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RESUMO 

 

Os Interferons são glicoproteínas secretoras induzíveis que têm efeitos imunomoduladores, 

antivirais, antiangiogênicos e antiproliferativos. Seu efeito antitumoral tem sido pesquisado 

em diferentes graus patológicos, sendo observado o desenvolvimento de mecanismos de 

escape da resposta imune, como a inibição de genes Interferon-estimulados. Esta pesquisa 

procura, portanto, elucidar a responsividade sistêmica à Alfapeguinterferona-2b em pacientes 

com Neoplasia Intraepitelial Cervical graus II e III e o perfil funcional de linfócitos T após o 

tratamento, a fim de melhor conhecer os mecanismos imunológicos envolvidos na regressão 

da lesão após imunoterapia. Objetivo: Este estudo tem como meta avaliar, sistemicamente e 

localmente, os receptores de Interferon-α e os fatores de transcrição T-bet, RORγT, STAT1 e 

IRF7 (envolvidos na ativação celular pela ligação do IFN-α ao seu receptor), bem como a 

produção endógena de IFN-α por linfócitos TCD3+, CD4+ ou CD8+, monócitos CD14+ no 

sangue periférico de pacientes com Neoplasia Intraepitelial Cervical tratadas com 

Alfapeguinterferona-2b. Método: Desenvolveu-se um estudo prospectivo, onde dezoito 

pacientes diagnosticadas com NIC II e NIC III foram incluídas no protocolo de tratamento 

com Alfapeguinterferona (injeções subcutâneas com 80 μg / 0,5 mL por semana, durante seis 

semanas). As células foram avaliadas por citometria de fluxo e PCR em tempo real e os dados 

analisados por teste de Kruskal-Wallis, Wilcoxon e ANOVA, sendo considerados p ≤ 0,05. 

Resultados: Oito pacientes que não obtiveram boa resposta ao tratamento apresentaram um 

aumento de linfócitos T CD4+ com IFNR1 e IFNR2 (p = 0,0336; p = 0,0165) quando 

comparadas às que responderam. Ao analisar linfócitos TCD8+, quando comparadas as etapas 

do tratamento com a regressão da lesão observou-se significante redução de IFNR1 

(p=0,0391) e IRF7 (p=0,05) em pacientes que não obtiveram a regressão da lesão quando 

comparada a 3ª aplicação com a 6ª. Nas pacientes que obtiveram regressão da lesão houve 

uma queda da intensidade de fluorescência de IFN-α na 6ª aplicação (p=0,05). Observou-se o 

aumento na expressão local de RORγT em pacientes que não responderam ao tratamento, 

quando comparadas às que responderam (p = 0,01). Conclusão: A análise dos resultados 

mostra que no tratamento com Alfapeguinterferona há um aumento significativo da expressão 

local de RORγT em pacientes que não obtiveram regressão da lesão. Estas pacientes também 

apresentaram aumento de linfócitos TCD4+ marcados com IFNR1 e IFNR2. Estes dados 

sugerem que podem existir mecanismos de escape tumoral que impedem a eliminação da 

lesão pela imunomodulação por Alfapeguinterferona. 

Palavras-chave: Imunoterapias, Interferon-α, Neoplasia Intraepitelial Cervical. 
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ABSTRACT 

 

Interferons are inducible secretory glycoproteins with immunomodulators, antiviral, 

antiangiogenic and antiproliferative effects. Its antitumor effect has been researched under 

several pathological conditions, and it has been observed the development of escape 

mechanisms by the antitumor immune response, such as the downregulation of Interferon-

stimulated genes. The following research seeks to clarify the systemic responsiveness to 

Peginterferon Alfa-2B in patients diagnosed with Cervical Intraepithelial Neoplasia grades II 

and III, as well as the T lymphocytes cervical profile after treatment, in the interest of 

understanding the immunological mechanisms involved in lesion regression after 

immunotherapy. Objective: This study aims to evaluate, systemically and locally, 

Interferon-α receptors and transcription factors of T-bet, RORγT, STAT1 e IRF7, as well as 

the endogenous produced IFN-α by CD3+, CD4+, CD8+ T lymphocytes and monocytes 

(CD14+) in the peripheral blood of patients diagnosed with Cervical Intraepithelial Neoplasia, 

during treatment with Peginterferon Alfa-2B. Methods: A prospective study was developed 

in which eighteen patients diagnosed with CIN II and CIN III were included in treatment 

protocol with Peginterferon Alfa (subcutaneous injections with 80 μg / 0.5 mL per week, 

during six weeks). Cells were evaluated using Real-Time flow cytometry and the data was 

analyzed using Kruskal-Wallis, Wilcoxon and ANOVA tests, considering p ≤ 0.05. Results: 

Eight patients obtained regression of the lesion and ten did not obtain the regression. Patients 

who did not respond positively to the treatment presented a CD4+ T lymphocyte with IFNR1 

and IFNR2 (p = 0.0336; p = 0.0165) increase when compared to patients who responded 

positively. When analyzing CD8+ T lymphocytes during the stages of treatment in lesion 

regression, it is observed a significant IFNR1 (p=0.0391) and IRF7 (p=0.05) decrease in 

patients who did not achieve lesion regression when comparing the third and sixth 

applications.  It was noticed an increase of RORγT local expression in patients who did not 

responded positively to the treatment compared to those who responded positively (p = 0.01). 

Conclusion: Analysis shows that treatment with Peginterferon Alfa significantly increased the 

RORγT local expression in patients who did not achieve lesion regression. These patients also 

presented an increase of CD4+ T lymphocytes IFNR1 and IFNR2. This data suggests that 

there may exist tumor escape mechanisms that avoid lesion elimination by Peginterferon Alfa 

immunomodulation. 

Keywords: Immunotherapy, Interferon-α, Cervical Intraepithelial Neoplasia 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Neoplasia Intraepitelial Cervical: epidemiologia, imunopatologia e tratamento 

 

Estudos realizados ao longo das últimas três décadas têm relacionado a origem do 

câncer cervical a lesões causadas pela infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV) 

(BOULET et al., 2007). Atualmente, com o advento da biologia molecular, o DNA deste 

vírus é encontrado em 90% das biópsias realizadas (TINDLE, 2002). O diagnóstico é mais 

comum em adolescentes e em mulheres com faixa etária compreendida entre 45 a 50 anos. 

Lesões intraepiteliais consideradas de baixo grau regridem em até 80% dos casos em 

mulheres adultas, chegando a 90% em adolescentes (SCHWARZ et al., 2009). 

A infecção por HPV é a principal causa de câncer cervical e, também, um fator 

relevante para o desenvolvimento de outros tumores anogenitais (ânus, vulva, vagina e pênis), 

bem como de cabeça e pescoço. Os tipos 16 e 18 do HPV são responsáveis por cerca de 70% 

de todos os casos de câncer no mundo. Ademais, existem atualmente 2.716 milhões de 

mulheres com idade superior a 15 anos no mundo, as quais encontram-se em situação de risco 

para o desenvolvimento de câncer cervical. Estima-se que são realizados, anualmente, uma 

faixa de 527.624 diagnósticos de câncer de colo de útero no mundo, dos quais 265.672 

acabam por ser fatais. O câncer cervical assume a quarta colocação entre as malignidades 

mais presentes entre mulheres no mundo (BRUNI et al., 2016). 

O Papilomavírus é um DNA-vírus formado por capsídeo icosaédrico, não envelopado, 

capaz de infectar células epiteliais escamosas de tecido mucoso ou cutâneo e induzir lesões 

proliferativas. Já foram classificados aproximadamente 200 tipos de HPV, dos quais pelo 

menos 30 estão associados a infecções genitas (MÜNGER et al., 2004). 

Estima-se que 30 a 60% da população sexualmente ativa possui infecção assintomática 

por HPV e que 50% das lesões são causadas por sorotipos envolvidos na gênese de tumores, 

considerados de alto risco oncogênico por causarem infecções persistentes, como 16, 18, 31, 

33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 (TINDLE, 2002; GRAVITT, JAMSHIDI, 2005; 

SCHWARZ et al., 2009).  

Para estabelecer infecções persistentes em epitélios estratificados, o HPV induz lesões 

proliferativas com baixo o número de cópias epissomais nas células basais infectadas. Os 

produtos dos genes virais são capazes de alterar a expressão de genes e proteínas celulares, 

tais como Rb e p53, os quais alteram o ciclo celular. Durante infecções persistentes com cepas 

de alto risco oncogênico, principalmente dos tipos 16, 18 e 31, há o desenvolvimento de 
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mecanismos de escape da resposta imune, como a infrarregulação de genes Interferon-

estimulados (ISGs), que comprometem a função antiviral dos Interferons (IFNs) (HONG et 

al., 2011; CHANG, LAIMINS, 2000; REISER et al., 2011).  

 A maior produção local de TGF-β (Transforming Growth Factor Beta), causada pela 

infecção, promove alterações genômicas que favorecem a transformação celular. As células 

infectadas com HPV também regulam negativamente a expressão de E-caderina, prejudicando 

a aderência de células dendríticas ao epitélio e impedindo seu amadurecimento, expressando 

indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). Assim, ao atingirem órgãos linfóides periféricos, não 

podem estimular respostas de células T efetoras contra o HPV (MITTAL et al., 2013). 

 O diagnóstico das neoplasias do colo uterino é realizado a partir de achados 

citológicos e colposcópicos confirmados por exame histopatológico. A Terminologia do 

Sistema de Bethesda surgiu em 1992 para padronizar a nomenclatura citológica, sendo 

instituída a expressão lesão intraepitelial escamosa (SIL), dividida em duas classes de acordo 

com o grau da lesão: lesões de baixo grau (LSIL) e de alto grau (HSIL) (KURMAN, 

SOLOMON, 1994). 

Em 2001 foram incluídas duas novas categorias: ASC-US (atipias de células 

escamosas de significado indeterminado) e ASC-H (atipia de células escamosas não podendo 

excluir lesão de alto grau) com a finalidade de incluir uma terminologia para alterações 

citológicas atípicas do colo uterino (SOLOMON et al., 2002).  

A incidência do câncer de colo do útero pode ser reduzida por exames periódicos de 

Papanicolau e acompanhamento das lesões de pré-cancerosas. A triagem para HPV de alto 

risco encaminha cerca de 50% das pacientes para exames colposcópicos. Para diagnósticos 

repetitivos de ASCUS é indicado o acompanhamento com citologia e colposcopia 

(SOLOMON, 2003). 

A acuidade diagnóstica é obtida pela combinação entre exames citológicos, 

colposcópicos e biópsia guiada. A colposcopia com biópsia dirigida tem sido o padrão para o 

diagnóstico e tratamento de lesões precursoras de câncer cervical, além de ser uma forte 

aliada ao diagnóstico histopatológico (LINDEQUE, 2005). Para lesões NIC III, o exame 

histopatológico é fundamental para um diagnóstico bem sucedido e tratamento subsequente 

(BAR-AM et al., 2000).  

Na década de 1980, a biópsia dirigida por colposcopia diagnosticava mais de 90% dos 

casos de NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) III e câncer. Atualmente, estudos mostram 

sensibilidade da biópsia dirigida por colposcopia de 50 a 65%. Isto indica que, na década de 

1980, as clínicas de colposcopia eram procuradas por uma maioria de mulheres com NIC de 
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alto grau e atualmente já é possível acompanhar mulheres com NIC de baixo grau. Os 

programas de concientização estão trazendo mais mulheres para o acompanhamento de lesões 

de baixo grau, facilitando assim o diagnóstico e o tratamento precoce (PRETORIUS , 

BELINSON, 2012). 

Várias novas modalidades de tratamento têm sido propostas ao longo dos anos, dentre 

as quais destacam-se a conização, a histerectomia e, mais recentemente, a cirurgia de alta 

frequência (CAF). A escolha do tratamento adequado para NIC leva em consideração vários 

fatores, tais como a gravidade das lesões, a idade da paciente, a cogitação de opções 

reprodutivas pela paciente, a extensão da lesão na imagem colposcópica e a disponibilidade 

tecnológica do serviço médico. Em lesões NIC III a conização é frequentemente utilizada para 

tratar e excluir a presença de invasão (LINDEQUE, 2005).  

Estudo realizado por Barker e colaboradores (2001) concluiu que mesmo com um 

atraso de 12 semanas para o tratamento eletrocirúrgico, o diagnóstico histopatológico guiado 

pela colposcopia não foi modificado. Maluf e colaboradores (2004) mostraram que a 

incidência de margem endocervical comprometida após conização é alta, bem como elevadas 

taxas de mitose estão associadas com uma maior recorrência de NIC III. 

A CAF é considerada como tratamento de escolha para mulheres jovens que 

apresentaram colposcopia satisfatória. Estudo realizado por Murta e colaboradores (2004) 

demonstrou que a frequência de margens não comprometidas após CAF predominava em 

lesões localizadas no fundo do canal cervical. Portanto, este procedimento é o mais indicado 

para lesões no canal cervical.  

Fatores ligados à neoplasia residual e recorrência de NIC III após CAF ou conização 

do colo uterino incluem a presença de margens cirúrgicas comprometidas, extensão às criptas 

e do número de mitoses. Contudo, a ausência destes fatores não assegura a eliminação de 

lesões residuais. Por esse motivo, o acompanhamento destas pacientes é de suma importância 

(MURTA et al., 1999; MALUF et al, 2004).  

 

1.2 Atividade antitumoral dos Interferons e suas implicações na terapia clínica 

 

Interferons (IFNs) são citocinas pleiotrópicas (possuem efeitos múltiplos sobre 

diferentes células), com um vasto histórico de pesquisas científicas voltadas para o tratamento 

de tumores. Foram descobertos na década de 1950 e classificados inicialmente como proteínas 

produzidas por células do sistema imunológico em resposta a infecções virais (ISAACS, 

LINDENMANN, 1957).  
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Os IFNs são conhecidos por sua habilidade em induzir um estado ativado de células 

infectadas, possuindo importante característica de indução de fatores antivirais, interferindo 

em múltiplos estágios do ciclo de replicação viral, através de diversos mecanismos (YAN, 

CHEN, 2012). Além disso, possuem funções que influenciam a resposta imune inata e 

adaptativa, não somente em viroses, mas também em infecções bacterianas por 

Micobacterium tuberculosis, induzindo potente atividade antiproliferativa, essencial para o 

bloqueio do crescimento e imunosobrevivência de células tumorais (PANDEY et al., 2009).   

A família dos IFNs é formada por três principais classes de citocinas (IFNs I, II e III), 

organizadas a partir de sua homologia estrutural e distintas entre si pela sequência de 

aminoácidos que formam cada molécula, pela natureza e distribuição dos respectivos 

receptores, pelas células capazes de produzi-las e pela indução de estímulos nas células-alvo 

(HERTZOG, WILLIAMS, 2013).  

Os genes humanos dos IFNs do tipo I estão localizados no cromossomo 9p e 

codificam uma família de 17 proteínas distintas (incluindo 13 subtipos de IFN-α, além de 

IFNβ, IFNε, IFNκ e IFNω) que têm a propriedade de ligação ao seu receptor cognato, 

formado por duas subunidades: IFNR1 e IFNR2 (JAMES et al., 1991). 

Existe apenas um tipo de IFNs II, denominado IFN-γ, que se liga ao seu receptor 

cognato com duas subunidades: IFNγR1 e IFNγR2 (SHRODER et al., 2004). 

Os IFNs do tipo III consistem em IFNλ1, IFNλ2 e IFNλ3 (também conhecidos como 

IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente) e IFNλ4, que se ligam ao receptor IFNλ1 

(IFNLR1) e à subunidade β do receptor de IL-10 (IL-10Rβ) (DONNELLY, KOTENKO, 

2010). 

A expressão dos IFNs dos tipos I e III é ativada pela via de receptores de 

reconhecimento de padrões, enquanto que a via dos IFNs do tipo II é induzida por mitógenos 

ou citocinas como a IL-12 e IL-18, que são expressas por linhagens de células T e NK 

(FEHNIGER et al., 1999). 

Leucócitos especializados foram caracterizados por produzir ativamente IFN-α após o 

primeiro contato com vírus encapsulados, bactérias e células neoplásicas. Estas células, 

chamadas células produtoras naturais de IFN, possuem efeitos pleiotrópicos sobre outras 

células, como a suprarregulação de MHC de classe I em diversos tecidos, ativação de 

macrófagos e células NK, ativação e sobrevivência de células TCD4+ e TCD8+ (SIEGAL 

et al., 1999). 

Uma das células produtoras naturais de IFN é a célula dendrítica plasmocitóide 

(pDCs). Elas possuem alta expressão basal de Interferon Regulatory Factor 7 (IRF-7), um dos 
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membros da família de fatores de transcrição reguladores do IFN responsáveis pelo início dos 

processos celulares que culminam com ação antiviral: a produção de IFN-α e IFN-β e a 

expressão de dois membros da família de receptores Toll-like (TLR): TLR7 e TLR9 (MARIÉ 

et al., 1998). 

O conhecimento das vias de ativação que levam à produção de IFNs é importante 

devido à sua potente intervenção na regulação da tumorigênese. Constam estudos clínicos 

com IFN-α para imunoterapia de tumores desde a década de 1990, observados na Tabela 1, 

que resume diversas pesquisas realizadas com o objetivo de avaliar a eficácia da 

aplicabilidade da imunoterapia com IFN-α em diferentes tumores.  

A imunoterapia associando IFN-α à IL-2 em 12 pacientes com tumores diversos 

(renais, pancreático, hepático, de trompas e melanoma) demonstrou significante aumento da 

atividade citotóxica em células NK (FIORENTINO et al., 1992).  

Quando o tratamento com IFN-α foi realizado de forma local em pacientes com 

tumores vesicais, com injeções semanais ao longo três meses antes da intervenção cirúrgica, 

foi observado um aumento significativo da resposta proliferativa frente à resposta 

proliferativa com fitohemaglutinina (PHA) em células mononucleares periféricas nos casos 

em que não havia evidência de recorrência da lesão (MOLTÓ et al., 1994). 
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Tabela 1 – Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-α 

(continua) 

Pesquisadores Ano  Patologia Posologia 
Tratamento 

Associado 

Número de 

pacientes 
Resultados 

FIORENTINO, 

B., et al 
1992 

Melanoma, 

Carcinoma de rim, 

pâncreas, fígado e 

trompas 

3.106 U/m2/dia, durante 5 dias 

consecutivos por seis 

semanas, intramuscular. 

IL-2 12 
Significante aumento da atividade citotóxica 

de células NK. 

NATOLI, C., et 

al 
1993 

Câncer de mama e 

colorretal 

3.106 U/m2/dia, durante 3 dias 

consecutivos, intramuscular. 
Não houve 62 

Significante aumento da concentração do 

marcador tumoral 90K nas primeiras 24 

horas após injeção de IFN-α. 

MOLTÓ, L., et 

al 
1994 Câncer de bexiga 

50.106 IU/m2, semanalmente, 

durante 3 meses, intravesical. 
Não houve 17 

Pacientes sem evidência de recorrência 

apresentaram significante aumento da 

resposta proliferativa em células 

mononucleares periféricas. 

KRUIT, W.H.J., 

et al 
1995 

Melanoma 

metastático 

6 MIU/m2/dia, duas vezes por 

semana, durante 26 semanas, 

subcutâneo. 

IL-2 57 
Pacientes com resposta parcial totalizaram 

16% e com resposta completa, 2%. 

MOLTÓ, L., et 

al 
1997 Câncer de bexiga 

50.106 IU/m2, semanalmente, 

durante 3 meses, antes da 

ressecção intravesical. 

Não houve 17 

Significante aumento da produção de IFN-γ 

e redução de IL-4 em células mononucleares 

periféricas após 3 meses do tratamento com 

IFN-α 
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Tabela 1 – Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-α 

(continuação) 

Pesquisadores Ano  Patologia Posologia 
Tratamento 

Associado 

Número de 

pacientes 
Resultados 

FLANIGAN, R.C., 

et al 
2001 

Carcinoma renal 

metastático 

1,25x106 U/m2/dia, aumentando 1 

U por dia até alcançar 3,25 

U/m2/dia, subcutâneo. 

Cirurgia 246 

Nefrectomia seguida por imunoterapia 

com IFN-α resultou no aumento da 

sobrevida dos pacientes, quando 

comparado com a imunoterapia 

somente. 

MOTZER, R.J., et 

al 
2001 

Carcinoma renal 

avançado 
PEG-IFN-α, 180 μg/semana Não houve 27 

A dose de 450 μg/semana por 

administração subcutânea foi melhor 

tolerada. Tem maior eficácia e menor 

toxicidade. 

BUKOWSKI, R., 

et al 
2002 

Melanoma, 

Carcinoma de rim, 

pâncreas, fígado e 

estômago 

PEG-IFN-α2b, 0,75 a 7,5 

μg/semana, por 12 semanas, 

subcutâneo. 

Não houve 35 

PEG-IFN-α2b foi ativo e bem tolerado 

em pacientes com tumores sólidos 

metastáticos, com doses superiores a 6,0 

μg/kg/semana. 

ROOZENDAAL, 

K.J., et al 
2003 Alveolar sarcoma 

3.106 IU/ dia, durante 8 meses, 

subcutâneo. 
Não houve 1 

Após 3 meses de tratamento houve 

regressão parcial das metástases 

pulmonares e diminuição da massa 

tumoral originária. 

MICHALLET, M., 

et al 
2004 

Leucemia 

mielogênica crônica 

Grupos randomizados: PEG-IFN-

α2b (6 μg/Kg/semana) e IFN-α2b 

(5 MUI/m2/dia), por 6 meses, 

subcutâneo. 

Não houve 344 

Não houve diferenças significantes entre 

o tratamento com PEG-IFN-α2b e IFN-

α2b. 
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Tabela 1 – Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-α 

(continuação) 

Pesquisadores Ano  Patologia Posologia 
Tratamento 

Associado 

Número 

de 

pacientes 

Resultados 

KAUFMANN, R., 

et al 
2005 

Melanoma 

metastático 

TMZ sozinha (200 mg/m2/dia; 

dia 1 até 5 a cada 28 dias) ou 

combinada com IFN-α (5 

MU/m2; dias 1, 3 e 5 por 

semana), subcutâneo. 

Temozolomida 294 

O tratamento com TMZ+IFN-α aumenta 

significativamente a resposta objetiva ao 

tratamento, quando comparado ao 

tratamento com TMZ apenas. 

OBI, S., et al 2005 
Carcinoma 

hepatocelular 

5.106 U/nos dias 1, 3 e 5 por 

semana, intramuscular 
5-Fluoracil 116 

Dezenove pacientes mostraram resposta 

completa e quarenta e dois, parcial. A 

terapia combinada foi segura e aumentou 

a taxa de sobrevida dos pacientes com 

resposta completa. 

BROCKMEYER, 

N.H., et al 
2006 

Condylomata 

acuminata em 

pacientes HIV 

positivos 

80 μg de PEG-IFN-α/ semana 

durante 24 semanas 

Terapia anti-

retroviral 
22 

PEG-IFN é uma terapia eficaz e segura 

para pacientes com HIV. Quatro 

pacientes tiveram remissão total, quatro 

pacientes tiveram resposta parcial. 

PUCCHIO, T., et 

al 
2006 Melanoma 3 MU 

Melan-A/MART-

1:26-35 (27 L), 

gp100:209-217(210 

M) 

7 

Quatro pacientes mostraram aumento da 

sobrevida e maior capacidade de 

apresentação de antígenos após o 

tratamento. 
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Tabela 1 – Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-α 

(conclusão) 

Pesquisadores Ano  Patologia Posologia 
Tratamento 

Associado 

Número 

de 

pacientes 

Resultados 

BOTTOMLEY, 

A., et al 
2009 Melanoma 

PEG-IFN-α-2b 6 μg/kg/semana, subcutâneo 

por 8 semanas, 3 μg/kg/semana por 5 anos. 
Não houve 1256 

Houve uma melhora da sobrevida livre 

de doença, porém o questionário sobre 

qualidade de vida mostrou efeitos 

negativos, por exemplo em sintomas 

como dispnéia, perda de apetite e 

fadiga. 

MOTZER, R.J., 

et al 
2009 

Carcinoma 

renal 

metastático 

3 MU, 3 vezes por semana na 1ª semana, 6 

MU na 2ª semana e 9 MU na 3ª semana. 
Sunitinib 750 

Pacientes em tratamento com Sunitinib 

mostraram maior tempo de sobrevida 

comparado ao IFN-α. 

HAULCHILD, 

A. et al 
2009 Melanoma 

Grupo alta dose: 10 MU/m2, I.V, 5x 

/semana, por 2 semanas; 10 MU/m2, subc, 5 

x semana, por 2 semanas; 3 MU, subc, 3 x 

/semana, por 23 meses. Gupo baixa dose: 

3MU, 3 x/semana, durante 24 meses. 

Não houve 674 

O aumento da dose durante 4 semanas 

antes do tratamento de baixa dose por 2 

anos não resultou em aumento da 

sobrevida livre de doença no grupo alta 

dose. 

ESCUDIER, B.; 

et al 
2009 

Carcinoma 

renal 

metastático 

9 MU, 3x/semana, subcutâneo Sorafenib 189 

Sorafenib resultou em similar 

progressão livre de doença quando 

comparado ao IFN-α. 

Fonte:  Autoria própria. 
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1.3 Propriedades químicas e características biológicas do PEG Intron 

 

A técnica de peguilação de proteínas tem sido desenvolvida para a modificação de 

uma variedade de proteínas com aplicabilidade clínica, dentre as quais ressaltam-se, a título 

de exemplo, a Adenosina-deaminase, L-asparaginase, IL-2, GMCSF, TNF-α, IFN-α e 

hormônio do crescimento (DELGADO et al., 1992). 

Os resultados das pesquisas são promissores, pois a peguilação pode, além de reduzir a 

imunogenicidade da proteína, aumentar o tempo de ação da mesma. Além disso, possuem 

atividade farmacológica mais potente que as originais, como o TNF-α e o hormônio do 

crescimento (TSUNODA et al., 1999; CLARK et al., 1996). 

O PEG Intron (Pegylated Interferon-Alpha-2b ou IFN-α-2b; Schering-Plough, 

Kenilworth, NJ) é um composto derivado do IFN-α 2b recombinante, sendo caracterizado 

pela presença de uma única cadeia da molécula de Polietilenoglicol (PEG), com peso 

molecular de 12 KDaltons, ligado ao IFN-α2b através de uma ligação covalente à histidina-34 

(WANG et al., 2000). 

A peguilação do IFN-α 2b não compromete sua estrutura terciária ou seu espectro de 

atividade, mas reduz significativamente a depuração da molécula, aumentando em até 10 

vezes sua meia-vida plasmática. Consequentemente, torna-se possível uma administração 

semanal do PEG Intron, do que decorre uma ampliação da exposição à droga sem o 

consequente incremento proporcional da toxicidade (GLUE et al., 2000). 

As propriedades químicas do PEG Intron dependem do peso molecular da estrutura 

linear e química da molécula ligante. Espécies com alto peso molecular resultam em uma 

meia-vida mais longa. A estrutura da cadeia PEG pode afetar a potencialidade, estabilidade e 

o acúmulo da droga no organismo. Estruturas com baixa absorção na corrente sanguínea 

podem resultar em extensão do tempo para a máxima concentração no soro. Estudo de Truitt e 

colaboradores (1994) mostrou que existe uma relação positiva entre a meia-vida dos IFNs 

peguilados e suas atividades antivirais. 

O aminoácido ao qual a estrutura química PEG está ligada pode afetar a 

potencialidade do IFN, se a molécula PEG interferir na ligação com seu receptor ou mudar 

sua estrutura proteica. A estrutura química do PEG Intron é importante para o 

desenvolvimento de uma molécula capaz de manter a duração de sua atividade farmacológica 

durante uma semana, sem comprometer significantemente a potência ou alterar a atividade 

biológica do PEG Intron se comparada ao IFN-α 2b sozinho (WANG et al., 2000). 
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1.4 Receptores de Interferon-α e suas vias de ativação 

 

  Interferons do tipo I (IFN-α/β) induzem a expressão de vários genes estimulados por 

IFN (ISGs), responsáveis pela regulação do crescimento celular, efeitos antivirais e imuno-

moduladores. Células infectadas por vírus podem inibir a replicação viral, além de exercerem 

funções citotóxicas, antiproliferativas e regular negativamente a angiogênese. Outra 

propriedade importante dos IFNs é a de ativar células do sistema imune para prevenir lesões 

teciduais (GOUBAU et al., 2009). 

Os IFNs do tipo I estimulam a fosforilação de fatores de transcrição nas células-alvo 

após a ligação com receptores de superfície que são membros da família de receptores de 

citocinas classe II, formados por duas subunidades: IFNR1 e IFNR2 (STARK et al., 1998). 

 A ilustração à esquerda 

demonstra o processo de 

fosforilação do STAT1 e do 

STAT2, o qual tem início com a 

introdução de IFN-α e IFN-β no 

organismo do indivíduo, que 

reagirá com os receptores 1 e 2 

(respectivamente, IFNAR1 e 

IFNAR2), os quais se ligarão 

sobre a superfície da membrana 

celular.  

Uma vez vinculados, os 

Interferons e seus receptores 

darão início a uma cadeia 

química (TYK2, JAK1, STAT1, 

STAT2) que, ao final, serão 

fosforilados. 

O produto da reação ocorrida no citoplasma se deslocará para o núcleo da célula, 

conforme ilustrado na Figura 3, o qual se combinará com o Interferon Regulatory Factor 

(IRF) fosforilado cuja cadeia de produção pode ser observada na Figura 2. 

A infecção pelo HPV pode desencadear uma resposta antiviral com a consequente 

produção de IFN-α/β. O bloqueio das vias de ativação dos IFN tipo I é um mecanismo de 

evasão do sistema imune, causado pelas proteínas do HPV, podendo ocorrer perda epissomal 

  Figura 1. Processo de fosforilação do STAT1 e STAT2. Fonte: Autoria própria. 

 

IFN-α/β 
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do HPV, favorecendo o surgimento de células com genomas integrados ao vírus. Estas células 

podem exibir maior expressão de E6 e E7, com consequente crescimento e vantagem 

competitiva (BOCCARDO et al.; 2010). 

Uma vez que o vírus 

infiltra uma célula, via 

endocitose, mediada por 

receptor, o Gene Induzível por 

Retinol I (RIG-I) é estimulado 

pela presença de Ácido 

Desoxiribonucléico (DNA) 

viral. Adicionalmente, a 

proteína associada à 

diferenciação de melanoma 

(MDA5) e o receptor 

endosomal TLR-3 reconhecem 

os intermediários de cadeia 

dupla gerados durante a 

replicação do vírus da dengue. 

Estas vias são sinalizadas através de IRF-3 e 7, sendo responsáveis por dar início a uma 

cascata de sinais que resultam na transcrição do IFN tipo I (NASIRUDEEN et al., 2011).  

A interação do IFN-α com seu receptor deflagra em uma série de eventos de 

fosforilação, como a ativação do receptor associado às proteínas Janus kinase (JAK) e 

Tyrosine kinase (TYK), que promovem a transdução de sinal e a ativação da transcrição das 

proteínas STAT (DARNELL et al., 1994). 

A via clássica de indução por IFN-α/β é mais estudada em fibroblastos. Após a ligação 

ao receptor, ocorre a fosforilação do complexo de proteínas STAT-1 e STAT-2 com o Fator 

Regulador de Interferon 9 (IRF-9) e migração para o núcleo da célula. Este fator 

transcricional multimérico liga-se ao Elemento de Resposta Estimulada por Interferon (ISRE), 

nos promotores dos genes responsivos ao IFN-α para a síntese de proteínas efetoras (LEVY, 

1995; IHLE, KERR, 1995; SOLIS et al., 2006).  

Receptores de IFNα/β ativam componentes transdutores de sinal e ativadores de 

transcrição da via de sinalização JAK-STAT, provocando a formação de dois complexos do 

fator de transcrição: STAT-1 e STAT2, que interagem com IRF-9 para formar o Fator 3 do 

Gene Estimulado por IFN (ISGF3) (DUPUIS et al., 2003). 

Figura 2. Vias de sinalização dos IRFs. Fonte: Autoria própria. 
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Estudo realizado por Müller e colaboradores (1993) concluiu que células deficientes 

em JAK-1 e TYK não são responsivas ao IFN-α/β, mostrando a importância destes fatores na 

via de ativação. 

A resposta aos IFNs do tipo I pode ser desencadeada em diversas células, por detecção 

citosólica de infecção viral ou, em células dendríticas plasmocitóides diferenciadas, pelo 

Receptor Toll-like 9 (TLR9). O acúmulo de RNA ou DNA viral pode ser reconhecido por 

TLRs em endossomos. O reconhecimento conduz a uma cascata de eventos de transdução de 

sinal, o que resulta na fosforilação de fatores de transcrição (fatores reguladores de IFN) e 

indução de genes de IFN tipo I. O Interferon secretado é reconhecido por receptores de 

Interferon (IFNARs) I e II que conduzem uma cascata de sinalização para ativar genes 

Interferon-induzidos (ALARCÓN-RIQUELME, 2006). 

Quando qualquer alteração na expressão de genes acontece devido à infecção viral, 

não há modulação de receptores de citocinas e enzimas que controlam a função da célula. 

Essas alterações podem influenciar a diferenciação, a taxa de proliferação celular e apoptose, 

bem como a responsividade ao IFN-α (NOMELINI et al., 2007).  

O perfil transcricional de células estimuladas por IFN-α, principalmente células NK, 

linfócitos T e monócitos, pode ser afetado por vários fatores, entre eles a duração da 

estimulação, o tipo celular e o método de exposição à citocina (ZIMMERER et al., 2008). 

A busca da caracterização das 

vias de sinalização do IFN-α levou à 

descoberta de uma família de fatores de 

transcrição que associam diretamente os 

receptores de superfície celular aos 

eventos nucleares. Estas proteínas, 

denominadas transdutoras de sinais e 

ativadoras de transcrição, residem fora 

do núcleo das células e, após 

estimulação com IFN, tornam-se 

ativadas por fosforilação da tirosina, 

translocando-se para o núcleo, onde 

reconhecem sequências reguladoras de 

DNA (LEVY, DARNELL, 1990) 

(Figura 3). 

Figura 3: Ativação de genes induzíveis por IFN-α/β. 

Fonte: Autoria própria. 
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Um destes transdutores de sinal e ativadores de transcrição é o STAT: uma família de 

proteínas citoplasmáticas latentes que são ativadas para participar no controle de genes 

quando as células encontram polipeptídeos extracelulares. Experiências genéticas com 

camundongos definiram papéis cruciais para cada STAT conhecida em mamíferos. A desco-

berta de uma STAT em Drosophila mostrou que há uma origem evolutiva antiga para essa 

proteína (DARNELL, 1997).  

A ativação da via de sinalização JAK/STAT constitui um mecanismo regulador 

importante pelo qual as células hospedeiras inibem infecções virais. Os ativadores 

transcricionais centrais da presente via são as proteínas STAT: 1, 2, e 3, que atuam como 

importantes reguladores do sistema imune inato a infecções provocadas por uma variedade de 

RNA e DNA vírus. O HPV suprime a expressão constitutiva de STAT-1, mas não de STAT-

2, IRF-9 ou STAT-3 (CHANG, LAIMINS, 2000; HONG et al., 2011). 

Outro transdutor de sinal é o IRF-7, uma proteína multifuncional com atividade 

transcricional dependente de fosforilação C-terminal. A expressão constitutiva de IRF-7 é 

restrita aos linfócitos B e células dendríticas. Porém em outras células, sua produção é 

induzida por infecção viral e por IFN-α/β. O IRF-7 contém vários domínios de regulação da 

região C-terminal, principalmente entre os aminoácidos 471 e 487, alvo da fosforilação 

induzida por vírus e possui uma meia-vida de trinta minutos (HISCOTT, 2007). 

Os complexos formados IRF-3 / IRF-7 são biologicamente ativos e estão envolvidos 

na transcrição de genes ativados por IFN-α endógeno. A produção de IFN-α/β após a infecção 

depende da ativação de IRF-3 e IRF-7, que são fosforilados pelas quinases TBK-1 e IKKε 

após infecção viral e sinalização pelos Receptores de Reconhecimento de Padrão (RRP), 

levando à sua dimerização, translocação nuclear e de ligação aos genes promotores de IFN 

tipo I, induzindo sua ativação (GOUBAU et al.; 2009).  

Existem diversos fatores de escape produzidos por vírus capazes de inibir a via de 

ativação do IFN. Análises comparativas de transcrição de ISGs em queratinócitos na presença 

de infecção por HPV 16, 18 e 31 revelou que genes antivirais (IFIT-1 e MX-1), genes 

envolvidos na sinalização de IFN (STAT-1), genes proapoptóticos (TRAIL e XAF-1) e 

receptores de reconhecimento de patógenos (TLR3, RIG-1, e MDA-5) estão inibidos 

(REISER et al, 2011). 

A expressão de STAT-1 é suprimida por proteínas do HPV a nível trascricional. As 

oncoproteínas E6 e E7, independentemente, suprimem a expressão de STAT-1, necessária 

para a amplificação do genoma e manutenção de episomas, sugerindo um papel importante 

para a atividade na patogênese viral (HONG et al., 2011). 
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A sinalização ativada por Ras - uma família de pequenas proteínas de ligação a GTP 

codificadas pelos oncogenes Ras que acoplam receptores de fator de crescimento a alvos 

intracelulares -  inibe fatores de transcrição necessários para a sinalização por IFNs, incluindo 

STAT-1, STAT-2, IRF-1 e IRF-9. Isto indica que Ras modula a responsividade das células 

para IFNs e sugere que pode promover a tumorigênese, limitando a atividade dos fatores de 

crescimento através da modulação da capacidade de resposta das células aos reguladores 

negativos, tais como o TGF-β (KLAMPFER et al., 2003). 

Estudo realizado por Li e colaboradores (1999) concluiu que a capacidade de ligação 

ao DNA e de transativação de ISGF3 estão diminuídas em células expressando proteína E6 

HPV-18 após tratamento com IFN, resultado da diminuição da fosforilação de Tyk 2, STAT-2 

e STAT-1. Este fato é explicado devido às proteínas E6 do HPV-18 interagirem fisicamente 

com TYK-2, que requer domínios JH6 e JH7, importantes para a ligação de Tyk 2 com a 

porção citoplasmática do IFNAR1, inibindo a via de ativação do IFN (RICHTER et al., 1998). 

 

1.5 Plasticidade na diferenciação dos linfócitos TCD4+ 

 

A detecção de patógenos infecciosos pelo hospedeiro deflagra eventos sucessivos que 

resultam no recrutamento e diferenciação de linfócitos T, que possuem funções adequadas 

para conter o patógeno. A resposta inicial das células T efetoras é seguida por células T 

regulatórias (Treg), necessárias para limitar o potencial dano tecidual advindo de uma 

resposta imune exacerbada (JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009). 

O equilíbrio entre células efetoras e regulatórias acontece através do infiltrado de 

células T pré-diferenciadas no tecido, por indução de perfis de células T efetoras e 

regulatórias ou por redirecionamento do programa de diferenciação das células T, que requer 

plasticidade na regulação de alvos transcripcionais. Estes estão sendo estudados recentemente 

por representar, para o hospedeiro, a flexibilidade de transferir recursos para a eliminação de 

patógenos (ZHOU et al., 2009). 

Na presença de citocinas produzidas por células da imunidade inata, os linfócitos T 

auxiliares são capazes de diferenciarem-se em células com funções e perfil de citocinas 

próprias. Os primeiros perfis de linfócitos T helper a serem descritos foram Th1 e Th2. As 

células Th1 secretam principalmente Interferon-γ (IFN-γ) e são essenciais para a imunidade 

contra microorganismos intracelulares. Já os linfócitos Th2, que secretam IL-4, IL-5 e IL-13, 

são importantes para a proteção contra parasitas e patógenos extracelulares (MOSMANN et 

al., 1986).  
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As células T auxiliares da subpopulação Th17 foram descritas por produzirem IL-17, 

IL-21 e IL-22, que protegem o hospedeiro contra infecções bacterianas e fúngicas. A 

diferenciação Th17 é iniciada pela combinação do fator de crescimento transformante-β 

(TGF-β) e IL-6 ou IL-21, que induz a expressão do fator de transcrição RORγt e do receptor 

de IL-23 (IVANOV et al., 2006).  

O recrutamento intratumoral de células Th17 depende do microambiente tumoral, que 

inclui a produção de várias quimiocinas - tais como CCL20, CCL17, CCL22, MIF, RANTES 

e CCL4 - a presença de fibroblastos ativados, células dendríticas e macrófagos produtores de 

IL-1β, IL-6, IL-23 e TGF-β (CHEN et al., 2012). 

As células Th17 são frequentemente associadas a tumores, sendo descritas em diversos 

modelos de melanoma, tumores de mama, cólon, ovário e pâncreas, acumulando-se 

especificamente em tumores, quando comparados a tecidos saudáveis. Diversas pesquisas 

demonstram um recrutamento específico de células Th17 pelo próprio microambiente 

tumoral. No entanto, há ainda algumas lacunas em como as células Th17 são induzidas, 

recrutadas, expandidas ou convertidas em Tregs nos tumores (SU et al., 2010).  
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2 JUSTIFICATIVA     

 

O desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de lesões tumorais, bem 

como a construção de protocolos de tratamento efetivos são questões que têm recebido uma 

profunda atenção por parte da comunidade científica, notadamente em virtude da gravidade 

que tal problemática assume nos dias atuais. 

É fato que o sistema imunológico humano conta com os requisitos necessários para a 

eliminação de células tumorais; todavia, o fenótipo imunogênico destas possui a capacidade 

de produzir mecanismos de escape. 

Referidas interações imunes – que conforme Eisenring e colaboradores (2010) 

manifestam como principal fator controlador as citocinas – têm sido objeto de inúmeros 

estudos, dentre os quais é possível destacar aqueles relacionados ao câncer cervical, o qual 

afigura-se atualmente como a quarta malignidade mais frequente entre as mulheres no mundo 

(BRUNI et al., 2016), caracterizado por um alto índice de mortalidade, bem como os 

relacionados ao HPV, o qual apresenta-se como um dos principais fatores causadores daquele. 

O HPV, em função de diversos fatores, possui grande habilidade em escapar do 

sistema imune (GRAVITT e JAMSHIDI, 2005), e da inexistência de uma resposta efetiva 

decorre o surgimento de uma infecção que, com o transcurso do tempo, dará lugar à neoplasia 

intraepitelial cervical, causa conhecida do câncer cervical uterino. 

Segundo Tindle (2002), a dificuldade do organismo em combater o HPV deve-se, por 

um lado, à localização do vírus, o qual instala-se na camada basal do epitélio, do que decorre 

a dificuldade de acesso por parte das células apresentadoras de antígeno (APCs) e, por outro, 

pelo fato de não ocorrer a lise de queratinócitos, dificultando-se a resposta imune local. 

A NIC tem sido objeto de diversas espécies de tratamentos cirúrgicos, a exemplo da 

conização, do CAF (cirurgia de alta frequência) e da histerectomia. Todavia, conforme 

destacado por Delorenzo e colaboradores (2009), tem sido observada uma alta taxa de 

recorrência da doença após mencionados procedimentos, realidade diante da qual 

pesquisadores do mundo inteiro têm dedicado seus trabalhos no sentido de orientar e 

estimular a consolidação de políticas de saúde e estratégias secundárias que colaborem para a 

prevenção, o diagnóstico e o tratamento precoce do câncer cervical. 

É neste cenário que o potencial da imunoterapia, enquanto modalidade de tratamento, 

tem sido cada vez mais reconhecido, seja mediante sua aplicação em paralelo ao 

procedimento cirúrgico, seja de forma apartada deste. 
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A imunoterapia inclui, atualmente, a aplicação de vacinas, proteínas recombinantes 

virais, anticorpos monoclonais, citocinas e células dendríticas (MICHELIN, MURTA, 2008). 

Dentre as citocinas, assumem relevância os Interferons, enquanto glicoproteínas 

secretoras induzíveis que, além de possuir efeitos antivirais, imunomoduladores, 

antiangiogênicos e antiproliferativos, assumem grande potencial decorrente de seu efeito 

antitumoral, o qual vem sendo tratado em diversos estudos sobre a matéria. 

Justifica-se assim que o presente estudo busca uma melhor elucidação dos 

mecanismos imunológicos que desencadeiam a responsividade de pacientes acometidos de 

Neoplasia Intraepitelial, em seus graus II e III, diante da aplicação de tratamento com 

Alfapeguinterferona 2b, em colaboração à ciência mundial na busca por novos caminhos para 

o tratamento de lesões tumorais, principalmente no que concerne ao desenvolvimento de 

protocolos de tratamento mais eficientes com IFN-α em pacientes com NIC. 



35 

 

3 PROPOSIÇÃO      

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

Analisar a responsividade sistêmica da imunidade celular frente ao IFN-α, em 

pacientes com Neoplasia Intraepitelial tratadas com Alfapeguinterferona. 

Realizar a análise da resposta imune sistêmica frente à imunoterapia, através da 

avaliação dos receptores de IFN-α e das vias de ativação celular pelo IFN-α (STAT-1 e IRF-

7) no sangue periférico de pacientes com Neoplasia Intraepitelial tratadas com 

Alfapeguinterferona, avaliando linfócitos T auxiliares (CD3+, CD4+), citotóxicos (CD8+) e 

macrófagos (CD14+). 

Comparar a plasticidade de linfócitos T tecidual, antes e após a imunoterapia em 

pacientes que obtiveram regressão da lesão com pacientes que não obtiveram regressão da 

lesão. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a integridade da via de ativação do IFN-α em linfócitos T auxiliares, 

citotóxicos e macrófagos, nestas pacientes, através dos receptores IFNR1 e IFNR2, bem como 

dos fatores de transcrição STAT-1 e IRF-7. 

 Avaliar a expressão local dos receptores de IFN-α e do IFNα, comparando a 

responsividade sistêmica à responsividade tecidual frente à neoplasia intraepitelial. 

Analisar a expressão local de IFN-α e dos IFNR1 e IFNR2 por qPCR, comparando a 

pré-terapia com a pós-terapia através dos cálculos de ΔΔCt.  

Realizar a análise da plasticidade de linfócitos T no tecido lesionado, comparando a 

pré-terapia com a pós-terapia, através da avaliação dos fatores de transcrição relacionados à 

resposta Th1 (T-bet) e Th17 (RORyT). 
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4 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento do Estudo 

  

Trata-se de um estudo prospectivo comparativo que visa analisar a resposta local e 

sistêmica de pacientes submetidas ao tratamento com Alfapeginterferona-2b, atendidas no 

setor de Colposcopia, da disciplina de Ginecologia e Obstetrícia da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro (UFTM), no Ambulatório Maria da Glória. Todos os experimentos foram 

realizados no Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da UFTM. 

 

4.2 Casuística 

  

Dezoito pacientes, com idades entre 18 e 82 anos de idade, com diagnóstico de NIC II-

III, que não haviam recebido qualquer tratamento prévio foram convidadas a participar do 

estudo. Todas as participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido. O diagnóstico de Neoplasia Intraepitelial foi confirmado por exame 

histopatológico, realizado no serviço de Patologia Cirúrgica do Hospital de Clínicas da 

UFTM. 

Tabela 2 – Características clínicas, diagnóstico antes e após a imunoterapia com IFN-α 2b peguilado. 

Paciente Idade Fumante 

Diagnóstico 

Inicial Diagnóstico Final 

Conclusão 

diagnóstica 

1 36 Não NIC III Epitélio Normal Regressão 

2 82 Não NIC III NIC III Sem resposta 

3 54 Não NIC III Epitélio Normal Regressão 

4 28 Não NIC II Epitélio Normal Regressão 

5 32 Não NIC III NIC III Sem resposta 

6 35 Não NIC III NIC III Sem resposta 

7 18 Não NIC II NIC II Sem resposta 

8 34 Não NIC II NIC II Sem resposta 

9 38 Não NIC III NIC II Regressão 

10 37 Não NIC III NIC III Sem resposta 

11 34 Não NIC III NIC II Regressão 

12 47 Não NIC III Epitélio Normal Regressão 

13 26 Não NIC III Epitélio Normal Regressão 

14 24 Sim NIC II NIC II Sem resposta 

15 28 Sim NIC II Epitélio Normal Regressão 

16 60 Não NIC III NIC III Sem resposta 

17 42 Não NIC III NIC III Sem resposta 

18 33 Não NIC III NIC III Sem resposta 
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4.2.1 Aspectos Éticos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 

do Triângulo Mineiro, sob o número 1525 (ANEXO A). As pacientes ou o familiar 

responsável assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B). 

 

4.2.2 Critérios de Inclusão 

 

Foram incluídas neste estudo, pacientes que apresentaram lesões cervicais alto grau 

aos exames citológico e colposcópico, com lesões maiores que um centímetro, posteriormente 

confirmadas por análise histopatológica, que concordaram em participar do estudo, assinando 

o Termo de Consentimento Livre após esclarecimento. Também foram critérios de inclusão: 

ausência de sangramento durante os exames e de uso de antibióticos orais, fungicidas vaginais 

ou cremes nos últimos 30 dias. 

 

4.2.3 Critérios de Exclusão 

  

Foram excluídas deste estudo, pacientes que apresentaram ausência de lesão visível ao 

exame colposcópico ou menor que 1 cm; gestantes; pacientes com cardiopatia grave ou com 

comprometimento das funções hepática ou renal. Pacientes com: doenças autoimunes, 

imunossupressão, imunodepressão, histórico prévio de intolerância ao IFN-α ou que não 

concordaram em participar da pesquisa também foram excluídas do estudo. 

 

4.2.4 Aplicação do Interferon-α Peguilado 

  

O tratamento foi realizado com o fármaco PEGInterferon-α 2b humano recombinante 

(Pegintron®; 118,4 mcg), aplicado por via subcutânea, na região abdominal, na dose de 80 μg 

(pó liofilizado diluído em 0,7 mL de diluente antes de cada aplicação). As aplicações foram 

realizadas semanalmente, uma aplicação por semana, durante seis semanas. 

 

4.2.5 Avaliação da resposta clínica ao tratamento 

 

As pacientes avaliadas neste estudo foram acompanhadas através dos exames: clínico 

colposcópico e histopatológico. Desta forma, se ao exame colposcópico houve o 
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desaparecimento ou a diminuição da lesão, confirmada por exame histológico, com regressão 

para NIC I ou sem alterações sugestivas de HPV, o tratamento foi considerado como 

satisfatório e bem-sucedido, caracterizando o grupo como responsivo. As pacientes foram 

submetidas a acompanhamento com colposcopia e citologia a cada 6 meses. 

 Se não houve regressão da lesão, observado por exame colposcópico e confirmada a 

persistência da lesão NIC II ou III em biópsias, foi considerado falha do tratamento, incluindo 

a paciente no grupo não responsivo. Todas as pacientes com NIC II e III foram indicadas à 

conização ou CAF. 

 

4.3 Análise Celular por Citometria de Fluxo 

 

 O sangue periférico foi colhido em 2 tubos a vácuo contendo o anticoagulante EDTA 

(ácido etileno tetra-acético), equivalente a aproximadamente 10 mL de sangue por paciente, 

antes do início do tratamento (pré-terapia), bem como na 3ª e 6ª aplicações. 

Para a obtenção de leucócitos, o sangue total foi transferido para tubos cônicos de 50 

mL, adicionando-se solução de lise de hemácias na proporção de 1:10 (BD Biosciences - 

FACS Lysing Solution), para a separação das células imunológicas. Após 20 minutos de 

incubação à temperatura ambiente, centrifugou-se o material durante 10 minutos, em uma 

rotação de 2.000 g, a 4° C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado, de forma a 

manter o precipitado de células ao fundo do tubo cônico. Repetiu-se a centrifugação nas 

mesmas condições, por duas vezes, para a retirada do excesso da solução de lise, adicionando 

30 ml de PBS (solução salina tamponada com fosfato) às células ressuspensas a cada 

centrifugação. 

Ao final da segunda centrifugação, retira-se o PBS, deixando aproximadamente 1mL 

ao precipitado de células, para acrescentar 2 uL da proteína transportadora inibitória (BD 

Golgistop). Para cada 1 mL de sangue lisado, utilizou-se 1µL da proteína transportadora 

inibitória. Incubou-se por 20 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. As células foram lavadas por 

centrifugação, nas mesmas condições anteriores, com 15 mL de PBS, para retirar o excesso de 

proteína.  

Após a centrifugação, foi retirado o sobrenadante, conservando-se apenas o 

precipitado de células, que foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Em seguida, transferiu-se 

20µL das células ressuspendidas para tubos Eppendorf contendo 180µL de solução de Turk, 

para determinar a quantidade de células obtidas. As células foram contadas ao microscópio 

óptico, em câmara de Neubauer. 
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A suspensão de células foi transferida para tubos de ensaio sendo, primeiramente, 

realizada a marcação extracelular, sendo distribuídos da seguinte forma: dois tubos para os 

isotipos controles, cinco para linfócitos T CD3+, cinco para linfócitos T CD4+, cinco para 

linfócitos TCD8+ e cinco para macrófagos (Tabela 3).  

O anticorpo utilizado para a marcação de membrana (extracelular) do isotipo controle 

foi o α-IgG2a FITC BD (FITC - Fluorescein Conjugate). Para a marcação de membrana dos 

linfócitos T CD3+ utilizou-se o anticorpo α-CD3 FITC BD; para os linfócitos T CD4+, α-

CD4 ALEXA BD, para os linfócitos T CD8+, α-CD8 FITC BD e para os macrófagos, α-

CD14 APC BD. Após a primeira marcação, incubavam-se as células a 4°C por 30 minutos, ao 

abrigo da luz.  

Em seguida, eram realizadas duas lavagens das células com PBS, intercalando 

centrifugações a 2000g, por 10 minutos a 4°C, para a remoção do excesso de anticorpos. 

Posteriormente, as células eram preparadas para a marcação intracelular, adicionando-se 

solução de permeabilização e fixação (BD Cytofix/Cytoperm) e incubando-se a 4°C por 20 

minutos, ao abrigo da luz. Lavou-se as células com solução tampão (BD Perm/Wash Buffer) 

por duas vezes, intercalando centrifugações nas mesmas condições anteriormente citadas.  

A marcação intracelular foi realizada com os seguintes anticorpos, cuja sequência 

repetia-se para cada marcação extracelular: IFNR1, IFNR2, α-STAT1 PE BD, α-IRF7 PE BD, 

α- IFN-α PE BD. Os isotipos controles foram: α-IgG1 PE BD e α-IgG2a PE BD. Após 

incubação de 30 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz, as células eram lavadas com solução 

tampão (BD Perm/Wash Buffer) duas vezes, intercalando centrifugações nas mesmas 

condições. Por fim, as células eram ressuspendidas em 500 uL de PBS para a leitura no 

citômetro BD FACSCalibur. 

Os experimentos foram realizados através do aparelho FACS Calibur, BD Bioscience. 

Os dados obtidos de % de Gate e Intensidade de Fluorescência foram obtidos através do 

software CellQuest, BD Bioscience. O índice de comparação da % de Gate e Intensidade de 

Fluorescência entre a 3ª e 6ª aplicações com a pré-terapia de cada paciente foi calculado 

através da construção de planilhas e fórmulas no software Excel, Microsoft Office.  
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Tabela 3 – Marcações extracelulares e intracelulares para citometria de fluxo 

Tubos Descrição Marcação Extracelular 
Marcação 

Intracelular 

Isotipo 

Controle 

1 Isotipo 1 α-IgG2a FITC α-IgG1 PE _ 

2 Isotipo 2 α-IgG2a FITC α-IgG2a PE _ 

3 

Linfócitos Totais e 

Linfócitos T 

Auxiliares 

α-CD3 FITC + α-CD4 ALEXA IFNR1 PE ISO 2 

4 α-CD3 FITC + α-CD4 ALEXA IFNR2 PE ISO 2 

5 α-CD3 FITC + α-CD4 ALEXA α-STAT 1 PE ISO 2 

6 α-CD3 FITC + α-CD4 ALEXA α-IRF 7 PE ISO 2 

7 α-CD3 FITC + α-CD4 ALEXA α-IFN-α PE ISO 2 

8 

Linfócitos T 

Citotóxicos e 

Macrófagos 

α-CD8 FITC + α-CD14 APC IFNR1 PE ISO 1  

9 α-CD8 FITC + α-CD14 APC IFNR2 PE ISO 1 

10 α-CD8 FITC + α-CD14 APC α-STAT 1 PE ISO 1  

11 α-CD8 FITC + α-CD14 APC α-IRF 7 PE ISO 1  

12 α-CD8 FITC + α-CD14 APC α-IFN-α PE ISO 1  

  

  

4.4 Análise por qPCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) 

 

4.4.1 Extração do RNA 

 

As biópsias foram coletadas na pré e pós-terapia. O protocolo de extração do RNA foi 

realizado seguindo os parâmetros de extração fenol-clorofórmio através do reagente Trizol 

(Invitrogen). Para extrair o RNA das biópsias de colo uterino das pré-terapia e pós-terapia o 

tecido foi divulsionado através do uso de bisturis estéreis. Após esta etapa, foi adicionado 

1mL de Trizol e a mistura foi homogeneizada, armazenada em tubos cônicos de 1,5 mL e 

incubadas por 5 min a 25 C, para permitir a completa dissociação dos complexos de 

nucleoproteínas. Foi adicionado 200 μl de clorofórmio. Os tubos foram tampados e agitados 

vigorosamente por 15 segundos e incubados a 25 C durante 3 minutos. As amostras foram 

centrifugadas à 12.000xg por 15 minutos, de 2 a 8C. Após a centrifugação, a mistura foi 

separada em uma fase inferior vermelha, uma interfase e uma fase aquosa superior. Para a 

precipitação do RNA, transferiu-se cuidadosamente a fase aquosa para tubos cônicos de 1,5 

mL limpos. Adicionou-se 500 μl de álcool isopropílico, incubando a mistura por 10 minutos a 
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25° C. Centrifugou-se a 12.000xg por 10 minutos, de 2 a 8°C. O RNA precipitado forma um 

gel no fundo do tubo. Por fim, remove-se o sobrenadante e adiciona-se 1 mL de etanol 75%, 

homogeneizando bem. Centrifuga-se a 7.500xg por 5 minutos, de 2 a 8° C e remove-se o 

sobrenadante, restando no fundo do tubo o RNA. 

 

4.4.2 Transcrição Reversa 

 

Após a extração do RNA, foi realizada a transcrição reversa, com o Kit Reverse 

Transcriptase (Invitrogen). Para a realização desta técnica, foi utilizado de 50ng-1µg de RNA 

total e adicionado os regentes para a primeira etapa da reação de transcrição, incubando a 

mistura no termociclador (Veriti - 96 Well - Applied Biosystems), a 65° C por 5 minutos e 4° 

C por 1 minuto (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Protocolo utilizado para a primeira etapa da reação de RT 

Reagentes Volumes (μL) 

Primer Oligo dt 0,5 

Dntp 1 

Água DEPC 13 

RNA 10 

 

 Após este procedimento, foram adicionados aos tubos 6 μL de uma solução contendo a 

enzima (Superscript III rt), incubando a 25° C por 5 minutos, 50° C por 60 minutos e 70° C 

por 15 minutos (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Protocolo utilizado para a segunda etapa da reação de RT 

Reagentes Volumes (μL) 

Tampão Kit 5x 4 

DTT 1 

Enzima Superscript 1 

 

4.4.3 Reação de PCR em tempo real 

  

Para a reação de PCR em tempo real foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix Promega, 

com volume final para a reação de 25μL, conforme as proporções da Tabela 6. 
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Tabela 6 – Protocolo utilizado para a reação de qPCR 

Reagentes Volumes (μL) 

SYBr Green 12,5 

Dye ROX 0,25 

Água DEPC 

Primer F 

Primer R Ajustável de acordo com as padronizações 

Amostra 

  

O protocolo de temperaturas foi seguido de acordo com a bula do kit GoTaq qPCR 

Master Mix Promega, segundo consta na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Protocolo de temperaturas para a reação de qPCR 

 Ciclos Programação dos ciclos 

Ativação Hot-Start 1 95° C por 2 minutos 

Desnaturação 40 95° por 15 segundos 

Anelamento 

Dissociação 

 

1 

60° por 60 segundos 

60°-95°C 

 

Os primers (Invitrogen) utilizados nas reações foram diluídos em tampão TE-LOW 

para uma concentração final de 10M e suas respectivas temperaturas de anelamento estão 

descritas na Tabela 8. O primer referente à β-actina foi utilizado com controle endógeno para 

a reação. 

Tabela 8 – Desenho dos primers, temperaturas de anelamento e volumes    

Primer Sequência de nucleotídeos Temperatura Primer Amostra  

β-actina Forward 5’GTGGGGCGCCCCAGGCACCA3’ 60º C 2 μL 1 μL  

β-actina Reverse 5’CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC3’ 60º C 2 μL 1 μL  

T-bet Forward 5’CGGCTGCATATCGTTGAGGT3’ 58º C 1 μL 1 μL  

T-bet Reverse 5’GTCCCCATTGGCATTCCTC3’ 58º C 1 μL 1 μL  

ROR-γt Forward 5’GCAGCGCTCCAACATCTTCT3’ 58º C 1 μL 1 μL  

ROR-γt Reverse 5’ACGTACTGAATGGCCTCGGT3’ 58º C 1 μL 1 μL  

IFNR1 Forward 5’-CTTTCAAGTTCAGTGGCTCCACGC-3’ 60° C 1,5 μL 3 μL  

IFNR1 Reverse 5’-TCACAGGCGTGTTTCCAGACTG-3’ 60° C 1,5 μL 3 μL  

IFNR2 Forward 5’-GAAGGTGGTTAAGAACTGTGC-3’ 60° C 1 μL 2 μL  

IFNR2 Reverse 5’-CCCGCTGAATCCTTCTAGGACGG-3’ 60° C 1 μL 2 μL  

IFN-α Forward 5’- ACTTTGGATTTCCCCAGGA-3’ 60° C 1 μL 2 μL  

IFN-α Reverse 5’-CAGGCACAAGGGCTGTATT-3’ 60° C 1 μL 2 μL  
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 A reação de qPCR foi realizada através do aparelho 7900 HT Fast Real-Time PCR 

System, Applied Biosystems. Os resultados da curva de dissociação, curva de amplificação e 

valores de Ct foram obtidos através do software SDS 2.4.1, Applied Biosystems. 

 

4.4.4 Cálculo do ΔΔCt 

 

 Para a normalização dos dados obtidos após os ciclos de amplificação da qPCR, foram 

utilizados os seguintes cálculos matemáticos, sabendo-se que o gene da β-actina foi utilizado 

como controle endógeno. 

1° - Cálculo do ΔCt relativo à imunoterapia com Interferon-α2b Peguilado: 

ΔCt = Ct (Gene Alvo Tratado) – Ct (Gene Controle Tratado) 

2° - Cálculo do ΔCt relativo à pré-terapia com Interferon-α2b Peguilado: 

ΔCt = Ct (Gene Alvo Controle) – Ct (Gene Controle Controle) 

3° - Cálculo do ΔΔCt: 

ΔΔCt = ΔCt (Tratado) – ΔCt (Controle) 

4° - Normalização do nível de expressão do gene alvo: 

  Nível de Expressão = 2 –ΔΔCt 

 

4.5 Análise Estatística dos Resultados 

  

O banco de dados foi montado no programa Excel® versão 2013 (Microsoft Office). 

O software GraphPad Prism 5 foi utilizado nas análises estatísticas. 

 O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade. As variáveis 

categóricas foram descritas como proporção, e as variáveis contínuas por média e desvio-

padrão (DP) quando a distribuição foi normal ou mediana e intervalo interquartil (IIq) quando 

distribuição não foi normal. 

 As pacientes foram divididas em dois grupos para a realização das análises: as que 

obtiveram regressão da lesão e as que não obtiveram regressão da lesão após o tratamento 

com Alfapeguinterferona 2b. Utilizou-se, a análise one-way ANOVA para avaliar todos os 

grupos e o teste não paramétrico de Mann-Whitney quando a variável não apresentou 

evidência de distribuição normal. O teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram 

usados, quando apropriados, para testar as variáveis categóricas. Para todas as análises foi 

considerado nível de significância de 5% (P < 0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

 As pacientes foram acompanhadas no Ambulatório Maria da Glória no setor de 

Colposcopia da disciplina de Ginecologia e Obstetrícia da UFTM durante as seis semanas de 

aplicação do medicamento imunomodulatório Alfapeguiterferona.  

 As pacientes que obtiveram regressão da lesão foram encaminhadas para 

acompanhamento semestral no setor de colposcopia e as pacientes que não obtiveram 

regressão da lesão foram encaminhadas para procedimento cirúrgico de conização. Todos os 

diagnósticos foram realizados através do exame de colposcopia, citologia esfoliativa e 

confirmados através de análise histopatológica (Figura 4). 

 Ao longo do tratamento foi possível acompanhá-las e houve relatos de efeitos 

colaterais como fadiga, dispnéia, anorexia, cefaléia, mialgia, febre baixa e depressão, 

concentrados principalmente durante as três primeiras aplicações. Porém nenhuma paciente 

desistiu do tratamento. 

 

 

 

Figura 4: Fotos Colposcópicas do colo uterino de paciente que apresentou regressão da lesão. Teste de Schiller 

(A, B) e teste do bissulfito de sódio 3% (C, D). A, C: pré-tratamento; B, D: pós-tratamento.  
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Figura 5: Representação da estratégia de análise por FACS e figura representativa do layout do software 

CellQuest (BD Biosciences). (A) A gate foi determinada através da localização que corresponde ao tamanho dos 

linfócitos (Forward Scater, FSC) e à granulosidade (Side Scatter, SSC) no gráfico que representa a análise da 

dispersão frontal e lateral do laser. (B) Representação do quadrante acima, a direita, dos isotipos utilizados para 

eliminar ligações inespecíficas dos anticorpos utilizados na reação. (C-G). Gráficos representativos obtidos de 

uma paciente de acordo com os anticorpos utilizados, ilustrando as células duplo-positivas no quadrante acima, a 

direita: (C) CD4 FITC/IFNR1 PE, (D) CD4 FITC/IFNR2 PE, (E) CD4 FITC/STAT1 PE, (F) CD4 FITC/ IRF7 

PE, (G) CD4 FITC/ IFN-α PE. 
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5.1 Análise dos Linfócitos T totais 

 

 A análise das populações de linfócitos T totais foi realizada com a marcação das 

moléculas de superfície CD3, comuns e específicas para todos os linfócitos. A presença de 

IFN-α e de fatores de transcrição responsivos ao IFN-α (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN 

(IFNR1 e IFNR2) foi avaliada. 

 Pode-se verificar através do gráfico 1A que houve tendência à redução do número de 

linfócitos T CD3+ totais com IFNR1 nas pacientes que não obtiveram resposta ao tratamento, 

quando comparadas às pacientes que obtiveram regressão, após a 6ª aplicação (Gráfico 1A). 

Porém, quando analisada a concentração de IFNR1 em linfócitos TCD3+ (intensidade de 

fluorescência), não houve diferença significativa quando comparadas as pacientes com 

regressão e sem regressão (Gráfico 1B). Estes dados demonstram que, apesar de haver células 

TCD3+ com a presença deste receptor de Interferon no grupo que obteve a regressão da lesão, 

a quantidade geral do IFNR1 não se apresenta significativamente alta, quando comparados os 

grupos regressão e sem regressão nas duas etapas do tratamento. 
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Gráfico 1: A - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T positivos para IFNR1. B- Valores da média 

intensidade de fluorescência (MIF) do IFNR1 em linfócitos T totais. Os valores representam a análise 

comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e 

em cinza claro, a comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a 

resposta ao tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores 

foram expressos em mediana.  

 

 Assim como no Gráfico 1A, a análise do Gráfico 2A permite a observação da redução 

de linfócitos T CD3+ que possuem IFNR2 em pacientes que não obtiveram regressão da 

lesão, em comparação às pacientes que obtiveram regressão da lesão, após a sexta aplicação 

de Alfapeguiterferona. A concentração de IFNR2 em linfócitos TCD3+ demonstrou alteração, 
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porém não significativa, quando comparadas as pacientes com regressão e sem regressão 

(Gráfico 2B). Estes dados demonstram que, apesar de haver células TCD3+ com a presença 

deste receptor de Interferon no grupo que obteve a regressão da lesão, a quantidade geral do 

IFNR2 não se apresenta significativamente alta, quando comparados os grupos regressão e 

sem regressão nas duas etapas do tratamento. 
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Gráfico 2: A - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T positivos para IFNR2. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IFNR2 em linfócitos T totais. Os valores representam a análise comparativa entre as 

etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a 

comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao 

tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos 

em mediana.  

  

 Seguindo o mesmo padrão de resposta, pode-se verificar através do gráfico 3A que as 

pacientes que obtiveram boa resposta ao tratamento mostraram tendência ao aumento do 

número de linfócitos T CD3+ marcados com STAT-1, quando comparadas às pacientes que 

obtiveram má resposta ao tratamento. Este aumento significativo não foi acompanhado pelo 

aumento da concentração de STAT-1 em linfócitos TCD3+ (Gráfico 3B). Desta forma, apesar 

de haver células TCD3+ com a presença deste fator de transcrição no grupo que obteve a 

regressão da lesão, a quantidade geral de STAT-1 não se apresenta significativamente alta, 

quando comparados os grupos regressão e sem regressão nas duas etapas do tratamento. 
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Gráfico 3: A - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T positivos para STAT-1. B- Valores da 

intensidade de fluorescência (MIF) do STAT-1 em linfócitos T totais. Os valores representam a análise 

comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e 

em cinza claro, a comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a 

resposta ao tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores 

foram expressos em mediana.  

 

 Ao analisar o Gráfico 4A, observa-se tendência à redução de linfócitos T CD3+ com 

IRF-7 em pacientes que não obtiveram regressão da lesão, em comparação às pacientes que 

obtiveram regressão da lesão, principalmente após a sexta aplicação de Alfapeginterferona. 

Porém, a concentração de IRF-7 em linfócitos TCD3+ não mostrou alteração, quando 

comparadas as pacientes com regressão e sem regressão (Gráfico 4B). Assim, apesar de haver 

células TCD3+ com a presença deste fator de transcrição no grupo que obteve a regressão da 

lesão, a concentração geral de IRF-7 (intensidade de fluorescência) não se apresenta 

significativamente alta, quando comparados os grupos regressão e sem regressão nas duas 

etapas do tratamento. 

 O gráfico 5A demonstra que as pacientes que obtiveram boa resposta ao tratamento 

mostraram tendência ao aumento do número de linfócitos T CD3+ marcados com IFN-α, 

principalmente após a 6ª aplicação, quando comparadas às pacientes que obtiveram má 

resposta ao tratamento. Esta tendência não foi acompanhada pelo aumento da concentração de 

IFN-α em linfócitos TCD3+ (Gráfico 5B). Assim, apesar de haver células TCD3+ produtoras 

de IFN-α no grupo que obteve a regressão da lesão, a concentração geral de IFN-α 

(intensidade de fluorescência) não se apresenta significativamente alta, quando comparados os 

grupos regressão e sem regressão nas duas etapas do tratamento. 
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Gráfico 4: A - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T positivos para IRF-7. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IRF-7 em linfócitos T totais. Os valores representam a análise comparativa entre as 

etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a 

comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao 

tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos 

em mediana.  

 

 A análise de linfócitos T CD3+ totais demonstra um comportamento similar entre as 

pacientes que obtiveram a regressão da lesão após a 6ª aplicação de Alfapeguiterferona, 

havendo uma tendência ao aumento da ativação das vias indutoras de IFN-α. Da mesma 

forma, as pacientes que não obtiveram regressão da lesão mostraram uma tendência à 

diminuição, tanto dos receptores e fatores de transcrição quanto da produção de IFN-α. 
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Gráfico 5: A - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T positivos para IFN-α. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IFN-α em linfócitos T totais. Os valores representam a análise comparativa entre as 

etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a 

comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao 

tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos 

em mediana.  
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5.2 Análise dos Linfócitos T Auxiliares 

  

 A análise das populações de linfócitos T Auxiliares foi realizada com a marcação das 

moléculas de superfície CD4, comuns e específicas para estes linfócitos. A presença de IFN-α 

e de fatores de transcrição responsivos ao IFN-α (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN 

(IFNR1 e IFNR2) foi avaliada. 

Gráfico 6: A/C- Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T auxiliares positivos para IFNR1 e IFNR2, 

respectivamente. B/D- Valores da intensidade de fluorescência (MIF) de IFNR1 e IFNR2, respectivamente, em 

linfócitos T auxiliares. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza 

escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação entre a 6ª aplicação e a 

pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento (Regressão ou Sem Regressão) 

e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em mediana.  

  

 O Gráfico 6 demonstra que a presença de IFNR1 e IFNR2 em linfócitos T auxiliares 

não variou, tanto no número de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR2 presente 

nestas células, entre pacientes que obtiveram regressão da lesão e que não obtiveram a 
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regressão da lesão. Da mesma forma, o Gráfico 7 mostra que não há variações na produção de 

STAT1, IRF7 e IFN-α quando comparadas todas as pacientes do estudo. 

Gráfico 7: A/C/E - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T auxiliares positivos para STAT1, IRF7 e 

IFN-α, respectivamente. B/C/F- Valores da intensidade de fluorescência (MIF) de STAT1, IRF7 e IFN-α, 

respectivamente, em linfócitos T auxiliares. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do 

tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana.  
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 Quando comparadas as etapas do tratamento com a regressão da lesão observa-se 

significante aumento tanto de IFNR1 (p=0,0336) quanto de IFNR2 (p=0,0165) em pacientes 

que não obtiveram a regressão da lesão durante a terceira aplicação, decaindo durante a 6ª 

aplicação. Da mesma forma, os fatores STAT1, IRF7 e IFN-α aumentaram durante a 3ª 

aplicação e decaíram na 6ª aplicação em pacientes que não obtiveram regressão da lesão. 

 

Gráfico 8: Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T auxiliares positivos para A – IFNR1, B – IFNR2, C 

- STAT1, D – IRF7, E – IFN-α. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do tratamento: 3ª 

aplicação e a pré-terapia; 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao 

tratamento: cinza escuro representa regressão da lesão e cinza claro, sem regressão. Todos os valores foram 

expressos em mediana. *Valores de p˂0,05. 
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5.3 Análise dos Linfócitos T Citotóxicos 

 

 A análise das populações de linfócitos T Citotóxicos foi realizada com a marcação das 

moléculas de superfície CD8, comuns e específicas para estes linfócitos. A presença de IFN-α 

e de fatores de transcrição responsivos ao IFN-α (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN 

(IFNR1 e IFNR2) foi avaliada. 

 O Gráfico 9 demonstra que a presença de IFNR1 e IFNR2 em linfócitos TCD8+ não 

variou, tanto no número de células marcadas, quanto na quantidade destes receptores presente 

nestas células, entre pacientes que obtiveram regressão da lesão e que não obtiveram a 

regressão da lesão. Da mesma forma, o Gráfico 10 mostra que não há variações na produção 

de STAT1, IRF7 e IFN-α quando comparadas todas as pacientes do estudo. 

Gráfico 09: A/C - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T citotóxicos positivos para IFNR1, IFNR2, 

respectivamente. B/D- Valores da intensidade de fluorescência (MIF) de IFNR1 e IFNR2, respectivamente, em 

linfócitos T citotóxicos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza 

escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação entre a 6ª aplicação e a 

pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento (Regressão ou Sem Regressão) 

e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em mediana. 
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Gráfico 10: A/C/E - Valores da porcentagem de gate dos linfócitos T citotóxicos positivos para STAT1, IRF7 e 

IFN-α, respectivamente. B/D/F- Valores da intensidade de fluorescência (MIF) de STAT1, IRF7 e IFN-α, 

respectivamente, em linfócitos T citotóxicos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do 

tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana. 
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Quando comparadas as etapas do tratamento com a regressão da lesão (Gráfico 11) 

observa-se significante redução de IFNR1 (p=0,0391) e IRF7 (p=0,05) em pacientes que não 

obtiveram a regressão da lesão quando comparada a terceira aplicação com a 6ª aplicação. 

Nas pacientes que obtiveram regressão da lesão houve uma queda da intensidade de 

fluorescência de IFN-α na 6ª aplicação (p=0,05). 

Gráfico 11: Valores da intensidade de fluorescência (MIF) dos linfócitos T citotóxicos positivos para A – 

IFNR1, B – IFNR2, C - STAT1, D – IRF7, E – IFN-α. Os valores representam a análise comparativa entre as 

etapas do tratamento: 3ª aplicação e a pré-terapia; 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de 

acordo com a resposta ao tratamento: cinza escuro representa regressão da lesão e cinza claro, sem regressão. 

Todos os valores foram expressos em mediana. *Valores de p˂0,05. 
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5.4 Análise dos Monócitos 

 

 A análise das populações de Monócitos foi realizada com a marcação das moléculas 

de superfície CD14, comuns e específicas para estas células. A presença de IFN-α e de fatores 

de transcrição responsivos ao IFN-α (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN (IFNR1 e IFNR2) 

foi avaliada. 

 Os Gráficos 12 A e 12 B demonstram que a presença de IFNR1 em monócitos não 

variou, tanto no número de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR1 presente nestas 

células, entre pacientes que obtiveram regressão da lesão e que não obtiveram a regressão da 

lesão.  

0

100

200

300

  Total               Regressão        Sem Regressão

A

%
 g

a
te

 c
él

u
la

s 
C

D
1

4
+

IF
N

R
1

+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

  Total               Regressão        Sem Regressão

B

M
IF

 c
é

lu
la

s
 C

D
1

4
+
 I

F
N

R
1

+

Gráfico 12: A - Valores da porcentagem de gate dos monócitos positivos para IFNR1. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IFNR1 em monócitos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas 

do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana.  

 

 Os Gráficos 13 A e 13 B demonstram que a presença de IFNR2 em monócitos não 

variou, tanto no número de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR2 presente nestas 

células, entre pacientes que obtiveram regressão da lesão e que não obtiveram a regressão da 

lesão. 
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Gráfico 13: A - Valores da porcentagem de gate dos monócitos positivos para IFNR2. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IFNR2 em monócitos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas 

do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana. 

 

 Os Gráficos 14 e 15 demonstram que a presença de STAT1 e IRF7 em monócitos não 

variou, tanto no número de células marcadas, quanto na quantidade destes fatoes presente 

nestas células, entre pacientes que obtiveram regressão da lesão e que não obtiveram a 

regressão da lesão.  
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Gráfico 14: A - Valores da porcentagem de gate dos monócitos positivos para STAT1. B- Valores da 

intensidade de fluorescência (MIF) do STAT1 em monócitos. Os valores representam a análise comparativa 

entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza 

claro, a comparação entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta 

ao tratamento (Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram 

expressos em mediana. 
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Gráfico 15: A - Valores da porcentagem de gate dos monócitos positivos para IRF7. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IRF7 em monócitos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do 

tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana. 

 

 Ao analisar os dados do Gráfico 16, observa-se tendência ao aumento de monócitos 

com IFN-α em pacientes que não obtiveram regressão da lesão, em comparação às pacientes 

que obtiveram regressão da lesão, após a terceira aplicação, o qual não houve a manutenção 

deste aumento após a sexta aplicação.  
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Gráfico 16: A - Valores da porcentagem de gate dos monócitos positivos para IFN-α. B- Valores da intensidade 

de fluorescência (MIF) do IFN-α em monócitos. Os valores representam a análise comparativa entre as etapas do 

tratamento: em cinza escuro, a comparação entre a 3ª aplicação e a pré-terapia e em cinza claro, a comparação 

entre a 6ª aplicação e a pré-terapia. As análises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento 

(Regressão ou Sem Regressão) e com o número total de pacientes. Todos os valores foram expressos em 

mediana. * 3ª aplicação/Pré-terapia Regressão X 3ª aplicação/Pré-terapia Sem Regressão (p=0,0417). 
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5.5 Análise do gene RORγt 

 

Figura 6: Representação gráfica da curva de amplificação (A e C) e da curva de dissociação (B e D) através do 

software SDS Real Time. A, B – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene endógeno β-

actina. C, D – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene pesquisado RORγt. 
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Gráfico 17: Valores da normalização matemática do ΔΔCt, que representa o número de vezes que o gene RORγt 

foi expresso. Em cinza claro, as pacientes que não obtiveram a regressão da lesão estão representadas com o 

aumento significativo da expressão do gene RORγt (p=0,0380), quando comparadas às pacientes que obtiveram 

regressão da lesão.  

 

 

 A análise da expressão do fator de transcrição RORγt demonstra que as pacientes que 

não obtiveram a regressão da lesão apresentaram uma expressão deste fator significativamente 

mais elevada (p = 0,0236) do que as pacientes com regressão. 

Este resultado descrito acima pode indicar o papel dos linfócitos Th17 na resposta ao 

tratamento: é possível que pacientes que desenvolvem a ativação de células Th17 não 

respondam ao tratamento com Alfapeguinterferona. 

 

* 
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5.6 Análise do gene T-bet 

 

 

Figura 7: Representação gráfica da curva de amplificação (A e C) e da curva de dissociação (B e D) através do 

software SDS Real Time. A, B – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene endógeno β-

actina. C, D – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene pesquisado T-bet. 
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Gráfico 18: Valores da normalização matemática do ΔΔCt, que representa o número de vezes que o gene T-bet 

foi expresso. Em cinza claro, as pacientes que não obtiveram a regressão da lesão e em cinza escuro, pacientes 

com regressão da lesão.  

 

A expressão do fator de transcrição Tbet demonstra que todas as pacientes do estudo 

apresentaram equilíbrio na expressão deste fator, importante para o desenvolvimento de 

resposta Th1.  

Este resultado demonstra o importante papel da homeostase na resposta imunológica. 
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5.7 Análise do gene IFNR1 

 

 

Figura 8: Representação gráfica da curva de amplificação (A e C) e da curva de dissociação (B e D) através do 

software SDS Real Time. A, B – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene endógeno β-

actina. C, D – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene pesquisado IFNR1. 
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Gráfico 19: Valores da normalização matemática do ΔΔCt, que representa o número de vezes que o gene IFNR1 

foi expresso. 

 

 A análise da expressão de IFNR1 demonstra que as pacientes que não obtiveram a 

regressão da lesão apresentaram uma tendência mais elevada à expressão deste fator. Todavia, 

a existência de mencionado aumento, este não se revela como estatisticamente significante.  

Diante deste cenário, quando analisada a resposta local ao tratamento, o resultado 

apontado pode indicar que o IFNR1 está expresso de forma homogênea entre todas as 

pacientes. 
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5.8 Análise do gene IFNR2 

 

 

Figura 9: Representação gráfica da curva de amplificação (A e C) e da curva de dissociação (B e D) através do 

software SDS Real Time. A, B – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene endógeno β-

actina. C, D – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene pesquisado IFNR2. 
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Gráfico 20: Valores da normalização matemática do ΔΔCt, que representa o número de vezes que o gene IFNR2 

foi expresso. 

 

Da análise da expressão de IFNR2 é possível depreender que as pacientes que 

obtiveram a regressão da lesão apresentaram uma tendência mais elevada à expressão deste 

fator. Entretanto, em que pese este aumento, o mesmo não é estatisticamente significante.  

O resultado acima descrito pode indicar que IFNR2 está expresso de forma 

homogênea entre todas as pacientes, quando analisada a resposta local ao tratamento. 
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5.9 Análise do gene IFN-α  

 

 

Figura 10: Representação gráfica da curva de amplificação (A e C) e da curva de dissociação (B e D) através do 

software SDS Real Time. A, B – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene endógeno β-

actina. C, D – Representação gráfica da amplificação e dissociação do gene pesquisado IFN-α. 
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Gráfico 21: Valores da normalização matemática do ΔΔCt, que representa o número de vezes que o gene IFN-

alpha foi expresso. 

 

A análise da expressão de IFN-α aponta que todas as pacientes do estudo apresentaram 

um equilíbrio na expressão desta citocina, indicando que o tratamento com 

Alfapeguinterferona pode ativar vias de produção endógena de IFN-α.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 A imunoterapia com Alfapeguinterferona propicia o desenvolvimento de importantes 

funções biológicas, como a ativação de fatores de transcrição e a produção de citocinas 

específicas para a ativação do sistema imune, a fim de eliminar células neoplásicas e inibir a 

replicação viral. Estudo realizado por Dunn e colaboradores (2005) demonstrou que o IFN-

α/β é  importante para a rejeição de sarcomas altamente imunogênicos em camundongos e 

reduz a proliferação de tumores induzidos por carcinógeno primário. 

 O aumento significativo da expressão de genes IFNAR1 e IFNR2 tem sido apontado 

como consequência de diversas infecções virais crônicas, como as hepatites B e C 

(FRODSHAM et al., 2006; SAITO et al., 2004) e de tumores, como adenocarcinoma 

(AMBRUS, 2003). 

Há também a presença de receptores solúveis de citocinas em fluidos corporais que 

podem modular a atividade imunológica durante a homeostase e a doença. Receptores 

solúveis de IFNR2 estão presentes no soro, urina, saliva e líquido peritonial e podem inativar 

a ação do IFN-α se não houver o acoplamento com IFNR1 na membrana celular (WEERD et 

al., 2007). 

 Pesquisa clínica desenvolvida por Bottomley e colaboradores (2009) acompanhou 

durante cinco anos pacientes com melanoma em tratamento imunoterápico com PEG—IFN-α-

2b por via subcutânea. As doses variaram de 6μg/Kg/semana durante oito semanas para 

3μg/Kg/semana durante cinco anos. Houve melhora da sobrevida livre de doença, porém, o 

questionário sobre qualidade de vida mostrou pontos negativos, advindos dos efeitos 

colaterais do tratamento: dispneia, fadiga e anorexia. 

 Nosso estudo demonstrou que pacientes que não obtiveram regressão da lesão 

apresentaram aumento significativo tanto de IFNR1 quanto de IFNR2 em linfócitos TCD4+ 

durante a 3ª aplicação, quando comparadas com pacientes que obtiveram regressão, porém 

este aumento não foi mantido na 6ª aplicação. Em linfócitos TCD8+ o número de células 

marcadas com IFNR1 reduziu significativamente da 3ª para a 6ª aplicação em pacientes que 

não obtiveram a regressão da lesão. Estes dados demonstram que pacientes não responsivas 

ao tratamento têm os níveis de IFNR1 e IFNR2 mais elevados que as pacientes que 

responderam ao tratamento. 

Estudo realizado por Vitale e colaboradores (2007) mostrou que a expressão de 

receptores de IFN do tipo I estava significativamente aumentada em linhagens celulares de 
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adenocarcinoma pancreático humano pancreáticos do tipo BxPC-3 (linhagem celular mais 

sensível ao IFN), localizando-se a maioria na membrana. Porém, em linhagem celular 

resistente ao IFN-α (Panc-1), 60 a 70% das células eram negativas para IFNR2, estando a 

maioria presente no citoplasma celular. 

As linhagens celulares de câncer pancreático humano respondem de forma variável ao 

IFN-α/β e o nível de expressão do receptor IFN de tipo I tem um valor preditivo para os 

efeitos anti-tumorais do IFN-α (BOOY et al., 2013). 

Estudo realizado por Zhang e colaboradores (2010) concluiu que células de tumores de 

bexiga apresentavam baixa expressão de IFNR1 e IFNR2, comparadas às células de tecido 

saudável, mostrando resistência ao tratamento imunoterápico com IFN-α.  

Outra pesquisa, realizada por Tirone e colaboradores (2009), mostrou que amostras 

cervicais de biópsias sem neoplasia cervical apresentaram maior expressão do receptor de 

IFN-α do que aquelas com NICs, enquanto que a expressão simultânea de ambas as 

subunidades do receptor de IFN-α foi encontrada apenas no grupo controle. Porém, em nosso 

estudo não foi observado aumento da expressão local de IFNR1 e IFNR2, bem como de IFNα 

em pacientes responsivas e não responsivas ao tratamento. 

  A interação dos IFNRs com os fatores transcricionais citoplasmáticos é de suma 

importância para a ativação de genes ativadores da resposta imune. Pesquisas demonstram 

que a capacidade de ligação ao DNA e de transativação dos fatores de transcrição ISGF-3 

estão diminuídas em células que expressam a proteína E6 do HPV-18, após tratamento com 

IFN-α. As proteínas E6 do HPV interagem fisicamente com Tyk2, impedindo a fosforilação  

de STAT1 e STAT2 (LI et al., 1999). 

 A família do Fator Regulador de IFN-α abarca vários genes envolvidos na resposta 

antiviral, entre eles IRF-3 e IRF-7, que são os mais importantes moduladores da expressão de 

IFN-α através da ativação por TBK1/IKK (SOLIS et al, 2006; COLLONA et al., 2007).  

 A ativação de linfócitos T citotóxicos envolve células dendríticas plasmocitóides, 

consideradas células produtoras naturais de IFN-α. Em estudo desenvolvido por Au e 

colaboradores (2012) observou-se que a ativação destas células depende da via do IRF7, 

através da ativação de TRL-9. 

Camundongos knockout para IRF-7 possuem redução acentuada nos níveis séricos de 

IFN-α e são mais vulneráveis à infecção viral, mostrando que a via de ativação através do 

IRF-7 pode ser essencial nas respostas sistêmicas antivirais ativadas por IFN-α pela 

imunidade inata antiviral (HONDA et al., 2005). 
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Ao analisar a resposta imune sistêmica através da avaliação da presença de IRF-7 em 

linfócitos T auxiliares e citotóxicos, podemos observar que em pacientes que não obtiveram a 

regressão da lesão, apesar de demonstrarem aumento de células positivas durante a 3ª 

aplicação, este não se manteve. Tal resultado aponta para a impossibilidade de manutenção 

desta via em pacientes não responsivas, apesar da tentativa de ativação por IRF7 durante a 3ª 

aplicação. 

O papel do IRF-7 na produção do IFN-α, bem como no aumento da capacidade 

tumoricida de células fagocíticas foi demonstrado em estudo de Goubau e colaboradores 

(2009), onde o IRF-7 aumentou a expressão de uma ampla gama de genes Interferon-

estimulados, citocinas imunomoduladoras e genes envolvidos no processamento e 

apresentação de antígenos. 

 Quando estão ativados, os monócitos são capazes de eliminar células neoplásicas de 

forma eficaz. Estudo desenvolvido por Solis e colaboradores (2006) demonstrou que através 

da transdução da forma ativa do IRF-7 é possível aumentar a produção de IFN-α, supraregular 

genes alvos e potencializar a atividade tumoricida destas células. Nosso estudo demonstrou 

que a expressão de IRF7 em macrófagos foi estável em todas as pacientes durante as estapas 

do tratamento com Alfapeguinterferona. Porém, a produção de IFN-α em monócitos tende a 

aumentar em pacientes que obtiveram a regressão da lesão. 

Estudo desenvolvido como piloto para a produção de monócitos ativados em larga 

escala para uso clínico em pacientes com câncer (células MAK) concluiu que macrófagos 

ativados por Interferon-γ transduzidos com IRF-7 eram capazes de produzir IFNs do tipo I e 

apresentavam um aumento da expressão de genes que codificam o ligante de indutor de 

apoptose relacionado ao TNF-α (ROMIEU-MOUREZ et al., 2006). 

Outro estudo, ao comparar os transcriptomas de células tumorais primárias e 

metastáticas em um modelo de camundongo com metástase óssea espontânea, descobriu que 

um número substancial de genes suprimidos em metástases ósseas são alvos de IRF-7. A 

restauração de IRF-7 nas células tumorais ou a administração de IFN-α levou à redução de 

metástases ósseas e aumentou a sobrevida. A relevância clínica destes achados foi confirmada 

em mais de 800 pacientes em que a alta expressão de IRF-7 em tumores primários foi 

associada com sobrevida livre de metástases ósseas. Portanto, este gene pode identificar 

pacientes que poderiam se beneficiar com imunoterapias (BIDWELL et al., 2012). 

Dados clínicos e experimentais têm demonstrado que o tratamento com citocinas, local 

e sistêmicamente, são capazes de induzir a regressão de tumores. Moltó e colaboradores 

(1994) concluiram que pacientes com tumor de bexiga, após tratamento profilático intra-
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vesical com IFN-α, não apresentaram recorrência da doença e obtiveram aumento significante 

da resposta proliferativa em células mononucleares periféricas frente à estimulação 

mitogênica. 

Pacientes com condiloma acuminado genital crônico causado por HPV e condiloma 

acuminado gigante de Buschke-Löwenstein tratados com IFN-α2a e IFN-α2b recombinantes 

apresentaram redução das lesões e aumento da taxa de remissão completa da doença (GROSS 

et al., 1986; ZACHARIAE et al., 1988; GEUSAU et al., 2000, PETERSEN et al., 1991, 

BROKMEYER et al., 2006).  

Existe um relato de caso de uma gravidez bem sucedida após a paciente ter sido 

tratada com IFN-α 2b intralesional para tumor vaginal, demonstrando que o tratamento 

conservador é favorável e eficiente para mulheres jovens em idade reprodutiva (MURTA e 

TAVARES-MURTA, 2004). 

O tratamento conservador com IFN-α para pacientes com NIC II/III tem a vantagem 

de preservar a capacidade reprodutiva. Estudo realizado por Ramos e colaboradores (2010) 

demonstrou que pacientes com uma resposta satisfatória (60%) ao tratamento com IFN-alfa-

2b expressaram mais citocinas do perfil Th1 (IFN-y, TNF-α, IL-2), com uma redução 

significativa da carga viral do HPV de alto risco. As pacientes com falência terapêutica eram 

fumantes e tiveram maior expressão de citocinas do tipo Th2 (IL-4) ou Treg (TGF-beta2 e 

TGF-beta3). 

A produção de citocinas no microambiente tumoral possui influência na expressão de 

fatores transcricionais. Estudo realizado por Nguyen e colaboradores (2000) demonstrou que 

a ausência de STAT-1 provoca a inibição da via de IFN-α/β e as citocinas produzidas 

induzem a expressão de IFN-γ. Estes resultados indicam que as vias de ativação de IFNs tipo 1 

ocorrem por meio de mecanismos STAT-1-dependentes e que a indução eficaz da expressão 

de IFN-γ por IFN-α/β requer a regulação de STAT-1. Esta via é importatnte para a ativação de 

respostas imunes inatas e adaptativas contra infecções virais. 

O fator de transcrição STAT-1 controla a via de ativação de IFNs tipo I, 

desempenhando importante papel nas respostas mediadas por IFN-α (IMPROTA e PINE, 

1997). Na ausência de STAT1, a produção endógena de IFN tipo I possui atividade 

antiproliferativa e aumenta a sobrevivência de linfócitos T CD4 + e T CD8 + (TANABE et 

al., 2005). 

Estudo desenvolvido por Durbin e colaboradores (1996) mostrou a especificidade 

fisiológica de STAT1 na via de ativação do IFN-α através de camundongos deficientes em 
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STAT-1. Estes exibiram nula capacidade de resposta aos IFNs e tornaram-se altamente 

sensíveis às infecções virais. Porém, foram capazes de responder a outras citocinas.  

Outros estudos, todavia, demonstraram que em camundongos knockout para STAT1 

pode haver resposta proliferativa de monócitos ao IFN-α, indicando a existência de vias 

alternativas independentes de STAT1 (GIL et al., 2001; MALMGAARD et al., 2002). 

 Nosso estudo demonstrou que houve aumento significativo de linfócitos T CD4+ 

marcados com STAT-1 nas pacientes que não obtiveram regressão da lesão durante a terceira 

aplicação, porém este aumento não foi mantido até a 6ª aplicação. Este resultado demonstra a 

tentativa de resposta frente ao tratamento com Alfapeguinterferona, que não foi mantida e, 

portanto, não eliminou a lesão. 

 Pesquisa com células tronco hematopoéticas pontuou que o tratamento com IFN-α 

ativou o ciclo celular, aumentando a fosforilação de STAT1. Porém, células negativas para 

IFNRs não demonstraram sensibilidade ao tratamento (ESSERS et al., 2009). 

 Diversos estudos têm demonstrado que a imunoterapia com Alfapeguinterferona pode 

ter sua eficácia aumentada e toxicidade diminuída quando administrada por via subcutânea, 

além de proporcionar a redução de metástases, aumento da capacidade de apresentação de 

antígenos e atividade citotóxica pelo sistema imune (MOTZER et al, 2001; ROOZENDAL et 

al., 2003; PUCCHIO et al., 2006). 

 Ao estudar o infiltrado inflamatório no microambiente tumoral, Silva e colaboradores 

(2010), concluíram que há predomínio de linfócitos CD3+ e CD20+ em pacientes com NIC 

III em comparação com amostras de pacientes com câncer invasivo e que a migração de 

células parece ser proporcional à progressão da lesão. Outro estudo mostrou que há a 

expressão positiva de linfócitos T CD3+ em pacientes com recorrência, após conização por 

NIC III (MALUF et al., 2008). 

Pesquisa desenvolvida por Michelin e colaboradores (2015) mostrou que pacientes 

com NIC II e III tratadas com Alfapeguinterferona que obtiveram boa resposta à imunoterapia 

apresentaram maior produção de IFN-γ e TNFα em linfócitos TCD4+, bem como menor 

produção de IL-2, IL-4, IL-10 e TGF-β, mostrando que estas pacientes obtiveram regressão 

dependente de resposta Th1. 

Para aprofundar a análise do perfil de resposta Th1 é possível estudar o principal fator 

de transcrição (Tbet) envolvido na ativação de genes responsáveis pela produção de citocinas 

que favorecem este perfil de resposta, como IFN-γ, TNF-α e IL-12. 

Estudo desenvolvido por Lazarevic e colaboradores (2011) demonstrou que a 

expressão de T-bet tem um papel regulador no desenvolvimento da linhagem Th17, pois 
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verificou-se que T-bet exerceu um efeito negativo sobre a expressão do gene que codifica 

RORγt (Rorc) e genes que codificam citocinas Th17.  

Pacientes com câncer colorretal que possuem alta expressão de Th17 apresentam mau 

prognóstico, enquanto pacientes com alta expressão de Th1 apresentaram sobrevida livre de 

doença. A análise combinada de células Th1 e Th17 possibilitou uma melhor capacidade de 

discriminar a evolução da doença. A análise in situ da densidade de células IL17+ e células 

CD8+ em tecidos tumorais confirmou os resultados. Estes achados apontam que Th1 e Th17 

funcionais produzem efeitos opostos na sobrevivência do paciente no câncer colorretal e 

fornecem informações complementares que podem melhorar o prognóstico (TOSOLINI et al., 

2011). 

A evidência de infiltrado inflamatório indica que, embora pacientes com câncer 

exibam um estado imunossupressor generalizado, a reação inflamatória no local do tumor 

pode promover o crescimento e a progressão deste. A perpetuação da inflamação crônica é 

produzida através de cadeias de feedback positivo, que incluem células inflamatórias 

produzindo citocinas que induzem a síntese de quimiocinas em células malignas e estromais, 

levando ao recrutamento prolongado de células inflamatórias no microambiente tumoral. 

Estudos têm demonstrado que o aumento de células Th17 intratumoral em pacientes com 

câncer cervical pode levar à diminuição da recorrência (YU et al., 2014). Esta pesquisa vem 

em direção a outros estudos em tumores de ovário e melanoma (MURANSKI et al, 2008).  

Em pacientes com carcinoma hepatocelular e câncer colorretal, altos níveis de células 

Th17 intratumorais foram associados ao mau prognóstico (ZHANG et al, 2009; LIU et al., 

2011). Em contrapartida, outros estudos têm demonstrado que células Th17 podem favorecer 

o aumento da imunidade citotóxica e, portanto, exercer efeitos supressores de tumor 

(MARTIN-OROZCO, et al., 2009).  

Nosso estudo demonstrou que há um aumento significativo da expressão local de 

RORγT em pacientes que não obtiveram regressão da lesão, porém a expressão de Tbet 

mostrou-se equilibrada entre os grupos estudados. Este resultado aponta que a presença de 

infiltrado inflamatório com linfócitos do tipo Th17 no colo uterino das pacientes não 

responsivas pode estar associado ao insucesso do tratamento nestas pacientes. Estes dados 

sugerem que podem existir mecanismos de escape tumoral que impedem a eliminação da 

lesão pela imunomodulação por Alfapeguinterferona. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A responsividade sistêmica referente à imunidade celular e ao IFN-α em pacientes 

com Neoplasia Intraepitelial tratadas com Alfapeguinterferona indica que pacientes não 

responsivas ao tratamento possuem níveis elevados de IFNR1 e IFNR2 em linfócitos TCD4+. 

Em linfócitos TCD8+ o número de células marcadas com IFNR1 reduziu significativamente 

da 3ª para a 6ª aplicação em pacientes que não obtiveram a regressão da lesão, demonstrando 

que, apesar da tentativa de resposta, esta não se manteve para a eliminação da lesão. 

 Ao avaliar a integridade da via de ativação do IFN-α em linfócitos T auxiliares e 

citotóxicos, sistemicamente, através da avaliação da presença dos fatores transcricionais 

STAT1 e IRF7, podemos observar que em pacientes que não obtiveram a regressão da lesão, 

apesar de demonstrarem aumento de células positivas durante a 3ª aplicação, este não se 

manteve. Tal resultado aponta para a impossibilidade de manutenção desta via em pacientes 

não responsivas, apesar da tentativa de ativação durante a 3ª aplicação. 

 Ao avaliar a expressão local de IFNRs e do IFN-α, concluimos que não foi observado 

aumento da expressão local de IFNR1 e IFNR2, bem como de IFNα em pacientes responsivas 

e não responsivas ao tratamento. 

 Ao realizar a análise da plasticidade de linfócitos T no tecido lesionado, comparando a 

pré-terapia com a pós-terapia, através da avaliação dos fatores de transcrição relacionados à 

resposta Th1 (T-bet) e Th17 (RORyT), concluímos que há um aumento significativo da 

expressão local de RORγT em pacientes que não obtiveram regressão da lesão, porém a 

expressão de Tbet mostrou-se equilibrada entre os grupos estudados, apontando que a 

presença de infiltrado inflamatório com linfócitos do tipo Th17 no colo uterino das pacientes 

não responsivas pode estar associado ao insucesso do tratamento nestas pacientes. 
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B: MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 

 

TERMO DE ESCLARECIMENTO 

 

A senhora possui uma alteração no colo do útero chamada Neoplasia Intraepitelial Cervical e 

está sendo convidada a participar de um estudo sobre a resposta imune frente à infecção pelo HPV, o 

vírus responsável por esta alteração. Os avanços na área da saúde ocorrem através de estudos como 

este. Por esse motivo, sua participação é muito importante. O objetivo deste estudo é avaliar as vias de 

ativação do sistema imune e caso participe, será necessária uma coleta sangue. Não será feito nenhum 

procedimento que lhe traga qualquer risco à sua vida, mas poderá acontecer algum desconforto no 

momento da coleta de sangue. 

A senhora poderá obter todas as informações que quiser, estando livre para abandonar sua 

participação desta pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuízo ao seu 

atendimento. Pela sua participação no estudo, não haverá pagamento de qualquer valor em dinheiro, 

mas a senhora terá a garantia de que todas as despesas necessárias para a realização desta pesquisa não 

serão de sua responsabilidade. Seu nome não será citado em qualquer momento do estudo, pois a 

identificação será através de números.  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO 

 

 

Eu,__________________________________________________, li e/ou ouvi o 

esclarecimento acima e compreendi a utilidade do estudo e qual procedimento a 

que serei submetido. A explicação que recebi esclarece os riscos e benefícios do 

estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participação a qualquer 

momento, sem justificar minha decisão e que isso não afetará meu tratamento. 

Sei que meu nome não será divulgado, que não terei despesas e não receberei 

dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.  

 

Uberaba,   ............./ ................../................ 

 

 

__________________________________                    _________________________________    

Assinatura do voluntário/Responsável legal                                         Documento de identidade 

 

_________________________________                      

      Assinatura do pesquisador responsável 

    Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta                                     

 

Telefone de contato dos pesquisadores:  

Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON): (34)3318-5595 

 

Em caso de dúvida em relação a esse documento, você pode entrar em contato com o Comitê Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal do Triângulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854. 




