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Rocha, N.P. Identificagcdo do polimorfismo no receptor para TNF-a (TNFR1
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RESUMO

A infeccao pelo HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento do
carcinoma cervical. Contudo, a maioria das mulheres permanece
assintomatica, desenvolvendo lesdes intraepiteliais de baixo e alto grau.
Estudos demonstram que polimorfismos nas regides promotoras de genes de
citocinas estdo associados com a gravidade de muitas doengas infecciosas.
Dentre estas, podemos citar a citocina pro-inflamatéria TNF-o, onde suas
atividades celulares sédo mediadas pela interagdo entre a citocina e seus
receptores (TNFR1 e R2). Assim, tivemos como objetivo neste estudo,
identificar polimorfismos dos receptores de TNF-a e associar ao aparecimento
e progressao da lesdo cervical, além de avaliar a expressao da proteina
TNFR1 em lesoes cervicais. As técnicas de PCR e RFLP foram realizadas para
identificar o polimorfismo de base unica (SNP) do gene TNFR1 na posi¢cao
+36A/G. Para a expressao da proteina foi realizada a imunohistoquimica em
fragmentos de tecido parafinado provenientes de lesdes cervicais e
histerectomias (controle). Foram incluidas 365 mulheres neste estudo, sendo
183 pacientes e 182 controles. O gendtipo AA TNFR1+36A/G foi associado
com a protecao ao desenvolvimento de lesdes de baixo grau (p=0,03) Para a
analise da expressdao de TNFR1, foram selecionadas 46 mulheres (17
controles, 15 HSIL e 14 LSIL). Foi observado um aumento na expressao deste
receptor em células inflamatérias no corion de mulheres portadores de HSIL
quando comparadas com o grupo controle (p=0,001). Ao associarmos o0s
gendtipos com a expressdo da proteina, foi observado que portadoras de
TNFR1+36AA nao apresentam alteragdes na expressdao TNFR1 independente
do grau de lesdo cervical. Assim, a presengca de TNFR1 pode estar sendo
modulada negativamente pela infeccado por HPV e este marcador pode ser

utilizado como indicador para a progresséao de lesdes pré-malignas cervicais.

Palavras-chave: NIC, TNFR1, polimorfismo, ativagao celular
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ABSTRACT

HPV infection is the main risk factor for development of cervical carcinoma. However,
most women remain asymptomatic, developing high grade and low intraepithelial
lesions. Studies demonstrated that polymorphisms in promoter regions of cytokines
genes are associated with the severity of many infectious diseases. Among these, we
mention the proinflammatory cytokine TNF-a, where their cellular activities are
mediated by cytokine and their receptors (TNFR1 and R2) interaction. Thus, in this
study, we have the aim to identify TNF-a receptors polymorphisms and associate with
the onset and progression of cervical lesions, and to evaluate the TNFR1 expression in
cervical lesions. PCR and RFLP techniques were performed to identify the single base
polymorphism (SNP) TNFR1 gene at position +36 A/G. For protein expression, it was
performed immunohistochemistry on paraffin tissue fragments from cervical lesions
and hysterectomies (control). Three hundred and sixty five women were included, 183
patients and 182 controls. The AA genotype TNFR1 +36 A /G was associated with
protection from developing low-grade lesions (p = 0.03) for the analysis of TNFR1
expression, we selected 46 women (17 controls, 15 HSIL and 14 LSIL). It was
observed an increase in the receptor expression on inflammatory cells from corion of
HSIL women when compared with the control group (p = 0.001). By associating
genotypes with expression of the protein, it was observed that carriers of TNFR1 +36
AA did not show changes in the TNFR1expression, independent cervical lesion degree.
Thus, the TNFR1 presence may be negatively being modulated by HPV infection and

this marker can be used as an indicator of premalignant cervical lesions progression.

Keywords: CIN, TNFR1, polimorphism, cellular activation
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1 INTRODUGAO

1.1 O VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV)
1.1.1 Aspectos Gerais

O HPV €é um virus nao-envelopado, pertencente a familia
Papilomaviridae, formado por um capsideo icosaédrico consistindo de 72
capsébmeros, com DNA de dupla-fita, circular e com aproximadamente 8 mil
pares de bases. O genoma do HPV é dividido em duas regides, uma
reguladora (LCR - Long Control Region) e a outra codificadora (ORF - Open
Reading Frames). A regidao reguladora € caracterizada pela origem de
replicagdo das particulas virais e pela transcricdo. Ja a regido codificadora é
ainda dividida em outras duas regides, a precoce, conhecida como regido E (do
inglés, early) e a tardia, conhecida como regido L (do inglés, late) (revisto por
Rosa et. al., 2009). A regido E contém cerca de seis genes, E1, E2, E4, E5, E6
e E7, que estdo envolvidos na replicacdo do DNA viral, transcricdo e
transformacgédo da célula. A regido L contém dois genes, os quais codificam
proteinas do capsideo viral, a L1 e a L2 (Faridi et al, 2011). Na década de 70, o
HPV foi associado ao desenvolvimento de tumores cervicais e a partir dai
renovou-se o interesse pelo HPV, devido a evidéncias de uma provavel relacao
deste virus com o céncer genital feminino, em especial do colo uterino (Meisels
et al.1977), sendo conhecido atualmente como a principal causa de cancer na
cérvice uterina.

O HPV possui tropismo pelo tecido epitelial, mas os diferentes tipos do
HPV infectam regides especificas. Alguns sdo mais prevalentes em lesdes
cutaneas enquanto outros sao mais prevalentes em mucosas, especificamente
do trato genital (Bosch et al, 2008). Atualmente s&o conhecidos mais de 100
genotipos diferentes de HPV, onde 40 afetam o epitélio escamoso do trato
anogenital e 15 s&o considerados oncogénicos e estdo envolvidos no
desenvolvimento do cancer cervical (de Villiers et al, 2004; Castellsagué et al,

2008). Além disso, estes virus s&o classificados de acordo com seu potencial
1



oncogénico em duas categorias: baixo risco, sendo os subtipos HPV6 e 11 os
mais comuns, causando verrugas genitais/condilomas sem tendéncias de
evolugdo para lesdes malignas (Stanley et.al., 2007); e alto risco onde
encontramos os subtipos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59
afetando o trato anogenital. Os subtipos HPV16 e 18 sdo os mais associados
com o desenvolvimento do céancer, a partir da transformacdo das células
normais em células oncogénicas sendo responsaveis por mais de 90% dos
canceres cervicais (IARC, 2007; Boccardo et al, 2010).

Infecgbes subclinicas causadas pelo HPV, na grande maioria, se curam
espontaneamente sem desenvolver sintomas, podendo o virus ser erradicado
ou diminuido a um nivel indetectavel. O aparecimento de evidéncias clinicas é
consequéncia do desenvolvimento de lesdes de baixo ou alto grau, podendo se
tornar uma infecgao persistente com subtipos de HPV de alto risco (Carter et al,
2011). As lesdes cervicais causadas pelo HPV sédo conhecidas como Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) e sdo consequéncia da persisténcia viral no
hospedeiro. Essas lesbes podem ser classificadas em diferentes niveis: NIC 1
(sendo também caracterizadas como Lesdes Intraepiteliais Escamosas de
Baixo Grau - LSIL), NIC 2/NIC 3 (também caracterizadas como Lesdes
Intraepiteliais Escamosas de Alto Grau — HSIL) e cancer invasivo, com alta
expressao das oncoproteinas E6 e E7 (von Knebel Doeberitz, 2002) (Figura 1).
A progressao de uma lesdo de NIC 1 para uma NIC 2/3, e para cancer pode
ocorrer em dois anos ou até mesmo levar décadas (Curado et al, 2007).



i R4

sl DNA

NIC 1 NIC 2 NIC 3 CacCx

LEIL HSIL Cancer cervical

Figura 1. Desenho esquematico exemplificando os tipos de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) em grau
1, 2 e 3 e cancer cervical (CaCx). A lesdo de NIC1 é denominada lesdo escamosa de baixo grau (LSIL) e
as lesdes de NIC 2 e 3 sdo denominadas lesGes escamosas de alto grau. As setas vernelhas, verdes e
azuis, indicam, respectivamente, a expressao das proteinas E7, E4 e DNA viral do HPV na carcinogénese
(adaptado de Doobar, 2006).

1.1.2 Ciclo replicativo do HPV e Infecgao

O HPV replica-se exclusivamente nas células epiteliais e € fortemente
associado ao programa de diferenciacao celular. Ele infecta os queratindcitos
da camada mais basal do epitélio por serem células indiferenciadas e
possuirem alta atividade mitotica. O HPV replica seu material genético durante
o processo de diferenciacdo dos queratindcitos, liberando as particulas virais
no momento da escamacado (Figura 2). O ciclo celular pode durar até trés
semanas, pois este € o periodo para a completa diferenciacdo do queratinécito
e sua escamacao (Stanley, 2008).

A infecgcdo ocorre quando o virus penetra, através de microtraumas, na
camada mais basal do epitélio escamoso estratificado, onde se encontram os
queratindcitos. A entrada dos virions € realizada por endocitose através da
interagdo com sulfato de heparina e moléculas de clatrina ou caveolina da
superficie celular do hospedeiro (Bousarghin et al, 2003; Doorbar, 2006)
Contudo, a montagem e a maturagao dos virions ocorrem em camadas mais
superficiais do epitélio (Stanley, 2009).

Uma vez no interior dos queratinoécitos, as proteinas do capsideo viral se
desintegram e entdo o material genético do virus fica retido em episomas, no

interior do nucleo, o que € caracterizado pelo baixo numero de copias virais
3



(Schiller et al, 2010). A sintese de proteinas virais ocorre nos queratinocitos
das camadas supra-basais, enquanto que a formagao dos virions ocorre nas
camadas mais superficiais, portanto, somente esses tipos celulares sao

capazes de sustentar a replicagdo do episoma viral (Bhat et al, 2010).

Liberagdo da particula viral

Expressdo dos genes tardios
|
Amplificacdo do genoma viral

Expressdo dos genes precoces
) ‘ E1,E2, E6 e E7

Epitélio Epitélio
Normal Infectado pelo HPV

Figura 2. Modelo esquematico da infecgao por HPV (Moody & Laimins, 2010)

Para a replicagédo do genoma viral é necessaria uma proteina iniciadora,
a E1, que interage com diversos fatores de replicagcdo do hospedeiro, e uma
proteina viral multifuncional, a E2, cuja expressdo esta associada com a
regulagao da expresséo de E6 e E7 (Hebner e Laimins, 2006). A transformacao
maligna dos queratindcitos envolve a integracdo do genoma do HPV no
genoma da célula hospedeira. Quando ocorre essa integracéo, a proteina E2 é
rompida causando a interrupcdo da sintese de proteinas Vvirais.
Consequentemente, os gen’es que codificam E6 e E7 deixam de ser inibidos
pela E2 e passam a ser expressos em maior quantidade, aumentando a
concentragdo de proteinas E6 e E7 no citoplasma e no nucleo. A expresséo
dessas impede o término da diferenciacdo dos queratinécitos infectados,
mantendo a célula em um estado proliferativo necessaria para a sintese de
DNA, dessa maneira, contribuindo com o processo de imortalizagdo celular.
Originalmente, a E2 n&o possui atividade transformante, porém é fundamental
na imortalizagdo de queratindcitos infectados com HPVs de alto risco (Franco
et al, 2002; Camara et al, 2003 apud Mansur, 2001). Finalmente, ocorre o



empacotamento do genoma viral e a formagdo das particulas virais (virions)
através da acao das proteinas L1 e L2 do capsideo viral e liberadas por meio
da descamagao natural dos queratinécitos (Doorbar, 2006).

Algumas oncoproteinas do HPV de alto risco sdo capazes de reativar a
sintese de DNA em células fora do ciclo celular, retardar a diferenciagao e inibir
a apoptose, favorecendo assim a replicacdo do virus. Estudos indicam que as
oncoproteinas E6 e E7 do HPV de alto risco possuem importante papel neste
processo, por serem produzidas na fase inicial da infec¢ao (Stanley, 2008).

Durante o ciclo celular, a célula sofre algumas interrup¢cdes em
momentos especificos (G0/G1, G1/S e G2/Mitose) para verificacdo de
possiveis mutacbes no DNA e seu reparo, quando necessario. A proteina
supressora de tumor p53 esta intimamente envolvida neste processo,
transcrevendo genes de reparo e checando se ha algum dano no DNA. Em
células que ndo se encontram em divisdo, a p53 € mantida em um estado
estacionario. Alguns fatores como lesdo no DNA e expressdo de oncogenes
levam a desregulacéo da proliferacdo induzindo a acumulagédo de p53 (May &
May, 1999), o que pode resultar em uma ativagdo de vias moleculares que
conduzem a parada do ciclo celular, apoptose ou senescéncia (Bernard et al,
2011).

Alguns oncovirus possuem como estratégia a degradagao da p53 (Soria
et al, 2010), como por exemplo a oncoproteina E6 de HPV de alto risco, que se
liga e inibe a p53 através de complexo E6-AP (Gagnon et al, 2009), possuindo,
assim, efeito anti-apoptoético. Uma vez a p53 inativada por essa oncoproteina,
nao ha mais o reparo de células alteradas/danificadas durante o ciclo celular, e
assim, a célula permanece no ciclo, passando os danos as células-filhas
colaborando com a transformagdo maligna e desenvolvimento de cancer (zur
Hausen, 2000). Além de inibir a apoptose via p53, a E6 pode se ligar a regido
terminal do receptor de TNF (TNF-R1), inibindo a ligagdo com TNF-a e a
formagédo do complexo funcional de sinalizagdo para morte celular, resultando,
entdo, em um bloqueio de sinais apoptéticos em queratindcitos infectados,
facilitando a replicagdo viral e formacdo de lesbes associadas a
oncogenicidade do HPV (Eck et al, 1989). A oncoproteina E7 tem como
primeiro alvo a proteina supressora de tumor, chamada retinoblastoma (pRb),
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que possui um importante papel no ciclo celular, pois se une ao fator de
transcricdo E2F, impedindo assim a replicagdo do DNA celular continuamente.
A E7 inibe a pRb, e com isso, ha a liberagdo do E2F, ocasionando entédo a
replicacdo celular. De fato, tanto a p53 como a pRb sao proteinas supressores
de tumor, e sua desestabilizagdo através de degradagéo ou inativagdo, levam a
uma instabilidade genética favorecendo o aumento exacerbado do numero de

células e inibicdo da apoptose (Carter et al, 2011).

1.1.3 Epidemiologia

Atualmente, a infeccdo pelo HPV €& uma das principais doencas
sexualmente transmissiveis (DST), envolvendo tanto a populagdo feminina
como também a masculina no mundo todo, embora a prevaléncia seja maior
em mulheres jovens e sexualmente ativas, onde a infec¢do do HPV & muito
frequente, porém, assintomatica, latente e subclinica. O HPV é encontrado
facilmente em verrugas e displasias anogenitais, sendo na maioria dos casos
sob a forma subclinica. S&o categorizados como “baixo risco” e “alto risco” de
acordo com seu potencial de causar lesbes benignas, pré-cancerosas ou
cancerosas (zur Hause, 1996). Apos a primeira relagdo sexual, o risco
cumulativo de aquisicdo e desenvolvimento de uma infecgdo causada por HPV
em trés anos € de 45%. Um declinio na prevaléncia de infeccdo por HPV
ocorre apos os 30 anos de idade, para cerca de 5% (Grunbaum et al, 2003;
Eaton et al, 2004; Brener et al, 2004). De acordo com o Ministério da Saude
(2011), no Brasil, ha 137 mil novos casos por ano, e segundo estudos, cerca de
50 a 75% das mulheres sexualmente ativas terdo contato com o HPV, em
algum momento (Sociedade Brasileira de Infectologia, 2011). Nos Estados
Unidos estima-se que cerca de 6,2 milhdes de pessoas sao infectadas
anualmente pelo virus (Wheeler, 2008).

Em infecgbes por HPV de alto risco, principalmente causado pelo
HPV16, a resolucdo da infeccdo leva em média de 8 a 16 meses. Em
contraste, em infecgbes por HPV de baixo risco, o tempo médio € de 4 a 8
meses (Trottier & Franco, 2006). Sendo assim pode-se afirmar que a maioria
das infecgbes se cura espontaneamente, persistindo apenas em um pequeno
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numero de individuos infectados e podendo levar ao desenvolvimento de
neoplasias.

Em um estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2011) em Goiania,
foi observado uma prevaléncia de 86% de infecgdo por HPV em esfregagos
cervicais anormais. De 76 lesdes de NIC2/3, o HPV16 foi observado em 40
casos (52%), sendo ainda o mais prevalente em carcinoma invasivo (88,8%).
Infecgbes unicas e de multiplos tipos envolvendo o HPV16 foram associadas
com o diagnostico de NIC2. Outro estudo, realizado por Roteli-Martins e
colaboradores (2011), buscou avaliar a prevaléncia de HPV em 3204 mulheres
saudaveis no Brasil, Canada e Estados Unidos. Pelo menos um tipo de HPV foi
detectado em 26,6% das mulheres. A prevaléncia de tipos oncogénicos foi de
21,7% (25% no Brasil, 16,9% no Canada e 19,1% nos Estados Unidos). A
prevaléncia de infeccbes pelos HPV16 e 18 foi de 24,8%. Esses dados
corroboram com os achados de Queiroz e colaboradores (2005), que avaliaram
a prevaléncia da presenga do HPV em pacientes com lesdes pré-malignas e
malignas na Bahia onde foi observado que o subtipo HPV16 era o mais
frequente (30%), seguido dos subtipos HPV52, HPV58, HPV53, HPV33,
HPV51 e HPV54.

Segundo Boccardo e colaboradores (2010), em paises desenvolvidos,
cerca de 20% dos canceres em mulheres, é consequéncia de infec¢des, onde
uma proporcao consideravel destes esta associada ao HPV.

1.1.4 Cancer Cervical e Fatores de Risco

O céancer cervical é a segunda maior causa de morte entre mulheres em
todo mundo, ficando atras apenas do cancer de mama. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), é diagnosticado cerca de 500 mil novos
casos de cancer cervical por ano, e desses, 250 mil resulta em morte (Faridi et
al, 2011). No Brasil, ele ocupa o 4° lugar entre os canceres que mais matam
mulheres.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer/Ministério da Saude, para
o ano de 2012 no Brasil, estima-se 17.540 novos casos de cancer de colo de
utero (17/100 mil mulheres). A incidéncia de cancer cervical em paises menos

7



desenvolvidos é duas vezes maior que em paises mais desenvolvidos,
podendo este fato estar relacionado com a falta ou auséncia de programas de
rastreamento desse cancer nesses paises. O cancer cervical infecta mais
comumente mulheres na faixa etaria entre 20 e 29 anos podendo atingir a faixa
de 50 e 60 anos. O teste de Papanicolau € o mais conhecido entre as
estratégias para rastrear e controlar o cancer cervical.

O HPV é detectado em 99,7% dos casos de cancer de colo uterino.
Adicionalmente, também pode ser identificado em grande proporgdo em cancer
anal, sendo o HPV 16 o maior responsavel pela maioria dos casos (Frisch et al,
1999). Dentre outros caénceres que podem ser causados por HPV estdo o
cancer vulvovaginal, de pénis e o cancer de cabega e pescoco.

As lesdes cervicais (NIC) causadas pelo HPV, podem em sua maioria
regredir espontaneamente. Para que ocorra o processo de transformacéo
maligna dessas lesbes, existem varios fatores envolvidos: fatores virais (tipos
especificos, co-infeccdo com outros tipos de HPV, carga viral e integragéo
viral), fatores comportamentais (uso de tabaco e contraceptivos orais) e fatores
do hospedeiro (hormbnios enddgenos, fatores genéticos e relacionados a
resposta imune).

Para que ocorra o desenvolvimento do cancer cervical, € necessario,
porém nao suficiente, que haja uma infecgcdo persistente por um subtipo de
HPV de alto risco/oncogénico (Carter et al, 2011). Essa relagéo das infecgbes
por HPV com a oncogénese €, de acordo com a literatura, uma consequéncia
indireta da manutencédo de células infectadas em um estado proliferativo. A
integracdo do genoma viral ao DNA do hospedeiro aumenta a instabilidade
gendmica e a aquisi¢gao de mudangas genéticas e epigenéticas. O tempo dessa
integragao viral esta associado ao desenvolvimento de neoplasias de alto grau
com a participacao das oncoproteinas E6 e E7.

Além dos fatores virais envolvidos na carcinogénese, ha descricao de
que fatores do hospedeiro, como polimorfismos em alguns genes, como por
exemplo, Bax, Bcl2, p53, TNF e TNFR1 e TNFR2, que podem estar envolvidos
no desenvolvimento de carcinoma cervical, assim como falhas da resposta
imune. E descrito que o HPV possui diversas estratégias que o permite escapar
de vigilancia do sistema imune do hospedeiro, topico que sera abordado
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posteriormente. Adicionalmente, fatores epigenéticos como habito de fumar,
uso de contraceptivos orais por tempo prolongado e outros horménios sexuais,
numero de parceiros e inicio precoce da vida sexual estao fortemente ligados a
€sSse processo.

O consumo de tabaco é um dos principais co-fatores ambientais para a
progressdo da infeccdo, uma vez que suprime o sistema imune e afeta o
metabolismo dos horménios femininos. Quando inalada nicotina, a mesma é
convertida em cotinina, a qual é depositada na cérvice, e afeta a apresentacao
de antigeno pelas células de Langerhans, retardando a eliminagdo do virus
pelo sistema imune (Carter et al, 2011). De acordo com Fonseca-Moutinho
(2011) em um estudo de meta-analise, o habito de fumar ndo esta relacionado
com a aquisi¢ado da infecgdo, mas sim com a progressao para uma lesdo grave
ou cancer e com a resolugao das lesdes cervicais. Foi visto neste estudo que a
regressdo de lesdes LSIL (Low Squamous Intraephitelial Lesions/leséo
intraepitelial escamosa de baixo grau) dentro de dois anos é significativamente
menor em fumantes do que em pessoas que nunca fumaram.

O muco cervical de fumantes também contém grandes quantidades de
componentes do cigarro e seus metabdlitos (Fonseca-Moutinho 2011 apud
Melikian et al, 1999). Neste mesmo trabalho de meta-analise de Fonseca-
Mountinho (2011) foi destacado que o processo de carcinogénese também
pode ser associado a um sistema imune sistémico e periférico com funcao
desregulada, com producdo alterada de citocinas pr6é e anti-inflamatorias,
elevado numero de linfécitos T citotdxicos associado a suas atividades
diminuidas, decréscimo no numero de linféticos TCD4 e NK, e baixos niveis de
imunoglobulinas.

Hormonios endogenos e exogenos também exercem um papel na
carcinogénese. O uso prolongado de contraceptivos orais (CO) é dito aumentar
o risco de desenvolvimento de cancer cervical. Em um estudo conduzido na
Tailandia, foi comparado o risco de desenvolver cancer cervical em um grupo
de mulheres que nunca fizeram uso de contraceptivo oral e outro grupo de
mulheres que usavam com frequéncia. Esse ultimo apresentou um aumento no
risco, porém, sem significancia estatistica. Contudo, quando comparados o
tempo de uso dentro do grupo de mulheres que faziam uso do CO, foi
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observado um odds ratio maior em mulheres que fizeram uso por mais de trés
anos (Vanakankovit & Taneepanichskul, 2008). Esse aumento tem sido
associado ao horménio feminino estrogénio juntamente com a alta paridade
devido a repetidas exposi¢cdes a niveis elevados desse horménio durante a
gravidez. Um estudo com camundongos transgénicos para as oncoproteinas
E6 e E7 do HPV mostrou uma contribuigio do estrogénio para
desenvolvimento e persisténcia do cancer cervical (Brake & Lambert, 2005).
Alguns estudos sugerem que o estrogénio e seus genes responsivos podem
ser fatores de risco ndo apenas na iniciagdo, mas também no desenvolvimento
do cancer cervical em conjunto com as oncoproteinas E6 e E7. Mulheres com
co-infeccdo pelo HIV também possuem um risco consideravelmente
aumentado para transformagdo maligna das lesbes cervicais e
desenvolvimento de cancer, uma vez que o HIV debilita o sistema imune do

hospedeiro pela queda de linfocitos TCD4+.

1.2RESPOSTA IMUNE AO HPV

1.2.1 Evasao Imune

O HPV possui mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico. A
replicagcdo e a produgdo de novas particulas virais ocorrem em células ja
destinadas a descamacéao, consequentemente ndo ocorrendo a formagcao de
um ambiente pré-inflamatdrio e sem sinais de perigos que alertem o sistema
imune. Oncoproteinas provenientes de subtipos de alto risco de HPV,
principalmente HPV16 e 18, podem estar associadas a esses mecanismos de
evasdo. Foi descrito na literatura que as oncoproteinas E6 e E7 podem inibir o
efeito imunoregulatério do IFN-y reduzindo a expressdo desta citocina e
interferindo nas suas vias de sinalizagdo. A EG6 interage com o fator regulatorio
de interferon-3 (IRF-3) e inibe sua habilidade de ativagdo transcricional e,
portanto, bloqueia a expressao de IFN-B, enquanto que a E7 inibe IRF-1 e a
formagéo do ISGF-3 (Ronco et al., 1998; Barnard et al., 2000). Além disso, foi

também descrito que a E5 interfere com a apresentacdo de antigeno mediada
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por MHC de classe | através da desregulagdo da acidificagdo endossdmica e
desregulagédo do trafico dessa molécula, prevenindo o reconhecimento imune
(Ashrafi et al., 2005).

Algumas evidéncias sugerem que essas oncoproteinas também inibem a
expressao de moléculas de sinalizacdo capazes de reconhecer o HPV. Os
PAMPS - do inglés Pathogen-associated molecular pattern (Padrées
Moleculares Associados a Patdgenos) -, sdo moléculas que reconhecem
componentes bacterianos e virais e iniciam uma resposta inflamatéria o qual
dirigem a mecanismos efetores adaptativos ou inatos para eliminar a infecgéo.
Essas moléculas incluem os receptores tipo Toll (TLR — Toll-Like Receptors)
(Bhat et al., 2010). Ha mais de 13 tipos descritos, contudo, foi visto que a
transcricdo do gene TLR-9 em células epiteliais primarias in vitro possuem sua
regulacao diminuida pela E6 e E7 do HPV16 (Khunamornpong et al., 2009).

A maioria das infec¢gées por HPV e grande proporgdo das lesdes
neoplasicas causadas por este virus sdo eliminadas por uma resposta imune
efetiva em um curto periodo de tempo. Entretanto, além dos mecanismos de
evasao do sistema imune exercido pelo HPV, falhas na eliminagdo de células
infectadas podem levar a persisténcia da infec¢do, o que tem sido ligado a um
processo de inflamacdo cronica e, portanto, aumentando o risco de

desenvolvimento de neoplasias e cancer cervical.

1.2.2 Resposta Imune inata na infecgao por HPV

De maneira geral, a resposta imune inata age como primeira linha de
defesa, detectando o patogeno e eliminando-o (em até 90%) do organismo sem
formar uma memoria imunolégica especifica. Contudo, a resposta imune inata
ativa uma resposta imune adaptativa capaz de gerar respostas efetoras letais e
células de memorias. A resposta humoral mediada por anticorpos elimina
particulas virais livres do fluido corporal e previne uma reinfecgéo (Stanley.,
2009).
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A resposta imune inata a infecgdes € caracterizada por uma infiltragao
de células inflamatorias e secrecao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias
no local da infecgdo (Bhat et al., 2010), porém, como a infecgao pelo HPV é
nao-litica, em infecgbes persistentes, o epitélio cervical € caracterizado por
infiltrados modestos de macrofagos e linfocitos, embora um aumento seja
evidenciado durante a progressdo de uma lesao persistente para um céncer
invasivo (Davidson et al., 1997).

Os TLR’s, como ja mencionado anteriormente, podem reconhecer o
DNA do HPV de alto risco, principalmente o TLR-9. Em um epitélio cervical
normal, a expressdo de TLR-9 é baixa, porém, um aumento dessa expressao
pode ser verificado em epitélios infectados por HPV em progressao para um
cancer cervical, sugerindo um importante papel para o TLR-9 na progressao da
neoplasia cervical, podendo ser utilizado também como marcador de
transformagdo maligna das células do epitélio escamoso cervical, como
descrito por Lee e colaboradores (2007). Em contraste, um estudo recente
realizado por Daud e equipe (2011) buscou comparar a expressao de TLR em
amostras cervicais exibindo uma depuragao da infec¢gdo por HPV16 durante
acompanhamento, e em amostras cervicais com infecgdo persistente. Os
autores encontraram um aumento na expressdao de TLR (entre os mais
encontrados, o TLR-9) nas amostras exibindo depuragdo da infec¢ado e perda
desse aumento em amostras com infecgdo persistente, sugerindo que o
aumento da expressdo de TLR é necessario para a depuracédo da infecgao e
uma resposta imune inata bem sucedida. Esses dados sugerem que a
expressao de TLR esta mais associada a doenga cervical inflamatéria do que
com a infecgdo por HPV, sugerindo que a infecgdo por HPV de um tecido ja
inflamado esta associado com o aumento no risco de persisténcia enquanto
que o desenvolvimento da inflamagdo durante a infeccdo é util para a
depuragédo da infecgéo (Bhat et al., 2010).

As células Natural Killer (NK) sao importantes componentes da resposta
imune inata contra infecgdes virais. Elas podem ser encontradas tanto no
sangue periférico como também em tecidos, inclusive na cérvice uterina
(Renoux et al.,, 2011 apud King er al., 1996). Possuem grande atividade
citotoxica através da liberagao de granulos de perforina e granzima.
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E descrito na literatura que a citocina IL-18 induz a producéo de IFN-a
estimulando a atividade litica de células NK. Um estudo investigou se as
oncoproteinas E6 e E7 do HPV16 poderiam afetar essa indugao e estimulacao
em células mononucleares de sangue periférico (do inglés, Peripheral blood
mononuclear cell - PBMC) de pacientes com neoplasia HPV16+. Os autores
viram que PBMCs dessas pacientes possuiam reduzida atividade de NK contra
queratinécitos infectados (Lee et al., 2001). Em contrapartida, um estudo
recente realizado por Renoux e colaboradores (2011), no qual investigaram o
papel da NK na resposta imune contra infecgdes por HPV e canceres
relacionados, mostraram pela primeira vez que células NK interagem com HPV
e podem participar da resposta imune nessas infecgdes. De maneira mais
detalhada, foi demonstrado que as células NK estdo relacionadas com a alta
taxa de regressédo espontanea de lesdes pré-neoplasicas HPV+ e podem ser
ativadas pela proteina L1 de particulas virais, destruindo células infectadas por
HPV. Além disso, podem ajudar na resposta imune adaptativa através da
secregao de citocinas.

Alguns produtos de genes virais podem interferir na imunidade inata
durante uma infecgdo promovendo a expressdo de algumas proteinas
mediadoras de inflamagdo (Bhat et al., 2010). O regulador de diferenciagéo
celular, o NFKkB, é super regulado em células epiteliais de cancer cervical pelas
oncoproteinas E6 e E7, induzindo o reconhecimento de células cancerigenas
cervicais pelas NK, ajudando na protegcédo contra o cancer cervical (Textor et
al., 2010).

1.2.3 HPV e Inflamagao

ApOs a resposta imune inata ser iniciada por uma injuria tecidual, stress

ou morte celular, os quais ativam sensores, como receptores tipo Toll (TLR) e
os inflamasomas, inicia-se um processo inflamatorio. Nesse processo, efetores
imunes inatos e celulares sdo recrutados e entdo, células parenquimais e
fagdcitos sdo ativados para secretar citocinas e outras moléculas que atraem
outros efetores citotdxicos ao local inflamatério. As células dendriticas, que sao
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células apresentadoras de antigenos profissionais localizadas na periferia, s&o
ativadas e dao inicio a uma resposta imune adaptativa através da
apresentacao de antigeno a células T néive, nos linfonodos (Stanley, 2009).

Infecgbes por HPV implicam na produgdo de diversas citocinas proé-
inflamatorias por queratinécitos e demais componentes da resposta imune
inata e adaptativa, como macréfagos, células NK e linfocitos. A importéncia
dessa resposta para a infeccao é observado pela secrecédo de citocinas como
TNF-a, IL-1, IFN-a e IFN-B, que inibem a transcricdo de oncogenes do HPV in
vitro e inibem também o crescimento de linhagens celulares contendo o
genoma viral (Boccardo et al., 2010).

A resposta inflamatodria pode contribuir para uma progressao de lesdes
associadas ao HPV pela inducdo de danos ao DNA em tecidos infectados.
Locais inflamatérios e infecciosos possuem alto nivel de producdo de oOxido
nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROI), produzidas por células
inflamatdrias, os quais podem modificar as bases de DNA causando quebra de
cadeias duplas e unicas (Ohsima et al., 2003). Em células normais, alto nivel
de danos por radicais livres podem ser genotoxicos levando a morte celular
através da apoptose ou necrose (Marnett et al., 2003). Essa acumulagéo de
lesGes mutagénicas no DNA tem sido observada em lesdes cervicais de alto
grau (Hiraku et al., 2007). De acordo com Wei e colaboradores (2009), em um
estudo utilizando doadores de 6xido nitrico (dietilenotriamina/oxido nitrico —
DETA/NO) para modelos de exposicdo ao NO no epitélio cervical, foi
observado um aumento na transcricdo dos genes E6 e E7 do HPV, mas né&o
uma replicagdo viral, em uma via dependente de doses de NO. A super
regulagdo de EG6 relacionada a produgdo de NO resultou na diminuigdo dos
niveis de p53 e sua atividade, além da diminuicdo de pRb pela inducdo da
transcricdio de E7. Com a perda da atividade da p53, foi observada,
consequentemente, quebras da dupla-fita do DNA nessas células infectadas
por HPV. Esses resultados sugerem que doses fisiologicas de NO podem
promover a progressao maligna de células HPV+. Contudo, outro estudo
mostrou uma diminuigdo da oxido nitrico sintase induzida (iNOS) ou NOS2
conforme a lesdo cervical progrediu de baixo para alto grau. Essa baixa
expressdo de iINOS pode modificar a fungdo de macrogafos infiltrantes de
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tumor para uma fenétipo maligno, promovendo a progressao do tumor ao inves
de uma resposta anti-tumoral (Mazibrada et al., 2008). Embora alguns estudos
demonstrem uma associacdo da producdo do NO e o desenvolvimento de
cancer cervical causado por HPV, o efeito direto do NO na replicagédo do HPV
ainda nao foi descrito.

Evidéncias também sugerem uma queda no numero de células de
Langerhans, uma sub-populagdo de células apresentadoras de antigeno, em
lesbes associadas ao HPV, estando associada a baixa regulagdo na expresséo
de E-caderina em queratinocitos mediada por E6 (Matthews et al., 2003; Leong
et al., 2010).

A infec¢ao por HPV pode exercer efeitos diretos na expressao de genes
pro-inflamatérios, contribuindo para uma supressédo da resposta imune contra

células infectadas, favorecendo a persisténcia viral (Boccardo et al., 2010).

1.2.4 Imunidade Adaptativa na infec¢ao pelo HPV

Uma resposta mediada por célula T antigeno-especifica ajuda na
depuracado de uma infecgao através da liberagao de citocinas pro-inflamatérias
e quimiocinas, que reforcam a imunidade inata, e também através da liberacéo
de moléculas citotéxicas e pro-apoptéticas que matam células infectadas
(Frazer, 2009).

A importancia do sistema imune adaptativo na protecdo contra lesdes
induzidas por HPV é notada através do aumento da incidéncia de infecgdes
persistentes e posterior malignidade em individuos imunossuprimidos e atravées
da observacdo de que somente uma pequena fragdo de individuos
imunocompetentes desenvolve lesdes intraepitelais escamosas ou cancer
(Arends et al., 1997; zur Hausen, 2002).

Evidéncias indicam que a infeccéo pelo HPV invoca uma resposta imune
celular e que a regresséo de infecgdes causadas por HPV sdo consequéncia
dessa resposta. A regressdo de verrugas genitais e cutaneas, assim como
displasias, € marcada por um infiltrado de linfécitos T e macrofagos. No
sangue, uma resposta TCD4" contra oncoproteinas E2, E6 e E7 esta associada
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com infec¢cado por HPV16 e 18 em doengas precoce e em regressado, € menos
associada em doencgas persistentes (Bhat et al., 2010 apud Coleman et al.,
1994). Em contrapartida, em individuos imunossuprimidos, como no caso de
individuos HIV-positivos, ha uma alta prevaléncia de lesdes induzidas pelo HPV
e estes possuem um risco maior de desenvolver tumores (Palefsky et al.,
2003), uma vez que o HIV leva a perda gradativa das células TCD4",
comprometendo o sistema imune do paciente. Portanto, o aumento na
incidéncia e na progressédo da infecgdo pelo HPV em imunossuprimidos
demonstra o importante papel das células TCD4" no controle e/ou resolugdo
das infecgbdes causadas pelo HPV (Stetson et al., 2002; Ahaich-Grant et al.,
2004; Fakhry et al., 2006). O fato de haver uma elevada incidéncia de
infecgdes persistentes pelo HPV e displasias em individuos imunossuprimidos,
serve como prova de que o sistema imune adaptativo € de grande importéncia
na protecdo contra lesdes induzidas pelo HPV.

Nos casos das lesbes verrucosas genitais, essas regridem
espontaneamente e apresentam infiltrado de células TCD8" citotoxicas, TCD4"
e macréfagos (Coleman et al., 1994). Da mesma forma, Kobayashi e
colaboradores (2004) demonstraram que lesdes cervicais pré-cancerigenas
(NIC2/3) associadas ao HPV possuem uma resposta imune na mucosa
caracterizada por infiltrados de células imunes tanto da resposta inata
(macrofagos, células NK e neutrdfilos), quanto da resposta adaptativa (TCD4",
TCD8" e células B). Nesse estudo, os autores observaram que neutrofilos
estavam restritos ao estroma e macrofagos e NK foram vistos tanto no estroma
quanto no epitélio. Esse conjunto de células estava significativamente
aumentado em NIC2/3 quando comparados a cérvice normal. Ja os linfocitos
TCD4", TCD8" e B foram significativamente aumentados no estroma, porém,
apenas os linfécitos TCD4+ foram aumentados no epitélio dessas lesdes,
quando comparados a cérvice normal. Em contrapartida, segundo um trabalho
de revisdo de Jayshree e colaboradores (2009), o estroma é caracterizado por
um infiltrado predominante de linfécitos TCD4+, e o epitélio, por um infiltrado de
linfocitos TCD8+. Contudo, essas ultimas células s&o consideradas anérgicas,
contribuindo assim para a persisténcia e progressao de lesbes causadas por
HPV.

16



Uma resposta imune TCD4" para as oncoproteinas E2, E6 e E7, do
HPV16 e 18 € mais vista no inicio e na regressao da doenga, e menos em sua
persisténcia (Bhat et al., 2010). Respostas TCD8" para epitopos de E7 foram
encontradas em pacientes com cancer cervical, embora, essa seja incapaz de
eliminar a doenga (Oerke et al., 2005). Foi visto também que em lesdes de
NIC1 a taxa de células TCD4*/TCD8" foi alta quando comparada com NIC3 e
carcinoma. Ja em lesdes em regressdo, houve um predominio de células
TCD8", fortemente positivas para granzimas (Monnier-Benoit et al., 2006). Em
contraste, um estudo longitudinal observou a ocorréncia de infiltrado similar em
lesdes de NIC de baixo e alto grau, porém, essa densidade aumenta de acordo
com o avango da doencga, com células TCD4"/FoxP3" vistas em grande numero
estando associado com a persisténcia do HPV e aumento do grau da displasia
cervical (Jaafar et al., 2009; Ovestad et al., 2010).

Tanto os linfécitos TCD4" como os TCD8*, estdo envolvidos em
respostas a infec¢gées pelo HPV. O estudo de Nakagawa e colaboradores
(2000) encontrou uma perda de resposta citotoxica para E6 (mas n&o para E7)
em infecgdes persistentes por HPV16, concluindo que uma resposta baseada
na citotoxidade a oncoproteina E6 do HPV 16 € importante para o eliminacao
viral e progressao da neoplasia.

Em culturas de PBMC de individuos saudaveis, podem ser detectadas
respostas TCD4" do tipo Th1 e Th2 especificas para E2 e E6 do HPV16 e
respostas citotoxicas especificas para E6 e E7 do HPV16 (de Jong et al.,
2004). Contudo, essas células TCD4" e TCD8" podem migrar para o epitélio
nesses mesmos individuos saudaveis (van der Hende et al., 2008). Ao
contrario, pacientes com lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) ou
cancer, revelaram que a ocorréncia de cancer induzida pelo HPV, geralmente
esta intimamente associada com a falha ao montar uma resposta citotoxica e
Th1 fortes especificas para HPV16, indicada por uma perda de migracao de
células TCD8" e o influxo de células T regulatérias dentro da les&o.

Em um outro estudo longitudinal feito por Woo e colaboradores (2010)
em mulheres com lesdes cervicais, os autores observaram que a resposta das
células TCD4" contra a oncoproteina E2 era eficiente em neoplasias em
regressdo, 0 que nao era visto nas lesées em progressao para NIC2/3. Essas
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observagdes reforcam mais uma vez a importancia das populagdes de células
TCD4" especificas para E2 em um controle imune efetivo nas infecgdes por
HPV16 (Stanley, 2009).

De maneira geral, esses estudos mostram que uma resposta de células
T efetoras contra antigenos virais E2, E6 e E7 do HPV16 bem conduzida, leva

a uma defesa bem sucedida contra infec¢des por HPV16.

1.2.5 Perfil de Citocinas na infecgao por HPV

Citocinas sdo proteinas secretadas por diversos tipos celulares, como
macrofagos, outros leucocitos e células NK e produzidas durante a fase de
ativacdo e fase efetora da imunidade e que participam da mediacédo e
regulagdo da resposta imune e inflamatéria. Podem agir de forma autécrina,
paracrina e endocrina.

As células TCD4" sdo subdivididas em duas populagbes efetoras de
acordo com o perfil de citocinas que produzem em Th1 e Th2. A populagdo Th1
produz interleucina (IL)-2, IFN-y, TNF-a, TNF-B, IL-3, IL-12 entre outras, e estdo
relacionadas a imunidade celular. Ja a populagcéo Th2, produz IL-4, IL-5, IL-13,
IL-10 entre outras e estas possuem uma associagao com a resposta humoral e
alérgica (Guimaraes et al., 2011).

Diversas citocinas estdo envolvidas na mediagcdo da inflamacdo da
mucosa e pele. Em infecgbes virais, os queratindcitos desempenham papel
fundamental na produgdo de citocinas, que, no entanto, possuem efeitos
diversos dependendo da via de secrecdo. Quando produzidas de forma
autocrina ajudam na proliferagéo e diferenciagao celular, e quando produzidas
de forma paracrina influenciam outros tipos celulares e induzem a migragéo
celular para o local da inflamagdo (Grone, 2002). As principais citocinas
produzidas nesse processo sdo a IL-10, o fator de crescimento tumoral-beta
(TGF-B), o IFN-y e 0 TNF-a.

Individuos imunocompetentes que possuem uma infecgao persistente
por HPV, apresentam uma falha na resposta imune contra esse virus, e essa

falha tem sido atribuida também devido a alteragdo na producéo de citocinas
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presentes no local da lesdo, com aumento na producao de IL-10 e diminuicao
de citocinas pro-inflamatorias, como, por exemplo, o IFN-y. (El-Sherif et al.,
2001).

A IL-10 possui efeito pleiotropico tanto na imuno-regulagdo como na
inflamacao, tendo efeitos tanto na promogéo do tumor quanto na inibigao; além
de diminuir a regulagdo da expressao de citocinas Th1, antigenos de MHC de
classe Il e moléculas estimulatorias em macrogafos (Bhat et al., 2010; Barbisan
et al., 2012). Tanto a IL-10 como o TGF-B sdo capazes de contribuir para um
ambiente imunossupressivo em uma infecgao persistente por HPV, de maneira
que, sua inducao é considerada um mecanismo pelo qual células infectadas
pelo HPV podem evitar a eliminag&o pelo sistema imune (Bhat et al., 2010).

Uma associacao entre producado de IL-10 em nivel de proteina e RNAmM
e a progressdo de um cancer cervical tem sido confirmado pela literatura.
Alguns estudos apontam um aumento significante de IL-10 na camada sub-
epitelial de lesdes NIC 2 e 3 (El-Sherif et al., 2001); outros demonstram um
duplo papel dessa citocina no aumento da patogénese viral e na supressao da
resposta imune ao observarem um aumento na regulagcdo da expressao do
RNA mensageiro da oncoproteina E7 em células de carcinoma in vitro (Arany
et al., 2002).

O TGF-p é uma proteina pleiotropica que atua como um fator
antiproliferativo de células epiteliais normais e nos estagios iniciais da
oncogénese; além disso, esta envolvida na regulagdo do crescimento celular,
proliferacdo, diferenciagédo, progressao do tumor e angiogénese (Spellberg &
Edward, 2001).Foi visto que algumas oncoproteinas do HPV16 conseguem
inibir a expressao da isoforma TGF-32, porém, a isoforma TGF-31 promove a
instabilidade cromossémica em células expressando E6 e E7 (Deng et al,
2008).

Outra citocina de importante papel na infeccdo por HPV é o TNF-q,
atuando como mediador da inflamagcdo na pele e mucosas. Essa citocina
possui acdo citostastica em queratindcitos, ativando fatores de transcricao
como o NF-kB e diminuindo a regulagdo de proteinas mitéticas. Existem
diversos relatos do envolvimento do TNF na resposta imune ao HPV e em sua

historia natural (Revisto por Boccardo et al, 2010). Em nossos estudos prévios
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(Nicol et al., 2005), identificamos a presenga abundante de células produtoras
de TNF-a na cérvice uterina durante a infeccdo pelo HPV, distribuidas
preferencialmente no estroma, com morfologia caracteristica de macréfagos. A
correlagdo entre essa citocina e a infeccdo por HPV sera abordada
detalhadamente em tépicos posteriores.

Estudos sugerem que uma infecgdo por HPV desencadeia uma resposta
Th1, e conforme a lesdo progride ocorre uma mudanga no padréo de citocina
Th1 para Th2 (Kanodia et al., 2007). Foi demonstrado por Tsukui e
colaboradores (1996) que linfécitos do sangue periférico produzem IL-2 em
resposta a peptideos do HPV16, em mulheres com LSIL e cancer cervical, e
em mulheres com citologia normal, porém, com historia de infecgdo por HPV. A
perda dessa resposta Th1 foi relacionada a persisténcia da infecgdo e no
desenvolvimento de neoplasia relacionada ao HPV. Um recente estudo
objetivou determinar o envolvimento de citocinas (IL-2, -4, -10, -12, TNF-a, IFN-
v, TGF-B1 e TGF-B2) em pacientes com varios graus de lesdo causadas por
HPV, onde demonstraram significantes redu¢cées de RNAm para IL-2, IL-12 e
TNF-a e um significante aumento de RNAm para TGF-3 durante a progressao
da lesdo. Esse aumento em conjunto com a expressdo de IL-4 (Th2),
caracterizou um perfil Treg (de Peghini et al., 2012). De acordo com outros
estudos, na transicdo de uma infecgdo causada por HPV para um cancer
invasivo, foi observada uma mudanca na distribuigao (in situ) das Tregs de uma
predominancia intraepitelial para o estroma, demonstrando uma relevancia
para a historia natural da infec¢gdo por HPV, uma vez que as Tregs podem estar
exercendo uma forma predominante de imunotolerancia em muitos tipos
celulares, como as células NK e TCD8. (Nakamura et al., 2007, Adurthi et al.,
2008).

Bidpsias de tecido cervical apresentaram niveis de RNAm de IFN-y
diminuido em mulheres com lesao intraepitelial escamosa (LIS) ou céancer
cervical quando comparadas com tecidos cervicais normais de mulheres
negativas para os tipos HPV16 e 18 (Pao et al., 1995). Um grupo, ao avaliar a
producdo de citocinas estimuladas por antigenos/mitégenos, encontrou
mudancgas no perfil de citocinas Th1 para Th2 em PBMC de mulheres com LIS
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onde a infecgdo se estendeu além da cérvice para outros locais do trato genital
baixo (Clereci et al., 1997).

Com relacédo a co-infeccéo por HIV, a mudanca de um perfil Th1 para
Th2 foi descrita em mulheres ou com citologia cervical anormal ou com LSIL
comparadas com controles saudaveis. Essa mudanca ocorre em mulheres com
e sem infeccdo por HIV, porém, a diminuicdo de células Th1 do sangue
periférico € maior em mulheres co-infectadas (Lee et al., 1999).

Em concordéancia com o ja exposto acima, Jong e co-autores (2002)
observaram a presencga de células TCD4" de memoria especificas para E2 e
E6 do HPV16 em fracbes de sangue periférico na maioria das mulheres
saudaveis participantes, e essas, por sua vez, produziam IFN-y, sugerindo um
perfil Th1. Porém, ndo puderam afirmar se essa resposta especifica nessa
populagdo era de apenas citocinas de origem Th1 ou se outros perfis celulares
também estavam presentes.

Esses estudos sugerem que a infeccdo por HPV induz um perfil de
resposta Th1 e, portanto, a mudanga para um perfil Th2 esta associada com o
desenvolvimento de lesdes (de alto grau e cancer) cervicais associadas ao HPV.
Com isso, podemos afirmar que o desequilibrio de produgdo de citocinas pode
ser o fator chave para a progressdo do tumor, uma vez que contribui para a

evasdo das células tumorais da vigilancia imunologica.

1.3 FATOR DE NECROSE TUMORAL — ALFA (TNF-a.)

1.3.1 Aspectos Gerais

O TNF & uma citocina descoberta no final dos anos 70 como um produto
de ativacdo imune que possuia a capacidade de suprimir a proliferagcdo de
células tumorais e induzia a regresséo de tumores (Green et al., 1982). E uma
proteina que consiste de 157 aminoacidos, sintetizada como uma proteina
transmembrana tipo Il de 26 kDa, a qual € clivada por uma enzima, a TACE

(enzima conversora de TNF), que a converte em 17kDa. O TNF-a é produzido
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por diversos tipos celulares, como: macrofagos, mondcitos, linfocitos,
queratinécitos e fibroblastos em resposta a inflamagéo, injuria e infecgéo.
Desde 1984, diversas pesquisas tém mostrado variados papéis do TNF-a em
diversas condigdes, tais como, na imunidade, inflamacéo, crescimento tumoral,
rejeicdo, artrite reumatodide e choque séptico (Aggarwal, 2003) Esta citocina
exerce seu papel bioldgico através de seus receptores, TNFR1 e TNFR2, que
ativam diferentes vias de sinalizagao regulando a morte celular, sobrevivéncia e
proliferagcao (Wajant et al, 2003).

O TNF-a tem um importante papel na promog¢ao da resposta imune
agindo principalmente na resposta inflamatoria, estando envolvido no
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os locais da infecgdo, uma vez
que, leva as células endoteliais vasculares a expressarem moléculas de
adesao (Wajant & Scheurich, 2011). Além disso, estimula a secreg¢do de
quimiocinas pelas células endoteliais e também por macrofagos, ativando uma
cascata de citocinas com fungdes bioldégicas complementares. Entretanto, o
TNF-a quando produzido em altas quantidades pode prejudicar o controle das
infecgbes, pois entra na corrente sanguinea e age em locais distantes. Nessas
condi¢des, o TNF-a pode agir na indugédo da febre, aumento da sintese de
proteinas séricas nos hepatocitos e levar ao choque séptico (Abbas, 2008).

O TNF-a € importante para a compreensdo da infeccdo e
imunopatologia consequentes de uma resposta imune celular. Uma das
maiores agdes biologicas do TNF-a € sua atuacédo na defesa contra infecgdes
bacterianas (Kassa et al., 2012), virais (Nicol et al., 2005) e parasitarias (Rocha
Rodrigues et al., 2012).

O TNF-a também possui uma importante influéncia no céancer,
possuindo propriedades tumoricidas, como indugao da morte celular em células
cancerigenas, embora possa exercer papel na estimulagdo da proliferagao,
sobrevivéncia, migragdo e angiogénese, através da indugao de IL-8 e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em muitas células cancerosas (Wang
& Lin, 2008).

O papel do TNF-a no cancer ainda € pouco conhecido, porém, ja foi
observado que a expressao de TNF dentro do microambiente tumoral parece
favorecer a invasédo de células tumorais, migracdo e formagdo de metastase.
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Contudo, algumas evidéncias demonstram que o TNF-a promove o
desenvolvimento e disseminagdo do céncer. Experimentos realizados em
camundongos knockout para TNF-a demonstraram que os mesmos foram
resistentes ao desenvolvimento de tumores de pele benignos e malignos,
fornecendo um suporte para o papel do TNF-a na promogéo do tumor (revisto
por Wang et al., 2012). Segundo Mocellin e colaboradores (2008), a modulagéo
de TNF pode ainda contribuir para a regulacdo de células inflamatérias e

desenvolvimento de doengas malignas.

1.3.2 TNF na Inflamagao e Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo geneticamente
programado que resulta na fragmentacdo do DNA e morte celular. E observado
no desenvolvimento embrionario e durante a vida adulta, desempenhando
papel importante em varios processos fisioldgicos, tais como remodelagem dos
tecidos, e execugcdo e manutencao do sistema imune (Grivicich et al., 2007).
Dependendo da origem do estimulo, a apoptose pode ser desencadeada por
uma via intrinseca (envolvendo membros da familia Bcl-2) ou por uma via
extrinseca (interacéo receptor-ligante), e na maioria das vezes €& dependente
de caspases (Herreweghe et al, 2010). Os receptores de TNF desencadeiam a
apoptose pela via extrinseca, através da interagcao intracelular do dominio de
morte (DD) e o TRAF, iniciando uma cascata de sinalizagdo (Locksley et al,
2001), descrita em maiores detalhes posteriormente

O TNF-a é capaz de desencadear dois efeitos opostos, a inducédo da
apoptose e esta envolvido fortemente na resposta inflamatéria. E uma das
primeiras citocinas liberadas apds uma infeccdo, trauma e exposi¢ao ao LPS
derivados de bactérias. O TNF-a é considerado como o principal regulador da
resposta inflamatoria, induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias e
moléculas de adesado no epitélio durante um processo infeccioso (Feldmann et
al,1994; Maini et al, 1995).

Os macrofagos sdao uma das principais células envolvidas na resposta
inflamatoria, fazendo parte da primeira linha de defesa contra patégenos
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invasores. Sao capazes de secretar uma gama de citocinas e quimiocinas
intensificando a resposta inflamatoria (Ross et al, 2002). Dentre essas citocinas
esta o TNF-q, o qual sua producao é induzida através dos receptores Toll-Like,
que juntamente com outros fatores, ativam macrofagos. Contudo, TNF-o e IFN-
vy exercem uma ligagéo cruzada ao nivel de TNFR1 para ativar os macrogafos.
Uma vez ativados, essas células produzem espécies tdxicos de oxigénio e
oxido nitrico (NO), migrando para o local da inflamagcdo e combatendo os
patogenos (Wesemann et al, 2003).

A apoptose de células inflamatérias e, consequentemente, sua
eliminagdo por macréfagos, fendmeno conhecido como eferocitose, é
considerada um mecanismo importante na resolucéo da inflamacéo. Um estudo
demonstrou que o LPS e o TNF-a, poderosos agentes pro-inflamatérios, séo
capazes de inibir a eferocitose de neutrofilos por macréfagos. A inibicdo da
eferocitose por LPS foi positivamente associada com a produg¢ao de TNF-a por
macrofagos. A importancia da produgédo desta citocina nesse processo foi
comprovada ao utilizarem TNFR1 solluvel para reverter a inibicdo da eferocitose
por LPS, uma vez que esse receptor nestas condigbes inibem a atividade de
TNF-a. Neste mesmo estudo, foi observado também que a produgao exogena
de IL-10 reverteu os efeitos inibitérios de LPS na eferocitose através da
supresséo da producdo de TNF-a (Michlewska et al., 2009).

1.3.3 Receptores de TNF e Vias de Sinalizagao

Para que o TNF-a possa exercer suas atividades biologicas em nivel
celular, é necessario que haja uma ligagdo com seus receptores
transmembrana, o TNFR1 e o TNFR2. O TNFR1 (55kDa) € expresso em quase
todos os tipos celulares e possui um efeito pleiotrépico, atuando tanto na
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB como na inducdo da apoptose; e o
TNFR2 (75kDa) é expresso em células hematopoiéticas e sua fun¢do ainda
nao se encontra totalmente estabelecida. Contudo, evidéncias sugerem que
esse receptor atua sinalizando efeitos opostos e compartilhados ao TNFR1,

além de mediar sinais promotores de reparo e angiogénese (Choi et al, 2005;
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Bradley, 2008; Herreweghe et al, 2010). Ambos os dominios extracelulares s&o
compostos de subdominios ricos em cisteina, o qual é uma caracteristica de
membros da familia de receptores de TNF; entretanto, ndo apresentam
homologia em relagdo ao dominio intracelular (Ledgerwood et al, 1999).

O TNFR1 €& conhecido como o principal mediador das vias de
sinalizagdo do TNF-a. Em células em repouso, esse receptor é isolado no
aparato de Golgi de onde é levado para a superficie celular. Acredita-se que
esta organela atua como um reservatério para aumentar a expressdo do
receptor na superficie, facilitando a sensibilizacdo celular para as ag¢des do
TNF-a (Bennett et al, 1998; Wang, 2001; Bradley, 2008;).

O TNFR1 consiste de uma proteina transmembrana tipo | possuindo
uma porgao extracelular, uma porgédo transmembrana e uma intracelular. Sua
porcao intracelular é caracterizada pela presenca de uma regido chamada de
dominio de morte (DD). A sinalizagédo deste receptor pode ocorrer tanto pela
ligac&o da citocina TNF-a ligada a membrana quanto pela forma soluvel, e essa
ligacdo é considerada um mecanismo irreversivel (Tartaglia et al, 1993; Tuma
et al, 1995).

Quando ocorre a ligagdo do TNF-a na porcao extracelular do TNFR1,
um silenciador de dominio de morte (SODD) ¢é liberado da porgao intracelular
(DD) desse receptor e uma proteina adaptadora, TRADD é, entdo, recrutada
para se ligar nesse dominio de morte. TRADD recruta outras proteinas, como o
fator 2 associado ao receptor (TRAF-2), que por sua vez interagem com
inibidores celulares de morte (clAP) e proteinas de interagdo ao receptor (RIP).
Essa sinalizagao faz parte do Complexo 1, o qual resulta em uma cascata de
sinalizagao levando a ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB e JNK.
Ao final deste processo, NF-kB € translocado para o nucleo onde inicia a
transcricdo de genes anti-apoptoticos, como clAP1, clAP2, cFLIP, TRAF1 e
TRAF2. Entretanto, TRADD/RIP podem também interagir com uma proteina de
dominio de morte associado ao Fas (FADD) e com a Caspase-8, onde formam
um complexo citoplasmatico, o Complexo 2, que levam a ativagcdo de uma
cascata de caspases, e consequentemente, a apoptose (Revisto por Naudé et
al, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Vias de sinalizagédo do receptor TNFR-1 (adaptado de Kimberley et al., 2007)

Em células normais, a ativacao da via classica (canonica) de NF-kB leva

a prevencgao da apoptose induzida por TNF; porém, em casos de deficiéncia de
proteinas inibitorias como c-IAP e FLICE, a caspase-8 ¢ ativada pelo Complexo
Il e a célula é levada a morte por apoptose (Liu et al, 1996; Muppid et al, 2004).
O TNFR1 possui importancia na formagdo de granulomas, os quais

retém patdgenos intracelulares, como micobactérias. Em estudos utilizando
camundongos, foi visto que a formagdo desses granulomas é dependente de
TNFR1 (Jacobs et al., 2000). De acordo com Solovic e colaboradores (2010),
evidéncias clinicas mostraram que a contengdo de micobactérias é dependente
de sinais derivados de TNFR1 e pacientes que receberam bloqueadores de
TNF apresentaram reativagao de tuberculosa latente. A importancia do TNFR1
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ja foi investigada também em outras infeccbes bacterianas como,
Corynebacterium parvum, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocolitica e Staphylococcus aureus (Schluter & Deckert, 2000).

Estudos relacionando TNFR1 a infeccdo por HPV demonstram que as
oncoproteinas do HPV de alto risco podem exercer influéncia sobre a apoptose
induzida por TNF-a (Thompson et al., 2001; Tungteakkhun, 2008), como sera
visto posteriormente com mais detalhes.

O TNFR2, diferentemente do TNFR1, ndo possui um dominio de morte e
é ativado apenas pelo TNF-a ligado a membrana, e essa ligacdo possui uma
cinética rapida e algumas vezes ausente. Pouco é conhecido a respeito desse
receptor, e isso de deve, em parte, ao fato de muitos experimentos serem
realizados usando TNF soluvel, o qual ndo ativa TNFR2 (Bluml et al., 2012).
Porém, estudos sugerem que TNFR2 atua como um “ligante de passagem’
para TNFR1 em alguns tipos celulares, aumentando a concentragdo de TNF-a
na superficie de células através de uma ligacao e dissociagdo rapida (Tartaglia
et al, 1993) (Figura 4).

Os dois receptores podem ser clivados na superficie da célula por uma
enzima da familia das metaloproteinases, em resposta a um estimulo
inflamatorio; porém, essa clivagem na porgéo extracelular dos receptores leva
a uma incapacidade de ligagdo do TNF-a, logo, funcionando como um inibidor
endoégeno de TNF-a (Van Zee et al, 1992).

Em contraste com o TNFR1, o TNFR2 € ativado somente pelo TNF-a
associado a membrana. Apos esse estimulo, ocorre a trimerizagdo do TNFR2 e
o recrutamento de TRAF-2 e proteinas associadas, como TRAF-1, c-IAP1 e c-
IAP2. De acordo com Rothe e colaboradores (1995), um TRAF-2 mutante é
capaz de bloquear a ativacao de NF-kB, considerando que a superexpressao
de TRAF-2 leva a ativacédo desse fator de transcricdo, levando a acreditar que
o TRAF-2 possui um importante papel na ativagao do NF-kB mediado por TNF-
a.

A ativacédo de NF-kB por esse receptor € duradoura e pode ser realizada
tanto pela via classica (canbnica) como pela via alternativa (ndo-candnica).

Contudo, estudos mostram que diversas linhagens celulares estimuladas por
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TNF ligado a membrana conduzem a uma via alternativa de NF-kB através da
estimulacéo de TNFR2 (Rauert et al., 2010).

O envolvimento direto do TNFR2 no controle de doencas infecciosas é
raro. Foi visto que camundongos deficientes para TNFR2 apresentaram
inflamacado pulmonar apods serem desafiados com bactérias, enquanto que
camundongos deficientes para TNFR1 desenvolveram a doenga de forma
atenuada (Peschon et al., 1998). Em um modelo de choque séptico
polimicrobiano, foi observado que a delecdo de TNFR1 atenuou a doenca,
enquanto que a delecdo de TNFR2 levou a um aumento dos sintomas e
diminuicdo da sobrevida (Ebach et al., 2005). Isso sugere que ambos os
receptores estdo envolvidos em diferentes situagbes de defesa, sendo o
TNFR1 atuando principalmente em respostas antivirais e bacterianas, e o

TNFR2 em infecgbes virais e sepse (Bluml et al.,2012).
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Figura 4. Vias de sinalizagao dos receptores TNFR2 (Naudé et al, 2011).
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1.3.4 TNF e Carcinogénese

De acordo com dados epidemiolégicos e clinicos, o processo
inflamatdrio crénico esta associado com o desenvolvimento e promog¢ao do
tumor. O TNF-a, por ser uma importante citocina pré-inflamatoria, esta
intimamente ligado a esse processo, pois atua como um promotor de tumor
endogeno, formando uma ponte entre a inflamag&o e a carcinogénese, estando
envolvido na transformagao celular, proliferacdo, sobrevivéncia, invaséo,
angiogénese e metastase (Wang & Lin, 2008).

Foi demonstrado que pacientes com diferentes tipos de cancer possuem
niveis aumentados de TNF-a no soro; e esses niveis foram altamente
expressos em varios tecidos tumorais e pré-neoplasicos (Ahmed et al, 2001;
Szlosarek et al, 2006). Além disso, o TNF-a pode também ser utilizado como
marcador prognostico em pacientes com cancer e indicador de risco e resposta
a terapias, uma vez que, uma diminui¢do significante de TNF foi evidenciado
no cancer de mama e prostata apos o tratamento por quimioterapia (Berberoglu
et al, 2004; Michalaki et al, 2004;).

Concentragdes patofisiologicas de TNF-a enddégeno promovem o
crescimento e a génese do tumor. Por exemplo, a ativagdo de NF-kB possui
um papel chave na promogao do tumor induzida por TNF- a. O NF-kB induzido
por TNF- a inibe a citotoxidade induzida por um carcinégeno, colaborando para
um aumento de células com mutacdes e, portanto, suscetiveis a transformacao
maligna (Yang et al, 2006). O TNF-a, por sua vez, também possui envolvimento
na angiogénese, invasao e metastase de tumores (Wang & Lin, 2008).

1.3.5 TNF-a e HPV

O TNF-a possui um importante papel como mediador da imunidade
antiviral, podendo ser evidenciado através de estudos que mostram que alguns
tratamentos para doengas inflamatérias crénicas, utilizando bloqueadores de
TNF, podem contribuir para o risco ou ativacdo de infecgdes virais (Kim &
Solomon, 2010). A reativagao viral, com aumento do grau da displasia cervical,
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persisténcia da infeccdo por HPV, e céancer cervical, pode ser visto em
pacientes que sofreram transplantes de rim, pulmdo e medula éssea e que
fizeram uso de terapia imunosupressora com bloqueadores de TNF-a (Veroux
et al., 2009).

A resposta inflamatéria € um processo importante na infecgao por HPV
podendo colaborar tanto para o desenvolvimento como para a regressédo das
lesdes, tendo o TNF-a como uma das principais citocinas envolvidas nesse
processo. Contudo, um estudo observou uma diminui¢do dos niveis de TNF-a
no soro de mulheres com carcinoma invasivo em relagdo a mulheres com
neoplasia intraepitelial cervical (NIC), demonstrando uma associagdo entre a
diminuicdo da resposta inflamatéria e a progressédo da lesdo para um céncer
(Lages et al., 2011).

Diversos estudos vém apontando a relacédo do TNF-a na resposta imune
contra células infectadas pelo HPV e doencas associadas (Boccardo et al,
2010). Em queratinécitos humanos normais, o TNF-a possui um efeito
citostatico, através da ativacdo do NF-kB, que por sua vez leva a super-
regulagdo da p21 (inibidor de quinase dependente de ciclina), diminuindo a
regulagado de proteinas mitdticas (Basile et al, 2003). De uma maneira geral,
células mononucleares expressando TNF-a foram associadas a regresséo
espontanea de papilomavirus (Hagari et al, 1995). Porém, resultados
controversos podem ser observados em diversos estudos, como visto por
Boccardo e colaboradores (2010), o qual mostrou que linhagens celulares de
cancer cervical HPV positivas foram resistentes ao efeito anti-proliferativo do
TNF-a. Em contrapartida, alguns estudos observaram que queratinocitos
imortalizados por HPV 16 foram sensiveis aos efeitos do TNF-a, enquanto que,
por HPV 18, se tornaram resistentes. Essa diferenca pode ser explicada pelo
fato do subtipo 18 estar relacionado a grande atividade de transformacéo in
vitro e associado com canceres mais agressivos (Villa et al, 1992). Além disso,
a resposta ao tratamento com TNF-a, pode estar relacionada a diferenca de
perfis de expressao do gene e niveis de ativagdo de NF-kB exibidas por essas
linhagens sob efeito do TNF-a (Termini et al, 2008).

O TNF-a enquanto agente anti-proliferativo, pode ainda ter sua acéo
inibida pelas oncoproteinas do HPV. Ja foi visto que a oncoproteina E6 esta
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relacionada a resisténcia da apoptose mediada por TNF-a. Essa oncoproteina
E6 pode inibir a apoptose através da ligagdo ao TNFR1, ao dominio de morte
associado ao Faz (FADD) e a pro-caspase 8. A E6 ao se ligar ao FADD e a
procaspase 8 medeia a degradacdo de ambos, tornando essas proteinas
incapazes de transmitir sinais apoptéticos (Tungteakkhun, 2008). O mesmo
ocorre quando a mesma se liga a porgéo citoplasmatica do TNFR1, impedindo
que o dominio intracelular desse receptor interaja com o TRADD, bloqueando a
sinalizagcdo para a morte celular, inibindo, assim, a ativacdo da cascata de
caspase (Lagunas-Martinez et al, 2009).

Uma das defesas do organismo em uma infecgao viral é a parada do
ciclo celular. O HPV, contudo, s6 consegue se reproduzir nas células em que a
sintese de DNA esteja ativa, e para isso, ela utiliza mecanismos que
conseguem superar essa defesa, através de suas oncoproteinas, que anulam
as fungdes da pRb e p53, proteinas que regulam o ciclo celular (Basile et al,
2001). A presenca da E7 tem sido associada a resisténcia ao efeito anti-
proliferativo do TNF-a. De acordo com um estudo realizado por Basile e
colaboradores (2001), a E7 atenua a parada do ciclo e a diferenciagédo celular
em queratinécitos humanos, através da ligacdo e estabilizagdo da proteina
p21CP"Wal " anulando sua fungdo durante a diferenciacdo induzida por Ca®".
De acordo com Thompson e colaboradores (2001), foi visto que células
expressando E7 do HPV16 podem conter baixos niveis de TNFR1,
consequentemente resultando em uma diminuicdo da resposta celular ao TNF-
a, e que a E7 do HPV16 é também capaz de inibir a apoptose mediada por
TNF-a em fibroblastos humanos normais. Eles observaram que em células
expressando E7 tratadas com doses de TNF-a (1-30ng/ml) junto com
cicloheximida apresentaram mais que 50% de diminuicdo da tendéncia de
sofrer apoptose em resposta ao TNF-a, quando comparadas com células
infectadas com um controle retrovirus. Em contrapartida, eles observaram que
o TNFR1 permaneceu funcional nessas células expressando E7 do HPV16,
apos avaliarem a ativacdo de JNK e p38 (quinases implicadas na citotoxidade
mediada por TNF-a) induzidas por TNF-a nesses fibroblastos, as quais a E7
nao obteve influéncia sobre a ativacdo dessas quinases. Também nao foi
observado interagdo direta da E7 com o complexo TRADD/FADD e nem com a
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caspase-8, sugerindo que o efeito desta oncoproteina na apoptose mediada

por TNF provavelmente ocorre de maneira indireta.

1.3.6 Polimorfismo em TNF e seus receptores (TNFR1 e TNFR2)

Estudos demonstram que a transcricdo de TNF-a é diretamente afetada
por polimorfismos encontrados na posicado —308G/A da regido promotora do
gene TNFR, onde a transi¢cao do alelo selvagem G pelo alelo mutante A induz
um aumento na transcrigdo desse gene, fazendo com que a produgado desta
citocina seja superior em individuos portadores do alelo A em comparagao ao
alelo G (Wilson et al, 1997; Kroeger et al, 1997, Fei et al, 2010; Zhang et al,
2010). Este polimorfismo foi estudado em céncer cervical em diferentes
populagdes. Duarte e colaboradores (2005) avaliaram a associagéo entre esse
polimorfismo e o risco de desenvolver carcinoma cervical invasivo em um
estudo caso-controle na populagdo portuguesa, onde mulheres portadoras do
alelo A apresentavam risco duas vezes maior de progressdo da lesao.
Segundo estudo de meta-analise realizado por Ding e colaboradores (2012), o
alelo A nesse polimorfismo estava associado ao risco de desenvolvimento de
cancer cervical entre mulheres brancas e asiaticas, porém, nenhuma
associacao foi encontrada para a populagao africana. Contudo, relatos
contraditorios ndo demonstraram correlacdo deste polimorfismo com o
carcinoma (Stanczuk et al, 2003; Govan et al, 2003; Wang et al., 2012,
Barbisan et al., 2012). O polimorfismo de TNF-a na posicao -238G/A esta
associada a varias doengas, incluindo carcinoma de endométrio (Jang et al.,
2001). Embora esse polimorfismo ndo tenha sido associado diretamente com a
mudanga nos niveis de expressdo do gene, Liu e colaboradores (2012)
encontraram uma associagao do gendtipo heterozigoto com o baixo risco para
o desenvolvimento do cancer cervical, em uma populagao Argentina.

Vale ressaltar que esses achados sao provenientes de diferentes grupos
populacionais e, portanto, indicam que o perfil genético de diversos grupos
pode contribuir na patogénese da infec¢ao por HPV.
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Considerando que o TNF-a exerce suas fungdes bioldgicas através de
uma interagdo com seus receptores (TNFR1 e TNFR2), diversos estudos vém
associando o polimorfismo desses receptores a varias doengas infecciosas e
em alguns tipos de cancer. Polimorfismos genéticos podem desencadear uma
modificacdo conformacional na molécula de TNFR1, consequentemente
levando a alteragdes na sinalizagdo induzida por TNF-a (Glossop et al., 2003).
Os genes que codificam os receptores de TNF-a possuem multiplos
polimorfismos (Pitts et al, 1998; Pantelidis et al 1999), onde em TNFR1, SNPs
foram encontrados nas posigdes (+36, -303, -383, -609) do exon 1 e introns 2,
4, 6, e 8, enquanto que no TNFRZ2 foram observados em 4 éxons (4, 6, 9 e 10).
Foi visto que polimorfismos em genes relacionados a apoptose, como Bax (pro-
apoptético) e Bcl2 (anti-apoptotico), podem afetar tanto a expressédo quanto a
atividade de proteinas, podendo, no entanto, estarem associados ao risco de
desenvolvimento de varios canceres humanos (Chen et al., 2009). Ainda n&o
ha relatos na literatura associando o polimorfismo destes genes a infec¢ao por
HPV. Contudo, um estudo prévio de nosso grupo (Fernandes et al., 2013 n&o
publicado), ao avaliar o polimosfismo do gene Bax -248G/A, demonstrou que
mulheres com LSIL ao serem comparadas ao grupo controle (sem lesdes),
apresentaram um leve aumento no fator de risco (p<0.001, OR = 4.28 [2.36-
7.83]), indicando que o gendtipo GG pode influenciar no risco de NIC, mas n&o
na severidade da les&o.

Um estudo descrevendo associagcbes em TNFR1 (-609G/T) e TNFR2
exon 9 (-1176G/A) e exon 10 (1663G/A, 1668T/G e 1690C/T) em carcinoma
oral relacionado ao consumo de tabaco foi realizado em uma populacéo
indiana. Neste estudo, foi demonstrado que pacientes com carcinoma oral
apresentaram menor frequéncia de gendtipo TT em TNFR1 (-609) e CT em
TNFRZ2 (-1690), e maior frequéncia do haplétipo AATT em TNFRZ2, quando
comparados com controles. Esses resultados sugerem que o haplétipo AATT
pode estar relacionado ao aumento da susceptibilidade ao carcinoma oral, € o
gendtipo -609T/T do TNFR1, relacionado a um carater protetor, na populagéo
Indiana (Gupta et al, 2008). Por outro lado, Lee e colaboradores (2010)
estudaram o polimorfismo de TNFR1 na posi¢cao -329G/T em carcinoma de
pulmao de células ndo-pequenas, onde encontraram uma associacédo do alelo
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T com a menor sobrevida em pacientes, e que esse polimorfismo afeta a
expressao desse receptor em tumores.

Outros polimorfismos em TNFR1 sado estudados em diversas doengas
além de cancer. Dentre os mais investigados na literatura, estdo os
polimorfismos +36A/G, -383A/C e -609G/T, envolvidos em doengas
inflamatorias como artrite reumatodide, doenga de Crohn, aspergilose pulmonar,
entre outras. Um estudo realizado por Sainz e colaboradores (2009) avaliou o
polimorfismo de TNFR1 na posi¢ao -609G/T em aspergilose pulmonar invasiva
(API) em pacientes com doengas hematoldgicas. Foi observada uma diferenga
significativa na distribuigdo dos gendtipos de TNFR1-609G/T em relagdo a
pacientes com aspergilose e controles. A presenca de APl foi
significativamente mais frequente em portadores do alelo G e menos frequente
em pacientes portadores do gendtipo TT. Ao avaliarem a regulagdo de TNFR1
na infecgdo por Aspergillus através de PCR quantitativo o grupo observou
expressao significativamente baixa de RNAm TNFR1 em pacientes em relagéo
aos controles e uma associagao aos portadores do alelo G, concluindo, assim,
que o polimorfismo nessa regido promotora esta envolvido na susceptibilidade
a API, influenciando nos niveis de expressao de RNAm TNFR1, levando a um
defeito na resposta Th1 contra o Aspergillus.

A associagdo do polimorfismo de TNFR1 +36A/G e a persisténcia de
reumatismo palindrémico, foi investigado em populagdo de Taiwan, onde o
alelo G e o gendtipo AG foram significativamente associados com a
persisténcia da doenga (Lu et al., 2007). Waschke e colaboradores (2005)
investigaram esse polimorfismo na Doenca de Crohn, demonstrando uma
associacao significante entre o alelo mutante de TNFR1+36 em pacientes com
DC, sendo o alelo G mais frequente nos pacientes em relagdo aos controles.
Porém, ao avaliarem associagao desse gendtipo com as manifestagdes clinicas
da doenga, n&o encontraram associagao.

Diante do exposto e considerando que n&do ha relatos de SNPs em
TNFR1 em infec¢des causadas pelo HPV, nossa hipbtese € que na populacéo
brasileira, os polimorfismos para os receptores de TNF-o possam estar
associados as lesbes cervicais causadas pelo HPV, podendo ser utilizado
como marcador de prognostico para o cancer cervical.

34



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Ampliar os conhecimentos sobre o0s mecanismos indutores da

carcinogénese cervical induzida pela infeccao pelo HPV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar o polimorfismo no receptor para TNF-a (TNR1 posi¢cao
+36A/G) em mulheres infectadas pelo HPV.

2. Associar a frequéncia deste polimorfismo com a presencga das lesdes
cervicais associadas a infec¢ao pelo HPV.

3. Caracterizar a expressao deste receptor em lesdes de colo uterino de
mulheres infectadas pelo HPV.

4. Comparar se os diferentes gendtipos para o gene em questdo se

correlaciona com a expressao fenotipica in situ.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E CASUISTICA

A presente proposta trata-se de um estudo caso-controle prospectivo e
retrospectivo em relagdo a inclusao das voluntarias e a obtengado das amostras
cervicais, respectivamente. Para realizar este estudo, duas coortes de pessoas
de sexo feminino foram recrutadas. A primeira proveniente do Servigo de
Patologia Cervical do Instituto Nacional da Saude da Mulher, da Crianga e do
Adolescente Fernandes Figueira (IFF), sob responsabilidade do Dr. Fabio
Russomano, onde foram incluidos as voluntarias do grupo caso e a segunda do
Servigo de Ginecologia do Ambulatério Piquet Carneiro/UERJ e na Disciplina
de Ginecologia do Hospital Pedro Ernesto/UERJ, sob a responsabilidade do Dr.
Evandro Mendes Klumb e da Dra Jacyara Maria Brito Macedo, onde foram
incluidos as voluntarias do grupo controle.

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do IPEC-
FIOCRUZ (CEP n° 0001.0.009.000-05) e do IFF (CEP 0051.0.008.008-08); no
projeto intitulado “Identificagdo da prevaléncia de infecgdo e doenga causada
por subtipos do HPV indutores de cancer cervical e sua correlagdo com fatores
de progndsticos genéticos - ligados a indugao da carcinogénese - e ambientais
em coorte de mulheres HIV-1 positivas”. Todas as voluntarias incluidas
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Esta proposta n&o interveio com o método diagnostico e a conduta
médica. Todas as pacientes foram atendidas pelos médicos ginecologistas que
indicaram e fizeram, quando necessario, a devida intervengcédo clinica. As
pacientes que apresentaram citologia anormal do colo uterino foram
encaminhadas ao Setor de Patologia Cervical do Departamento de Ginecologia

do IFF-Fiocruz, onde foi realizado a colposcopia. Caso houvesse suspeita de
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lesdo, um fragmento era retirado e encaminhado para o Departamento de
Anatomia Patoldgica do IFF, responsavel pelo diagnostico histopatolégico das
amostras coletadas.

Inicialmente, a selecdo e inclusdo das pacientes foram realizadas a partir
da histéria prévia de diagnostico de lesbes cervicais através da citologia
presente nos prontuarios dessas mulheres e com posterior, colposcopia
alterada com biopsias. Neste momento, todas as mulheres foram convidadas a
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e uma amostra de
sangue foi coletada para a avaliagdo da genotipagem do TNFR1. Para a
avaliacdo da expressdo de TNFR1 nas lesbes cervicais, foram selecionadas
amostras de lesbes cervicais confirmadas por histopatologia, e classificadas
como lesdes de baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) no Departamento de Anatomia

Patoldgica do IFF.

3.1.2 Critérios de inclusao

Neste estudo, foram incluidas mulheres maiores de 18 anos e que
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, apds serem
informadas dos objetivos do estudo. Todas as voluntarias apresentaram, ou

nao, historico de lesao cervical (NIC), sendo subdividas em:

e Grupo LSIL = mulheres com diagnostico histopatoldgico de leséo
cervical de baixo grau;

e Grupo HSIL = mulheres com diagndstico histopatologico de leséo
cervical de alto grau;

e Grupo Controle = mulheres com citologia negativa no momento da

coleta e sem histéria prévia de lesao cervical.
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3.1.3 Critérios de exclusao

Foram excluidas pacientes que estavam gravidas no momento do
estudo, HIV positivas, e que se recusaram a assinar o termo de consentimento

livre e esclarecido.

3.1.4 Questionario socio-economico e identificadores de fatores de risco
ambiental para o HPV

Questionario padronizado foi respondido por todas as pacientes para
levantar dados referentes a: raga, idade, numero de parceiros no ultimo ano,
inicio da vida sexual, tabagismo, consumo de cigarros por dia, etilismo, uso de
drogas licitas e ilicitas, historico de cancer cervical na familia, caso de lesdes
reincidentes pelo HPV, histérico de outras DSTs no periodo de 1 a 5 anos,
numero de gestagcbes, numero de filhos, abortos espontaneos e uso de
drogas/produtos carcinogénicos. Todas as informagdes obtidas em
questionario sdo confidenciais. Somente os colaboradores citados no inicio do
termo de consentimento (Anexo 1), tiveram acesso a estes dados, que
poderiam ser discutidos com pesquisadores de outras Instituicdes sem fornecer

nenhuma identificacdo da voluntaria.

3.2 AVALIACAO DO POLIMORFISMO DO RECEPTOR DE TNF-a (TNFR1)

3.2.1 Obtengao de amostras biolégicas

A extracdo do DNA gendmico foi feita logo apds a coleta do 5 ml de
sangue em tubo de EDTA, utilizando o kit comercial da Qiagen® (Hilden,
Germany), seguindo o protocolo do fabricante. A qualidade do DNA extraido foi
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verificada através da preparagao de gel de agarose a 1% onde foi visualizada

uma unica banda em luz ultra-violeta.

3.2.2 Extragao de DNA

Para a extragcdo do DNA gendmico, foram utilizados 200 uL da aliquota
do sangue total em EDTA previamente descongelado. Utilizou-se o QIAmp
DNA blood mini kit (Qiagen®). A metodologia utilizada para a extragcdo do DNA
gendmico seguiu o protocolo descrito pelo fabricante: 20 yL da proteinase
Qiagen foi adicionada a um tubo de 1,5 mL tipo eppendorf, previamente
rotulado com o numero da amostra. Adicionou-se a estes tubos, 200 pyL de
cada amostra de sangue, seguido de 200 yL do tampéao AL, do préprio Kit. Os
tubos foram homogeneizados em vortex por 15 segundos. A amostra foi
incubada a 56 C por 10 minutos e centrifugada rapidamente a 10.000 rotacdes
por minuto (rpm), o processo foi repetido por 3 vezes, para remover 0s
possiveis residuos da tampa. Foram adicionados 200 yL de etanol (96 a 100%,
Merck) e homogeneizados em vortex por 15 segundos. A amostra foi
novamente centrifugada a 10.000 rpm, rapidamente. A seguir, a amostra foi
cuidadosamente transferida para a coluna QIAmp e a mesma centrifugada a
8.000 rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi novamente transferida para outro
tubo de 2 mL (incluso no kit), e o filtrado foi descartado. Adicionou-se 500 yL do
tampado AW1 (incluso no kit) e centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A
coluna QIAmp foi transferida para outro tubo de 2 mL (incluso no kit) e o filtrado
descartado. Adicionou-se 500 yL do tamp&o AW2 e centrifugou-se a 14.000
rom por 3 minutos. A coluna QIAmp foi transferida para um microtubo de 1,5
mL (sem tampa) e o filtrado descartado. Adicionou-se 100 pL do tamp&o AE
(do Kit), incubando-se a temperatura ambiente (15-25'C) por 1 minuto e entdo
centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi descartada. O
filtrado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e o DNA gendmico foi
acondicionado em freezer — 70°C.

Seis microlitros (uL) de cada amostra de DNA foram submetidos a uma
corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1%, em tamp&o TBE 1X,
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a 60 V, a fim de verificar a presenga de banda unica no gel. Foi usado o
marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen). O DNA gendmico foi corado em
uma solucdo de Brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado em luz ultravioleta
através do transiluminador (UVP).

3.2.3 Amplificacao por PCR e RFLP

3.2.3.1 Determinacéo do polimorfismo de TNFR1 +36A/G

Os polimorfismos foram determinados através da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e RFLP. Os polimorfismos localizados no gene
TNFR1 resultante da atividade da endonuclease MspA1/ (BioLabs, Inglaterra)
foram identificados através da utilizagdo dos primers especificos (Cereda et al.,
2008), como descrito a seguir:

Primer Foward: 5'-GAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGG-3'
Primer Reverse: 5-ACCAGGCCCGGGCAGGAGAG-3’

O fragmento alvo do DNA gendmico foi amplificado por PCR utilizando-se
termociclador GeneAmp 9700 Applied Biosystem de acordo com o protocolo ja
estabelecido no laboratorio.

Para cada amostra foi preparado um mix contendo: 3,2 uL (40,8 nmol) de
primer TNFR1 (forward) (Invitrogen®), 3,2 uL (44,4 pM) de primer TNFR1
(reverse), 0,3 pL (100mM) de ANTP( Applied Biosystem®), 1,5 yL de MgCI2
(25mM, Promega), 2,5 pL de Tampédo (5X, Promega), 0,3 yL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL, Invitrogen®), 12 yL de H2O MiliQ estéril. O volume final do
mix foi de 23 yL sendo adicionado 2uL DNA gendmico da amostra a ser
processada. O volume final da reacao foi de 25uL. A PCR foi realizada no
Termociclador (Applied Biosystems). Os ciclos utilizados foram os seguintes:
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95°C (5 minutos), 35 ciclos de 95°C (1 minuto), 73°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto)
seguidos por 72°C (5 minutos) e 4°C (temperatura de finalizagéo).

A amplificacdo do fragmento foi confirmada em corrida eletroforética em
gel de agarose (Invitrogen) a 2%, utilizando TBE 1X. Foi usado o marcador de
peso molecular 1Kb (Invitrogen). O DNA foi corado em uma solugédo de brometo

de etidio e visualizado em luz ultravioleta em transluminador.

As imagens foram capturadas usando um sistema de captura de imagem

com o aparelho Loccus, usando o programa LPIX.

3.2.4 Digestao com enzimas de restricao

Para determinar o gendtipo de cada individuo, no locus estudado, foi
realizada digestao por enzima de restricdo especifica. Assim, o produto do PCR
amplificado para o loci do TNFR1 foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo MspaA17l. O protocolo adotado foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Para cada amostra foi preparado um mix da enzima de restricdo MspaA17 |
contendo: 7,3 pyL de agua pura (MilliQ), 0,5 uL (10000 U/ml) MspaA1 | (Biolabs) e
2 uL de Tampao (10 X, Biolabs) e 0,2 yL (10mg/ml, Biolabs) de BSA. Para cada
amostra, a digestdo com a enzima de restrigdo MspaA [ foi feita utilizando 10 pl
do mix da enzima especifica adicionados a 10 uyl do produto da PCR para
TNFR1, e em seguida foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.

3.2.5 Eletroforese em gel de agarose

Apds a incubagédo, os produtos da digestao foram visualizados através da
corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 3%, utilizando TBE 1X. O
produto da digestédo foi corado com brometo de etideo em corrente de 60 volts
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em tempo médio de trés horas, utilizando 20 ul do produto da digestao +1 ul de
corante (solugcdo de azul de bromo fenol, Invitrogen). Como marcador de peso
molecular foi usado 1,5 yl do peso molecular padrao (50bp) + 1,5 pl de corante.
Ao término da corrida eletroforética o produto da digestdo pode ser
visualizado sob luz ultravioleta. A visualizacdo do padrdo de bandas do
polimorfismo no gel de agarose a 3% ocorre de acordo com a figura 4.

1 2 3

I «— 183bp

BEEE B | < 108bp
B | <« 75bp

AA AG GG

Figura 5: Esquema da eletroforese em gel mostrando os genétipos do loci TNFR1 digeridos pela
enzima de restricGo MspaA1l. 1. gendtipo AA apresentando banda unica de 183bp; 2. genétipo AG
apresentando trés bandas de 183bp, 108bp e 77bp. 3. gendtipo GG apresentando duas bandas de 108bp
e 75bp.

3.3 EXPRESSAO IN SITU DE TNFR1 EM LESOES DE COLO UTERINO

Para determinar a expressao in situ de TNFR1 foi realizada a técnica da
imunoperoxidase indireta em fragmentos de lesdes cervicais parafinizados.

Inicialmente, foi realizada a desparafinizagao fria com 2 banhos de xilol
frio, 2 banhos de alcool (5 minutos cada) e agua destilada. Apds essa etapa, foi
feita a recuperacédo Antigénica com o DakoCytomation Target Retrieval (Dako,
Glostrup, Dinamarca) em banho maria a 95°C. Apés 40 minutos, a cuba foi
retirada e esfriada por 20 minutos na propria solucdo de recuperagcdao em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas diversas vezes em agua

destilada. As etapas subsequentes seguiram o protocolo do kit LSAB (Dako).
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A inibicdo da peroxidase dos cortes foi realizada utilizando perdxido de
hidrogénio (LSAB, Dako) por 15 minutos. Apds esse tempo, as laminas foram
lavadas em agua corrente, sendo a ultima lavagem feita em TBST (TBS a
0,05% de Tween 20). As léaminas foram incubadas com DakoCytomation
Protein Block Serum-free (Dako), com o objetivo de diminuir as liga¢des
inespecificas, e colocadas em camara umida. Apos 30 minutos, o excesso do
reagente foi removido e as Iaminas foram incubadas overnight com o anticorpo
policlonal anti-TNFR1 humano (Santa Cruz, Texas, USA) e no corte de controle
negativo com TBST. Apds a incubagédo, os cortes foram lavados em TBST (3
banhos de 5 minutos), e incubados com o anticorpo secundario biotinilado anti-
coelho (LSAB, Dako). As laminas foram novamente lavadas em TBST (3
banhos de 5 minutos) e incubadas com o complexo streptavidina-HRP (LSAB,
Dako). Apds a lavagem em TBST (3 banhos de 5 minutos), as ldminas foram
reveladas com 3’3 diaminobenzidina (DAB, LSAB, Dako). Ao apresentar
precipitados de coloragdo castanha, finaliza-se a rea¢ao colocando as laminas
em agua destilada e logo apos lavamos em agua corrente abundantemente.
Apds essa lavagem, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de
Mayer por 2 minutos, e posteriormente lavadas em agua corrente. Logo apés,
as laminas foram desidratadas em 3 lavagens com alcool gradativo (10 minutos
cada) e diafinizadas em 2 lavagens em xilol (10 minutos cada). E finalizamos,

montando as laminas com balsamo do Canada e laminulas.

3.4 QUANTIFICAGAO DAS CELULAS POSITIVAS

Foi avaliada a presenca de positividade das células existentes no
epitélio, camada basal do mesmo, cérion e na regido perivascular do material
parafinizado em até 20 campos por area. Foi utilizado microscépio Optico
composto por uma objetiva com aumento de 40 vezes e uma ocular gradeada
com aumento de 10 vezes. Em cada campo foi registrado o numero total de
células positivas para o marcador TNFR1. Todos os casos foram fotografados
para permitir futuras avaliagdes e servirem como forma de ilustragdo para este

trabalho.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

O banco de dados foi construido em SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences), versao 16.0. As frequéncias genotipicas e alélicas foram determinadas
em casos e controles utilizando esta ferramenta. Para definirmos a importancia
dos SNPs de TNFR1 na indugéo de lesdes cervicais foi utilizada as diferengas na
distribuicdo genotipica e alélica em casos (portadores de lesbes cervicais
causadas pelo HPV) e controles; da mesma forma para identificarmos o papel
deste gene na indugéo de lesbes cervicais, 0 grupo caso foi estratificado em dois
subgrupos (LSIL e HSIL). As analises foram realizadas empregando programa
Epi-Info pelo método de Qui-Quadrado. Em caso de se encontrar amostras
menores de 5, o método de Fisher foi empregado. Testes de equilibrio de Hardy-
Weinberg foi realizado para verificarmos a distribuicdo dos genodtipos na
populagao caso e controle.

Associagdes entre os dados epigenéticos e as frequéncias de genotipos e
alelos foram empregados utilizando o pacote estatistico do SPSS. As analises
genotipicas foram ajustadas pelos fatores: idade, etnia, fumo, alcool, sexarca,
menarca, numero de gestagdes e numero de parceiros.

Como nao dispomos de dados publicados em relacdo a frequéncia dos
gendtipos e alelos do TNFR1 na populagédo brasileira, nossos dados foram
comparados a frequéncia descrita em outras populacbes analisadas para este
polimorfismo em doenga auto-imunes e infecciosas. Com isso, o calculo amostral
foi baseado na menor frequéncia génica do polimorfismo do gene estudado, 11%
para o genotipo GG (Cereda et al, 2008). Foi adotado 95% de confidéncia e uma
proporgcao 1:1 entre casos e controles. O tamanho amostral foi entdo calculado
em 97 mulheres no grupo controle e 97 no grupo de casos (Epi-Info 6).

Para a avaliacdo da expressdo de TNFR1, foram utilizados o teste Mann-
Whitney para comparar médias de células expressando o marcador nas areas
estudadas. Para todas as analises estatisticas foi considerado significante o valor
de p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Trezentas e sessenta e cinco voluntarias foram incluidas para a
genotipagem para TNFR1+36 A/G. Cento e oitenta e trés casos (50,1%)
mostraram histérico de lesbes cervicais e foram classificadas como leséo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL, n=79, 43,2%) e les&o intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL, n= 104, 56,8%), determinadas por analise
histopatologica. Cento e oitenta e duas mulheres (49,9%) foram incluidas
como voluntarias e ndo apresentaram lesdo cervical sob analise ginecoldgica
ou relato prévio desta e foram incluidas no grupo controle. A tabela 1 descreve
dados comportamentais e clinicos de cada grupo. A faixa etaria variou entre 18
a 65 (37,6+£10,33) anos nas mulheres com lesdes cervicais. Nos subgrupos
LSIL e HSIL, a média de idade foi 36,24+10,82 e 38,43%£10,39 anos,
respectivamente, sem diferenga estatistica. A média de idade no grupo controle
foi 37,73+10,10 anos. Nao houve diferenga estatistica na idade entre os grupos
(Tabela 1). Ao avaliar as demais variaveis (sexarca, menarca, numero de filhos,
gestacdes, fumo e alcool), ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os
grupos analisados.

45



Tabela 1. Dados Clinicos e Comportamentais

NIC
CONTROLES (n=182) LSIL* (n=79) HSIL*(n=104)

Idade (Média * DP) 37,73 +10,10 36,24 + 10,82 38,43 + 10,39
Etnia (n,%)

Branca 47 (25,8) 31(39,2) 30 (29)

Amarela 0 (0) 0 (0) 3(3)

Indigena 2(1,1) 1(1,3) 1(1)

Parda 60 (3,3) 29 (36,7) 51 (49)

Negra 55 (30,2) 18 (22,8) 19 (18)

Nao determinada 18 (9,9) 0 (0) 0(0)
Fumo (n,%)

Sim 79 (43,4) 37 (47) 66 (63,5)

Nao 80 (44) 42 (53) 38 (36,5)

Desconhecida 23 (12,6) 0 (0) 0 (0)
Alcool (n)

Sim 2(1,1) 56 (71) 80 (77)

Nao 0 (0) 23 (29) 24 (23)

Desconhecida 180 (98,9) 0 (0) 0 (0)
Sexarca (Média * DP) 17,66 + 3,94 17,72 £ 4,06 16,92 £ 3,35
Menarca (Média * DP) 12,97 + 1,86 12,63 £1,79 12,63 £ 1,50
Gestagées (Média + DP) 2,66 £ 1,21 2,28+ 1,98 2,77 £ 1,87

*LSIL = Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau

*HSIL = Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau
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4.2 ANALISE DO POLIMORFISMO PARA O GENE TNFR1 +36 A/G

4.2.1 Distribuicdo genotipica e alélica TNFR1+36 A/G e sua associagao
com a presenca de lesdes cervicais (baixo e alto graus)

Para a analise do polimorfismo para o gene TNFR1 na posi¢ao +36A/G,
348 amostras foram submetidas ao PCR-RFLP, seguindo o protocolo de
Cereda et al, 2008. A frequéncia de genotipo observada desse SNP estava de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos de casos e controles
(p= 0,521 e 0,757, respectivamente).

A figura 5 apresenta o gel de agarose mostrando os produtos de RFLP,
digeridos pela enzima de restricdo MspA1l, e a tabela 2, a comparacéo entre
casos e controles. Através da avaliacao do polimorfismo de TNFR1 +36A/G, foi
possivel identificar que no grupo de casos, 80 (43,71%) destas apresentaram o
gendtipo AA, 79 (43,16%) o gendtipo AG e 24 (13,11%) apresentaram o
genodtipo GG. Em relagdo ao grupo controle, este apresentou 93 AA (51,1%),
73 AG (40,1%) e 6 GG (8,8%). Quando os gendtipos foram comparados entre
os dois grupos, nao foi observada diferenga estatistica entre estes, tanto no
modelo de dominancia como no modelo de co-dominancia. A frequéncia do
alelo A foi ligeiramente maior no grupo controle 259 (71%) do que no grupo de
pacientes 237 (65,3%), porém, sem diferenga estatistica (p= 0,089). A
frequéncia do alelo G foi menor no grupo controle (29%) do que nas pacientes
(34,7%), contudo, sem diferencga estatistica (Tabela 2).
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Figura 6: Gel de agarose a 3% mostrando os produtos de RFLP, digeridos pela enzima de restricdo
MspA1l, corados com brometo de etidio. P, marcador de peso molecular de 25bp DNA Ladder; gendtipo
AA (1, 3,4, 7 e 9); gendtipo AG (2, 5, 6 e 10); gendtipos GG (8), controle negativo (11).

Tabela 2. Analise genotipica e alélica do polimorfismo do gene TNFR1+36A/G em mulheres com e sem lesdo
de colo uterino

Genétipos Casos Controles OR* X2 p

n= 183 (%) n=182 (%)
AA 80 (43,71) 93 (561,1) 1 2,76 0,096
AG 79 (43, 16) 73 (40,1) 1,26
GG 24 (13, 11) 16 (8,8) 1,74
AA 80 (43,7) 93 (561,1) 0,74 [0,48-1,15] 1,99 0,157
AG+GG 103 (56,3) 89 (48,9)
GG 24 (13,1) 16 (8,8) 1,57 [0,77-3,22] 1,75 0,186
AG+ AA 159 (86,9) 166 (91,2)
Alelo A 239 (65,3) 259 (71) 0,76 [0,55-1,06] 2,88 0,089
Alelo G 127 (34,7) 105 (29)

OR. Odds ratio (razdo de chance);
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A frequéncia dos gendtipos e alelos das pacientes quando estes foram
divididos de acordo com o grau de leséo intraepitelial cervical em dois
subgrupos (LSIL vs HSIL) esta descrita na Tabela 3. Foi possivel observar que
29 (36,70%) pacientes com LSIL apresentaram genotipo AA, 41 (51,9%) AG e
9 (11,4%) apresentaram genotipo GG. Ja nas pacientes com HSIL,
observamos que 51 (49,03%) apresentaram gendtipo AA, 38 (36,53%) AG e 15
(14,42%) apresentaram genotipo GG. Quando os gendtipos de ambos os
grupos foram comparados com o grupo controle, n&o foi observada diferencga
estatistica entre HSIL e controles. Da mesma forma, ndo foi observada
diferenca estatistica entre a frequéncia de alelos de ambos os grupos (p=
0,33). Porém, uma significancia estatistica foi observada entre os grupos LSIL
e controle quando analisados por co-dominéancia (LSIL vs Controle p= 0,05) e
dominancia (LSIL vs Controle p= 0,03 [AA] ). Ao comparar a frequéncia do alelo
A de ambos os grupos, foi observado que a frequéncia do alelo A foi maior no
grupo controle 259 (71%) do que no grupo de LSIL 99 (62,7%) (p= 0,05),
indicando que o genotipo AA possui um carater protetor diante do
desenvolvimento de lesdes cervicais.

Ao analisarmos os dados comportamentais e a distribuicdo dos
genotipos, por analises univariada, ndo foi encontrada diferenca estatistica

para nenhuma das variaveis estudadas.
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Tabela 3. Andlise genotipica e alélica do polimorfismo do gene TNFR1 (+36A/G) em mulheres com lesdes de alto e baixo grau comparadas

com grupo controle

Genétipo HSIL Controle OR X2 P LSIL Controle OR X2 P
N=104 (%) n=182 (%) n=79 (%) n=182 (%)

AA 51 (49,03) 93 (51,1) 1 0,856 0,354 29 (36,70) 93 (51,1) 1 3,727 0,053

AG 38 (36,53) 73 (40,1) 0,95 41 (51,9) 73 (40,1) 1,80

GG 15 (14,42) 16 (8,8) 1,71 9 (11,4) 16 (8,8) 1,80

AA 51 (49,03) 93 (51,1) 0,92 [0,55-1,53] 0,11 0,737 29 (36,7) 93 (51,1) 0,56 [0,31-0,99] 4,58 0,032

AG+GG 53 (50,96) 89 (48,9) 50 (63,3) 89 (48,9)

GG 15 (14,42) 16 (8,8) 1,75[0,78-3,94] 217 0,14 9 (11,4) 16 (8,8) 1,33[0,52-3,39] 043 0,511

AG+AA 89 (85,57) 166 (91,2) 70 (88,6) 166 (91,2)

Alelo A 140 (67,30) 259 (71) 0,83[0,57-1,23] 0,93 0,335 99 (62,7) 259 (71) 0,68 [0,45-1,03] 3,69 0,054

Alelo G 68 (32,7) 105 (29) 59 (37,3) 105 (29)
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Ao comparar os grupos HSIL e LSIL entre si, ndo foi observada diferenga nas

frequéncias de gendtipos e alelos do polimorfismo, como mostrados na tabela 4.

Tabela 4. Analise genotipica e alélica do polimorfismo do gene TNFR1 (+ 36 A/G) em

mulheres com lesées de alto e baixo graus.

Genétipo HSIL LSIL OR X p
n=104 (%) n=79 (%)

AA 51 (49) 29 (36,7) 1 0,813 0,367
AG 38 (36,5) 41 (51,9) 0,53

GG 15 (14,4) 9 (11,4) 0,95

AA 51 (49) 29 (36,7) 1,66 [0,84-3,15) 2,77 0,095
AG+GG 53 (51) 50 (63,3)

GG 15 (14,4) 9 (11,4) 1,31[0,50-3,47] 0,36 0,547
AG+AA 89 (85,6) 70 (88,96)

Alelo A 140 (67,3) 99 (62,7) 1,23[0,78-1,94] 0,86 0,354
Alelo G 68 (32,7) 59 (37,3)

LSIL = Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau
HSIL = Leséo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau

4.3 EXPRESSAO DO TNFR1 EM LESOES CERVICAIS

ApOs a avaliagado genotipica do TNFR1, foi avaliada a expressao da proteina
em fragmentos cervicais de mulheres apresentando ou ndo lesdes cervicais.

A expressdo de TNFR1 no epitélio foi observada de forma insignificante em
raros queratinécitos (menos de 1 célula/mm?), apesar de ser estatisticamente
diferente entre os grupos controle e LSIL (p= 0,015), e entre LSIL e HSIL (p=0,04).
Da mesma forma, na camada basal do epitélio, apesar do numero de queratinécitos

expressando TNFR1 ser muito reduzido, houve uma diminuicdo significante na
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expressdo de TNFR1 conforme a progresséo entre as lesées de baixo (p=0,006) e

alto (p<0,001) grau quando comparados ao grupo controle (tabela 5, figura 6).

A analise realizada no corion mostrou um aumento na expressdo deste

marcador em células inflamatérias presentes nas amostras de mulheres do grupo

HSIL quando comparado com o grupo controle (2,6 vezes, p<0,001) e LSIL (2,5

vezes, p<0,001). Ao avaliarmos a expressdo de TNFR1 em células presentes na

regido perivascular, ndo foi encontrada nenhuma diferenga significante (tabela 5,

figura 6).

Tabela 5. Distribuigdo das células expressando TNFR1 em lesdes cervicais

Controle* (n=17)

LSIL* (n= 14) HSIL* (n= 15)

TNFR1/mm?
Epitélio 0,19+0,10 0,13 +£ 0,21 0,17 £ 0,11
Camada basal do epitélio 0,78+ 0,31 0,41+0,34 0,21+0,10
Corion 1,83+0,72 1,93 £ 1,20 4,83+ 1,65
Perivascular 0,35+0,25 0,4 +0,36 0,49+0,75
*Média + Desvio Padréo
+*
1 Epitélio
. 3 Camada basal do epitélio
81 . I . EE Corion
! ' B Perivascular

=2
1

-9
L
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1

Células expressando TNFR1/mm !

[ =]
1

Controle

HSIL

Figura 7. Distribuicdo de células que expressaram TNFR1 nas lesdes cervicais em mulheres do grupo

controle, LSIL e HSIL

52



Além disso, foi avaliada a expressdo de TNFR1 nos grupos de acordo com os
genotipos. Assim como anteriormente observado, o numero de ceélulas expressando
a proteina foi insignificante (<1 célula/mm?) no epitélio e camada basal do mesmo
em todos os genotipos estudados, impossibilitando que haja alguma significancia
biol6gica nestas areas (figura 7).

Em relagdo ao corion, observou-se que as mulheres portadoras do gendtipo
AG, apresentaram um aumento na expressdo deste receptor em células
inflamatorias, quando comparados os grupos HSIL e controle (3 vezes, p=0,001) e
LSIL (5 vezes, p=0,001), indicando que a progressao para lesdes pré-malignas induz
um aumento na expressdo de TNFR1 em células inflamatérias. Quando analisada
no gendtipo GG, o aumento da expressdo de TNFR1 foi 2,7 vezes maior em HSIL
quando comparado com o grupo controle (p=0,02) e de 2,4 vezes quando
comparado com LSIL (p=0,02). No entanto, nenhuma diferenga estatistica foi
encontrada naquelas que apresentavam genotipo AA.

Avaliamos se a expressao dos genotipos em TNFR1+36AG poderia induzir
alteracdes na expressdo de TNFR1 intra-grupos. Contudo, somente foi observada
diferenca significante no grupo de HSIL, onde as portadoras do gendtipo AG
apresentaram 1,9 vezes maior expressao em relagcdo ao genotipo AA (p= 0,008) e
1,2 vez maior em GG (p= 0,03). Quando as portadoras do genotipo AG foram
comparadas as portadoras de GG (p= 0,016), uma maior expressdo de TNFR1 foi

observada no genotipo AG (1,5 vezes).
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Figure 8: Distribuicdo de células expressando TNFR1 na cérvice uterina de mulheres sem lesado cervical, grupo
controle (A, E, I) e mulheres com lesoes cervicais, divididas em LSIL (B, F, J) e HSIL (C, G, K). As analises entre
a expressao de TNFR1 e os gendtipo AA (A, B, C, D), AG (E, F, G, H) e GG (I, J, K, L). O numero de células
positivas foi demonstrado no epitélio — , camada basal do epitélio === , corion == , perivascular
mmm (Aumento de 200x; exceto B e H 400x, *p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O cancer cervical € um problema de Saude Publica em todo mundo e sua
associacao com o HPV tem sido estabelecida pela deteccdo do DNA viral em 90% a
100% das lesbes cervicais (Bosch et. al., 2008). A carcinogénese € um processo
complexo, sendo influenciada tanto pela presengca do HPV quanto por fatores
ambientais, comportamentais e genéticos. Dentre os fatores genéticos podemos
incluir aqueles relacionados as altera¢des no gene da citocina TNF-a.

As atividades celulares induzidas pelo TNF-a sdo mediadas através da
interacdo com seus receptores TNFR1 e R2, membros da superfamilia de receptores
TNF-a. Uma vez que nao existe na literatura estudos que avaliem o polimorfismo
destes receptores em cancer cervical, o presente estudo buscou identificar a
frequéncia genotipica do SNP +36A/G de TNFR1 em mulheres com histérico de
lesdo cervical e a expressao de TNFR1 em lesdes cervicais.

Pelo nosso conhecimento até o momento, ndo ha relatos na literatura
relacionando esse polimorfismo com o cancer cervical e/ou infeccdo causada pelo
HPV. Contudo, ha artigos que o descrevem em doencas inflamatorias como artrite
reumatoide (Diudé et al, 2004), artrite psoriatica (Morales-Lara et al., 2012),
espondilite anquilosante (Chatzikyriakidou et al, 2009), doenga de Crohn (Waschke
et al, 2005), assim como em outras desordens como aspergilose pulmonar (Sainz et
al, 2009), glaucoma (Razeghinejad et al, 2009) endometriose (Chae et al, 2008) e
resposta a tratamentos com anti-TNF-a, (Matsukura et al, 2008) apesar de
apresentarem resultados contraditérios.

No presente estudo, o gendtipo TNF+36AA conferiu carater protetor ao
desenvolvimento de lesdes cervicais de baixo grau, tanto no modelo de co-
dominancia (p= 0,05) quanto no de dominancia (p=0,03). Pacientes com gendtipo
AA tem 4,58 vezes de chance de ndo desenvolver LSIL se comparados com aquelas
portadoras dos genodtipos AG e GG. Enquanto que aquelas portadoras do gendtipo

GG no modelo recessivo tem 0,43 (p= 0,51) vezes de chance para desenvolver
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LSIL. Ndo observamos diferenga entre os grupos LSIL e HSIL, indicando que o
papel protetor do genotipo TNF+36AA pode estar somente relacionado ao
desenvolvimento de lesbes de baixo grau, uma vez instalada lesdées pré-malignas
este genotipo ndo possui papel protetor. O gendtipo TNF+36AA possui carater
protetor em outras doengas. Dieudé e colaboradores (2004) encontraram numa
populacdo francesa e caucasiana, associagao protetora entre o genotipo TNF+36AA
e a artrite reumatoide (AR), sendo a frequéncia significativamente reduzida (24%)
nos pacientes. Essa associagdo negativa com respeito ao genotipo TNF+36AA,
pode ser vista por Waschke e colaboradores (2005) em uma populagdo canadense,
ao associarem esse polimorfismo com a susceptibilidade a Doenga de Crohn (DC),
onde observaram uma baixa frequéncia desse genotipo nos casos (32,2%). Além
disso, o gendtipo TNF+36AA pode estar relacionado com uma melhor resposta a
tratamentos de individuos com artrite psoriatica (AA 88%), em uma populagéo
espanhola (Morales-Lara et al., 2012). Contudo, na literatura, ainda € controverso o
papel deste polimorfismo quanto a susceptibilidade e resisténcia a diversas doencas,
visto que este SNP n&o foi associado a outras doengas, tais como artrite reumatoide
(Bayley et al., 2003).

Uma associagdo entre o gendtipo TNF+36AG e um reduzido efeito ao
tratamento com infliximab (IFX — anti-TNF) em pacientes com doenga de Crohn foi
observada pelo grupo de Matsukura (2008). Em contrapartida, um estudo realizado
em uma populacdo alemd, ndo observou qualquer associagdo do polimorfismo
TNFR1+36A/G com a resposta ao tratamento (Mascheretti et al., 2002). Vale
ressaltar que todos esses estudos s&o provenientes de diferentes grupos
populacionais e, portanto, essa discordancia pode indicar que o perfil genético de
diversos grupos pode influenciar na etiologia de diversas doengas inflamatorias.

Ao nosso conhecimento ndo existem relatos quanto ao papel deste SNP na
carcinogenese induzida pelo HPV ou o desenvolvimento de lesdes cervicais.

Embora estudos tenham associado o polimorfismo de TNFR1+36A/G com
algumas doengas inflamatorias, ainda existem duvidas a respeito da sua
funcionalidade. Trata-se de uma mutagdo silenciosa, ou seja, ndo causa mudancga
no aminoacido (P12P), ndo tendo efeito funcional na estrutura da proteina (Bayley et
al., 2003). A modificagdo no codon 12 nesse SNP de TNFR1+36A/G provavelmente

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mascheretti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12049175

estaria em desequilibrio de ligagdo com um outro polimorfismo funcional préximo e
ainda nao identificado (Tabor et al., 2002; Waschke et al., 2005).

Como citado anteriormente, é visto que a funcionalidade observada nesses
estudos provém de outro polimorfismo que se encontra em desequilibrio de ligagéo
com o TNFR1+36 A/G. Isto pode ser demonstrado por Lu e colaboradores (2007) ao
encontrar uma associagédo com o alelo G, juntamente com o gendtipo AG, com a
susceptibilidade ao reumatismo palindrémico persistente. Como esse polimorfismo
nao é funcional e devido as caracteristicas clinicas autoinflamatérias entre o
reumatismo palindrémico e TRAPS (Sindrome Periddica Associada ao Receptor de
TNF), os autores sugeriram que o polimorfismo TNFR71+36A/G possa estar em
desequilibrio de ligagdo com a mutagdo causadora de TRAPS ou possa estar
exercendo influéncia proximo a polimorfismos funcionais na regido codificante de
TNFR1. Glossop e colaboradores (2009) ao encontrarem associagdo entre
anticorpos antinucleares e artrite reumatdide também sugeriram desequilibrio de
ligagdo com mutagbes associadas ao TRAPS, uma vez que essas tém sido
associadas com a modulagéo da ligagdo do TNF-a e/ou liberacdo de TNFR soluvel,
indicando que alteragdes em TNFR1 podem ter consequéncias funcionais para a
sinalizagao TNF-a/ TNFR.

Em relacdo a associacio do polimorfismo TNFR1 +36 A/G com lesdes de colo
uterino e cancer cervical é interessante que seja realizado um estudo de ligagcéo
para a procura de genes responsaveis por certas caracteristicas e/ou doengas,
como, utilizando-se uma varredura genbémica a fim de identificar regides
cromossOmicas candidatas para abrigar esses genes condicionadores, para
posteriormente realizar uma analise nas regides promissoras utilizando mapas de
SNPs (Feitosa & Krieger, 2002).

O presente estudo aponta para uma associagcdo entre o SNP +36A/G e a
protecéo contra o desenvolvimento de lesbes cervicais de baixo grau (LSIL). Mesmo
se tratando de um polimorfismo de mutacéo silenciosa e estando em desequilibrio
de ligagdo com outro gene ainda ndo identificado, esse polimorfismo pode ser usado
como marcador associado a doenga. Contudo, mais estudos sdo necessarios para
confirmar o envolvimento do SNP +36A/G no desenvolvimento de lesdes cervicais

causadas por HPV, incluindo um maior numero de amostras e analises funcionais do
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gene estudado. Neste sentido, associamos a expressdo de TNFR1 nas lesbes
cervicais de baixo e alto grau de desenvolvimento de céncer e a presenga ou
auséncia do genotipo protetor AA.

A expressdo da molécula TNFR1, em sua forma monomérica é
constitutivamente expressa em todos os tecidos humanos e parece nao ser alterada
por citocinas, pelo menos na epiderme (Arnott et al., 2004). A trimerizagdo desta
molécula leva a sua funcionabilidade ao ligar-se ao TNF-a soluvel. Apesar de termos
evidenciado diferencgas estatisticas em relacdo a expressdo de TNFR1 no epitélio e
na camada basal do epitélio entre os grupos estudados, sua expressao foi rara (<
1,0 célula/mmz), incluindo em queratindcitos, indicando que estes receptores
possam estar em sua forma ndo ativada (monomeérica), o que nao é evidenciada
pela marcagdo com anticorpo.

A infeccdo pelo HPV pode influenciar a transdugdo de sinais apoptoticos
gerados pela interacdo de TNF-a e seu receptor. Fillipova e colaboradores (2002)
observaram que a oncoproteina E6 do HPV 16 n&o interfere na expressao da
proteina, mas inibe a interacdo de TNFR1 e TRADD. Da mesma forma, Aguillar-
Lemarroy e colaboradores (2001) observaram que esta mesma oncoproteina E6 se
liga ao receptor TNFR1, interferindo na transmisséo do sinal pro-apoptotico induzido
por TNF-a, sugerindo, assim, que esta ligagdo impega as interagbes subsequentes
requeridas para a formagao do complexo funcional de sinalizagao para morte celular
(DISC, em inglés) como a ativagédo da cascata de caspase (tais como caspase 8).

A fungao do receptor 1 de TNF-a esta relacionada tanto como receptor de
morte celular induzindo apoptose, quanto como indutor de atividade celular (Naudé
et al., 2011). Contudo, Shoij et al., (1996) descreveram nao haver diferenga no
numero de células apoptoticas ou em ativagao durante a carcinogénese induzida por
diferentes subtipos de HPV.

Pacientes portadoras de HSIL possuem elevada expressdo de TNFR1 em
células inflamatoérias no cérion, indicando que estas células possam estar sendo
ativadas conforme a progresséo da doenga. Assim, podemos sugerir que nas fases
iniciais da infec¢do pelo HPV, onde n&o ha ainda alteragdes celulares de alto grau,
nao haja presenga de células especificas e ativadas que possam desencadear a

fase efetora da resposta imune. Estes resultados corroboram com nossos estudos
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prévios que demonstraram numerosas células inflamatdrias, tanto TCD4" como
CD8" na cérvice uterina, aumentando de acordo com a gravidade da lesdo (Nicol et
al., 2005). Da mesma forma, Alves e colaboradores (2010) observaram uma
quantidade aumentada de linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8" em amostras de NIC
lI/lll e carcinoma. A expressdo de TNFR1 em linfocitos TCD4" é pouco estudada e
nao reportada na carcinogenese ou em lesdes uterinas. Contudo, o envolvimento de
células T CD4 e sua relacdto com TNFR1 pode ser visto em outra condi¢do
inflamatoria, como a artrite reumatoide (AR). A migracao destas células parece estar
relacionada com a expressdo de TNFR1, uma vez que esse receptor é expresso em
uma fragéo de T CD4" de pacientes com RA, mas ndo em controles. A migragdo é

dependente do gradiente de concentragdo de TNF-a ex vivo e o bloqueio de TNF-a

ou TNFR1 resultou na anulagéo da migragéo de células T CD4" no tecido sinovial in
vitro (Rossol et al., 2013). Em nossos resultados n&o foi possivel identificar a
subpopulagao linfocitaria que expressa TNFR1 no corion no grupo de pacientes com
lesbes cervicais.

O perfil celular inflamatério identificado em nosso estudo parece ser
basicamente composto de células mononucleares, e assim, células de Langerhans,
macrofagos teciduais e mondcitos recém-chegados a lesdo, podem fazer parte deste
pool de células inflamatorias e também estarem expressando TNFR1. A expresséao
de TNFR1 também pode ser vista em subpopulagdes de mondcitos em pacientes
com sarcoidose. Tanto pacientes quanto individuos saudaveis apresentaram alta
expressdo nos niveis de TNFR1 em mondcitos intermediarios (CD147°CD16%),
enquanto que mondcitos classicos (CD14""CD167) e nado classicos (CD14"'CD16™)
expressaram altos niveis de TNFR2, sugerindo, portanto, a existéncia de duas
subpopulagdes de mondcitos expressando CD16 funcionalmente distintas (Hijdra et
al, 2012). Em estudo prévio demonstramos que raros monaocitos estavam presentes
nas lesbes (Nicol et al., 2005), mas podem estar associados a origem de
macrofagos intra tumorais.

Mesmo que um polimorfismo na regido codificante ndo cause a mudanga de
aminoacidos, ou mesmo que se encontre em uma regido ndo codificante, ele pode
afetar a fungdo do gene através da alteracdo da instabilidade do RNA mensageiro,
splicing ou localizagcdo do RNAm (Cartegni et al., 2002). De uma forma geral,
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mutag¢des sinbnimas ndo sao associadas com doengas e, portanto, da-se menos
prioridade para a genotipagem do que quando se trata de mutagcbes em regides
codificantes, promotoras ou de splice. Porém, quando esse polimorfismo possui um
potencial efeito na estabilidade do RNAm, € importante dar uma maior prioridade do
que polimorfismos que se encontram em regides de introns (Risch, 2000). Desta
forma, associamos a expresséao in situ de TNR1 ao SNP +36A/G na cérvice uterina,
na tentativa de associa-los ao desenvolvimento de les&o cervical.

Identificamos que as portadoras de TNFR1+36AA nado apresentam alteragdes
na expressao de TNFR1 independente do grau de lesao cervical. N&o ha relatos na
literatura associando in situ a expressdo de TNFR1 e o SNP TNFR1+36A/G na
cérvice uterina ou em outro tecido. O dado mais interessante que identificamos foi a
gradativa expressdo de TNFR1 em portadoras dos gendtipos GG e AG,
principalmente em pacientes com HSIL. Ha um aumento de 2,0 vezes na expresséo
em relagc&o as portadoras do genadtipo AA, visto como protetor em relagédo a indugéo
de lesdes de baixo grau. Desta forma, podemos inferir que a presengca de TNFR1
pode estar sendo modulada negativamente pela infec¢cado pelo HPV e este marcador
pode ser utilizado como indicador para a progressdao de lesbes pré-malignas

cervicais.
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6 CONCLUSOES

1. Houve uma associagao entre o gendtipo AA TNFR1+36A/G e a protecéo para

o surgimento de lesbes cervicais de baixo grau.

2. Nao houve relagédo entre os gendtipos estudados e a progressao das lesées

cervicais pré-malignas.

3. Houve um aumento na expressao de TNFR1 nas células inflamatérias no
corion, indicando que estas células podem estar sendo ativadas conforme a

progressao da doenca.

4. Portadoras de TNFR1+36AA ndo apresentam alteracbes na expressao
TNFR1 independente do grau de leséo cervical.

5. Presencga de TNFR1 pode estar sendo modulada negativamente pela infec¢ao
por HPV e este marcador pode ser utilizado como indicador para a

progressao de lesbes pré-malignas cervicais.

61



7 PERSPECTIVAS

1- Avaliar polimorfismos funcionais em TNFR1 e TNFR2 em mulheres com
histérico de lesao cervical causada por HPV.

2- |dentificar a expressdo de TNFR1 em subpopulag¢des de linfécitos, mondcitos

e macrofagos intratumorais.

3- Avaliar o papel do TNFR1 e TNFR2 em células inflamat6rias cervicais como
moduladores da carcinogénese.

4- Avaliar o papel do TNFR1 em células inflamatérias como indutor de apoptose

e/ou ativacao celular.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Termo de consentimento aplicado as voluntarias atendidas no IFF,
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do IFF e IPEC.

Ministério da Satde A

FIOCRUZ . rs
Fundacao Oswaldo Cruz ‘
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS Instituto Fernandes Figueira

PROCESSO DE CONSENTIMENTO E DOCUMENTACAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA A PESQUISA

Caracterizacdo da imunidade celular na cérvix uterina de pacientes com lesbes causadas pelo virus
do papiloma humano (HPV) e sua correlagdo com fatores prognésticos genéticos - ligados a indugéo
da carcinogénese - e ambientais em coorte de mulheres HIV-1 positivas ou ndo

Coordenador: Dra. Maria da Gléria Bonceni de Almeida — IPEC

Colaboradores: Ana Teresa Gomes Fernandes, IPEC; Dra Beatriz Grinsztejn, IPEC; Dr José Henrique
Pilotto, IPEC; Dra Valdiléa Gongalves Veloso dos Santos, IPEC; Dra Angela Cristina Vasconcelos de
Andrade, IPEC; Dr Fabio Bastos Russomano, IFF; IPEC; Dra Mariza Gongalves Morgado, IOC; Dra
Ruth Khalili Friedman, IPEC; Dra Aparecida Cristina Sampaio Monteiro, IPEC; Dra Luciana
Wernersbach Pinto, IPEC.

PROPOSTA E SITUAGAO-PROBLEMA

Cara Sra./Srta.

Estamos convidando-a a participar de uma pesquisa sobre a infecgéo pelo HPV em mulheres
infectadas ou nao pelo HIV. Esta € uma forma de conhecermos melhor esta doenga e como trata-la.

A infecgdo pelo HPV é muito comum em homens e mulheres e, geralmente, ndo causa
lesbes. Algumas vezes, porém, pode causar lesdes que, caso ndo tratadas podem piorar e chegar ao
cancer. Para confirmar se vocé tem uma lesao causada por este virus, é necessario fazer um exame
chamado colposcopia, que é semelhante ao que vocé fez no exame preventivo para doencas
genitais, sendo que mais detalhado. O médico te examinara usando um aparelho que aumenta a
imagem do seu colo uterino, possibilitando vé-lo como mais clareza. Caso os médicos encontrem
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uma lesdo, um pequeno fragmento (bidpsia) do seu colo uterino sera retirado para saber se € uma
lesao pré-cancer e, caso isto seja confirmado pelo exame diagnostico, podera ser indicado a retirada
da parte doente, evitando que esta leséo piore até chegar ao cancer.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , estou sendo informada que fui
encaminhada ao Instituto Fernandes Figueira por apresentar em meu exame ginecoldgico
preventivo de doengas genitais, a suspeita de uma lesdo causada pelo HPV. Neste hospital, farei
uma colposcopia, exame semelhante ao que eu fiz no exame preventivo, sendo que neste o
médico me examinara usando um aparelho que aumenta a imagem do meu colo uterino,
possibilitando vé-lo como mais clareza. Caso os médicos encontrem uma lesdo, um fragmento do
meu colo uterino sera retirado para saber se € uma lesdo pré-cancer e, caso isto seja confirmado
pela biépsia, terei que retirar uma parte maior do colo, que é parte doente, para evitar que a lesao
piore até chegar ao cancer. Sei que esta é a rotina para o diagndstico e tratamento destas lesdes
para a prevencdo do cancer do colo do utero. Sei também que apds o tratamento serei
acompanhada no Setor de Patologia Cervical do Instituto Fernandes Figueira para ser tratada
novamente, caso surjam novas lesoes.

PROCEDIMENTOS
1. Procedimentos
Se eu concordar em participar neste estudo, sei que:

a) Responderei a um questionario sobre minha profissdo e quanto ganho por més. Além disso,
terei que informar se bebo bebidas alcodlicas, uso drogas e sobre minhas relagdes sexuais.

b) Como provavelmente tenho uma lesdo causada pelo HPV, que é normalmente transmitido
pelo sexo, posso ter sido contaminada por outros virus e germes e, por isso, eu permitirei que
30 mL de sangue sejam retirados para a verificagéo se estou ou n&o infectado pelo HIV bem
como para a contagem de células circulantes no meu sangue, e caso seja portadora do HIV,
sera realizada a carga viral sistémica e local. Além disso, sera avaliada a presenga de fatores
que determinam a progressado das lesGes cervicais para o cancer (p53, TNF-a, blc2 e bax)
através de testes genéticos que serdo realizados com uma amostra de DNA (material
genético que fornece as caracteristicas individuais de cada ser humano, animal e vegetal)
extraido nesta coleta. E do meu conhecimento que todos os materiais usados para a coleta
de sangue sdo descartaveis.

c) Eu concordo que uma pequena parte do pedacinho retirado na bidpsia feita para a
confirmagédo de meu diagndstico seja enviado para o laboratério do IPEC-Fiocruz que faz
esta pesquisa.

d) Se deste estudo, houver novas perguntas que necessitem utilizar o mesmo material coletado,
este podera ser utilizado em projetos futuros relacionados as infecgdées do HPV e HIV.

2. Tempo
Para participar desta pesquisa apenas terei que perder mais tempo do que seria 0 normal para ler e

assinar este Termo de Consentimento, responder ao questionario e colher a amostra de sangue para
o teste do HIV.
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3. Local do Estudo

A colposcopia sera realizada no Setor de Patologia Cervical do Instituto Fernandes Figueira, e o
estudo do material obtido sera feito no Laboratério de Imunologia Celular do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas e no Departamento de Anatomia Patoldgica do Instituto Fernandes Figueira,
Fiocruz.

4. Riscos/Desconfortos

a. Algumas das questdes que constam do questionario podem ser constrangedoras, mas caso
eu ache necessario, poderei interromper a entrevista a qualquer momento. .

b. A coleta de sangue para o teste do HIV normalmente ndo causa problemas locais. As vezes
pode ficar um pouco arroxeado, mas isto desaparece em poucos dias.

c. A bidpsia do colo uterino sera realizada para diagnosticar qual o grau de lesdo que tenho,
para que, apos seu resultado, os médicos possam decidir qual o melhor tratamento. Apenas a
pequena parte que sera retirada do material biopsiado € que servira para a pesquisa € nao
fara falta para o meu diagnéstico.

5. Tratamento e compensacao por danos

N&o ha risco de qualquer problema para a minha saude pelo fato de coletar sangue para o Teste do
HIV ou ceder uma parte do pedacinho biopsiado para a pesquisa. Se eu tiver algum problema de
saude em decorréncia da minha assisténcia no Instituto Fernandes Figueira, neste mesmo hospital
sera resolvido.

6. Alternativas

Se eu decidisse ndo participar desta pesquisa o tratamento médico a que eu tenho direito ndo seria
prejudicado no Setor de Patologia Cervical do Instituto Fernandes Figueira. A necessidade de fazer
biépsias ou tratamentos seria a mesma e o tempo de acompanhamento também seria 0 mesmo.
Também, caso meu diagndstico seja de uma lesao pré-cancer (NIC 1l ou Ill), também seria convidada
a fazer o Teste do HIV porque existe um risco baixo de ter este virus e ndo saber e a lesdo ser uma
manifestagdo da doenga causada pelo HIV, sem ser aids ainda. Esta ja € uma rotina do Setor ha mais
de 5 anos. Também poderia recusar fazer o teste, mas neste caso, ndo poderia participar desta
pesquisa.

7. Resultados dos Testes

O resultado do teste de sangue para o HIV sera fornecido somente para mim pelo médico na
proxima consulta. Nesta consulta, assim como na de hoje, posso fazer todas as perguntas sobre as
dividas que tenho sobre as infecgdes pelo HPV e HIV. Caso o teste do HIV seja positivo ndo quer
dizer que tenha AIDS e nem mesmo que tenho o HIV. Terei que colher mais uma amostra para
confirmacgao e, se também for positiva, serei encaminhada ao tratamento médico especializado nesta
doenca.

81



8. Custo para os entrevistados

Eu ndo pagarei nenhuma quantia de dinheiro para a participagdo neste estudo ou para os
tratamentos que eu porventura necessite. Os custo de exames laboratoriais serdo cobertos pelo
estudo.

9. Confidenciabilidade dos dados

Sei que todas as minhas informagbes sdo confidenciais e constardo de meu prontuario e nos
Questionarios da pesquisa. Somente os Drs. Fabio Russomano e Maria da Gléria Bonecini de
Almeida, e seus assistentes terdo acesso a estas informagdes. As informagdes obtidas nesta
pesquisa poderdo ser discutidas com pesquisadores de outras Instituigdes, mas nenhuma
identificagdo minha sera fornecida.

Receberei uma copia deste consentimento para manté-lo comigo.

Eu consinto em que meu enderego e telefone sejam anotados numa folha separada, para facilitar
contato comigo quando necessario.

Nos proximos dias, se tiver qualquer duvida, sobre sua participacdo deste estudo, favor telefonar para
3865 9531 ou 3865 9644 (Dra. Maria da Gloria e Ana Teresa Fernandes)

Local e data:

Nome do voluntario:

Endereco:

Cidade: Estado:

Telefone:

Assinatura:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome de alguma pessoa que possa ser contactada, caso a Sr(a). ndo possa fornecer o seu enderego
ou telefone no momento:

Nome:

Endereco:
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Anexo 2. Carta de autorizagao do manuseio de materiais coletados de
mulheres sem histérico de lesdao e/ou infeccao causada pelo HPV e HIV-1
atendidas no Servico de Ginecologia do Ambulatério Piquet Carneiro/UERJ e
na Disciplina de Ginecologia do Hospital Pedro Ernesto/UERJ, pelos
responsaveis, Dr. Evandro Mendes Klumb e da Dra Jacyara Maria Brito
Macedo.

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
DISCIPLINA DE REUMATOLOGIA
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Rio de Janeiro, 24 de Outubro de 2009

DE: Evandro Mendes Klumb
Disciplina de Reumatologia

PARA: Dra. Léa Camilo Coura
Comité de Etica - IPEC

REF.: COLABORACAO EM PESQUISA — PROJETO EM LES —
CANCER DE COLO - HPV.

CC: Ana Teresa G. Fernandes
Lab Imunologia e Imunogenética em Doengas Infecciosas
IPEC-Fiocruz
Tel. Oxx21 3865-9644

Prezada Dra. Léa,

Em referéncia ao projeto em epigrafe, que apresenta areas de interesse comum
com o desenvolvido no Laboratério de Imunologia e Imunogenética em Doencas
Infecciosas - IPEC-Fiocruz-RJ, gostaria de confirmar 0 nosso maior interesse em
colaborar incluindo o compartilhamento do material cervical e soro coletados do
grupo controle dos estudos denominados “Andlise da frequéncia de alteracdes
citopatologicas cervicais e de infecgdo pelo papilomavirus humano em mulheres
com ldpus eritematoso sistémico” e “Colo de Gtero: estudo da associagdo entre
tipos de HPV em lesdes pré-malignas e malignas”, realizados na Universidade do
Estado do Rio de Janeiro sob a responsabilidade de Dr. Evandro Mendes Klumb e
Dra. Jacyara Maria Brito de Macedo, ambos com texto integral e termo de
consentimento livre e esclarecido aprovados pelo comité de ética em pesquisa do
HUPE - UERJ, sob o n° 1153-CEP/HUPE — CAEE: 0028.0.228.000-05.

Reiteramos ao mesmo tempo, que o compartilhamento do referido material deve
manter os mesmos critérios éticos previamente estabelecidos de acordo com os
termos assinados pelas mulheres que voluntariamente constituiram o grupo
controle.

Atenciosamente,

e Yo t—"

Mendes Klumb Jacyara Maria Brito de Macedo
— UERJ IBRAG - UERJ
Disciplina de Reumatologia Disciplina de Bioguimica
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Anexo 3. Questionario aplicado as mulheres atendidas no IFF.

Caracterizagdo da imunidade celular na cérvix uterina de pacientes com lesées
causadas pelo virus do papiloma humano (HPV) e sua correlagdo com fatores
prognésticos genéticos - ligados a indugao da carcinogénese - e ambientais em

coorte de mulheres HIV-1 positivas ou nao

Data:

DADOS PESSOAIS

Nome:

N° Prontuario IFF: N° Prontuario IPEC:

N° Lab Imunologia/ IPEC:

Municipio de residéncia:

Idade: Data de Nascimento:

Estado Civil Atual:

¢ Escolaridade:

Analfabeta

1° grau incompleto
1° grau completo
2° grau incompleto
2° grau completo
> 2°grau

SokhLN =

¢ Renda Familiar Mensal:

Sem renda
Até 1 salario
Até 2 salarios
Até 3 salarios
Até 4 salarios
Até 5 salarios
> 5 salarios

Nogohrwh =
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Inclui: Auxilio doenga, penséo alimenticia, renda decorrente de trabalho informal, etc.

¢ Etnia/cor:
1. branca
2. negra
3. parda
4. indigena
5. ignorada

HABITOS

1. Fumo

¢ Possui o habito de fumar?
Em caso afirmativo:

1. Ha quanto tempo?
2. Quantos macos fuma por dia?
3. Nos ultimos 2 anos, aumentou o numero de cigarros por dia?

2. Etilismo

¢ Possui 0 habito de beber?
Em caso afirmativo:

1. Ha quanto tempo?
2. Quais bebidas? Destiladas ( ) Fermentadas ( )
3.Quantas vezes por semana?

4. Quanto copos costuma beber?

3. Uso de drogas

¢ E usuario de drogas ilicitas?

Em caso afirmativo:

—_

. Quais?
2. Quantas vezes por semana?

¢ E usuario de alguma medicagdo?
Em caso afirmativo:

1. Qual?
2. Com que frequiéncia?
3. Alguma tem efeito teratogénico?
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HISTORICO FAMILIAR

¢ Ha histérico em sua familia de cancer?
Em caso afirmativo, qual cancer?

VIDA SEXUAL

¢ Qual aidade que iniciou a vida sexual?

¢ Quantos parceiros vocé teve no ultimo ano?

1 parceiro

2 parceiros

3 parceiros
4 parceiros
> 4 parceiros

arON =

¢ Tem filhos?
Em caso afirmativo:

1. Quantos?
2. ldade

¢ Ja abortou?
Em caso afirmativo,

1. Quantos?
2. Foi espontaneo ou provocado?

¢ Alguma vez apresentou lesdo de HPV?

¢ Nestes ultimos 5 anos, apresentou alguma DST?
Em caso afirmativo:

1. Quando?
2. Qual?
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