel potencial destas proteinas como antigenos associados a
tumores. A interacdo entre NKG2D e MICA pode aumentar potencialmente muitas
respostas inatas anti-tumorais de células NK e de células T antigeno-especificas
(BAUER et al., 1999). MICA-NKG2D pode participar de processos inflamatorios
aumentando a producédo de IFN-y por células NK, podendo também promover um

sinal co-estimulatério a células T especificas para um auto-antigeno (TIENG et al.,
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2002). Portanto, MICA é uma molécula MHC de classe | induzida por estresse que se
liga a receptores NKG2D, principalmente de células NK, e essa ligacdo, estimula as
células NK, LTD8" e algumas células Tg.

A expressao de MICA foi documentada em muitas amostras de carcinoma
de pulmdo, mama, rim, ovario, prostata e célon. Esta expressdo associada a
tumores e o reconhecimento incondicional das moléculas de MICA pelas células
Tys sugerem uma fungdo potencial na resposta imune de vigilancia tumoral
(GROH et al., 1999).

2.4.3 O Polimorfismo de MICA e a NIC

O gene MICA é polimorfico e um total de 65 diferentes alelos descritos
foram descritos (Anthony Nolan Research Institute), sendo que nos éxons 2-4,
que codificam os trés dominios extra-celulares da molécula, ha diversos SNPs.
Estas variantes podem levar a diferentes graus de afinidade da ligacdo ao NKG2D
(STEINLE et al., 2001) ou a expressao anormal (SUEMIZU et al., 2002). Estudos
mostraram que a substituicdo de um aminoacido na posi¢cao 129, no dominio a2,
levou a alteracdo da afinidade a NKG2D (STEINLE et al., 2001). Embora os
efeitos destas variantes na ativacao imune néo sejam conhecidos totalmente, eles
poderiam levar a diferentes graus de ativacdo de células imunolégicas e
prejudicar a eliminagao tumoral.

Ha poucos estudos sobre o polimorfismo funcional dos genes MICA.
Células NK e linfécitos Ty,s de individuos com lesdes BD, uma desordem
inflamatoria multisistémica, sédo ativados por proteinas MICA através da sua
interacdo com o receptor NKG2D (MUNOZ-SAA, 2006).

Ha evidéncias de associacdo entre varias doencas e os alelos MICA, como
diabetes tipo-1 (SANJEEVI et al., 2002), artrite reumatdide (MARTINEZ et al., 2001),
psoriase (CHOI et al., 2000), varias neoplasias, como cancer cervical (GHADERI et
al., 2001) e cancer de mama (GROH et al., 1999), doenca de Behcet (MIZUKI et al.,
1997), doenca auto-imune de Addison (GAMBELUNGHE et al., 1999), entre outras.

Conjuntamente, os estudos indicam que os MICs sdo candidatos evidentes a
locos de histocompatibilidade (BAHRAM, 2000) e que existe uma grande relevancia

de estudos de MICA nos processos imunes e em transplantes (BAHRAM et al., 1994).



53

E possivel que alguns alelos de MICA possam influenciar na apresentacéio de
antigenos virais ou tumorais (GROH et al., 2005). Porém s&o poucos os estudos que
investigaram a relac@o entre as variantes alélicas de MICA e a NIC. Ghaderi et al.
(1999) determinaram a freqiiéncia dos alelos microssatélites de MICA (responsaveis
pelo dominio transmembranico) em uma populacdo da Suécia, ndo encontrando
associacdo dos mesmos com a NIC. Jumnainsong et al. (2007) determinaram a
freqiéncia dos alelos do dominio extracelular de MICA em uma amostra da
populacdo Tailandesa, ndo observando diferencas entre a distribuicdo 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 populacao de Taiwan.

2.5 JUSTIFICATIVA

Através da analise dos dados epidemioldgicos observa-se que o CC é uma
doenca de grande importancia em Saude Publica, visto que ocupa a segunda
posicdo em incidéncia de neoplasias em mulheres no Brasil (MS.INCA, 2006).

A presenca do HPV associada as neoplasias cervicais em 95% dos casos
torna este o principal fator de risco para o desenvolvimento da doenca, porém é
necesséria a persisténcia da infeccao viral por um periodo prolongado (12 a 24
m), fato este observado em apenas 10-30% dos casos. O seguimento destas
pacientes através de citologia, colposcopia com biopsia e histologia ndo consegue
distinguir as pacientes com exames anormais, que progredirdo para o0 cancer
invasivo, daquelas nas quais as anormalidades regredirdo espontaneamente.

Os fatores associados a persisténcia da infeccdo e progressdo da doenca
nao sdo completamente compreendidos, no entanto ha evidéncias de que a
resposta imune do hospedeiro afete a susceptibilidade as lesbes e sua
progressdo. Uma pronunciada mudanca na producgéo de citocinas de padrao do
tipo Thl para Th2 foi observada em pacientes com NIC associada a infeccéo por
HPV, sugerindo que a resposta das citocinas a infec¢cdo por HPV possa ser
relevante na progressao da doenca. Os polimorfismos dos genes de citocinas
podem potencialmente afetar a progressdo da doenca por diversos mecanismos,
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incluindo o controle da produgé&o das citocinas.

A analise do polimorfismo do gene MICA em pacientes com NIC tem
particular relevancia no estudo e aplicacdo de imunoterapiais anti-tumorais,
devido ao fato das células pré-malignas ainda ndo estarem extensivamente
alteradas pela imunoedicao tumoral.

Neste estudo investigou-se em uma amostra da populagéo sul-brasileira, a
influéncia das variantes polimérficas nos genes IL6, TNF, IL10, TGFB1, IFNG e
MICA como um componente da susceptibilidade diferencial, considerando-se que
algumas mulheres infectadas por tipos oncogénicos de HPV nao desenvolvem
NIC e CC, no intuito de caracterizar este fator imunolégico como um preditivo no

desenvolvimento do CC e na imunoterapia anti-tumoral.
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3 OBJETIVOS

= Caracterizar 0os genotipos e estimar as frequiéncias alélicas e genotipicas
de variantes polimérficas em genes de citocinas para as posi¢des -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.

» |nvestigar a existéncia de associagdo entre as variantes dos genes IL6,
TNF, IL10, TGFB1 e IFNG e o desenvolvimento e progresséao da NIC.

= Calcular as frequéncias alélicas dos polimorfismos de MICA ( gene A
relacionado a cadeia MHC de Classe [), nas amostras de pacientes com

NIC e controles.

» |nvestigar a existéncia de associacdo entre as variantes de MICA e a
NIC.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra de pacientes foi selecionada entre mulheres que compareceram
para atendimento ginecoldgico nos ambulatorios de Ginecologia do Hospital de
Clinicas da UFPR e de Patologia Cervical do Hospital Erasto Gaertner, ambos em
Curitiba-PR. Possuir o diagnostico citologico, colposcépico e histolégico de NIC Il
ou NIC Il e ndo apresentar quadro de imunossupressao, outras neoplasias ou
doencas auto-imunes, foram estabelecidos como critérios de inclusédo e excluséo.
Foram selecionadas 100 mulheres, quatro com NIC I, 48 com NIC Il e 48 com NIC
[ll. O baixo numero de mulheres com NIC | explica-se devido a selecao ter
ocorrido em mulheres com indicacdo de tratamento cirargico da NIC, apos um
periodo de seguimento clinico em que nao foi verificado o desaparecimento da
leséo.

A amostra controle foi composta por 50 mulheres sexualmente ativas,
saudaveis, ndo consangiineas, e sem histéria 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 incluidas 78
amostras de DNA de pacientes que ja haviam sido genotipadas para citocinas,
sendo que as 22 amostras restantes foram eliminadas devido a baixa qualidade
ou baixa concentracdo do DNA verificada através da leitura da Densidade Optica.
Do total de 50 amostras controle, 10 foram eliminadas pelos mesmos motivos.

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos dos Hospitais de Clinicas e Erasto Gaertner. Todas as participantes

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Cinco mililitros (05 ml) de sangue periférico foram coletados de cada
mulher através de puncdo venosa, em tubos estéreis vacutainer de coleta

sanguinea com EDTA. Essas amostras foram centrifugadas para obtencdo da
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camada de leucdcitos, da qual foi extraido o DNA pela técnica de Salting-out
(LAHIRI et al., 1991). Esse método desenvolve-se essencialmente em cinco

etapas:

Obtencdo da camada de leucécitos por centrifugacdo do sangue total.

» Lisese de eritrécitos através do uso de tampao de lise de células
vermelhas (RCLB 1X) pH 7,6.

* Rompimento da membrana nuclear com SDS a 20% e remocédo de
enzimas como DNases e RNases por meio de proteinase K e tampéao
da proteinase K.

» Precipitacdo de proteinas com NaCl 6M.

» Precipitacdo do DNA com etanol absoluto.

4.3 GENOTIPAGEM DE CITOCINAS

Para a tipificacéo 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 pocos: cada poco contém os oligonucleotideos
iniciadores de sequUéncia especifica para amplificacdo pela PCR, de
alelos selecionados de TGFBL1, IL6, IL10, IFNG e TNF e para o gene da
B-globina humana. Uma placa tipifica seis individuos. A cada poco
devem se adicionados:

2 -Seis tubos eppendorf contendo dNTP-buffer mix (D-mix): tampé&o da
enzima Taqg polimerase, dNTP’s e MgCl,

A cada eppendorf deve-se adicionar:
a) amostra de DNA (concentracéo de 100 ng/ul):
b) Taq polimerase: 01 pl/D-mix

c) agua ultra-pura (milli Q): g.s.p. volume final 180pl/eppendorf
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4.3.2 PCR-SSP

4.3.2.1 Metodologia

A metodologia da PCR-SSP baseia-se no principio de que
oligonucleotideos iniciadores totalmente complementares sdo mais eficientemente
usados para amplificar uma sequéncia alvo pela Tag polimerase recombinante, do
qgue oligonucleotideos iniciadores mal pareados. Pares de oligonucleotideos
iniciadores sé@o confeccionados para terem um pareamento perfeito com apenas
um unico alelo ou um grupo de alelos.

E usado um par de oligonucleotideos iniciadores como controle interno
positivo que amplifica uma regido conservada do gene da B-globina humana, o qual
estd presente em todas as amostras de DNA com a finalidade de verificar a
integridade da reacéo da PCR. A quantidade de oligonucleotideo iniciador é ajustada
para amplificar 100 ng da amostra de DNA, quando usada em conjunto com o D-mix.

Sob condicbes de PCR estritamente controladas, pares de
oligonucleotideos iniciadores perfeitamente pareados resultam na amplificacdo da
sequéncia alvo (resultado positivo), enquanto pares de oligonucleotideos

iniciadores mal-pareados nao resultam em amplificacéo (resultado negativo).

4.3.2.2 Amplificagéao dos alelos por PCR-SSP

1- Adicdo de 10upl da solucdo em cada poco da placa. A placa é
devidamente selada.;

2 - Amplificacdo 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 - Transferéncia da reacdo de PCR (10ul) para um gel de agarose 2,5%,
usando o Gel System (OLI Cat. #MGS108).

4 -Corrida de eletroforese em tampado TBE 10x, a 140-150 V por 5
minutos.

5 - O gel foi colocado em uma solucdo de Brometo de Etidio, 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 interpretacdo dos resultados é baseada na presenca ou auséncia de
bandas que representam a amplificacdo do fragmento de DNA

especifico.

QUADRO 05 - PROGRAMA PCR ONE LAMBDA (OLI-1)

Ciclos Passo Temp. (°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 amplificacdo para obter o DNA alvo necessario.
Posteriormente, o processo de tipagem de MICA requer um passo de pos-
amplificacdo para discriminar entre os varios alelos (por exemplo, RFLP, SSOP,
tipagem reversa por SSO-DNA...) (ONE LAMBDA, INC, 2004).

4.4.1 Técnica PCR-SSOP

Para a caracterizacdo 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 instrucdes do fabricante. A metodologia assemelha-se a PCR-
SSOP padrdo, no entanto, na tecnologia Luminex a regido alvo do DNA é
amplificada com o uso de oligonucleotideos iniciadores biotinilados especificos
para hibridizacdo 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
desnaturacado, hibridizacdo 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 a corrida
eletroforética em tampao TBE 10x, a 140-150 V, durante 08 minutos. O gel foi
colocado em uma solucdo de Brometo de Etidio, durante dez minutos. Os
fragmentos amplificados foram visualizados sob luz UV, em um transiluminador e
o gel fotografado. Amplificagcbes bem sucedidas resultaram em um gel no qual
cada amostra apresentava trés bandas, correspondentes ao éxon 2, éxon 3 e
éxons 4 e 5 do gene MICA. A quarta banda verificada correspondia aos
oligonucleotideos e outros produtos nao incorporados a reacdo. A foto de um gel
em que todas as amostras amplificaram satisfatoriamente esta representada na
Figura 14.

Varias amostras apresentaram problemas na PCR: a) amplificacdo das
regides correspondentes aos éxons 4 e 5 e/ou éxon 3; b) amplificacdo dos éxons
3 e/lou éxon 2; ¢) auséncia de amplificacdo, conforme exemplificado na Figura 15.
As amostras que tiveram pelo menos duas bandas detectadas passaram para a
etapa de hibridizacdo, sendo analisadas posteriormente. Dessas, as que
apresentaram uma tipagem definida pelo software foram refeitas para

confirmacéo dos resultados.
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FIGURA 14 - GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DE 40
INDIVIDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS

nerne ne

i 1

FONTE: Pinho-Franca (2008)

NOTA: Seta preta indica a primeira banda, correspondente a regido amplificada dos éxons 4 e 5; Seta
vermelha indica a segunda banda, referente a regido amplificada do éxon 3; seta azul mostra a
terceira banda, representando a regido amplificada do éxon 2. Seta verde indica uma banda mais
fraca, que pode significar uma menor concentra¢éo de produtos amplificados dos éxons 4 e 5

FIGURA 15 - GEL DE AGAROSE A 2,5% CORADO COM BROMETO DE ETIDEO DE 40
INDIVIDUOS DA AMOSTRA PACIENTE, APLICADOS EM CINCO FILEIRAS,
APRESENTANDO PROBLEMAS NA AMPLIFICACAO

FONTE: a autora (2008)

NOTA: Seta azul indica uma amostra ndo amplificada; Marca verde mostra amplificacdo de
apenas 0s segmentos correspondentes as bandas 1 e 2 (regido do éxon 2 ndo amplificada
— terceira banda); Marca vermelha indica amplificagdo somente dos fragmentos
correspondentes as bandas 2 e 3, e a ndo amplificacdo da regido correspondente aos
éxons 4 e 5 — primeira banda
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As amostras amplificadas (1ul) foram desnaturadas e re-hibridizadas as
sondas complementares de DNA (sondas de oligonucleotideos sequéncia-
especificos) conjugadas com as microesferas fluorescentes. Apds o processo de
lavagem das microesferas, o DNA biotinilado foi marcado com conjugado de R-
Ficoeritrina/Estreptoavidina (SAPE). A leitura das reacdes foi realizada utilizando-
se o citbmetro de fluxo LABScan™ 100. A tecnologia Luminex® consiste em um
sistema de multi-andlise, onde que microesferas conjugadas com
oligonucleotideos fluorescentes codificadas por cores de diferentes comprimentos
de onda s&o analisadas em citbmetro 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 fluorescéncia emitida
pela Ficoeritrina presente na superficie de cada microesfera.

As tipagens foram realizadas com auxilio do software HLA Visual, versao
2.0 que faz a coleta de dados e a determinacéo dos alelos.

Com base em projetos anteriores sabe-se que ha a possibilidade de

ocorrer ambiguidades no processo de tipagem pelo método SSOP.

4.5 ANALISE ESTATISTICA
4.5.1 Frequéncias Alélicas e Genotipicas

As frequéncias alélicas de cada gene em estudo foram obtidas por
contagem direta através da formula:
Fa = n/2N
Onde:
Fa: freqiéncia alélica (ou de determinado grupo alélico)
n: freqiiéncia absoluta de um alelo ou grupo alélico na amostra
N: numero de individuos na amostra
As frequéncias genotipicas foram determinadas por contagem direta
atraves de formula:
Fgen = N/N
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Onde:

Fgen: freqiiéncia genotipica

n: frequéncia absoluta de um genétipo na amostra

N: numero de individuos na amostra

As frequéncias genotipicas, obtidas por contagem direta, foram
comparadas com as frequéncias esperadas segundo o Teorema de Hardy-
Weinberg, utilizando-se através do VassarStats, web site para célculos

estatisticos.
4.5.2 Comparagéo entre as Amostras Paciente e Controle

A comparacao das frequéncias dos alelos e genétipos em cada amostra foi
realizadas através de tabelas de contingéncia 2x2 e os testes de X* e o0 Teste
Exato de Fisher foram utilizados para a verificagdo da existéncia de diferengas
estatisticamente significativas entre elas, através do VassarStats, web site para
calculos estatisticos. No caso de comparacdes entre 0s genoétipos de pacientes e
controles, considerou-se cada genoétipo em relacdo ao total dos demais.

As diferencgas foram consideradas estatisticamente significativas (indicando
associacao) nos casos em que p <0,05.

Nos casos em que a diferenca entre as frequéncias alélicas ou genotipicas
de pacientes e controles apresentaram significancia estatistica, foi calculado
“Odds Ratio” ("OR” ou razéo de probabilidades) (WOLF,1955), através da formula:

OR= (AxD) / (BxC)

Onde: A, B, C e D sao os valores correspondentes as letras do Quadro 06.

QUADRO 06 — VALORES PARA CALCULO 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 andlises de associacdo, é considerado como sinénimo
do valor de risco relativo (RR), que exprime quantas vezes a caracteristica € mais
freqiente entre os portadores de um determinado fator, comparando-se com
individuos sem o fator (SVEJGAARD et al., 1974).

Valores de OR acima de 1 indicam que o fator estd associado a uma maior
probabilidade de se desenvolver a caracteristica m questao e valores abaixo de 1,

a uma menor probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 GENE IL6

5.1.1 Frequéncias Alélicas do Gene IL6

As frequéncias alélicas relacionadas a posi¢éo -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 ndo ha diferenca na distribuicdo dos alelos

entre as amostras.

TABELA 02 - FREQUENCIAS ALELICAS DE IL-6 (-174G/C) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
G 144 (72) 71 (71)
C 56 (28) 29 (29) 0,86

FONTE: a autora

5.1.2 Frequéncias Genotipicas do Gene IL6

Quando se compararam as distribuicbes dos gendtipos G/G, GC (alto
produtores) e CC (baixo produtor) na posi¢cao —174 G/C do gene IL6 no grupo de
mulheres com NIC e no grupo controle, ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre as mesmas (Tabela 03). Também nédo se
observaram diferencas nas comparacoes realizadas com os grupos NIC Il e NIC
[Il entre si ou entre os grupos NIC Il e NIC Ill com a amostra controle, apos a

estratificacdo da amostra paciente.
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TABELA 03 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE IL6 (-174G/C) ENTRE
MULHERES COM NIC E CONTROLES

Gendétipo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
CiC 11 (11) 04 (8) 0,77
C/IG 34 (34) 21 (42) 0,43
G/G 55 (55) 25 (50) 0,69

FONTE: a autora

5.2 GENE TGFB1
5.2.1 Frequéncias Alélicas do Gene TGFB1

As frequéncias alélicas para as posicdes +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 frequéncias
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). Nao houve diferenca na distribuicdo destes alelos entre as amostras de

pacientes e controles.

TABELA 04 - FREQUENCIAS ALELICAS DE TGFB1 (+869T/C) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
T 111 (55,5) 59 (59) 0,64
C 89 (45,5) 41 (41)

FONTE: a autora
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TABELA 05 - FREQUENCIAS ALELICAS DE TGFB1 (+915G/C) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
G 182 (91) 92 (92) 0,92
C 18 (9) 08 (8)

FONTE: a autora

5.2.2 Frequéncias Genotipicas e Fenotipicas de TGFB1

As frequéncias genotipicas de TGFB1 (+869T/C e +915G/C) encontram-se
nas Tabelas 06 e 07. Nao foram observadas diferencas entre as frequéncias
genotipicas encontradas nas amostras pacientes e controles para ambas as
posicbes. Também nao se observaram diferencas nas comparacdes realizadas
com os grupos NIC Il e NIC 1l entre si ou entre os grupos NIC Il e NIC Ill com a

amostra controle, apés a estratificacdo da amostra paciente.

TABELA 06 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE TGFB1 (+869T/C) ENTRE
MULHERES COM NIC E CONTROLES

Gendtipo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
TIT 30 (30) 16 (32) 1,0
T/IC 51 (51) 27 (54) 0,86
CiC 19 (19) 07 (14) 0,60

FONTE: a autora
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TABELA 07 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE TGFB1 (+915G/C)
ENTRE MULHERES COM NIC E CONTROLES

Gendtipo Pacientes Controles p
(n=57) (n=74)
n (%) n (%)
G/G 82 (82) 42 (84) 0,92
G/C 18 (18) 08 (16) 0,92
CiC 0 0

FONTE: a autora

5.3 GENE TNF

5.3.1 Frequéncias Alélicas do Gene TNF

As frequéncias alélicas relacionadas a posi¢cao —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 néo ha diferenca na distribuicdo de

frequéncia dos alelos entre as amostras.

TABELA 08 - FREQUENCIAS ALELICAS DE TNF (-308G/A) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
G 176 (88) 91 (91) 0,56
A 24 (12) 09 (09)

FONTE: a autora
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5.3.2 Frequéncias Genotipicas do Gene TNF

Quando se compararam as distribuicbes dos gendtipos G/G (baixo
produtor), GA e AA (alto produtores) na posi¢cédo -308G/A do gene TNF no grupo
de mulheres com NIC e no grupo controle ndo se observaram diferencas entre a
as mesmas (Tabela 09). Também ndo se observaram diferencas nas
comparacoes realizadas com os grupos NIC Il e NIC lll entre si ou entre 0s
grupos NIC Il e NIC Il com a amostra controle, apds a estratificacdo da amostra

paciente.

TABELA 09 - COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE TNF (-308G/A) ENTRE
MULHERES COM NIC E CONTROLES

Gendtipo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
GIG 79 (79) 41 (82) 0,82
G/A 18 (18) 09 (18) 0,82
AJA 03 (03) 00 (0) 0,55

FONTE: a autora

5.4 GENE IFNG

5.4.1 Frequéncias Alélicas do Gene IFNG

As freqUéncias alélicas relacionadas a posicdo +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 né&o ha diferenca na distribuicdo de

frequéncia dos alelos entre as amostras.
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TABELA 10 - FREQUENCIAS ALELICAS DE IFNG (+874T/A) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
T 75 (37,5) 46 (46) 0,20
A 125 (62,5) 54 (54)

FONTE: a autora

5.4.2 Frequéncias Genotipicas do Gene IFNG

Quando se compararam as distribuicbes dos genotipos T/T (alto produtor),
TA (produtor intermediario) e AA (baixo produtor) na posicdo +874T/A do gene
IFNG no grupo de mulheres com NIC e no grupo controle ndo se observaram

diferencas entre a as mesmas (Tabela 11).

TABELA 11 - COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE IFNG (+874T/A) ENTRE
MULHERES COM NIC E CONTROLES

Gendtipo Pacientes (n=100) Controles( n=50) p
n (%) n (%)
TIT 14 (14) 11 (22) 0,31
T/IA 47 (47) 24 (48) 1,0
AJA 39 (39) 15 (30) 0,37

FONTE: a autora

Apés a estratificacdo da amostra paciente em subgrupos NICI, NIC Il e NIC
[l comparamos a distribuicdo dos gendtipos de IFNG (+874T/A) com a amostra
controle e entre os subgrupos.

Quando analisamos a distribuicdo dos genotipos TT (alta producdo) e TA
(producéo intermediaria) ndo observamos diferencas estatisticamente significativas
entre os estadios de NIC e o grupo controle e entre os estadios de NIC entre si. Na

distribuicdo do gendtipo (AA) (baixa producdo) observamos diferenca
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estatisticamente significativa entre a frequéncia do mesmo no grupo de pacientes
NIC II, em relacdo ao grupo controle e ao grupo NIC Ill. Nas demais comparac¢des

nao observamos diferencas estatisticamente significativas (Tabela 12).

TABELA 12 - COMPARAGOES DAS FREQUENCIAS DE IFNG (+874A/A) COM RELAGAO AS
FREQUENCIAS DE IFNG (+874T/A E T/T) ENTRE OS GRUPOS ESTUDADOS

Comparacgbes Fregliéncia AA p Odds Ratio (IC=95%)
(n) nas amostras %
NIC Il (25) x controles (15) (51) x (30) 0,05 2,43(1,06-5,54)
NIC 1I+111 (39) x controles (15) (41) x (30) 0,28
NIC 11l (14) x controles (15) (30) x (30) 0,84
NIC 11 (25) x NIC 11l (14) (51) x (30) 0,05 2,45(1,06-5,68)

FONTE: a autora

5.5 GENE IL10
5.5.1 Frequéncias Alélicas do Gene IL10

As frequéncias alélicas relacionadas a posicdo —1082G/A do gene IL10
entre as mulheres com NIC e controles foram:

Pacientes: 1L10(-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 nao ha diferenca

estatisticamente significativa na distribuicdo dos alelos entre as amostras.

TABELA 13 - FREQUENCIAS ALELICAS DE IL10 (-1082 G/A) ENTRE MULHERES COM NIC E

CONTROLES
Alelo Pacientes Controles p
(n=100) (n=50)
n (%) n (%)
G 64 (32) 78 (39)
A 136 (68) 122 (61) 0,28

FONTE: a autora
5.5.2 Frequéncias Genotipicas do Gene IL10
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Quando se compararam as distribuices dos genotipos G/G (alto produtor),
G/A (produtor intermediario) e AA (baixo produtor) na posi¢ao -1082G/A do gene
IL10 no grupo de mulheres com NIC e no grupo controle ndo se observaram
diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias dos gendtipos GC
CC. Observamos uma frequiéncia estatisticamente significativa entre a frequéncia

do gendtipo GG entre pacientes e controles (Tabela 14).

TABELA 14 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE IL10 (-1082 G/A) ENTRE MULHERES COM NIC
E CONTROLES

Gendtipo Pacientes Controles p Odds Ratio
(n=100) (n=50) (1IC=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
AIA 43 (43) 20 (40) 0,86

FONTE: a autora

ApOs a estratificacdo da amostra paciente em subgrupos NIC | (LSIL) e NIC
[I/lIl (HSIL) comparou-se a distribuicdo dos genotipos de IL10 (-1082 G/A) nestes
subgrupos com a amostra controle. A comparacgao foi realizada considerando-se a
frequéncia de cada gendtipo em relacdo a soma das frequéncias dos demais. Nao
houve diferenca na distribuicdo dos gendtipos entre as pacientes com LSIL, HSIL

e 0 grupo controle.

5.6 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Comparou-se as frequéncias observadas e esperadas para os diversos
genotipos analisados e os valores de p obtidos revelaram que as frequéncias
genotipicas dos genes IL6, TNF, IL10, TGFB1 e IFNG das amostras paciente e
controle, encontravam-se dentro do esperado para uma populacdo em Equilibrio
de Hardy-Weinberg (Quadro 7).

QUADRO 07 - VALORES DE p RESULTANTES DO CALCULO DE x° PARA AS AMOSTRAS



PACIENTE E CONTROLE NOS GENES DE CITOCINAS ESTUDADOS
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IL6 TNF IL10 TGFB1 TGFB1 IFNG
Cédon 10 Cédon 25
Valores de p 0,596 0,535 0,60 0,90 0,571 1,0
pacientes
Valores de p 1,0 0,588 1,0 0,794 1,0 1,0
controles

FONTE: a autora

5.7 GENE MICA

Dentre os 118 individuos tipados a definicdo de dois alelos do gene MICA

ficou assim distribuida: grupo paciente 18/78 (23%); grupo controle 10/40 (25%),

sendo um dado técnico j& previsto. Em diversas amostras a genotipagem apresentou

mais de uma possibilidade alélica (ambiglidade) e néo foi possivel determinar os

dois alelos de MICA. Estas foram representadas por letras que consideram todas as

possibilidades alélicas para aquele gendétipo, conforme o Quadro 08.

QUADRO 08 - RELACAO DOS AGRUPAMENTOS DOS ALELOS MICA CONSIDERANDO-SE AS
AMBIGUIDADES DE TIPAGEM

Representagéo Ambiglidade MICA* Pacigntes Contr;oles
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*| 007 ou 026 0 5

FONTE: a autora
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5.7.1 Frequéncias Alélicas do Gene MICA

Dos 65 alelos MICA ja descritos, observaram-se 14 alelos na amostra
paciente e 11 alelos na amostra controle deste estudo, todos listados com suas
respectivas freqiiéncias em cada amostra na Figura 16.

As frequéncias dos agrupamentos alélicos (ambiglidades) nas quais nao
foi possivel determinar os dois alelos de MICA estédo representadas na Figura 17.

Na amostra controle o alelo mais frequientemente encontrado foi o alelo
MICA*008 (30%), incluindo todos os individuos 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 individuo no
grupo controle, cada um, sendo os alelos mais raros encontrados nessa amostra.

Na amostra pacientes com SIL o agrupamento alélico mais freqientemente
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 individuo cada um.

Houve diferenca estatistica significativa entre apenas entre as frequéncias
alélicas de MICA*C e MICA*008 entre as amostras paciente e controle. A
freqiéncia 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; (1C=1,11-5,97)). A frequiéncia 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 - GRAFICO DAS FREQUENCIAS ALELICAS (%) DE MICA EM PACIENTES COM
NIC E CONTROLES

50 + @ Pacientes
40 @ Controles
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Nota: X*= conjunto de alelos com tipagens ndo resolvidas (ambiguidades)

As freqiiéncias dos alelos MICA*009, *015, *024, *044 para a amostra controle e MICA*053
para pacientes sdo iguais a zero

N&o foram registradas frequiéncias de 0,06 no gréfico ( MICA *001, *006, *009, *024 e *044)
encontradas em apenas uma paciente.

FONTE: a autora

FIGURA 17 - DETALHAMENTO DAS FREQUENCIAS DAS AMBIGUIDADES (X*) NA TIPAGEM DOS
AGRUPAMENTOS ALELICOS MICA EM PACIENTES COM NIC E CONTROLES
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FONTE: a autora



FIGURA 18 - GRAFICO DAS FREQUENCIAS ALELICA/AGRUPAMENTO ALELICO DE MICA
COM P<0,05 EM PACIENTES COM NIC E CONTROLES.
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FONTE: a autora
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6 DISCUSSAO

6.1 POLIMORFISMO DE GENES DE CITOCINAS E NIC

Através da analise dos dados epidemioldgicos observa-se que o Cancer
Cervical e suas lesbBes precursoras sao patologias de grande importancia em
Saude Publica, visto que ocupam a segunda posi¢cdo em incidéncia de neoplasias
em mulheres no Brasil (MS.INCA, 2008).

O fator de risco mais importante para o CC é a infec¢ao genital pelo HPV,
com estudos demonstrando uma prevaléncia 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 infeccOes virais por tipos oncogénicos persistentes, observadas
em 10 a 30% dos casos, estdo associadas com o desenvolvimento de HSIL.

O seguimento destas pacientes através de citologia, colposcopia com
bidpsia e histologia ndo consegue distinguir aguelas com exames anormais, que
progredirdo para o0 cancer invasivo, daquelas nas quais as anormalidades
regredirdo espontaneamente.

A presenca do HPV associado as lesdes cervicais torna este o principal
fator de risco para o desenvolvimento da doenca. No entanto, apesar de varios
indicios, os cofatores que poderiam determinar a persisténcia viral ndo estao
completamente elucidados até o momento. Ha evidéncias de que a resposta
imune do hospedeiro possa estar entre um dos principais fatores com influéncia
na historia natural da infeccéo pelo HPV.

A resposta imune é complexa e heterogénea. Mesmo sabendo-se que
expresséo e secregao de citocinas sdo geneticamente determinadas, observa-se
que os individuos apresentam e mantém niveis diferenciais destas moléculas,
revelando a necessidade de outros mecanismos efetores auxiliares. Os
mecanismos de evasao ao sistema imune desenvolvidos por certos tipos de HPV,
como o HPV 16, que através da producdo das oncoproteinas E6 e E7 inibe os
componentes das vias de sinalizacdo do interferon (RONCO et al., 1998;
BARNARD e McMILLAN, 1999), também necessitam ser definidos mais

precisamente.
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Apesar da resposta imune a infeccado cervical pelo HPV nao estar
completamente elucidada, evidéncias provenientes de estudos com outras
infeccbes por patdgenos intracelulares demonstram a importancia da célula T e
das citocinas delas derivadas, na indu¢do e manutencédo de uma resposta imune
efetiva contra tais patdgenos. As citocinas tém um papel relevante na resposta
imune adaptativa, determinando de forma apropriada e efetiva a diferenciagcéo dos
linfécitos T CD4+ em dois subtipos principais, Thl e Th2, caracteristicos de
respostas pro-inflamatdérias e antiinflamatorias respectivamente.

Em um grande nimero de estudos tem sido demonstrado que um padréo
de expressédo de citocinas caracterizado pela expressédo de IFN- y, em conjunto
com a auséncia de expressao de IL-4, portanto um perfil caracteristicamente Thl,
seria necessario para eliminar a infeccdo pelo HPV, e que a falha em expressar
e/ou manter este padrdo estaria associada com a persisténcia da infeccéo.
Contudo ndo parece ser uma simples relacdo causal entre a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias (Thl) e a eliminacéo viral, visto que muitos individuos
com expressao de citocinas do padrdo Thl tém infeccdes persistentes. De forma
analoga, a expresséao de citocinas Th2 também nédo seria rigidamente catalogada
como permissiva a progressao da lesdo cervical, e niveis elevados de IL-4
observados em vérias mulheres que eliminaram o virus recentemente, poderiam
refletir um papel regulatério das citocinas Th2, na tentativa de inibir a resposta
inflamatoria prolongada e o consequente dano tecidual (SCOTT et al., 1999).

Neste contexto, Bais et al. (2005), estudando o padrdo de secrecao de
citocinas de 31 mulheres portadoras de HR-HPV com NIC II-lll 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 leséo cervical, detectaram
uma mudanca do padrdo de secrecdo de citocinas Thl para o padrdo Th2,
durante a carcinogénese cervical, ja detectavel no estadio de NIC III.

Em um estudo recente, no qual também foram avaliados polimorfismos, Bais et
al. (2007) confirmaram a mudanca de perfil de expresséo das citocinas, independente
do genotipo, de um padréo de resposta imune Thl para Th2, em sangue periférico de
mulheres com lesdes cervicais. Outra informacéo relevante deste trabalho foi que esta
mudanca ocorre progressivamente do estadio NIC Il para NIC Ill. Segundo os autores,

um aumento na secrecdo periférica de citocinas Thl ja pode ser observado em
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mulheres infectadas por HPV de alto risco e ainda sem leséo histologica. A mudanca
para um padrdo antiinflamatério, promotor tumoral, ocorreria no estadio de NIC IlI
(TSUKUI et al.,1996; CLERICI et al.,1997; JACOBS et al., 1998).

A progressdo da doenca para CC deflagraria uma segunda desregulacao
na resposta imune, com manifestacdes de reagdes inflamatérias causadas pelas
células tumorais (BAIS et al., 2007).

Além destes, varios estudos demonstraram que a infeccédo persistente com
tipos de HPV oncogénicos determinaria uma inflamacéo crénica em nivel do
epitélio cervical, com a liberacao local de citocinas, propiciando uma vantagem no
crescimento das células infectadas em relacdo as células cervicais normais
(DRANOFF et al., 2004).

Baseados nestes dados disponiveis na literatura, e sabendo-se que a
variacao individual de secrecéo, evidenciada pela identificacdo dos fenétipos alto,
intermediario e baixo produtores das diversas citocinas, € geneticamente
determinada por SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico), foi nosso objetivo
investigar a eventual existéncia de associacdo entre os polimorfismos dos genes
IL-6, TGF-8, IFN-)TNF e IL-10 e as NICs. Os polimorfismos selecionados para
analise neste estudo foram aqueles com impacto nos diferentes niveis de controle
da expressdo génica, que resultariam em fenétipos alto/baixo destas citocinas. A
correlacdo genatipo/fendtipo, empregada na interpretacdo dos resultados, esta de
acordo com a estabelecida em trabalhos de referéncia na literatura mundial
(PERREY et al., 1998; FISHMAN et al., 1998; TURNER et al.; 1997), uma vez que
nao foi realizada dosagem sérica de citocinas neste trabalho.

Muito embora, os estudos relacionando os polimorfismos de genes de
citocinas e as lesdes intra-epiteliais escamosas causadas pela infeccédo pelo HPV
sejam limitados em namero e apresentem resultados contraditérios, comparamos
nossos resultados com os disponiveis na literatura, na tentativa de colaborarmos
na compreensdo desta relacdo, até entdo, indefinida.

Resultados contraditérios sdo comuns em estudos de associacdo, os quais
sdo sensiveis aos critérios de selecdo de pacientes e controles, levando a
heterogeneidade clinica das amostras, e desta forma determinando resultados
controversos. A metodologia utilizada na investigacdo também pode ser fonte de

discordancia entre os resultados, principalmente quando se investiga o nivel de
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producéo de citocinas, pois se sabe que diversos fatores afetam a expressao das
células e moléculas do sistema imunoldgico. Dentre estes fatores destacam-se
pela importancia: o compartimento no qual as células ou moléculas sao
mensuradas (sangue periférico: plasma x soro; bidpsia cervical) e a época da
coleta, no que se refere a fase do ciclo menstrual, associacdo de outros
processos inflamatorios e estresse cirdrgico. Analisando estes critérios observam-
se algumas diferencas entre os estudos discutidos a seguir, que poderiam
hipoteticamente, explicar os resultados contraditorios obtidos.

No presente estudo, ndo houve diferenga nas freqiéncias genotipicas entre
pacientes com NIC e controles ou entre os estadios das NICs entre si, com relagéo
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 posicéo -174, dois alelos
diferentes podem ser identificados (alelos G e C), resultando em trés possiveis
genadtipos: G/G, G/C e C/C que influenciam a taxa de transcricdo do gene e
consequentemente, a concentracdo plasmatica da proteina IL-6, da seguinte
forma: ha aumento no nivel sérico de IL-6 associado com o0s gendtipos G/G e
G/C, comparado com o genétipo homozigoto C/C (FISHMAN et al., 1998).
Encontramos na literatura trabalhos relacionando a secrecéo de IL-6 e as NICs:
IL-6 esta aumentada nos tecidos patolégicos de pacientes com NIC versus
controles e os niveis aumentam com a gravidade da doenca (TJIONG et al.,
1999; MOELA-BARRIENTOS et al., 2000), mas este resultado nao foi observado
em outros estudos. Pardo Govea et al. (2005) estudaram a secrecao tecidual de
IL-6 em uma amostra de 30 pacientes com NIC e nove controles, e encontraram
um aumento nos niveis desta citocina com relacdo ao grupo controle, quando
compararam pacientes com diversos graus de NIC, mas ndo encontraram
diferenca estatisticamente significativa quando compararam os diferentes graus
de NIC entre si, concluindo, portanto que os niveis de IL-6 ndo se alteram com a
gravidade da doenca.

Em relacdo ao TGFB1 foram estudados dois polimorfismos, um na posi¢céo
+869 (que representa uma mudanca do aminoacido leucina para prolina no codon
10) e outro na posicédo +915 (que altera o codon 25, substituindo a arginina para
prolina). Uma pessoa sera considerada alta produtora de TGF-31 se o cddon 10

traduzir para o aminoacido leucina e o codon 25 para a arginina. Ao contrario,
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para ser baixa produtora, devera traduzir para prolina em ambos os cddons
(PERREY et al., 1998).

Ha pouca informacao na literatura relacionando esta citocina e as NICs.
Stanczuk et al. (2002) investigaram o polimorfismo dos c6dons 10 e 25 em um
grupo de 93 pacientes com CC, comparando-as com 79 controles saudaveis em
uma populacdo africana, e n&o encontraram diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias dos polimorfismos. Baritaki et al. (2007)
investigaram a expressdao de genes relacionados a neo-angiogénese em
amostras de esfregacos cervicais, entre eles o TGFB1, durante a converséo
maligna em células da cérvix uterina. Os autores encontraram associa¢ao entre o
aumento da expressdo de RNA-m de TGFB1 e a progresséo de LSIL a HSIL e
sugeriram que esta citocina poderia ser considerada um biomarcador da
transformacdo maligna cervical. Alcocer-Gonzalez et al. (2006) investigaram o
padrdo da expressdao de citocinas em bibpsias de pacientes com CC e
encontraram alta expressdao de RNA-m de TGFB1 em tumores cervicais.

Resultado contraditério foi obtido por HAZELBAG et al. (2004) que
estudaram a expressdo de RNA-m de TGF-B1 através de hibridizac&o in situ, em
uma amostra de 108 blocos de parafina de pacientes com CC e ndo encontraram
associacao do nivel alto desta citocina com um pior progndstico das pacientes.

Com relacéo ao TNF, sabe-se que ele é um dos principais mediadores da
inflamacé&o na pele e mucosas e seria a primeira barreira encontrada pelos virus
epiteliotropicos.

A transcricdo de TNF é altamente influenciada pelo polimorfismo -308G/A.
Na regido promotora do gene TNF, foram descritas em populacdes européias, na
posicdo -308, substituicdes de guanina (alelo TNF-308G ou TNF*1) por adenina
(alelo TNF-308A ou TNF*2). Esse alelo, menos frequente, tem sido associado
com alta producéo da citocina TNF (WILSON et al.,1997; KROEGER et al., 1997).

Resultados controversos também foram obtidos em relacdo ao TNF.
Kirckpatrick et al. (2004) encontraram uma maior freqiéncia do genotipo 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 saudaveis
relataram que a presenca 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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distribuicdo deste polimorfismo em mulheres sul-africanas com CC e néo
observaram associacao entre o polimorfismo TNF (-308 G/A) e o risco de CC.
Contudo, a frequéncia do alelo raro -308A em popula¢des sul africanas € menor
do que aquela encontrada em caucasianos e asiaticos, 0 que poderia justificar a
auséncia de associacdo (GOVAN et al., 2006).

Diversas evidéncias sugerem que 0 mecanismo imune efetor, contra as
células infectadas pelo HPV, pode incluir participacdo direta ou indireta do TNF. A
apoptose e a regressdo espontanea de papilomas correlacionam-se com altos
niveis de expresséao desta citocina (HAGARI et al., 1995).

Segundo Pardo-Govea et al. (2005), a expressao de TNF esta aumentada
nos tecidos patolégicos de pacientes com NIC, versus controles, mas nao se
modifica com a gravidade da doenca.

Quando analisamos o polimorfismo de IFN (+874 T/A) foi observado que
genadtipo IFN (+874A/A) (baixo produtor) é mais frequente no grupo de NIC Il
quando comparado com os controles (Tabela 12). Entre os diferentes estadios
das NICs, o mesmo genaétipo ocorre em maior freqiiéncia no grupo Il comparado
com o grupo NIC Ill. As pacientes portadoras de NIC Il, que constituem a nossa
amostra, sdo aquelas com indica¢do de tratamento cirdrgico, portanto com leséo
persistente ha mais de 12 meses. Este dado pode significar que as pacientes NIC
I, com o genodtipo (AA) para baixa producdo de IFN, apresentam “clearance”
diminuido, corroborando o resultado de Song et al. (2008), que encontraram
associacado entre a alta producdo de IFN-y intralesional e o “clearance” do HR-
HPV, ap6s 12 meses de seguimento.

Com relacdo a secrecdo de IFN, também se observam resultados
contraditorios. Segundo Pardo-Govea et al. (2005), a expressao de citocinas Thl
como IFN-y e IL-2 encontravam-se elevadas em pacientes com lesdo cervical,
guando comparadas aos controles, o que sugere que Th1l seria o tipo de resposta
das células cervicais anormais, em reacdo a presenca do HPV, corroborando o
reportado por Scott et al. (1999). Pardo-Govea et al. (2005) encontraram uma
relacdo direta entre aumento do IFN-y com a gravidade da NIC, devido a uma
resposta das ceélulas a gravidade da lesdo. Pao et al. (1995) mostraram o
contréario, reportando que a reducdo da expresséo de IFN-y poderia influenciar no

processo inflamatério e imunoldgico do cancer.
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Com relacdo ao polimorfismo no gene IL10 (-1082 G/A) (Tabela 14),
encontramos uma frequiéncia maior do genétipo 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 gendtipo GG na infec¢do pelo HPV
e na transformacé&o neoplasica.

De acordo com Turner et al. (1997), o polimorfismo IL10 (-1082 G/A) € um
dos envolvidos na determinacdo da baixa (AA), intermediaria (GA) e alta (GG)
producéo plasmatica da IL-10.

O papel da IL-10 na biologia tumoral permanece nao elucidado. Os
resultados de estudos de associacédo, correlacionando os polimorfismos de IL10 e
0 risco/prognostico do céancer, sdo controversos. Enquanto alguns estudos
apresentam a IL-10 como promotora do cancer, como resultado de seus efeitos
anti-inflamatorios, outros apontam-na como inibitéria ao desenvolvimento tumoral,
como resultado por exemplo de inibicdo de fatores angiogénicos. Deste modo, a
IL-10 parece ter um efeito pleiotropico complexo na imunidade anti-tumoral, sendo
capaz de aumentar ou diminuir a imunogenicidade tumoral o que justifica os
resultados contraditorios obtidos nos estudo descritos a seguir.

Segundo alguns autores, a resposta imune ao HPV teria um padréo
predominantemente imunoinibitério, com secre¢do de niveis elevados de IL-10,
favoravel a transformacdes neoplasicas e permissivo a progressao das lesdes
cervicais para o cancer cervical (BAIS et al, 2005).

Azar et al. (2004) encontraram niveis mais altos de IL-10 em pacientes com
LSIL e hipotetizaram que niveis elevados desta citocina poderiam inibir a resposta
imune em estadios iniciais da doenca. Altos niveis de IL-10 poderiam: a) inibir
citocinas como a IL-2, TNF, IL-4, IL-6, IL-12, envolvidas na imunorregulacdo Th1,
Th2; b) diminuir a expressdo de moléculas MHC de classe | e Il; ou c) induzira
transcricdo 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 niveis da IL-10. Além disso, foi observado que a prevaléncia de
alelos associados a baixa producao (AA) foi menor no grupo de pacientes com
CC quando comparados com mulheres saudaveis.

Mulheres portadoras da infeccdo pelo HPV-16, mesmo apresentando
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padrdo imunogenético para respostas imunoinibitérias reduzidas, ou seja,
portadoras de alelos para baixa producdo da IL-10, apresentavam niveis
intralesionais da IL-10 maiores do que aquelas pacientes que ndo possuiam a
infeccdo pelo HPV, sugerindo que a infeccdo pelo HPV-16 pode influenciar a
resposta imune local, e consequentemente, contribuir para a instalagdo e o
desenvolvimento de lesdes cervicais (FERNANDES et al., 2004).

Porém ha evidéncias de que a IL-10 ndo € sempre imunossupressora e
promotora de evasdo tumoral (MOCELIN et al., 2005). Ao contrario, em alguns
estudos evidencia-se a participagdo da IL-10 no “clearance” viral e ha outros
estudos, como por exemplo, no de Zoodsma et al. (2005), que ndo observaram
diferenca na frequéncia do polimorfismo de IL10 -1082, quando investigaram 1006
mulheres com NIC IlI, NIC IIl e carcinoma de colo uterino, comparando-as com
controles saudaveis.

Shrestha et al. (2007), estudando um grupo de adolescentes afro-
americanas infectadas pelo HIV, verificaram que o haplétipo GCC do IL10,
associado a producédo de altos niveis de IL-10 em individuos imunocompetentes,
estava associado com um “clearance” reduzido de HR-HPV, evidenciando a
importancia desta citocina na eliminacéo viral.

Além disso, a IL-10 mostrou ter atividade anti-angiogénica, que pode
auxiliar a inibir o crescimento tumoral (STEARNS et al., 1999), significando que
em niveis baixos, a IL-10 facilitaria o desenvolvimento tumoral. Os resultados
iniciais de estudos com vacina anti-HPV também indicam um possivel papel da IL-
10 na prevencédo do cancer cervical (PINTO et al., 2005), através da eliminacao
do HPV ou possivelmente do indice 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 lesao cervical e 62 com SIL e compararam com 119
controles HPV negativo. Nao observaram diferencas nas frequiéncias genotipicas
entre os grupos, porém entre as mulheres HPV positivo, que foram re-examinadas
para pesquisa de HPV, apds 12 meses, foi encontrada uma associacdo inversa
entre a presenca de ao menos um alelo G (alta producao) e a persisténcia do HPV,
sugerindo que altos niveis de IL-10 poderiam prevenir o desenvolvimento de

neoplasia cervical, através de seu papel na eliminacéo do HPV.
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Sabe-se que a abordagem clinica e terapéutica destas pacientes é
delineada conforme a classificagédo histolégica da lesdo, e consiste em avaliar a
persisténcia ou progressao de LSIL para HSIL, ou eliminacdo da LSIL, que ocorre
na maioria dos casos, atraves de exames citologicos e histolégicos seriados.
Sabe-se ainda, que as lesdes classificadas como NIC Il podem representar tanto
uma infeccdo aguda pelo HPV que poderd regredir, como um pré-cancer
incipiente com destino a persisténcia e alto risco de invaséo, tratando-se entéo de
uma leséo, onde o nivel de anormalidade n&o € suficiente para prever o risco de
progressdo a NIC lll 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 terapéutica mais precisa. Desta forma, os polimorfismos de IFNG
e de IL10 poderiam ser utilizados como biomarcadores em relacdo a previsao de
“clearance” viral.

Com base no exposto, torna-se clara a complexidade e heterogeneidade
da resposta imune ao HPV e evidencia-se a importancia de estudos longitudinais
para uma melhor correlacdo entre o padréo de citocinas com o subseqlente curso
da infeccao, avaliando-se individualmente o tipo de resposta imune (Th1/Th2), a
capacidade de manutencdo da mesma para a eliminacédo viral e a avaliacdo

concomitante da atividade de mecanismos efetores competentes.
6.2 POLIMORFISMO DO GENE MICA E NIC

Os genes e pseudogenes da familia MIC, descobertos ha pouco mais de
uma década (BAHRAM et al.,, 1994 e LEELAYUWAT et al.,, 1994), juntamente
com os genes de classe | classicos e nao classicos sdo membros de uma
SUPERFAMILIA GENICA que codifica polipeptideos de cadeia alfa similares. As
semelhancas estruturais das moléculas MICA com os antigenos HLA de classe |,
bem como o seu polimorfismo, foram determinantes para que pesquisadores
iniciassem estudos populacionais sobre sua funcéo e diversidade.

As primeiras analises da seqtiéncia nucleotidica do gene MICA, mesmo em
uma amostra restrita, ja revelavam a existéncia de 16 alelos, definidos por 27
posicdes polimérficas, das quais 22 eram ndo-sindnimas (BAHRAM et al., 1994 e

FODIL et al.,, 1996). A diversidade observada no éxon 4 € uma caracteristica
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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 comparacdo das frequéncias alélicas nos permitiu concluir que o
agrupamento alélico MICA*C era mais frequiente na amostra paciente (23,07%)
guando comparado com a amostra controle (12,5%; p=0,02). Por outro lado,
MICA*008 (incluindo todos os individuos que possuem o alelo MICA*00801 ou o
alelo MICA*00804) foi o alelo observado com maior freqiéncia na amostra controle
(30%) e em 19,87% da amostra paciente (p=0,04).

Sao poucos os estudos que relacionam o polimorfismo de MICA e a NIC.
Ghaderi et al. (1999) determinaram a frequéncia do polimorfismo dos alelos
microssatélites de MICA (responsaveis pelo dominio transmembranico) em uma
populacdo da Suécia, e ndo encontraram associacdo dos mesmos com a SIL.
Jumnainsong et al. (2007) determinaram a frequéncia dos alelos do dominio
extracelular de MICA em uma amostra da populacdo tailandesa e ndo observaram
diferencas entre a distribuicdo 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
populacéo de Taiwan.

Dos quatro alelos ja descritos como MICA*008, apenas MICA*00801 e
MICA*00804 foram sequenciados até o presente momento. O alelo MICA*00804
diferencia-se de MICA*00801, apenas pela substituicdo de uma citosina por timina
no nucleotideo 21 do éxon 1 e foi descrito em apenas um individuo caucasoide
oriundo da Inglaterra (STEWART et al., 2004). Optamos por considerar apenas
MICA*008 nas analises dos resultados obtidos, ja que até o momento apenas 0s
alelos MICA*004, MICA*00801, MICA*00804 e MICA*01801 possuem 0 éxon 1
sequenciado (European Bioinformatic Institute, www.ebi.ac.uk/imgt/hla/_. Acesso
em 24/05/08).

O alelo MICA*008 ¢ o alelo mais freguente em varias populacdes 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
frequente entre os individuos da populacdo espanhola saudavel estudada por
Mufoz-Saé (2006), em seu trabalho com doenca de Behget (BD) e MICA.
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Esse alelo também foi o mais freqliente nas duas amostras do estudo de casais
com abortamento recorrente de causa desconhecida, apresentando frequéncia de
24,61% nos controles e 19,29% em pacientes (PINHO-FRANCA, 2008).

A ampla distribuicdo de MICA*008 e sua presenca em diversos haplotipos
podem indicar que este seja um alelo ancestral que apds subsequentes
recombinagbes e mutagcbes de ponto gerou a diversidade alélica atual
(PETERSDORF et al., 1999).

A alta frequéncia do alelo MICA*008, o fato de transcrever para uma molécula
truncada e ainda exibir o codon 129 para valina (menor afinidade com o receptor), nos
permite argumentar sobre uma provavel funcédo inibitéria na forma de molécula
soluvel, bloqueando o sitio ativo do receptor NKG2D. Pode-se considerar também que
apesar da alta frequiéncia de MICA*008, a selecéo esteja atuando a favor da geracao
e manutencao de alelos, cujos produtos ativam o receptor NKG2D, uma vez que a
vigilancia imunologica ficaria favorecida nestas condigbes. Desta forma, a
heterozigose de MICA*008 com outros alelos MICA promoveria a regulagdo da
ativacao e inibicido da atividade citotoxica das células que expressam o receptor
NKG2D.

A ambiguidade MICA*C, que foi o agrupamento alélico/alelo encontrado em
maior frequéncia no grupo de pacientes e o terceiro na amostra controle, coloca a
possibilidade dos individuos que a apresentam possuirem os alelos MICA*00201
ou MICA*020. O alelo MICA*020 é extremamente raro, apresentando freqiiéncia
nula em populagdes euro-brasileira, nigeriana e indigena sul-americana (ZHANG
et al.,, 2002; TIAN et al., 2003; RIBAS, 2007) e também nao 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 individuos tailandeses
(ROMPHRUK et al.,, 2001). Ja4 o alelo MICA*00201 foi um dos alelos mais
freqientemente 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
frequente no estudo de Mufioz-Saa (2006) (14,24%) e também foi o alelo mais

frequente nas tribos indigenas sul-americanas Toba, Wichi e Terena (34,6%,



88

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 populacdes brasileira, euro-brasileira e euro-americana € possivel
inferir que os individuos das amostras Paciente e Controle com essa ambiguidade
sejam positivos para o alelo MICA*00201 e negativos para o alelo MICA*020.

As moléculas de MICA sédo expressas em varias células tumorais epiteliais
e sdo reconhecidas por células NK e Tys (GROH et al., 1999), sugerindo que
essas moléculas possuem um importante papel na imunidade anti-tumoral (AIDA
et al., 2002).

A acdo das células NK é regulada por uma rede extensa de receptores
ativadores e inibidores. Os imunorreceptores ativadores, atraves da interagcdo com
seus ligantes, transduzem sinais ativadores, através de proteinas adaptadoras
(como CD3¢, FceRly e DAP12), que resultam na destruicdo de células anormais
(infectadas, estressadas etc.). JA os receptores inibidores ligam-se a moléculas
MHC de classe | e moléculas relacionadas, mantendo a vigilancia das células
presentes no organismo, desencadeando a destruicdo das células anormais na
auséncia dos sinais inibidores (DOSIOU; GIUDICE, 2006). As células NK tém
habilidade de lisar células alvo sem a necessidade de sensibilizacdo prévia ou
sem restricbes a antigenos HLA (DOSIOU; GIUDICE, 2006).

A variacao alélica do gene MICA pode influenciar a ligacao desses ligantes
ao receptor NKG2D das células NK, podendo afetar o transplante de érgaos e/ ou
a imunopatogénese de doencas (GAO et al., 2006).

O polimorfismo do gene MICA ao longo dos éxons 2, 3 e 4 exibe uma
grande quantidade de substituicbes ndo sindbnimas, das quais muitas resultam em
mudancas de aminoacidos ndo conservativas. Acredita-se que as diferencas nas
sequéncias dos alelos MICA possam influenciar a interacdo destas moléculas
com o receptor NKG2D.

A investigacdo do polimorfismo no cdédon 129 (éxon 3) indicou que o0s
alelos codificando para metionina (ATG) nesta posi¢cdo possuem uma capacidade
consideravelmente maior de ligarem-se ao receptor NKG2D, do que alelos que
codificam para valina (GGT) nesta mesma posicao (STEINLE et al., 2001). Os
alelos MICA*00201 e MICA*020, envolvidos nessa ambiguidade, apresentam o

aminoacido metionina 129.
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As localizagbes das substituicbes ao longo da sequéncia dos éxons 2-4 do
gene MICA levantam a questdo de como o polimorfismo estaria relacionado com a
funcéo biolégica e imune das moléculas MICA e quais forcas seletivas poderiam
atuar na geracéo da diversidade destas moléculas (PETERSDORF et al., 1999). A
expressao de MICA é hiper-regulada por muitas linhagens de células tumorais e
tumores primarios de origem epitelial (GROH et al.,, 1999). Essa hiper-regulacéo
parece ser resultado da ativacdo de elementos de transcricdo presentes nos
promotores dos genes HSP (Heat Shock Proteins; Proteinas de Choque Térmico),
um evento que é acompanhado pela transformacgéo. Alguns estudos mostraram que
a imunidade mediada por MIC-NKG2D nao ocorre em pacientes com canceres
progressivos de mama, intestino, ovario ou célon (GROH et al., 2002,
DOUBROVINA et al., 2003). Na maioria dos casos, tumores malignos liberam MIC e
subsequentemente induzem a hipo-regulacdo da expressao de NKG2D de superficie
em células NK e/ou CTLs. Essa deficiéncia na funcéo da célula efetora mediada por
NKG2D tem sido proposta como um dos mecanismos pelos quais as células
tumorais podem escapar da vigilancia imune de células NK e CTL (GROH et al.,
2002; DOUBROVINA et al.,, 2003). A expressdo de moléculas MICA pode ser
induzida em cultura de fibroblastos infectados com citomegalovirus (CMV), e sua
ligacdo com o receptor NKG2D aumenta significativamente a resposta de células T

+
CD8 e de células NK anti-CMV. Estas observacoes, juntamente com o aparente

papel desempenhado na atividade anti-tumoral ao estimular células T CD8+
especificas contra antigenos tumorais, apéiam o modelo de que o sistema MICA-
NKG2D exerce uma funcéo biologica na defesa contra agentes infecciosos e em
condicdes 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 expressao do receptor NKG2D e comprometimento funcional.
Este comprometimento da fungéo efetora destas células pode ser decorrente da acéo
inibitéria de moléculas MICA e MICB solaveis derivadas de tumores (GROH et al.,
2002). A baixa expressao de NKG2D na superficie de células com atividade citotoxica
foi correlacionada com a incidéncia e progressdo de carcinogénese cutanea,
enfatizando a importancia deste receptor e consequientemente de seus ligantes como

marcadores da resisténcia de tumores (OPPENHEIM et al., 2005).
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Moléculas MICA expressas na superficie celular parecem ativar células NK
e promover a atividade citotoxica das mesmas, por outro lado estas moléculas na
forma soluvel podem bloquear a ativacdo do receptor NKG2D inibindo a
citotoxicidade inerente das células NK. Esta ultima situacéo pode ser deletéria nos
processos anti-tumorais ou até mesmo em situagdes de infec¢do viral. Mesmo as
moléculas ancoradas na superficie celular exibem variabilidade em sua estrutura
e/ou posicionamento na membrana, como comentado anteriormente, e desta
forma provavelmente ndo interagem com a mesma intensidade com o receptor,
ou seja, o polimorfismo funcional parece trazer consequéncias para o sistema de
defesa imunoldgico do organismo.

Portanto, o presente trabalho parece ser o primeiro a descrever associacdes
entre o polimorfismo de MICA e a NIC e uma amostra da populacao brasileira, muito
embora ndo se compreenda, exatamente, a participacdo do mesmo na
imunomodulagdo e/ou suas consequiéncias biologicas. H&a evidéncias de que
alteracbes na expressdo das moléculas MICA soluveis e/ou de superficie celular
talvez resultem em uma ativacéo ou inibicdo exacerbada das células NK, levando a

progressao das NICs.
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7 CONCLUSOES

= O gendtipo IFN (+874A/A) foi observado em maior frequéncia no grupo
de pacientes NIC Il quando comparado com o0s controles. Entre os
diferentes estadios das NICs, 0 mesmo gendtipo ocorre em maior
frequéncia no grupo Il comparado com o grupo NIC Ill. Este dado pode
significar que as pacientes NIC Il, com gendtipo para baixa producédo de

IFN, apresentam “clearance” viral diminuido.

= O gendtipo IL10 (-1082G/G), determinante do fenotipo alto produtor, foi
encontrado em maior freqiiéncia no grupo controle do que em pacientes
com NIC, evidenciando, portanto, um efeito protetor do mesmo,
sugerindo que altos niveis de IL-10 podem prevenir o desenvolvimento
de lesbes intraepiteliais cervicais, através do seu papel na eliminagéo
viral (“clearance”) ou que niveis baixos de IL-10 desencadeiem uma falha
na inibicdo da angiogénese em tecidos neoplasicos, facilitando desta

forma o desenvolvimento de lesfes intraepiteliais cervicais.

= O agrupamento alélico mais frequentemente encontrado na amostra
paciente foi MICA*C (23,07%) e na amostra controle foi o alelo
MICA*008 (30%)

* Foi encontrada uma associagdo positiva entre o agrupamento alélico
MICA *C e uma associacao negativa entre o alelo MICA *008 e o grupo

de pacientes com NIC.
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ANEXOS



P& HOSPITAL DE CLINICAS
"™ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 02 de maio de 2005.

limo (a) Sr. (a)
Maria da Graga Bicalho
Nesta

Prezada Pesquisadora:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
“POLIMORFISMOS GENETICOS DE GENES DE CITOCINAS E CARCINOMAS DE COLO
UTERINO ASSOCIADO A INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO", foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reuniao
realizada no dia 26 de abril de 2005. O referido projeto atende aos aspectos das
Resolugbes CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Satide.

CAAE: 0033.0.208.000-05
Protocolo CEP: 1008.047/2005-04

Conforme a Resolucdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagoes
relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 02 de novembro de 2005.

Atenciosamente,

Yo"~

Flavio de Queiroz Telles Filho
Vice Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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’ iy,

ERASTO GAERTNER

HOSPITAL ERASTO GAEATNER
INSTITUTO DE BICENGENHARIA
INSTITUTO DE RERBILITAGAD
CENTRO DE PROJETOS DE ENSIND E PESQUISA
B & EM I NI N &

Comunicado de Aprovagdo de Projeto

Curitiba, 29 de setembro de 2006.

A Pesquisadora
Maria da Graga Bicalho

Prezado Pesquisador,

Comunicamos que seu projeto de Pesquisa de n® 1411: “Polimorfismo Genético, Dosagem
Plasmitica de Citocinas e Displasias Cervicais Associadas ao HPV” foi aprovado pclo
CEPEP no dia 29/09/2006 e pode ser iniciado de imediato. Ressaltamos que seja citado o
nome do Hospital Erasto Gaertner como participante do desenvolvimento do projeto.

Atenciosamente,

Relatério Parcial Previsto
para:

Marco/ 2007

Andressa ¢ Miranda
CEPEP - Pesguisa
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LIGH- LABORATORIO DE IMUNOGENETICA E HISTOCOMPATIBILIDADE
DEPARTAMENTO DE GENETICA- UFPR
PROJETO: POLIMORFISMOS DE GENES DE CITOCINAS E DISPLASIAS
CERVICAIS ASSOCIADAS A INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO.
ANAMNESE

( ) PACIENTE ( ) CONTROLE

DIAGNOSTICO CITOLOGICO/ ANATOMO-PATOLOGICO

( )NICT

()NICII

( )NIC Il

1} IDENTIFICACAO n® LIGH:

Nome (iniciais):

Data nasc.: Idade: Grupo Etnico:

Estado civil:

Escolaridade:

2) Historia pregressa:

Doengas agudas: ( )NAO  ( )SIM = QUAIS?

Doengas cronicas: ( YNAO  ( )SIM  QUAIS ?

Doengas auto-imunes: ( ) NAO  ( )SIM  QUAIS?

Uso de medicagdes: ( )NAO  ( )SIM  QUAIS ?

3) Antecedentes Ginecologicos
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Inicio Atividade sexual:
{ ) <14 anos ( ) 14-19 anos ( )>19 anos
Numero de parceiros sexuais:

()1 ()2 (=3

Uso de método anticoncepcional oral:
a) nunca
b) as vezes

¢) regularmente (pelo menos 3 meses consecutivos)

Uso de preservativo masculino:
a) nunca
b) as vezes

¢) regularmente (pelo menos 3 meses consecutivos)

Historia de DST:

Chlamidia, gonorréia, sifilis, trichomonas, gardnerella ou outras?

Quantos Exames de Papanicolaou ja realizou?
( ) Nunca tinha realizado

()1

()2

( ) 3 ou mais

4) Tabagismo

( YNAO ( ) Nunca fumou

( ) Parou de fumar ( ) Fumou por .........cc.... { YParouhh.cioionsis
()SIM Hé quanto tempo?.............. Quantidade cigarros /d



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé esta sendo convidado a participar

como paciente ( )

como controle ( ) de um estudc genético intitulado “POLIMORFISMOS
GENETICOS DE GENES DE CITOCINAS E CARCINOMA DE COLO
UTERINO ASSOCIADO A INFECGCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO". E
através das pesquisas, inclusive basica, que ocorrem os avancos na Medicina,
e sua participagao € de fundamental importancia.

b) Este trabalho tem como objetivo pesquisar as possiveis diferencas no
sistema de defesa do organismo que levariam a maioria das mulheres a
eliminar o HPV (papilomavirus humano), que é um virus transmitido através de
relacoes sexuais desprotegidas, e que em algumas mulheres persiste por mais
tempo, podendo levar a alteragées no exame preventivo e até ao cancer de
colo uterino. A participag@o de controles (individuos saudaveis, sem infecgao
por HPV) neste caso & de fundamental importdncia, pois através das
comparagbes entre pessoas saudaveis e portadoras da infécgéo por HPV
poderemos chegar a conclusoes importantes, que podem ser Uteis no
desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico, vacinas ou até
medicamentos.

c) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario apenas que vocé forneca
uma amostra de sangue (10 ml) coletada de uma veia periférica, com seringas
e agulhas esterilizadas, de onde o DNA (material genético) sera extraido.

d) O unico inconveniente que vocé podera experimentar é a dor pela picada na
hora da coleta de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a
ocorrer, € que nao causam dano a pacientes ou controles.

e) Nao ha riscos para vocé.

f) Para tanto vocé devera comparecer ao LIGH-Laboratério de Imunogenética e
Histocompatibilidade do Departamento de Genética da Universidade Federal
do Parana, ou no Hospital de Clinicas-UFPR, para a coleta do sangue.

g) Neste estudo iremos investigar a presenca de associagdo entre os
polimorfismos dos genes de citocinas: IL6, TNF, IL10, TGFB1 e IFNG e os

niveis sericos das citocinas relacionadas a estes genes, e sua influéncia na
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infecgio por HPV, bem como sua progress&o para displasias e carcinoma

cervicais.

h) Esta garantido que vocé tera todas as informagdes que vocé queira, antes,

durante e depois da pesquisa, inclusive acesso aos resuitados, se for de sua

vontade. . - ,

i} A sua paricipacdo neste estudo é voluntaria. Vocd tem a liberdade de

recusar participar da pesquisa.

i) As informagdes relacionadas & pesquisa poderdo ser inspecionadas apenas

pelos pesquisadores que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no

entanto, se gualguer informacao for divulgada em relatério ou publicagéo ou

por qualquer meio, istc sera feito de forma codificada, para que a

confidencialidade/sigilo seja mantida. Ndo sera permitido o acesso de terceiras

(Seguradoras, empregadBres, supervisores hierarquicos, etc.) aos resultados.

1} Todas as despesas necessarias para a realizacéo da pesquisa {exames) ndo

s&0 de responsabilidade dos pacientes ou controles.

m) Pela sua participago na pesquisa, vocé ndo recebera qualquer valor e

dinheiro. ’

n} Quandg os resultados forem divulgados, N&o aparecera seu nome & sim um

codigo, para sua protegdo quanto a ‘qualquer tipo de discriminagic e/ou

estigmatizagdo, individual ou coletiva.

o} As pesquisadoras responsaveis pelo projeto sao: Prof.? Dr.* Maria da Graga
Bicaiho - fone: 3361-1729 {(Laboratéric), cel.: 9973-5855 e Dr.? Renate von

Linsingen - 9936-9093.

Eu, - s i o texto acima e

compreendi a natureza e objetivo da pesquisa para a qual fui convidado a
participar. A explicagio que recebi menciona o fato relacionado & coleta de
sangue e seus inconvenientes. Eu entendi que sou livre para interromper ou
n&o participar da pesquisa.

Eu concordo voluntariamente em participar desta pesquisa.

-

Assinatura do paciente/controle Data Pesquisador
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