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RESUMO

O interferon - afa (IFN-a) é uma glicoproteinas pertencente a familia das citocinas
gue participa no controle e na replicagdo celular, na defesa do hospedeiro contra organismos
estranhos, como Vvirus ou bactérias. Embora o IFN-a tenha sido inicialmente conhecido pela
propriedade antiviral, numerosas investigagdes posteriores mostraram que o IFN esta
envolvido na regulagdo do crescimento celular ¢ no efeito imunomodulatério. O IFN-a
interage com os receptores de interferon alfa (IFNAR 1 e 2) que Sio expressos em varios tipos
de células do organismo incluindo células tumorais e do sistema imune. A sintese de proteinas
envolvidas na resisténcia intracelular contra virus inclui a producdo de 2'5°OAS. Esta enzima
se liga com alta afinidade a uma RNase L e endoribonuclease que catalisa a clivagem das fitas
simples de RNA levando ainibigao das proteinas virais.

Na literatura ndo existem relatos de avaliagdo da expressdo dos genes do receptor de
interferon alfa e da enzima 2',5'OAS em células de neoplasia intraepitelial cervical,
despertando-nos a inten¢do de estudar e correlacionar se a expressdao dos receptores, ou uma
possivel disfuncdo na transducdo do sinal intracelular, que por conseqiiéncia levaria a uma
diminuigdo da ativag¢do da enzima, seriam fatores que contribuem para dificultar a eliminagdo
do HPV ou atuariam como facilitador na evolugdo das células epiteliais para lesdes
neoplasicas.

O presente trabalho avaliou por RT-PCR a expressio do RNAm do IFN-a, dos
receptores de Interferon alfa (IFNAR1 e IFNAR2) e a expressio de um dos elementos
responsivos pelo estimulo de interferon (I1SRE) presente nas regioes dos genes induzidos pelo
IFN-a; através da expressao do RNAm da enzima 2°5" Oligoadenilato sintetase (2°,5'OAS)
em biopsias de pacientes em diferentes graus de neoplasia intraepitelial cervical (NIC I, Il e

).

Biopsia do colo uterino era coletada em mulheres com NIC I, Il E Il (n=28) e
controles (n=17) sem lesio ou infecgdo por HPV. A presenga do DNA do HPV de alto e baixo
risco foi determinada por Captura hibrida. Niveis de mRNA do IFNARI, IFNAR2, I[FN-a ¢
2'5'0AS eram determinados por RT-PCR. Apés a transcrigdo o cDNA foi submetido a
amplificagdo com primers especificos.

Na pesquisa da expressio do receptor de interferon alfa 1 (IFNARI) as amostras
controles apresentaram uma maior expressio do receptor 58,3%(10/17), enquanto nas
amostras NIC 14,2% (4/28) expressavam o0 RNAm do receptor; p=0.0018. A expressio do
IFNAR2 foi maior também nas amostras controles 64,7% (11/17) que nos pacientes com
lesdes 7,1% (2/28), p=0.0018. A expressio simultinea dos dois receptores foi observada
apenas no grupo controle 47,0% (8/17), p=0.0001. Os resultados para o IFN-a mostram a
presenca do fragmento em 14,2% (4/28) das amostras de NIC, sem expressdo no grupo
controle e a expressio dos niveis da enzima 2°5'OAS foi de 28,5% (8/28) nas amostras de
NIC ede 11,7% (2/17) nas amostras do grupo controle, p=n.s.

Com o presente estudo podemos concluir que as amostras de NIC apresentavam o
DNA do HPV em 50% (14/28), as amostras obtidas de pacientes com neoplasia intraepitelial
cervical apresentam uma baixa expressio do RNA mensageiro do receptor de interferon
subunidade 1 e 2. A expressao simultanea das duas subunidades dos receptores foi encontrada
apenas no grupo controle. Nao houve diferenga significativa da expressdo do RNA
mensageiro do IFN-a e daenzima2’5"OAS entre os grupos controle e NIC.

Palavras-Chave: Neoplasia Intraepitelial Cervical. Interferon alfa. Receptores de
interferon, 2’5’Oligoadenilato sintetase.
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ABSTRACT

Interferor-alfa (IFN-a) is a glicoprotein belonged to a family of cytokines which
participate in the control and cell replication in the defence of hostess against strange
organisms, as virus or bacteria. Although the IFN-a has been known by antiviral property,
numerous investigations afterward showed that the IFN is involved on regulation cell growth
and on immunomodulatory effect. The IFN-a engage with the receptors of interferon alpha (
IFNAR 1 and 2 ) with are expresses many types of cells of organism including growth cells
and immune system. The synthesis of protein involved in intracellular resistance against virus
includes the production of 2’5’ OAS. This enzyme binds with high affinity to RNase L and
endoribonuclease that bunch the signs of single stranded of RNA taking the inhibition of viral

proteins.

In the literature there aren’t reports about evaluation of expression of genes receptors
of interferon alpha and enzyme 2°,5° OAS in cells of cervical intraepithelial neoplasia wake
up us to the intention of study and corelation themselves to expression of receivers, or a
possible disfunction in trandate of sign intracell, that consequence will take a minus ativation
of enzyme, factors would be contribute to difficult the extintion of HPV or will act as a

facilitator in evolution of epithelials cellsto neoplasicsinjuries.

The present work evaluated for RT-PCR the expression of mRNA of IFN-a, the
receptors of Interferon alpha ( IFNAR 1 and IFNAR 2 ) and the expression of one of
responsible elements encouragement of interferon ( ISRE ) to be present in regions of genes
induced by IFN-a ; through of the expression of mRNA of enzyme 2’ 5’ oligoadenilato
synthetase ( 2’,5” OAS ) in biopsies of patients in different levels of cervical intraepithelial

neoplasia( CIN I, Il and I11).

Biopsies of uterine cervix was collected in women with CIN I, 1l and 111 ( n=28 ) and
controls ( n= 17 ) without injury or infection by HPV. The presence of DNA of HPV with
high and low risk was determined by hybrid capture. Levels of mRNA of IFNAR 1, IFNAR 2,
IFN-a and 2°5°0OAS were determined by RT-PCR. After the transcription the cDNA was

submitted to amplification with specifics primers.

In the research of expression of the interferon receptor alpha 1 ( IFNAR 1) the
sample controls showed greater expression of the receptor 58,3% ( 10/17 ), while in the
sample CIN 14,2% ( 4/28 ) expressed the mRNA of the receptor; p=0.0018. The expression of
IFNAR2 was bigger also in the sample controls 64,7% ( 11/17 ) than in the patients with
injuries 7,1% ( 2/28 ), p=0.0018. The simultaneous expression of two receptor was observed
only in the control group 47,0% ( 8/17 ), p=0.0001. The results for the IFN-o. show the
presence of the fragment in 14,2% ( 4/28 ) of sample of CIN, without expression in the
control group and the expression of levels of enzyme 2’5’0OAS was 28,5% ( 8/28 ) in the

samples of CIN and 11,7% ( 2/17') in the samples of control group, p=n.s.

With the present study we can conclude that the samples of CIN showed the DNA of
HPV in 50% ( 14/28 ), the samples have gotten of patients with cervical intraepithelial
neoplasia showed one low expression of RNA messanger of the receptor of interferon subunit
1 and 2. The simultaneous expression of two subunits of receptors were found only in control
group. There wasn’t significant difference of expression of RNA messanger of IFN-a and of

enzyme 2°5’OAS between the control groups and CIN.

Key-Words: Cervical Intraepithelial Neoplasia. Interferon alpha. Interferon alpha receptor.
2'5’0ligoadenylate Synthetase
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1. INTRODUCAO

15

1.1. Sistema Imunologico e Cancer

A imunidade inata (natural) ¢ a ac¢do do sistema imune a infec¢do que ocorre quando

0s patdgenos entram em contato pela primeira vez com o organismo. O sistema imune inato

possui uma pequena quantidade de receptores, mas estes reconhecem uma grande variedade

de patogenos, sendo isto possivel porque estes receptores reconhecem padroes moleculares

comuns associados a patogenos (PAMPs), que ndo sdao apresentados pelas células

do

hospedeiro, 0 que torna improprio denominar a resposta imune inata de inespecifica. A

resposta imune adquirida ¢é altamente especifica aos patogenos e com capacidade

especializada de tornar-se mais eficiente a cada contato subseqiiente. Muitas infecgdes sdo

detectadas pelo sistemaimune inato e controladas rapidamente, sendo importante inclusive na

indugdo da resposta imune adquirida por meio da expressio de citocinas e moléculas de

adesio.

De forma semelhante a utilizada pelo sistema imunoldgico nas agdes contra agentes

infecciosos, ¢ bastante discutido e estudado que ocorra um sistematico controle contra o

aparecimento e progressio dos tumores, os dados levantados na literatura tém demonstrado

uma constante pesquisa em determinar o papel do sistema imunologico e os mecanismos que

o regulam na luta contra os tumores. E bem estabelecido e aceito que os fendmenos celulares

intrinsecos que determinam o inicio do aparecimento de células tumorais provéem do

crescimento do proprio tecido, ignorando sinais inibitorios de crescimento, assim evitando a

morte das células cancerigenas que se reproduzem sem limites, sustentadas pela angiogénese

e invadindo os tecidos (HANAHAN et al., 2000).

Numerosas células efetoras da resposta imune inata e adaptativa participam no

reconhecimento e destruicdo das células neoplasicas. Camundongos faltando os seguintes
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componentes. 0 gene ativador-recombinante 2 (RAG2), a fata do mesmo resulta na
diminuigdo de células T, B e natural killer; a fata da cadeia - y do receptor de células T
(TCRYy) e fatado receptor de interferon do tipo |, esse exemplos e outros descritos na revisio
de Zitvogel e colaboradores (2006) demonstram que esses modelos experimentais Sio mais
susceptiveis ao aparecimento de tumores.

Os tumores ao se iniciarem no organismo Ssio reconhecidos pelo sistema imune, porém
muitos tumores ndo sdo completamente rejeitados pelo nosso organismo e o cancer progride,
ha uma crescente idéia de que muitas repostas imunologicas definidas como mecanismo
efetor anti-tumor haja como uma “faca de dois cortes” onde frente a diferentes condi¢des
organicas podem se tornar ineficaz ou até mesmo a favor do tumor (PAWELEC, 2004). Dessa
forma pode-se fazer uma analogia com as lesdes pré-neoplasicas que precedem o cancer
invasivo do colo uterino, onde algumas evoluem para O cancer e outras regridem
espontaneamente despertando a pesquisa sobre atuagdo do sistema imunologico € 0S

mecani Smos que o regulam.

1.2. Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)

As neoplasias invasivas do colo do utero normalmente sdo precedidas por um periodo
longo de tempo pela lesio pré-invasiva. Estas lesdes se caracterizam por uma gama de
eventos que progridem de atipias celulares de graus variados a displasia ou neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). O termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) foi introduzido
em 1968 paraindicar atipia celular limitada ao epitélio.

A NIC foi divididaem graus 1, 2 e 3. A NIC 1 corresponde a displasia leve, a NIC 2 a
displasia moderada e a NIC 3 a displasia grave (RICHART, 1968). O sistema Bethesda foi

introduzido para diagnostico citologico cérvico-vagina em 1988 e tem como objetivo
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2001 que classifica lesio intraepitelial cervical de baixo grau (LSIL) que inclui alteragdes
leves associadas ao HPV, displasia moderada e NIC 1. E lesdo intraepitelial cervical de alto
grau (HSIL) que inclui displasia severa e moderada, carcinoma “in situ”, NIC 2 e 3
(SOLOMON et al., 2001).

A NIC ¢ identificada mediante o exame microscopico das células cervicais em um
esfregago citologico corado pela técnica de Papanicolaou ou em preparados citologicos do
tecido que permite o exame de varias outras caracteristicas para 0 diagndstico da NIC e sua
classificagao com sendo confirmagéo realizada pelo estudo anatomopatolégico.

O aumento de volume nuclear com variagiao no tamanho e forma € uma caracteristica
regular de todas as células consideradas atipicas, a hipercromasia ¢ outra caracteristica
marcante e distribuigdo irregular de cromatina com grumos pode estar presente em células
displasicas. Nucleos anormais em células superficiais ou intermediarias indicam uma NIC de
baixo grau, enquanto que a anomalia em nicleos de células basais ¢ parabasais indicam NIC
de alto grau. A quantidade de citoplasma com relagdo ao tamanho do nucleo (razdo nucleo-
citoplasma) ¢ uma das caracteristicas mais importantes para avaliar o grau da NIC
(MITCHELL et al., 1998).

Estudos epidemiologicos identificaram varios fatores de risco que contribuem ao
desenvolvimento de lesdes precursoras da neoplasia do colo uterino e a propria neoplasia do
colo uterino. Estas incluem infecgao por certos tipos oncogénicos de papilomavirus humano
(HPV), relacdo sexual precoce, multiplos parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongado de
anticoncepcionais orais, tabagismo, baixo nivel socioeconomico, infec¢do por Chlamydia
trachomatis, deficiéncia de micronutrientes e uma dieta deficiente em vegetais e frutas. O
HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 sio significativamente associados

com NIC e neoplasiainvasiva (WALBOOMERS et al., 1999).

1.3. Papiloma Virus Humano - HPV
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O HPV pertence a familia Papovaviridae, ¢ um DNA virus, epiteliotrofico, transmitido
sexualmente (ZUR HAUSEN; DeVILLIERS, 1994), que causa aproximadamente 400 mil
novos casos de cancer cervical no mundo a cada ano (PISANI et a., 1999). Esta familia de
virus infecta uma grande variedade de organismo de uma forma espécie-especifica, sendo que
em humanos existerm mais de 100 subtipos descritos. Apesar de a maioria induzir papilomas
benignos, existe alguns classificados como de alto risco que contribuem para o
desenvolvimento de cancer anogenital, como o HPV 16, 18, 45, e 56, que ao infectarem as
células epiteliais podem dar origem a transformacao maligna (SCHIFFMAN et al., 1995).

Os virus desta familia possuem como material genético uma dupla fita de DNA de
aproximadamente 8kB, sendo sua organizagdo genomica similar nos diferentes tipos de HPV.
Basicamente sio trés regides principais, a primeira contendo genes LCR que regulam a
expressio dos genes virais; a segunda regido dos genes E (E1-E7) que controlam o ciclo de
vida do virus, e a terceira cujos genes (L1 e L2) codificam proteinas do capsidio. Dentre estes
genes tem sido de particular interesse o E6 e 0 E7 presente no subtipo 16, que ¢ o mais
prevalente (DeVILLIERS et al., 2004).

Ao infectar acélula o DNA vira pode assumir duas formas: a epissomal e aintegrada.
Na forma epissomal, o DNA viral permanece circular no nicleo da célula do hospedeiro, ndo
integrado a seu DNA. Essa forma ¢ encontrada nas verrugas genitais ¢ lesdes de menor
gravidade. Para a integragao do genoma circular ao DNA da célula hospedeira, esse deve ser
linearizado, pela quebra do DNA viral entre aregido E1 e L1 (DeVILLIERS et al., 2004). A
integracdo do DNA viral pode se dar em sitios “frageis” do DNA da célula hospedeira
(POPESCU et @, 1990), mas pode ocorrer randomicamente com a seqiiéncia viral. Contudo,
aqueles eventos de integragdo que promovem o inicio da expressao dos genes da regido E1/E2
sdo selecionados, pois eles promovem o crescimento celular. Assim sendo, ocorre a

transcricao dos genes E6 e E7 para RNA e um aumento destas proteinas no interior celular,
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que por sua vez, sio capazes de induzir instabilidade genética e contribuem para a evolugao

clonal do cancer (JEON; LAMBERT, 1995).

1.4. Resposta Imune a0 Papiloma Virus Humano

Varios componentes da resposta imune inata e adaptativa sdo mobilizados para o
reconhecimento das infecgdes por HPV e para eliminar as células infectadas pelo virus. A
primeira linha de defesa consiste na resposta imune inata que ocorre na epiderme e no epitélio
das mucosas (UTHAISANGSOOK et al., 2002; JANEWAY et al., 2002).

A imunidade inata a0 HPV ¢ mediada por varios mecanismos, incluindo indugdo de
interferon (IFN) e ativagdo de macrofagos e células NK (natural killer), uma das fungdes mais
importante do interferon é exercer ag¢do antiviral, e das células NK ¢é a de matar células
infectadas por virus, logo no inicio do curso da infecgdo, antes de se iniciar a resposta imune
especifica. Contudo, algumas infec¢des por HPV ndo sdo rapidamente eliminadas pela
imunidade da mucosa. De fato, a expressio cronica de HPV & baixos niveis pode induzir
tolerancia ao epitélio infectado (DOAN et al., 1999). Estudos recentes descrevem como o
HPV interage com o sistema imune e como 0 Virus pode evadir ou inativar a resposta imune
adquirida (TINDLE, 2002; FRAZER et al., 1999). Existem varias razdes para isto, que estio
diretamente ligadas ao ciclo de vida do virus, primeiro, o virus ndo tem uma fase de
disseminagao sanguinea; segundo, ndo causa lise dos queratinocitos, e, portanto nao induz
uma resposta inflamatoria; e terceiro, a produgdo e liberagdo do virus se da nas células
escamosas diferenciadas que sio distantes das citocinas e células imunocompetentes na

submucosa (STANLEY, 2001; STERN et al., 2000; KONYA; DILLNER, 2001).

1.5. Citocinas
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As citocinas sio hormoénios protéicos produzidos durante a fase de ativagdo e efetora
da imunidade inata e especifica. As respostas imunes sdo mediadas pela liberagdo de
diferentes citocinas que podem influenciar na sintese ¢ agdo umas das outras formando um
sistema de inter-relagio das citocinas imunorregulatorias.

As citocinas produzidas apdés uma infecgdo sdo classificadas como imuno-estimulante
do tipo Thl que sio os interferons (IFNs), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
Interleucina-2 (IL-2) e interleucina-12 (IL-12) que induzem principalmente imunidade
celular, e citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10) que Sio inibidoras da resposta
imune mediada por células e predominantemente induzem resposta humoral (CLERICI et al.,
1994; MOSMANN et al., 1996; SPELLBERG et d., 2001).

Adicionamente, as células regulatorias da resposta imune que expressam as moléculas
CD4 e CD25 e produzem IL-10 e/ou TGF-B, chamado de resposta Th3, estido envolvidas em
modular a resposta imune, impedindo ou diminuindo as conseqiiéncias das reagdes de

hipersensibilidade e de doengas auto-imunes (MILLS; McGUIRK, 2004; WEINER, 2001).

1.6. Interferons — IFN

Os interferons sio glicoproteinas com peso molecular entre 15 e 21 KD pertencente a
familia das citocinas que participam no controle e na replicagio celular e na defesa do
hospedeiro contra organismos estranhos, como Virus ou bactérias. Embora o IFN tenha sido
iniciadlmente conhecido pela propriedade antiviral, numerosas investigagcdes posteriores
mostraram que o IFN estd envolvido na regulagdo do crescimento celular e no efeito
imunomodul atério (GOODBOURN et al., 2000; STARK et al, 1998).

Os interferons sio divididos em dois grupos: tipo I que inclui o IFN-a e B e So

produzidos pelos leucdcitos, Células epiteliais e fibroblastos e contribuem para a primeira
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por virus (De MARCO et al., 1999; SAMUEL, 2001). O IFN tipo II também ¢é denominado de
IFN-y ou IFN imune. Ele ¢ induzido por linfécitos T auxiliar Th1 CD4", sendo produzido
principalmente por quase todas as células T CD8" estimuladas por antigenos estranhos e
células NK (TAKAOKA et al., 2006). A tabela 1 resume as informagdes basicas do IFN

humano:

Tabela 1. Membros da familia de Interferon humano.

Subtipos de Locus
Tipo IFNs Receptores Génico Peso Molecular (kDa)
I IFN-a IFNAR-1/IFNAR-2 9p21 15-23

IFN-B IFNAR-1/IFNAR-2 9p21 15-23

IFN-¢ IFNAR-1/IFNAR-2 9P21 24.4
[ IFN-y IFNGR-1IFNGR-2 12g24.1 34

Adaptado de TAKAOKA, 2006.

A acdo antiviral do interferon é primariamente paracrina, pois uma célula secreta
interferon para proteger as células vizinhas ndo infectadas. E descrito na literatura que uma
célula que tenha respondido ao IFN e seja resistente a infecc@o viral, esteja em um estado
considerado antiviral (SAMUEL, 2001; STARK et al., 1998). A produgdo inicial ou a
administracdo do IFN exogeno age via receptores especificos das células, ativando
determinados sistemas que propagam sinais ao nucleo e induzem a expressdo dos genes que

codificam varias proteinas que promovem as agdes defensivas.
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Figura 1. Produgdo ¢ Agédo do Interferon tipo I humano.

Os interferons podem influenciar na diferenciagdo, proliferagdo ¢ fungdo de varios
tipos de células do sistema imune (TOUGH et al., 1999). Interferons o/f tem demonstrado
um aumento da atividade litica das células NK e linfocitos T citotoxicos, as células NK
podem ser ativadas pelo reconhecimento direto dos tumores, ou como conseqiiéncia da agdo
de IFN e outras citocinas produzidas pelos linfocitos T (BLACKMAN et al., 1985). As
células NK ndo lisam células ndo infectadas porque percebe um sinal inibitorio pelo
reconhecimento de peptideos proprios em complexo com moléculas do MHC classe | na
superficie da célula alvo. Ao contrario as células infectadas por virus podem se lisadas porque
0 sina inibitorio esta ausente, seja porque os peptideos proprios foram substituidos pelos
peptideos derivados das proteinas virais (REITER, 1993).

Contribuindo com a resposta imune celular os Interferons o/ modulam a expressio
das moléculas de classe I do MHC. Como a maioria dos linfécitos T citoliticos (CTLs)
reconhece antigenos estranhos ligados a moléculas de MHC classe I, os Interferons o/f
impulsionam afase efetora das respostas imunes celulares (Y ORK; ROCK, 1996).

Os interferons foram descobertos ha aproximadamente 50 anos atras em estudos do

fenomeno de interferéncia viral, nesse estudo observou-se que a membrana de embridao de
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galinha incubada com virus influenza inativado pelo calor, produzia & nova membrana uma
resisténcia a infec¢do por virus (ISAACS; LINDENMANN, 1957), desde entdo vém sendo
desenvolvidos estudos in vitro e em animais onde o tratamento com interferons se
demonstrara eficientes contra tumor, logo estudos clinicos evoluiram e utilizaram interferons

no tratamento de pacientes com cancer (EINHORN, 1993).

Tabela 2. Efeitos do Interferon-o. no sistemaimune.
Aumento de antigenos de membrana, especialmente MHC classe I e molécula de adesdo nas

células tumorais e células efetoras
Promocgao de diferenciacdo de linfocitos
Ativagio de células efetoras
Aumento da atividade de células NK
Ativacdo de macrofagos
Estimulo para geragdo de célula T
Efeito nafungido multipla de linfocitos
Citotoxicidade
Produgio de citocinas
Efeito na proliferacao de linfocitos
Inibigao de proliferagdo de linfocitos ativados in vitro
Aumento em nimero de célula NK in vivo
Efeito em células endoteliais
Antiangiogénese

Aumento de molécula de adesio celular

Adaptado de Herberman (1997)

O tratamento com IFN tem demonstrado resultados satisfatorios em pacientes com

carcinoma epidermoide de vagina (MURTA E.F.; TAVARES-MURTA, 2004), cancer colo
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retal (GREENBLAT et al., 1995) e pancreatico, onde os efeitos antiproliferativo e apoptotico
foram demonstrados em todas as células que expressavam os receptores de IFNs em linhagem
de células de cancer pancreatico (SAIDI et al., 2006).

As proteinas E6 e E7 produzida pelo HPV também podem influenciar na progressao
de lesbes para a neoplasia atuando no controle do ciclo celular, a proteina E6 do HPV-16 ¢
direcionada contra a proteina supressora de tumor (p53) formando um complexo e causando
sua degradagdo (WERNESS et al., 1990) a habilidade da E6 mediar essa degradagao ¢ muito
importante, considerando que a p53 ¢ responsavel pela apoptose ¢ prevengdo da proliferagdo
de células anormais (ASHCROFT et al., 1997) ¢ sua falta assegura a sobrevivéncia de células
anormais e infectadas, permitindo que o virus escape da resposta antiviral norma (RONCO et
al., 1998; HISCOTT et al, 1999). A partir dos dados levantados acima nos despertou a
intencdo de pesquisar algumas possibilidades pela qual poderia ocorria uma diminui¢do na
atividade biologica do IFN ¢ se esta diminui¢do poderia estar envolvida também com os

receptores celulares para |FN.

1.7. Receptores de Interferon - a. (IFNAR)

Os receptores para interferon - alfa sio elementos de extrema importancia para o bom
desenvolvimento das agdes biologicas promovidas pelo IFN, modificagdes na ligagao do IFN
ao receptor podem ser limitantes no processo de ativagao das agdes antivirais. Os receptores
deinterferonstipo | (o / ) Sio membros da familia classe II dos receptores de citocinas, sdo
formados de duas subunidades compostos por cadeias polipeptidicas denominados IFNAR-1
uma glicoproteina de 557 aminoacidos com 21 aminoacidos no seguimento transmembrana e
100 aminoacidos no dominio citoplasmatico, ¢ IFNAR-2 que existe em trés formas distintas,

IFNAR-2a (forma curta), IFNAR-2b (forma soluvel) e IFNAR-2c (formalonga) contendo 515
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aminoacidos e age como o principal receptor funcional para IFN (CHIEUX, 1999; NOVICK
etd., 1994).

Os receptores de IFN sdo expressos amplamente na maioria das células do organismo
(KIM et al., 1997). Os dominios transmebranicos dos receptores de interferon nao exibem
atividade enzimatica intrinseca, porém os dominios citoplasmaticos do IFNAR-1 se associa de
forma nao covalente com a enzima tirosina Quinase (TYK), e o [IFNAR-2 com Janus Quinase
(JAK) (UZE et. a., 1992, STARK et al., 1998), essa interagdo do IFN em seus receptores
ativando as proteinas JAK / TYK causam a fosforilagdo da subunidade intracelular do
receptor em residuos de tirosina. Além de tirosina quinase, tirosinas fosfatases se associam
com o complexo funcional naregido citoplasmatica dos receptores de IFN tipo I para regular
a associagdo de (TYK) e (JAK) na sinalizagdo do IFN (PLATANIAS, 2003; PLATANIAS,
2005). Os residuos de fosfotirosina recrutam as proteinas transdutoras de sinais e ativadoras
de transcrigdo (STAT) que consiste das proteinas: STAT1-a (91 kD) umaisoforma STAT1-8
(89 kD), STAT2 (113 kD) e p48 (48kD) conhecida como fator regulador de interferon (IRF),
esse conjunto de proteinas ¢ chamado fator 3 estimulador do gene de interferon (1SGF-3), que
esta presente no nucleo das células ativadas por IFN (MALMGAARD, 2004; AARONSON,
2002).

Alguns residuos de tirosinas provenientes da subunidade intracelular do receptor
ligam-se as proteinas STAT, posteriormente o dominio SH2 da STAT]I liga-se ao residuo da
tirosinana STAT2, aproteina p48 liga-se ao heterodimero STAT1/STAT2 que migram para o
nucleo agindo como um fator de transcri¢do dos genes que contém a seqiiéncia de consenso
(GAAAN(N) GAAA) chamado elemento responsavel pelo interferon (ISRE) (HORVARTH
et a., 1994, GOODBOURN, 2000; GRANDVAUX, 2002).

A importancia dos receptores na sinalizagdo mediada por interferon é bem destacada

pela observagio que na auséncia de qualquer cadeia do receptor, ndo ha afinidade para ligagdo

do IEN _conseniientemente ativacio das nrateinas aninases (TIAK/TYK) e STATS reanerida
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estd diminuida, com isso ndo ha o desenvolvimento de nenhuma agéo biologica do interferon

(UZE et al., 1992).

Figura 2. Viade transdugdo do sinal intracelular apés ligagdo do interferon-o. no receptor.

1.8. — O sistema 2’5" Oligoadelinalto sintetase (2°5'OAS)

A indugio da expressdo dos elementos responsivos pelo estimulo de interferon (ISRE)
presente nas regioes regulatorias de genes induzidos pelo IFN-a faz com que esses genes
Sejam transcritos e a seguir esses genes sio traduzidos para proteinas efetoras como o sistema
2",5'0AS, proteina quinase R (PKR) e a proteina GTPase MX (PLATANIAS et al 1994,
SAMUEL 2001).

A exposi¢ido de células humanas ao IFN-a induz a transcrigdo de trés genes da enzima
2’, 5’- oligadenilato sintetase resultando em oito adez isoformas daenzima 2’,5'OAS. A acdo
anti-viral dessaenzima ¢ se ligar com alta afinidade a uma Ribonuclease Latente (RNase L) e

induzir sua ativagao por dimerizagdo. A ativagdo da RNase L catalisa a clivagem do RNA ou
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DNA vira interferindo na sua replicagio (HASSEL et al.,, 1993; PLAYER et al. 1998;
MALATHI et al., 2005).

Em um trabalho utilizando camundongos que nao expressam os genes da enzima
RNase L (RNase L/") infectados com picornavirus, virus causador da encéfalo-miocardite e
Coxsakiaevirus, foi observado a sobrevivéncia viral (ZHOU et al., 1997; FLODSTROM-
TULLBERG et al., 2005).

A atvidade da RNase L tem demonstrado relagio com o céncer. Um estudo
demonstrou que ativagao da Enzima RNase L pode contribuir com a indugdo da apoptose em
linhagens de células de cancer de prostata (MALATHI et al., 2004), outro trabalho
demonstrou que havia alta atividade enzimatica e elevados niveis do mRNA da RNase L em
pacientes com cancer colorretal comparado com células do mesmo tecido normal (WANG et
al., 1995).

Na literatura pesguisada ndo existem relatos de avaliagdo da expressdo dos genes do
receptor de interferon alfa e da enzima 2°,5’OAS em células de neoplasia intraepitelial
cervical, despertando-nos a intengio de estudar e correlacionar se a expressao dos receptores,
ou uma possivel disfun¢do na transdug@o do sinal intracelular, que por conseqiiéncia levaria a
uma diminuigao da ativagdo da enzima, seriam fatores que contribuem para dificultar a

eliminagdo do HPV ou atuariam como facilitador na evolugdo das lesdes neoplasicas.
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Figura 3. Esquema ilustrativo da fungdo de proteinas induzidas pelo IFN para atividade
antiviral.
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Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

O objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a expressdo do RNA mensageiro do Interferon
alfa; dos receptores de Interferon alfa (IFNAR1 e IFNAR?2) e avaliar a expressao de um dos
elementos responsivos pelo estimulo de interferon (ISRE) presente nas regides dos genes
induzidos pelo IFN-a; através da expressio do RNAm da enzima 2°,5" Oligoadenilato
sintetase (2',5'0OAS) em biopsias de pacientes em diferentes graus de neoplasia intraepitelial

cervica (NICI, 1l elll).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar a presenca do DNA do Papilomavirus humano (HPV) de alto ou baixo risco por
captura hibrida.

Para avaliarmos a expressio do interferon, de seus receptores ¢ um dos elementos
responsivos pelo estimulo do interferon em células de neoplasia intraepitelial cervical (NIC I,
NIC 11 e NIC 11), iremos investigar por RT-PCR:

e A expressio do RNAm dos receptores de interferon (IFNAR-1 e IFNAR-2c).
e A expressio do RNAm do sistema enzimatico 2’-5"Oligoadenilato sintetase.

o A expressio do RNAm do Interferon alfa
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Justificativa
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3. JUSTIFICATIVA

O HPV, principamente agqueles subtipos considerados de alto risco (16 e 18) estao
intimamente associado com lesdes pré-neoplasicas que evoluem para cancer cervical, que ¢ a
segunda causa mais fregiiente de morte em mulheres no mundo todo (MONIZ et al., 2003). A
sua interagdo com o sistema imune tem sido estudada, contudo os resultados Sio
inconclusivos, por varios motivos, mas principalmente, pela falta de dados sobre a resposta
imune e sua regulagdo no aparelho reprodutor feminino e pelas caracteristicas da infecgdo
pelo HPV, pois em aguns casos este ndo desencadeia resposta inflamatoria, e por
conseqiiéncia uma resposta especifica e eficaz contra o virus. Os interferons - a / B
representam elementos essenciais de defesa contra virus e outros patdogenos no hospedeiro,
ambos interferons estimulam a imunidade inata contra os virus e aerta 0 organismo para
montar uma resposta imune adaptativa adequada. Os IFNs agem via ligagdo em receptores
especificos expressos nas células, desencadeando uma série de reagdes intracelulares que vao
codificar varias proteinas para exercer suas fun¢des. Paralelamente, sabe-Se que as proteinas
resultantes dos genes E6 e E7 do HPV podem inibir a fungdo do interferon em exercer seus
efeitos imunomodulatorios, antiproliferativo e antiviral nas células infectadas
(GOODBOURN et a., 2000). Assm sendo, pretendemos investigar os receptores do
interferon e as suas vias de sindizagdo intracelular em células de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) e correlacionar uma possivel falha nos mecanismo de acdo do interferon na
predisposicdo e evolucdo das lesdes intraepiteliais cervical. Esperamos a partir dos nosso
estudos que os resultados possam facilitar o entendimento das causas que levam determinados
organismos a ndo eliminarem as infecgdes por HPV ¢ evoluirem para lesdes pré-neoplasicas e

posteriormente para o cincer.
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MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho obteve aprovagdo comité de ética em pesquisa da UFTM. Para
atingir os Objetivos propostos foi realizado um estudo pelo Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro,
Ambulatério Maria da Gloria. Neste estudo foram utilizados fragmentos coletados por

biopsias do colo uterino de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical.

4.1 Individuos da Pesquisa

Os grupos de estudo foram compostos por pacientes com idade entre 18 e 50 anos com
diagndstico de neoplasia intraepitelial cervical graus I, II ¢ III e um grupo de mulheres
normais (sem infecgdes ou neoplasias) que foram utilizadas como controle e para avaliagio
dos aspectos imunoldgicos do aparelho reprodutor feminino, deve-se aqui ressaltar que o
tecido colhido destas mulheres do grupo controle foi proveniente de cirurgias de histerectomia
por outras causas, como por exemplo, miomas e sem alteragdes do colo uterino. De cada
paciente foram obtidas informagdes sobre idade, habitos e condigdes de vida (tabagismo, uso
de drogas terapéuticas, nimero de parceiros), métodos contraceptivos usados, historia de
doencas sexualmente transmissiveis e uso de terapia de reposicdo hormonal. Todos os
procedimentos realizados obedeceram aos critérios propostos pelo Comité de Etica e com

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido de todas as pacientes.
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Exames 4 serem realizados e
Grupo Anatomopatolégico Material a ser coletado
1 (n=17) Normal, sem infecgdo | Biopsia do tecido da endocérvice e ectocérvice
ou neoplasia para captura hibrida para HPV e realizagio de
PCR e RT-PCR.
2 (n=28) Neoplasiaintraepitelial | Biopsia do tecido da endocérvice e ectocérvice
cervica I, Il elll. para captura hibrida para HPV e realizacao de
PCR e RT-PCR.

Quadro 1. Grupo de Pacientes envolvidas no estudo com os respectivos exames e
Materiais 4 serem coletados.

Os critérios para inclusio nos grupos foram: auséncia de sangramento durante o
exame, nao utilizacdo de antibioticos orais, fungicidas ou cremes vaginais durante os 30 dias
anteriores; nenhuma atividade sexual por pelo menos dois dias antes do dia da coleta das
amostras; e nenhuma historia prévia de tratamento para HPV. Nas biopsias coletadas, também
foram realizadas PCR para tipagem de HPV, e RT-PCR para avaliagdo da resposta imune.
Para o grupo 1 (controle) o critério basico de inclus@o ¢ auséncia de infeccdo por HPV e de

co-infecgoes.
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Tabela 3. Individuos utilizados no estudo e respectivos resultados de exame
anatomopatol 6gico.

Anatomopatolégico

1 HPV / NIC |
2 HPV / NIC |
3 NIC |

4 HPV / NIC |
5 NIC |

6 HPV /NIC |
7 HPV / NICI
8 HPV / NIC Il
9 HPV / NIC Il
10 NICII

11 NIC Il

12 HPV / NIC Il
13 HPV /NIC 1lI
14 HPV / NIC Il
15 HPV / NICIII
16 NIC Il

17 HPV / NIC Il
18 HPV / NIC Il
19 HPV / NIC Il
20 HPV / NIC Il
21 HPV / NIC Il
22 HPV /NIC 1lI
23 HPV / NIC Il
24 HPV /NIC 1lI
25 NIC I

26 HPV /NIC 1lI
27 HPV /NIC 1lI
28 HPV / NIC Il

4.2. Colposcopia

As pacientes selecionadas de acordo com 0s critérios descritos acima foram encaminhadas ao
setor de Colposcopia do HE-UFTM para redlizagao deste exame. Aquelas pacientes que
apresentaram alteragdes no exame colposcopico foram submetida, mediante consentimento
livre e esclarecido, a coleta de bidpsia do colo uterino para realizagao do PCR e do RT-PCR.
Os fragmentos coletados foram inclusos em 1,0 ml de TRIZOL® (Invitrogen ™ life

tecnologies, Carlsbad, California, USA), para extragdo do DNA e RNA
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4.3. Extragio de RNA e DNA dos fragmentos armazenados em TRIZOL® utilizando o

protocolo da Invitrogen™ life tecnologies

As amostras inclusas em TRIZOI® foram submetidas & sonicagdo por
aproximadamente 30 minutos por 50 Watts em temperatura ambiente para a decomposi¢ao da
arquitetura da pega. Apds este processo foi aspirado todo o TRIZOI® sonicado transferindo-o
para um novo tubo plastico estéril, ficando somente a parte da peca que ndo se decompds no
tubo anterior.

Neste novo tubo foi realizada a separagao das fases adicionando 200pL de
cloroférmio para cada 1,0 ml de TRIZOI® coletado na amostra, com posterior agitagio em
vortex por 15 segundos, incubagdo a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugagdo a
12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugacdo a mistura se separou em uma fase
vermelho-fenol-cloroférmio e em outra incolor aquosa onde se encontra 0 RNA. A fase
aquosa foi entdo transferida para outro tubo e a outra fase (vermelho-fenol-cloroformio)

armazenada para posterior extragdo de DNA e proteina.

4.3.1. Obtencido do RNA

No tubo com fase aquosa foi adicionado 500 puL de élcool isopropilico e incubado
por 10 minutos a temperatura ambiente, seguida pela centrifugagdo a 12.000 x g por 15
minutos a4°C. Pode entdo observar o RNA precipitado no fundo do tubo.

A fase aquosa foi desprezada e o RNA lavado adicionando 1,0 ml de Etanol 75%,
com posterior homogeneizagao em vortex e centrifugagdo a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado deixando secar o0 RNA do tubo em geladeira por

aproximadamente 12 horas.
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4.3.2. Obtencido do DNA

No tubo armazenado para extracdo de DNA, foi adicionado 300 pL de etanol 100%
com posterior agitagdo em vortex por 15 segundos, incubacdo a temperatura ambiente por
cercade 2 - 3 minutos e centrifugagdo a 2.000 x g por 5 minutos a 4°C.

Apbs a centrifugacdo houve a separacdo da amostra em duas fases, sendo que o DNA
encontrava-se na fase solida do tubo, o sobrenadante foi removido e armazenado para
posterior extragdo de proteinas, em seguida foi realizada a lavagem do DNA este
procedimento foi realizado duas vezes de acordo com protocolo do fabricante, adicionando
1,0 mL de Citrato de Sodio 0,1M a 10% de etanol, com posterior homogeneizagdo em vortex
por 15 segundos, incubagdo a temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugagdo a 2.000 x
g por 5 minutos a 4°C. Apos as duas lavagens, adicionou-se 1,5mL de etanol 75% e incuba
por 20 minutos a temperatura ambiente e centrifugar a 2.000 x g por 5 minutos a 4°C.

A seguir, o material foi guardado em geladeira por 12 horas para secagem e posterior

amplificagdo das amostras.

4.4 Transcrigao Reversa de RNA para DNA complementar (RT-PCR).

O RNA extraido das amostras foi submetido a sintese de DNA complementar (c-
DNA), que consiste na transformagdo da fita de RNA para ¢c-DNA, utilizando reagentes da
Invitrogen™ conforme protocolo do fabricante.

O RNA seco era entdo homogeneizado novamente em 15,0uL de H,O tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato).

Posteriormente, foi realizada uma solugao mix inicial para transcrigdo reversa com

1 £ 1 1. a4 r 1 1 "
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Oligo dt 05 pL
RNA 10,0 pL
Dntp 1,0 pL

H20 DEPC  130puL

Inicialmente a solugao para transcrigdo reversa contendo o RNA foi desnaturada a
65°C por 5 minutos, seguida de incubacdo em gelo por 1 minuto. Apds este procedimento foi
adicionado no tubo 6,0 pL de uma solugdo contendo a enzima (Superscrip IIrt® First-
Standart System Synthesis for RT-PCR) responsavel pela transformagdo do RNA em c-DNA

(transcrigao reversa).

Componentes para a solugiao mix de Superscrip IIlrt, com volume final de 6,0 pL:

Tampao Kit 5x 4,0 uL
DTT 0,1 mol 1,0 uL

Enzima Superscrip llirt 1.0 pL

A amostra foi incubada por 5 minutos a 25°C, seguida de nova incubagdo por 60

minutos a50°C. A reagdo foi inativada a 70°C por 15 minutos.

4.5. Protocolo de PCR

4.5.1. Avaliagdo da expressao génica da 2°5-OAS

Para as reagdes de PCR, a seqiiéncia dos iniciadores da 2°5’-OAS (69 kDa) foram
baseadas na descri¢ao de Dondi e colaboradores (2002) (Quadro 1). A reagdo de amplificagdo
do cDNA foi realizada utilizado kit Invitrogen®, a solugdo mix com volume final de 25pL, foi

composta de:
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Tampao 10x 2,5 pL
dntp 10mM 0,1 pL
MgCl, 50mM 0,37uL
Tag DNA polimerase 0,25puL
primer 1 10 pL
primer 2 1,0 pL
cDNA 500 ng 2,5 pL
H20 Milli Q 19,78 puL

Os tubos com a solugdo mix foram homogeneizados e colocados no termociclador. O
equipamento foi programado da seguinte forma; desnaturagdo inicial: 94 °C por 3 min.;
amplificagdo 40 ciclos de 94 °C por 1 min. (desnaturagdo), 55 °C por 1 min. (hibridagdo) e de
72 °C por 1 min. (polimerizacdo); polimerizagao final: 72 °C por 10 min. Ao final dos ciclos

de amplificagdo a reacdo foi interrompida por esfriamento a 4 °C.

4.5.2. Avaiagdo da expressdo génica do IFNAR 2

A segiiéncia dos iniciadores do IFNAR 2c¢ foi selecionada de acordo com o trabalho de
Matsumoto e colaboradores (2005) (Quadro 2). A ragdo de amplificagdo do cDNA foi

realizada utilizando kit Invitrogen®™, a solugio mix com volume final de 25 pL, foi composta

de:

Tampao 10x 2,5 pL
dntp 10mM 0,1 pL
MgCl, 50mM 0,37pL
Taq DNA polimerase 0,25uL
primer 1 10 pL
primer 2 10 pL
cDNA 500 ng/pL 2,5 pL
H20 Milli Q 17,2 pL
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Os tubos com a solugdo mix foram homogeneizados e colocados no termociclador. O
equipamento foi programado da seguinte forma; 40 ciclos de 94 °C por 1 min. (desnaturagdo),
54 °C por 30 seg. (hibridagdo) e de 72 °C por 1,5 min. (polimerizagdo); polimerizagdo final:
72 °C por 10 min. Ao final dos ciclos de amplificagdo a reacdo foi interrompida por

esfriamento a4 °C.

4.5.3. Avaliagdo da expressdo génica do IFNAR 1

A seqiiéncia dos iniciadores do IFNAR 1 foi selecionada de acordo com o trabalho de
Matsumoto e colaboradores (2005) (Quadro 2). A ragdo de amplificagdo do cDNA foi

realizada utilizando kit Invitrogen®™, a solugdo mix com volume final de 25 plL, foi composta

de:

Tampao 10x 2,5 pL
dntp 10mM 0,1 pL
MgCl, 50mM 0,37uL
Taq DNA polimerase 0,25uL
primer 1 0,75puL
primer 2 0,75puL
cDNA 500 ng 2,5 pL
H20 Milli Q 17,7 pL

Os tubos com a solug@o mix foram homogeneizados e colocados no termociclador. O
equipamento foi programado da seguinte forma; 40 ciclos de 94 °C por 1 min. (desnaturagao),
58 °C por 30 seg. (hibridag@o) e de 72 °C por 1,5 min. (polimerizagdo); polimerizagdo final:
72 °C por 10 min. Ao final dos ciclos de amplificacio a reagdo foi interrompida por

esfriamento a4 °C.
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4.5.4. Avaiagdo da expressdo génica do Interferon alfa.

A seqiiéncia dos iniciadores do IFN-a foi selecionada de acordo com o trabalho de
PANNETIER e Colaboradores (2004) (quadro 2). A ragdo de amplificagdo do cDNA foi

realizada utilizando kit Invitrogen®, a solu¢do mix com volume final de 25 plL, foi composta

de:

Tampao 10x 2,5 pL
Dntp 10mM 0,1 pL
MgCl, 50mM 0,37uL
Taq DNA polimerase 0,25pL
primer 1 1,50puL
primer 2 1,50uL
cDNA 500 ng/pL 2,5 pL
H20 Milli Q 16,2 pL

Os tubos com a solugdo mix foram homogeneizados e colocados no termociclador. O
equipamento foi programado da seguinte forma; 40 ciclos de 94 °C por 45 seg.
(desnaturagdo), 59 °C por 45 seg. (hibridagdo) e de 72 °C por 45 seg. (polimerizagdo);
polimerizagdo final: 72 °C por 10 min. Ao final dos ciclos de amplificagdo a reagdo foi
interrompida por esfriamento a4 °C.

As reacdes foram amplificadas utilizando um termociclador — eppendorff © com 64

orificios.
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Primers Seqﬁéncia Tamanho do | Temperatura Referéncia
Produto de
Amplificado | Anelamento
IFN-o. sense 316 bp 59°C Pannetier D.,
5- ACTTTGGATTTCCCCAGGA-3’ etal., 2004
antisense
5'-CAGGCACAAGGGCTGTATT-3"
IFNAR-1 |sense 500 bp 58°C Matsumoto
5’-CTTTCAAGTTCAGTGGCTCCACGC-3’ K. etal.,
antisense 2005
5’-TCACAGGCGTGTTTCCAGACTG-3’
IFNAR-2 |sense 109 bp 54°C Matsumoto
5’-GAAGGTGGTTAAGAACTGTGC-3 K. etal.,
antisense 2005
5’-CCCGCTGAATCCTTCTAGGACGG-3’
2°-5'0AS | sense 69 bp 55°C Dondi E. et
5'-AACTGCTTCCGACAATCAAC-3', al., 2001
antisense
5'- CCTCCTTCTCCCTCCAAAA-3'

B-actina | sense 295bp 56°C | TamimH. et
5’-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3 al., 2002
antisense
5’-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC-3’

Quadro 2. Caracteristicas dos iniciadores sintetizados para a amplificacdo de fragmentos
especificos de c-DNA.

4.6. Detecgdo dos Produtos Amplificados

Apos a reagdo de PCR, os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10% e corados com prata. Foi utilizado um padriao como controle
positivo 50 bp DNA ladder da Invitrogen®.

Para preparo da amostra a ser aplicada no gel, foi homogeneizado e adicionado
10,0pL de amostra amplificada em 5,0puL de tampao e adicionado em cada orificio do gel de
poliacrilamida 10%. A corrida foi realizada com corrente de 100 volts por aproximadamente
1,5 horas.

Posteriormente a corrida eletroforética, o gel foi colocado em solugdo fixadora por
15 minutos, posteriormente esta solugdo foi desprezada e adicionada solug¢do de nitrato de
prata por 15 minutos, seguido de uma lavagem em H>O MILLI-Q e incubagdo em solugdo
reveladora por aproximadamente 15 minutos, retornando o gel para a solugdo fixadora. Os

géis foram colocados em placa de vidro e fotogratados apds secagem.
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4.7. Pesquisado DNA do HPV por captura hibrida (CH)

Utilizou-se aparelho marca Captura Hibrida ® II System DML 2000 sistema de
microplaca com amplificagdo de sinal por quimiluminescéncia As informagdes e a
metodologia abaixo descrita constam do manual de instrucdo fornecido pela Digene ® do
Brasil, empresa que comercializa o equipamento e os kits utilizados.

Para a deteccdo de HPV, o kit possui 18 tipos virais agrupados em dois pools de
sondas. As sondas para 0s Virus de baixo risco incluem os tipos 6, 11, 42, 43 ¢ 44,
representando aproximadamente 70% desse grupo de virus; em relagdo aos virus de alto risco,
0 sistema contém as sondas com os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68,
representando aproximadamente 99% desse grupo de virus. Para o HPV, a sensibilidade em
microplacaé de 1 pg/ml, equivalente a 0,1 copia de virus.

A primeira etapa do teste consiste na realizacdo de digestdo e desnaturacdo que sdo
feitas a0 mesmo tempo no proprio tubo de coleta. Adiciona-Se, nessa etapa, uma solugio
contendo hidroxido de sodio a amostra, que além de digerir qualquer outra estrutura, ira
desnaturar o DNA, separando as pontes de hidrogénio que unem as bases nitrogenadas para
facilitar a hibridizac3o.

Na etapa de desnaturagdo, o DNA ¢ submetido a altas temperaturas e a pH alcalino,
deixando as bases nitrogenadas livres para a hibridizagdo. Este procedimento necessita de
banho-maria a 65° C durante uma hora. Apds a digestdo e a desnaturagdo, 75 ul da amostra
Sdo transferidos para os microtubos, a fim de que se processe a hibridizacdo. Nesta etapa, as
sondas de RNA sio diluidas em diluente proprio e aliquotadas na quantidade de 25 pl nos
microtubos. A hibridizagdo requer banho-mariaa 65° C durante uma hora.

Depois de hibridizado, o material ¢ transferido para uma microplaca que tem suas

paredes recobertas por anticorpos monoclonais, a fim de eliminar possibilidade de reacao

criuzada anti-RNIADNA _adleirio reaoir com os hihridos formadnos anteriormente  Fssa etana
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¢ denominada captura hibrida e se faz com um rotary-shaker a temperatura de 20-25°C
durante uma hora.

A partir da captura, quando ja se formou um complexo anti-RNA:DNA-hibrido, passa-
se para a fase de detec¢do. Toda a solugao contida na microplaca ¢ desprezada, adicionando-
se anti-anti-RNA:DNA conjugado afosfatase alcalina, queira reagir com o complexo ligado a
parede da microplaca. Esta fase dura 30 minutos a temperatura de 20-25°C. Apods este
periodo, novamente despreza-se 0 material liquido da microplaca e faz-se uma tnica lavagem
do ensaio, que pode ser manua ou automatizada. Por €ela, retira-se 0 excesso de fosfatase
alcalina que nio formou complexo anticorpo-hibrido-anticorpo. Adiciona-se 0 substrato
Emerald, que sera degradado pela fosfatase alcalina durante 15 minutos.

O grau de degradagdo do substrato depende da quantidade de enzima ligada ao
complexo, o qual produzira diferentes intensidades de cor, lidas por quimioluminescéncia, em
equipamento apropriado. Todo o teste de captura hibrida conta com controles negativos e
positivos, que Sio testados em triplicata. O ensaio usa as leituras dos controles para validagdo
e calculo do cut off.

A validagio do teste e o calculo de cut off So feitas baseadas em alguns critérios:

a) O coeficiente de variagdo das leituras entre os microwells dos controles
negativos ou positivos ndo deve ultrapassar 25%;

b) A divisio da média das leituras de RLU (unidade relativa de luz) dos
controles positivos pel os negativos deve ser superior a 2;

c) Os controles negativos devem respeitar o limite maximo de background
de 250 RLU;

d) O vaor do cut off da reacdo ¢ expresso pela média dos controles

positivos.

H4 ainda dois outros controles intra-testes. O primeiro é quando se faz a adicdo do reagente de
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desnaturagdo. Todas as amostras devem tornar-Se de cor roxa, isso da a certeza de que todas
as amostras serdo desnaturadas. O segundo, quando da adi¢do das sondas, a coloragcdo deve
mudar de roxo para amarelo, assegurando que todas as amostras receberam a quantidade ideal
de sonda. A leitura é totalmente automatizada, o quimiolumindmetro é comandado por um
software que analisa 0s numeros recebidos da leitura e faz todos os calculos de validagdo do
ensaio. O relatorio final do teste é feito pelo software, nao havendo margem de erro nos
calculos. As etapas de digestdo e desnaturagdo sdo realizadas uma unica vez. A partir dai, a
detec¢do de HPV ¢ feita individualmente através de kits proprios. O kit do HPV permite a
realizagdo de 96 testes, sendo 42 testes para virus de alto grau, 42 testes para virus de baixo
grau, 3 controles negativos e 3 controles positivos para virus de baixo grau e 3 controles

negativos e 3 controles positivos para virus de alto grau

5. Analise Estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo aplicativo Prism®. As variaveis
normais, homocedastica, foram analisadas utilizando-se testes paramétricos, na comparagao
entre dois grupos, o teste “t” de student. Quando a distribui¢do ndo foi normal, utilizamos
testes ndo paramétricos, para comparagdo entre dois grupos, o teste de Man-Whitney. As
proporgdes foram comparadas pelo teste do ¥, acompanhado do teste exato de Fisher. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que p foi menor que 5% (p <

0.05).
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6. RESULTADOS

6.1. Expressao de um dos elementos responsivos pelo estimulo de interferon

6.1.1. Expressio da enzima 2°5°Oligoadenilato sintetase

A figura 4 mostra a expressio da enzima 2’5°OAS realizada por RT-PCR, confirmado
a presenca do fragmento esperado (69 pb) (DONDI et al.,, 2001) em 2 de 17 amostras
controles, em células obtidas em tecido do colo uterino de mulheres sem infecgdo por HPV ou

neoplasia (grupo controle).

A)

pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a) Coluna 1, marcador de pares de base DNA 50
bp; colunas 2 a 10 amostras controles; b) Coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a9 amostras controles; coluna 10 controle negativo da reagdo sem DNA.

A figura5 mostra a expressio da enzima 2’5°OAS realizada por RT-PCR, confirmado

a presenca do fragmento esperado (69 pb) (DONDI et al., 2001) em 8 de 28 amostras de

células obtidas em tecido do colo uterino de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical.
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Figura 5. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50
bp; colunas 2 a 10 amostras de NIC; b) Coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a 10 amostras de NIC; ¢) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp; colunas
2 a9 amostras de NIC; coluna 10 controle negativo da reagdo sem cDNA.

As amostras de NIC apresentaram em maior humero com expressio da enzima 2’5
OAS, 8 de 28 amostras de NIC enquanto nas amostras controles 2 de 17, porém essa diferenga

numérica ndo apresentou significincia estatistica.

6.2 Expressao dos receptores de Interferon alfa

6.2.1. Expressio do receptor de Interferon alfa subunidade 1 (IFNAR1)

A figura 6 mostra a expressao do receptor de interferon alfa subunidade 1 realizada
por RT-PCR, confirmado a presenga do fragmento esperado (500 pb) (MATSUMOTO et al.,
2005) em 10 de 17 amostras controles, em células obtidas em tecido do colo uterino de

mulheres sem infec¢do por HPV ou neoplasia (grupo controle).
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A)

Figura 6. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50
bp; colunas 2 a 10 amostras controle; b) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a9 amostras controle; coluna 10 controle negativo da reagcdo sem cDNA.

A figura 7 mostra a expressio do receptor de interferon alfa subunidade 1 realizada
por RT-PCR, confirmado a presenga do fragmento esperado (500 pb) (MATSUMOTO et al.,

2005) em 4 de 28 amostras de células obtidas em tecido do colo uterino de mulheres com

neoplasiaintraepitelial cervical.

A)

C)

50

Figura 7. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a,b,c) coluna 1, marcador de pares de base DNA
50 bp; colunas 2 a 10 amostras NIC; d) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 amostra NIC; coluna 3 controle negativo da reacdo sem cDNA.
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Na pesquisa de expressio do receptor de interferon alfa 1 as amostras controles
apresentaram uma maior expressio do receptor, 10 de 17 amostras controle, enquanto nas

amostras NIC apenas 4 de 28 amostras apresentaram o fragmento de 500 bp; p=0.0018.

6.2.2. Expressio do receptor de Interferon alfa subunidade 2 (IFNAR2)

A figura 8 mostra a expressio do receptor de interferon alfa subunidade 2 realizada
por RT-PCR, confirmado a presenga do fragmento esperado (105 pb) (MATSUMOTO et al.,
2005) em 11 de 17 amostras controles, em células obtidas em tecido do colo uterino de

mulheres sem infecgdo por HPV ou neoplasia (grupo controle)-.

A)

Figura 8. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50
bp; colunas 2 a 10 amostras Controle; b) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a9 amostras Controle; coluna 10 controle negativo da reagdo sem cDNA.

A figura 9 mostra a expressio do receptor de interferon alfa subunidade 2 realizada
por RT-PCR, confirmado a presenga do fragmento esperado (500 pb) (MATSUMOTO et al.,
2005) em 2 de 28 amodiras de células obtidas em tecido do colo uterino de mulheres com

neoplasiaintraepitelial cervical.
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Figura 9. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de
prata para analise dos produtos da PCR. a,b,c) coluna 1, marcador de pares de base DNA
50 bp; colunas 2 a 10 amostras NIC; d) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 amostra NIC; coluna 3 controle negativo dareagdo sem cDNA.

Na pesquisa de expressio do receptor de interferon alfa 2 as amostras controles
apresentaram um perfil semelhante a dos receptores do tipo 1, 11 de 17 amostras controle

expressavam o receptor, enquanto nas amostras NIC apenas 2 de 28 amostras apresentaram o

fragmento de 500 bp; p=0.0018.

As amostras controle apresentaram uma maior expressio do receptor de interferon alfa
subunidade 1 e 2 que as amostras do grupo NIC. Quando foram avaliadas as pacientes que
apresentavam simultaneamente as duas subunidades do receptor observamos que nas amostras
controle 47% (8/17) das amostras do grupo expressavam o IFNAR1 e IFNAR2 enquanto nas

amostras do grupo NIC nao houve pacientes que expressavam os dois receptores p=0.0001.

Tabela 4.
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Tabela 4. Expressio do receptor de interferon alfa e enzima2'5'OAS nas amostras do grupo

controle.
IFNAR 1 IFNAR 2 2'5'0AS
1
2
3 positivo
4 positivo
5 positivo
6 positivo positivo
7 positivo
8 positivo positivo
9
10 positivo
11 positivo positivo
12 positivo
13 positivo positivo positivo
14 positivo positivo
15 positivo positivo
16 positivo positivo
17 positivo positivo

6.3 Expressio do Interferon alfa (IFN-a)

A figura 10 mostra a expressio do RNA mensageiro do interferon alfa realizado por
RT-PCR, confirmado a presenga do fragmento esperado (316pb) (PANNETIER et al., 2004).
Os resultados mostram a presenca do fragmento em 4 de 28 amostras de células obtidas em
tecido do colo uterino de mulheres com neoplasia intraepitelial cervical. As amostras
controles obtidas em tecido do colo uterino de mulheres sem infecgdo por HPV ou neoplasia

nao expressavam o mRNA do IFN-a.
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Figura 10. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato
de prata para analise dos produtos da PCR. a) coluna 1, marcador de pares de base DNA
50 bp; colunas 2 a 10 amostras Controle; b) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a 9 amostras Controle; ¢,d,e) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a 10 amostras NIC; f) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp; coluna 3
controle negativo dareagao sem cDNA.

6.4 beta Actina

Para verificar qualidade do c-DNA utilizado como amostra foi avaliada a expressio do

gene da proteina beta actina. A Figura 11 mostra os produtos amplificados do gene da beta
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actina realizada por RT-PCR, confirmado a presenca do fragmento esperado em todas as

amostras utilizadas na pesqguisa (295 pb).

A) B)

D)

pb

800 —

350 —
295 ¥

50—

Figura 11. Fotografia de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato
de prata para analise dos produtos da PCR. a) coluna 1, marcador de pares de base DNA
50 bp; colunas 2 a 10 amostras controle; b) coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp;
colunas 2 a 9 amostras controle, coluna 10 controle negativo; ¢,d,e) coluna 1, marcador de
pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amostras de NIC.

6.5 Pesquisa do DNA do HPV por captura hibrida
Os resultados obtidos da pesquisa do DNA do HPV por captura hibrida demonstraram

foi de 50% das amostras (14/28) de células de NIC positivo para DNA do HPV.
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Tabela 5. Resultados obtidos no estudo.

Controle (n=17) NIC (n=28)
IFNAR 1 (10) 58,3%* (04) 14,2%
IFNAR 2 (11) 64, 7%** (02) 7,1%
IFNAR 1e2 (08) 47,0%** (00) 0%
2'5'0AS (02) 11,7% (08) 28,5%
IFN-alfa (00) 0,0% (04) 14,2%
Beta Actina (17) 100 % (28) 100 %

* p=0.0018; **p<0.0001

A tabela 5 descreve os resultados obtidos no estudo mostrando uma baixa expressio
do RNA mensageiro do receptor de Interferon, onde apenas 14,2% expressavam a subunidade
um e 7,1% a subunidade dois do receptor em amostras de NIC. A enzima 2'5'0OAS foi
expressa em 28,5% das amostras NIC e a citocina interferon alfa em 14,2% das amostras de
NIC. Todas as amostras expressavam 0 RNA mensageiro da beta Actina.

A tabela 6 descreve os pacientes com diagnéstico anatomopatologico de NIC I, IT e 11T
e os respectivos resultados de avaliagdo do RNA mensageiro do receptor de interferon,

2’5"'0AS, Interferon alfa, captura hibrida para HPV e beta actina.
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Tabela 6. Pacientes com diagnodstico anatomopatologico de NIC e respectivos resultados de
Receptor de Interferon 1 e 2, enzima 2'5'0AS, Interferon alfa, captura hibrida para HPV ¢ beta

actina
Paciente n°® Anatomopatolégico IFNAR1 IFNAR2 2'5°0AS IFN-a HPV B Actina
1 HPV / NIC | positivo  positivo
2 HPV / NIC | positivo positivo  positivo
3 NIC | positivo  positivo positivo
4 HPV / NIC | positivo positivo  positivo
5 NIC | positivo  positivo positivo  positivo
6 HPV / NIC | positivo positivo
7 HPV /NIC | positivo  positivo
8 HPV / NIC Il positivo
9 HPV / NIC Il positivo  positivo  positivo
10 NICII positivo positivo
11 NIC Il positivo
12 HPV / NIC Il positivo  positivo  positivo  positivo
13 HPV / NIC 1lI positivo  positivo
14 HPV / NIC IlI positivo positivo
15 HPV / NIC Il positivo
16 NIC Il positivo positivo
17 HPV / NIC I positivo
18 HPV / NIC IlI positivo positivo positivo
19 HPV / NIC I positivo
20 HPV / NIC I positivo
21 HPV / NIC I positivo  positivo
22 HPV / NIC IlI positivo  positivo
23 HPV / NIC I positivo
24 HPV / NIC IlI positivo positivo positivo
25 NIC Il positivo positivo  positivo
26 HPV / NIC 1lI positivo  positivo
27 HPV / NIC IlI positivo  positivo
28 HPV / NIC IlI positivo  positivo
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Discussao
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7. DISCUSSAO

Sabe-se do enorme progresso das pesquisas em entender as bases moleculares das
acdes anti-virais do interferon e recentes estudos tem demonstrado que os interferons do tipo |
Sio importantes componentes da resposta imunologica contra a progressao de células
neoplasicas (DUNN et al., 2005; SAMUEL, 2001; TAKAOKA et., 2003; TAKAOKA et al.,
2006). Para que os interferons exercam suas fungdes ¢ preciso que haja uma harmonia
funcional entre a ativacdo de seus receptores ¢ posteriormente a transdugdo do sinal
intracelular para a ativagao dos elementos responsivos pelo estimulo do Interferon.

Considerando estes aspectos 0 presente projeto procurou avaliar a presenga do receptor
de IFN-0, a produgdo desta citocina e um dos elementos responsivos pelo estimulo do
interferon (ISRE) a enzima 2°5’Oligoadenilato sintetase. A avaliagdo da presenga do receptor
edaativagdo da 2’5" OAS através da avaliagdo da expressdo do RNAm, pode ser ttil em dois
aspectos: primeiro, verificar se ha uma correlagdo entre os motivos que levam algumas lesdes
de pacientes com NIC a regredirem espontaneamente e outras progredirem para o0 cancer
possa ter relagdo com a presenca do receptor ou segundo, se a falta do receptor poderia ter
relacdo com a taxa de insucesso com o tratamento com IFN. E dessa forma servir de subsidios
para futuras pesquisas de Nnosso grupo para propor novos protocolos visando o aumento da
taxa de sucesso de pacientes em tratamento de lesdes pré invasivas tratadas com |FN-a.

Dos 28 casos de NIC, 14 (50 %) foram positivos para HPV de alto risco pela captura
hibrida. A literatura mostra a detecgdo do HPV por PCR em aproximadamente 90 a 98% dos
casos de NIC (MUNOZ et al., 2003). Os casos negativos podem ser decorrentes da presenca
de lesdes com poucas copias de virus, por novos tipos de virus ndo incluidos nos testes, ainda
nao detectadas por método de captura hibrida ou por ndo ser o virus o agente etiologico.

A avaiagdo da expressdo dos receptores de IFN-a realizada por RT-PCR demonstrou

uma menor expressio. com diferenca significativa em células de NIC e as amostras controle
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apresentaram uma maior expressio simultinea das duas subunidades do receptor
demonstrando uma ampla expressio em células de pacientes sem infeccdo. Na literatura
encontra-se que o polimorfismo nos genes que codificam os receptores de IFN tipo | tem sido
proposto para conferir susceptibilidade ou protegao em varias doengas.

Em trabalho realizando varredura no genoma de uma populagdo foi observado
polimorfismo nos genes dos receptores de citocina do tipo | onde a expressio fenotipica
ocorre no IFNAR2 e estas pessoas estao associadas a uma maior persisténcia ao virus da
hepatite B (FRODSHAM et a., 2006). Pesquisando portadores do virus HIV separados em
grupos com perfil de rapida ou lenta progressao para AIDS foi observado um polimorfismo de
19 nucleotideos no gene que codifica o receptor do tipo I (IFNAR1) e essa alteragdo
demonstrava relagdo com grupo de rapida progressdo para AIDS (DIOP et al., 2006).

Outro estudo de base populaciona envolvendo 238 individuos com sorologia positiva
para o virus da hepatite C (HCV) foram genotipados para polimorfismo de um nico
nucleotideo em varios genes que possam estar relacionados ao curso da infecgdo, uma das
alteragdes encontradas foi no gene do IFNAR 2, esse polimorfismo foi associado com viremia
persistente (SAITO et al., 2004). Embora as evidéncias ainda sejam poucas, sem dados
disponiveis na literatura que trate diretamente sobre polimorfismo do IFNAR e infeccdo por
HPV, e mesmo considerando que ndo foi objeto deste estudo, podemos supor que possa
existir uma relagdo a persisténcia da infec¢ao pelo HPV com o polimorfismo genético com
baixa expressao nos receptores de IFN.

A presenca do receptor demonstra ter relacdio com o sucesso no tratamento de
pacientes com IFN, em trabalho utilizando células de carcinoma hepatocelular foi observado
que as células que expressavam maior quantidade do IFNAR2 eram as que mais respondiam
ao tratamento (OTA et al., 2005). Recentemente Damdinsuren e colaboradores (2007)
descreveram apos estudo utilizando células de carcinoma hepatocelular que a expressdo do

IFNARI1 também era importante para as acdes antiprofliferativas no tratamento com IFN-a.
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A exposi¢do de células humanas ao IFN-o induz a transcri¢ao de varios genes entre
eleso daenzima2’5’OAS que se liga com alta afinidade a RNase Latente que posteriormente
catalisa a clivagem do RNA ou DNA viral interferindo na sua replicagido (Figura 3). Aqui foi
pesguisada a expressio do RNAm da enzima na tentativa de obter-se uma correlagio entre a
expressio dos receptores ¢ a ativacdo dos elementos que respondem pelo estimulo do
interferon.

Para avaliagdo de um dos elementos responsivos pelo estimulo do IFN-a foi realizada
por RT-PCR aavaliagdo da expressdo da enzima 2°5’OAS. Os resultados obtidos demonstram
que ocorre a sintese desta enzima em oito amostras de células de NIC e duas amostras
controle.

Contudo, pacientes que nao expressavam 0s receptores para esta citocina possuiam a
expressio da enzima. Este fato nos leva a entender que a expressdo da 2°5’0OAS observada
nas pacientes que apresentavam NIC possa ser induzida por outras vias. Corroborando com
esta possibilidade, trabalhos demonstram que ambos IFNs (a,B,y) estimulam a produgao da
2’5’0AS, porém em células diferentes poderia ocorrer respostas diferentes sugerindo a
existéncia de fatores celulares especificos que poderiam regular a expressdo da enzima e que a
expressio da 2°5’0OAS possa exercer outras fungdes cataliticas ainda ndo identificadas e com
isso desempenhar um papel importante na homeostasia (HOVANESSIAN ; JUSTESEN,
2007).

Outro ponto a se considerar ¢ que a expressao de interferon e dos genes responsivos
pelo interferon podem ser ativados por outras vias além da via receptor de IFN. E conhecido
que acidos nucléicos, lipideos, polissacarideo além de virus DNA e RNA dupla fita (dsDNA,
dsRNA) também podem induzir a produgdo de IFN via receptor Toll-Like (TLRs) (AKIRA,
UEMATSU ; TAKEUCHI, 2006). Os virus (dsRNA) sdo reconhecidos por TLR3, que esta

presente principalmente na membrana endossomal, e também por duas RNA helicases
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citoplasmaticas, a gene induzida pelo acido retindico I (RIG-1) e de proteinas associadas com
diferenciagao de melanoma 5 (MDAS)(YONEY AMA et a., 2004).

A produgdo endogena de interferon € transitoria, inicialmente foi demonstrada sua
estimulagido por virus RNA ou DNA e posteriormente descobriram outros elementos como
microorganismos, bactérias e protozoarios também podem estimular sua produgao.

Os resultados obtidos no trabalho apresentaram uma baixa expressio do RNAm do
IFN nas amostras coletadas de pacientes com NIC essas pacientes também apresentavam
infeccdo por HPV, confirmando que a presenga do virus possa exercer um efeito inibidor na
sintese de IFN.

Os IFNs inibem a expressio de RNAm das proteinas E6 ¢ E7 em células de HPV
imortalizadas (FONTAINE et al., 2001; WOODWORTH et a., 1999; JOHNSON et al., 1999;
KHAN et al., 1993; PEREA et d., 1995; NAWA et a., 1990). IFNs tem sido utilizado para
tratar infecgdo por HPV, contudo a eficacia da terapia ndo tem sido consistente, trabalhos em
nosso grupo tém demonstrado que alguns pacientes tratados com IFNs respondem
eficazmente e outros parcialmente (MICHELIN; MURTA, 2007).

Outros trabalhos descrevem que as proteinas E6 ¢ E7 do HPV-16 e 18 inibem
especificamente a expressio ¢ sinalizagdo do IFN, por exemplo, foi demonstrado que a
proteina E6 do HPV 16 liga-se a regido carboxi-termina do fator de transcrigao regulador de
interferon (IRF) causando inativagao de sua fungdo (RONCO et al., 1998), outro mecanismo
em que o HPV prejudica sua produgao, agdo anti-viral e antiproliferativa do interferon ¢é a
interagdo da E6 com as proteinas tirosina quinase causando um bloqueio na ativagdo do sinal
intracelular apos a ligacdo do interferon no receptor (LI et al., 1999). Koromilas e
Colaboradores (2001) descrevem que a proteina E7 do HPV 16 pode ligar-se a um dos fatores
reguladores de interferon (IRF-9) assim inibe sua migragdo para o nucleo diminuindo a
ativacao dos genes responsivos para IFN. Com isso papilomas ou NICs que expressam altos

niveis de E6 e E7 podem ser mais resistentes ao IFN.
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As proteinas E6 e E7 do HPV-16 Sio reguladas positivamente durante a progressao do
NIC (STOLER et a., 1992) e estas lesdes podem ser mais resistentes ao IFN. Redugdo dos
niveis de IFN-B ey pode ser observada em NIC (EL-SHERIF et al., 2001; CINTORINO et al.,
2002; PAO et al., 1995). Juntos estes resultados obtidos corroboram com outras pesquisas
demonstrando através da presenga do virus, por conseqiiéncia, a expressdo em altos niveis das
proteinas E6 e E7 regulam negativamente a expressdo, sinalizacdo e produgdo do IFN.

A diversidade de sinais gerados através dos receptores de interferon pode proteger o
hospedeiro contra infecgdes, cancer € montar uma resposta imune controlada. Excessivas ou
inadequadas estimulagdes nas vias de sinalizagdo podem levar a toxicidade, leucopenia,
autoimunidade, e at¢é mesmo a morte. Assim, os receptores de interferon também interagem
com um numero de moléculas de regulagdo negativa durante a sinaliza¢do e transducdo do
sina celular, dentre alguns mecanismos destaca-se as proteinas pertencentes a familia das
supressoras de sinalizagao de citocinas (SOCS) (FENNER et al., 2006).

As SOCS foram demonstradas em varios tipos de células com a fungdo de regular o
sinal de transdugdo de citocinas, porém seu papel na modulagdo da resposta ao IFN nas
células ndo estd bem claro, no entanto foi demonstrado que tratamento com IFN eliminou
70% dos tumores de animais com melanoma deficientes de SOCS (SOCS --) enquanto
animais competentes para SOCS tratados com IFN morriam (ZIMMERER et a., 2007).

Em células de lesdo intraepitelial anal de alto grau foi demonstrado altos niveis de
RNAmM da supressora de citocina (SOCS2) que poderia ser um fator a contribuir com a
alteragdo nas vias de sinalizagdo de IFN (ARANY et al., 2001) o que nos leva acreditar que
esses fatores intrinsecos as vias intracelulares, associado a uma diminui¢do no ntimero de
receptores para IFN observado nas células de NIC, possam estar envolvidos com a baixa

expressio do IFN-a nas células de NIC.
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CONCLUSOES

e Asamostras de NIC apresentavam 0 DNA do HPV em 50% das amostras utilizadas.

e Asamostras obtidas de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical apresentam uma
baixa expressio do RNA mensageiro do receptor de interferon subunidade I
(IFNARY).

e Asamostras obtidas de pacientes com neoplasiaintraepitelial cervical apresentam uma
baixa expressio do RNA mensageiro do receptor de interferon subunidade IT (IFNAR
2).

e A expressio simultanea das duas subunidades dos receptores foi maior no grupo
controle.

e Nao houve diferenga significativa da expressio do RNA mensageiro do IFN-a entre os
grupos controle e NIC.

e Nao houve diferenca significativa da expressio do RNA mensageiro da enzima

2’5'0AS entre os grupos controle ¢ NIC.
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