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RESUMO

Os Interferons sdao glicoproteinas secretoras induziveis que tém efeitos imunomoduladores,
antivirais, antiangiogénicos e antiproliferativos. Seu efeito antitumoral tem sido pesquisado
em diferentes graus patologicos, sendo observado o desenvolvimento de mecanismos de
escape da resposta imune, como a inibigdo de genes Interferon-estimulados. Esta pesquisa
procura, portanto, elucidar a responsividade sistémica a Alfapeguinterferona-2b em pacientes
com Neoplasia Intraepitelial Cervical graus Il e 11l e o perfil funcional de linfocitos T apds o
tratamento, a fim de melhor conhecer os mecanismos imunolégicos envolvidos na regressao
da lesdo ap6s imunoterapia. Objetivo: Este estudo tem como meta avaliar, sistemicamente e
localmente, os receptores de Interferon-o e os fatores de transcricdo T-bet, RORyT, STAT1 e
IRF7 (envolvidos na ativacdo celular pela ligagdo do IFN-o ao seu receptor), bem como a
producdo enddgena de IFN-a por linfécitos TCD3+, CD4+ ou CD8+, mondcitos 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 Il e NIC Il foram incluidas no protocolo de tratamento
com Alfapeguinterferona (inje¢6es subcutaneas com 80 ug / 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 ndo obtiveram boa resposta ao tratamento apresentaram um
aumento de linfécitos T CD4+ com IFNR1 e IFNR2 (p = 0,0336; p = 0,0165) quando
comparadas as que responderam. Ao analisar linfécitos TCD8+, quando comparadas as etapas
do tratamento com a regressdo da lesdo observou-se significante reducdo de IFNR1
(p=0,0391) e IRF7 (p=0,05) em pacientes que ndo obtiveram a regressdo da lesdo quando
comparada a 32 aplicacdo com a 62 Nas pacientes que obtiveram regressdo da lesdo houve
uma queda da intensidade de fluorescéncia de IFN-a na 6* aplicagao (p=0,05). Observou-se 0
aumento na expressdo local de RORyT em pacientes que ndo responderam ao tratamento,
guando comparadas as que responderam (p = 0,01). Conclusdo: A analise dos resultados
mostra que no tratamento com Alfapeguinterferona ha um aumento significativo da expressao
local de RORYT em pacientes que nao obtiveram regressao da lesdo. Estas pacientes também
apresentaram aumento de linfocitos TCD4+ marcados com IFNR1 e IFNR2. Estes dados
sugerem que podem existir mecanismos de escape tumoral que impedem a eliminagéo da
lesdo pela imunomodulacdo por Alfapeguinterferona.

Palavras-chave: Imunoterapias, Interferon-o, 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 11
and 111, 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-o. receptors and transcription factors of T-bet, RORYT, STATI1 e IRF7, as well as
the endogenous produced IFN-o 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 Il and CIN IIl were included in treatment
protocol with Peginterferon Alfa (subcutaneous injections with 80 pg / 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 RORyT 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
RORYT 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-a, Cervical Intraepithelial Neoplasia
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1 INTRODUCAO

1.1 Neoplasia Intraepitelial Cervical: epidemiologia, imunopatologia e tratamento

Estudos realizados ao longo das Ultimas trés décadas tém relacionado a origem do
cancer cervical a lesGes causadas pela infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV)
(BOULET et al., 2007). Atualmente, com o advento da biologia molecular, o DNA deste
virus é encontrado em 90% das bidpsias realizadas (TINDLE, 2002). O diagndéstico é mais
comum em adolescentes e em mulheres com faixa etdria compreendida entre 45 a 50 anos.
LesBes intraepiteliais consideradas de baixo grau regridem em até 80% dos casos em
mulheres adultas, chegando a 90% em adolescentes (SCHWARZ et al., 2009).

A infeccdo por HPV ¢é a principal causa de cancer cervical e, também, um fator
relevante para o desenvolvimento de outros tumores anogenitais (anus, vulva, vagina e pénis),
bem como de cabeca e pescogo. Os tipos 16 e 18 do HPV sdo responsaveis por cerca de 70%
de todos os casos de cancer no mundo. Ademais, existem atualmente 2.716 milhdes de
mulheres com idade superior a 15 anos no mundo, as quais encontram-se em situacdo de risco
para o desenvolvimento de cancer cervical. Estima-se que sdo realizados, anualmente, uma
faixa de 527.624 diagndsticos de cancer de colo de Gtero no mundo, dos quais 265.672
acabam por ser fatais. O cancer cervical assume a quarta colocacdo entre as malignidades
mais presentes entre mulheres no mundo (BRUNI et al., 2016).

O Papilomavirus é um DNA-virus formado por capsideo icosaédrico, ndo envelopado,
capaz de infectar células epiteliais escamosas de tecido mucoso ou cutdneo e induzir lesbes
proliferativas. J& foram classificados aproximadamente 200 tipos de HPV, dos quais pelo
menos 30 estdo associados a infeccdes genitas (MUNGER et al., 2004).

Estima-se que 30 a 60% da populacdo sexualmente ativa possui infeccdo assintomatica
por HPV e que 50% das lesfes séo causadas por sorotipos envolvidos na génese de tumores,
considerados de alto risco oncogénico por causarem infeccOes 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 infeccOes persistentes em epitélios estratificados, o0 HPV induz les6es
proliferativas com baixo o nimero de coOpias epissomais nas células basais infectadas. Os
produtos dos genes virais sdo capazes de alterar a expressdo de genes e proteinas celulares,
tais como Rb e p53, os quais alteram o ciclo celular. Durante infecg¢des persistentes com cepas

de alto risco oncogénico, principalmente dos tipos 16, 18 e 31, ha o desenvolvimento de
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mecanismos de escape da resposta imune, como a infrarregulagdo de genes Interferon-
estimulados (ISGs), que comprometem a funcéo antiviral dos Interferons (IFNs) (HONG et
al., 2011; CHANG, LAIMINS, 2000; REISER et al., 2011).

A maior producdo local de TGF-p (Transforming Growth Factor Beta), causada pela
infecgdo, promove alteracBes gendmicas que favorecem a transformacéo celular. As células
infectadas com HPV também regulam negativamente a expressdo de E-caderina, prejudicando
a aderéncia de células dendriticas ao epitélio e impedindo seu amadurecimento, expressando
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). Assim, ao atingirem orgdos linféides periféricos, ndo
podem estimular respostas de células T efetoras contra o HPV (MITTAL et al., 2013).

O diagnoéstico das neoplasias do colo uterino € realizado a partir de achados
citoldgicos e colposcdpicos confirmados por exame histopatoldgico. A Terminologia do
Sistema de Bethesda surgiu em 1992 para padronizar a nomenclatura citolégica, sendo
instituida a expressao lesdo intraepitelial escamosa (SIL), dividida em duas classes de acordo
com o grau da lesdo: lesdes de baixo grau (LSIL) e de alto grau (HSIL) (KURMAN,
SOLOMON, 1994).

Em 2001 foram incluidas duas novas categorias: ASC-US (atipias de células
escamosas de significado indeterminado) e ASC-H (atipia de células escamosas ndo podendo
excluir lesdo de alto grau) com a finalidade de incluir uma terminologia para alteracdes
citologicas atipicas do colo uterino (SOLOMON et al., 2002).

A incidéncia do cancer de colo do Utero pode ser reduzida por exames periodicos de
Papanicolau e acompanhamento das lesdes de pré-cancerosas. A triagem para HPV de alto
risco encaminha cerca de 50% das pacientes para exames colposcépicos. Para diagnosticos
repetitivos de ASCUS ¢ indicado o acompanhamento com citologia e colposcopia
(SOLOMON, 2003).

A acuidade diagnéstica é obtida pela combinacdo entre exames citoldgicos,
colposcédpicos e bidpsia guiada. A colposcopia com bidpsia dirigida tem sido o padrdo para o
diagnostico e tratamento de lesdes precursoras de cancer cervical, além de ser uma forte
aliada ao diagndstico histopatologico (LINDEQUE, 2005). Para lesdes NIC Ill, o exame
histopatolégico é fundamental para um diagnostico bem sucedido e tratamento subsequente
(BAR-AM et al., 2000).

Na decada de 1980, a bidpsia dirigida por colposcopia diagnosticava mais de 90% dos
casos de NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical) Il e cancer. Atualmente, estudos mostram
sensibilidade da bidpsia dirigida por colposcopia de 50 a 65%. Isto indica que, na década de

1980, as clinicas de colposcopia eram procuradas por uma maioria de mulheres com NIC de
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alto grau e atualmente j& é possivel acompanhar mulheres com NIC de baixo grau. Os
programas de concientizagéo estdo trazendo mais mulheres para o acompanhamento de lesdes
de baixo grau, facilitando assim o diagndstico e o tratamento precoce (PRETORIUS |,
BELINSON, 2012).

Vérias novas modalidades de tratamento tém sido propostas ao longo dos anos, dentre
as quais destacam-se a conizacdo, a histerectomia e, mais recentemente, a cirurgia de alta
frequéncia (CAF). A escolha do tratamento adequado para NIC leva em consideracdo varios
fatores, tais como a gravidade das lesbes, a idade da paciente, a cogitacdo de opcdes
reprodutivas pela paciente, a extensdo da lesdo na imagem colposcépica e a disponibilidade
tecnoldgica do servico médico. Em lesdes NIC 111 a conizagdo € frequentemente utilizada para
tratar e excluir a presenca de invasdo (LINDEQUE, 2005).

Estudo realizado por Barker e colaboradores (2001) concluiu que mesmo com um
atraso de 12 semanas para o tratamento eletrocirdrgico, o diagnostico histopatolégico guiado
pela colposcopia ndo foi modificado. Maluf e colaboradores (2004) mostraram que a
incidéncia de margem endocervical comprometida apos conizacéo é alta, bem como elevadas
taxas de mitose estdo associadas com uma maior recorréncia de NIC I11.

A CAF ¢ considerada como tratamento de escolha para mulheres jovens que
apresentaram colposcopia satisfatoria. Estudo realizado por Murta e colaboradores (2004)
demonstrou que a frequéncia de margens ndao comprometidas ap6s CAF predominava em
lesbes localizadas no fundo do canal cervical. Portanto, este procedimento € o mais indicado
para lesdes no canal cervical.

Fatores ligados a neoplasia residual e recorréncia de NIC Il apds CAF ou conizacao
do colo uterino incluem a presenca de margens cirirgicas comprometidas, extensdo as criptas
e do numero de mitoses. Contudo, a auséncia destes fatores ndo assegura a eliminacdo de
lesGes residuais. Por esse motivo, 0 acompanhamento destas pacientes é de suma importancia
(MURTA et al., 1999; MALUF et al, 2004).

1.2 Atividade antitumoral dos Interferons e suas implica¢6es na terapia clinica

Interferons (IFNs) sdo citocinas pleiotropicas (possuem efeitos multiplos sobre
diferentes celulas), com um vasto histdrico de pesquisas cientificas voltadas para o tratamento
de tumores. Foram descobertos na década de 1950 e classificados inicialmente como proteinas
produzidas por celulas do sistema imunologico em resposta a infecgdes virais (ISAACS,
LINDENMANN, 1957).
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Os IFNs sdo conhecidos por sua habilidade em induzir um estado ativado de células
infectadas, possuindo importante caracteristica de inducdo de fatores antivirais, interferindo
em multiplos estagios do ciclo de replicagdo viral, atraves de diversos mecanismos (YAN,
CHEN, 2012). Além disso, possuem funcdes que influenciam a resposta imune inata e
adaptativa, ndo somente em viroses, mas também em infecgBes bacterianas por
Micobacterium tuberculosis, induzindo potente atividade antiproliferativa, essencial para o
blogqueio do crescimento e imunosobrevivéncia de células tumorais (PANDEY et al., 2009).

A familia dos IFNs é formada por trés principais classes de citocinas (IFNs I, 11 e I11),
organizadas a partir de sua homologia estrutural e distintas entre si pela sequéncia de
aminoacidos que formam cada molécula, pela natureza e distribuicdo dos respectivos
receptores, pelas células capazes de produzi-las e pela inducdo de estimulos nas células-alvo
(HERTZOG, WILLIAMS, 2013).

Os genes humanos dos IFNs do tipo | estdo localizados no cromossomo 9p e
codificam uma familia de 17 proteinas distintas (incluindo 13 subtipos de IFN-a, além de
IFNB, IFNg, IFNk e IFNw) que tém a propriedade de ligacdo ao seu receptor cognato,
formado por duas subunidades: IFNR1 e IFNR2 (JAMES et al., 1991).

Existe apenas um tipo de IFNs II, denominado IFN-y, que se liga ao seu receptor
cognato com duas subunidades: IFNyR1 e IFNyR2 (SHRODER et al., 2004).

Os IFNs do tipo III consistem em IFNAI, [IFNA2 e IFNA3 (também conhecidos como
IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente) e IFNA4, que se ligam ao receptor IFNAL
(IFNLR1) e a subunidade B do receptor de IL-10 (IL-10RB) (DONNELLY, KOTENKO,
2010).

A expressdao dos IFNs dos tipos | e Il é ativada pela via de receptores de
reconhecimento de padrdes, enquanto que a via dos IFNs do tipo Il é induzida por mitégenos
ou citocinas como a IL-12 e IL-18, que sdo expressas por linhagens de células T e NK
(FEHNIGER et al., 1999).

Leucocitos especializados foram caracterizados por produzir ativamente IFN-a ap6s o
primeiro contato com virus encapsulados, bactérias e células neoplésicas. Estas células,
chamadas células produtoras naturais de IFN, possuem efeitos pleiotropicos sobre outras
células, como a suprarregulacdo de MHC de classe | em diversos tecidos, ativacdo de
macréfagos e células NK, ativacdo e sobrevivéncia de células TCD4" e TCD8" (SIEGAL
etal., 1999).

Uma das células produtoras naturais de IFN € a célula dendritica plasmocitéide

(pDCs). Elas possuem alta expressao basal de Interferon Regulatory Factor 7 (IRF-7), um dos
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membros da familia de fatores de transcri¢do reguladores do IFN responsaveis pelo inicio dos
processos celulares que culminam com acdo antiviral: a produgdo de IFN-a ¢ IFN-f ¢ a
expressdo de dois membros da familia de receptores Toll-like (TLR): TLR7 e TLR9 (MARIE
etal., 1998).

O conhecimento das vias de ativacdo que levam a produgdo de IFNs é importante
devido a sua potente intervencdo na regulacdo da tumorigénese. Constam estudos clinicos
com IFN-a para imunoterapia de tumores desde a década de 1990, observados na Tabela 1,
que resume diversas pesquisas realizadas com o objetivo de avaliar a eficacia da
aplicabilidade da imunoterapia com IFN-a em diferentes tumores.

A imunoterapia associando IFN-a a IL-2 em 12 pacientes com tumores diversos
(renais, pancreatico, hepatico, de trompas e melanoma) demonstrou significante aumento da
atividade citotoxica em células NK (FIORENTINO et al., 1992).

Quando o tratamento com IFN-a foi realizado de forma local em pacientes com
tumores vesicais, com injecdes semanais ao longo trés meses antes da intervencdo cirdrgica,
foi observado um aumento significativo da resposta proliferativa frente a resposta
proliferativa com fitohemaglutinina (PHA) em células mononucleares periféricas nos casos

em que ndo havia evidéncia de recorréncia da lesdo (MOLTO et al., 1994).
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Tabela 1 — Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-a

(continua)

Tratamento | NGmero de

Pesquisadores | Ano Patologia Posologia Associado pacientes

Resultados

Melanoma, 3.10° U/m¥dia, durante 5 dias

FIORENTINO, Carcinoma de rim, . h Significante aumento da atividade citotoxica
1992 A . consecutivos por seis IL-2 12 .
B., etal pancreas, figado e semanas. intramuscular de células NK.
trompas ' '
NATOLI, C., et Cancer de mamae  3.10% U/m?dia, durante 3 dias N Significante aumento da concentracao do
1993 ; . Né&o houve 62 marcador tumoral 90K nas primeiras 24
al colorretal consecutivos, intramuscular. R
horas apos injecéo de IFN-a.
Pacientes sem evidéncia de recorréncia
A 6 2 H H A
MOLTO, L., et 1994  Cancer de bexiga 50.10° IU/m?, sen_wanalme_nte, N0 houve 17 apresentaram S|_gn|f|c_ante aumento da
al durante 3 meses, intravesical. resposta proliferativa em células
mononucleares periféricas.
o
KRUIT, W.H.J., Melanoma 6 MIU/m?/dia, duas vezes por Pacientes com resposta parcial totalizaram
1995 o semana, durante 26 semanas, IL-2 57
etal metastatico A 16% e com resposta completa, 2%.
subcutaneo.
MOLTO, L. e 50.10° U/, semanalmente, e redugio de L4 em céllas mononuclearcs
aI, N 1997  Cancer de bexiga durante 3 meses, antes da N&o houve 17 ¢

periféricas ap6s 3 meses do tratamento com

resseccdo intravesical.
G IFN-a
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Tabela 1 — Aplicabilidade da Imunoterapia com Interferon-a

(continuacéo)

. . . Tratamento | NUumero de
Pesquisadores | Ano Patologia Posologia Associado pacientes Resultados
Nefrectomia seguida por imunoterapia
6 2143 -
FLANIGAN, R.C., Carcinoma renal 1,25x10 U_/m /(,jla, aumentando 1 _ _ com IFI\_I a resultou_ no aumento da
ot al 2001 metastatico U por dla_ate alcancar 3,25 Cirurgia 246 sobrevida dos pacientes, quanc_io
U/m?/dia, subcutaneo. comparado com a imunoterapia
somente.
A dose de 450 pg/semana por
MOTZER, R.J., et 2001 Carcinoma renal PEG-IFN-0, 180 pg/semana NEo houve 97 administracéo supcutaneg f_0| melhor
al avancado tolerada. Tem maior eficacia e menor
toxicidade.
Melanoma, PEG-IFN-a2b foi ativo e bem tolerado
BUKOWSKI, R., Carcinoma de rim, PEG-IFN-a2b, 0,752 7,5 « em pacientes com tumores solidos
2002 A . pg/semana, por 12 semanas, Né&o houve 35 . ;
etal pancreas, figado e A metastaticos, com doses superiores a 6,0
N subcutaneo.
estdmago ng/kg/semana.
Apbs 3 meses de tratamento houve
ROOZENDAAL, 3.10° 1U/ dia, durante 8 meses, x regressao parcial das metéastases
2003  Alveolar sarcoma A Né&o houve 1 R
K.J., etal subcutéaneo. pulmonares e diminui¢do da massa
tumoral originaria.
Grupos randomizados: PEG-1FN- N4o houve diferencas significantes entre
MICHALLET, M., 5504 Leucemia 02b (6 pg/Kg/semana) e IFN-02b 12 o e 344 o tratamento com PEG-IFN-o2b c IFN-

et al

mielogénica cronica

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

subcutaneo.

a2b.
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(continuacéo)

Tratamento Namero
Pesquisadores | Ano Patologia Posologia - de Resultados
Associado )
pacientes
. —
TMZ 30%'”“"‘ (200 mg/_m [dia; O tratamento com TMZ+IFN-o aumenta
KAUFMANN, R Melanoma dia 1 ate 5 a cada 28 dias) ou . significativamente a resposta objetiva ao
T 2005 s combinada com IFN-a. (5 Temozolomida 294
et al metastatico MU/m? dias 1.3 e 5 bor tratamento, quando comparado ao
' 3 €0 P tratamento com TMZ apenas.
semana), subcutaneo.
Dezenove pacientes mostraram resposta
. 6 . completa e quarenta e dois, parcial. A
OBI, S, et al 2005 Carcinoma 5.10 U/nos_d|as 1,3e5 por 5-Fluoracil 116 terapia combinada foi segura e aumentou
hepatocelular semana, intramuscular i .
a taxa de sobrevida dos pacientes com
resposta completa.

Condylomata PEG-IFN é uma terapia eficaz e segura

BROCKMEYER, acuminataem 80 pg de PEG-IFN-o/ semana Terapia anti- para pacientes com HIV. Quatro

2006 . . 22 ! . -

N.H., et al pacientes HIV durante 24 semanas retroviral pacientes tiveram remissao total, quatro

positivos pacientes tiveram resposta parcial.
Melan-A/MART- Quatro pacientes mostraram aumento da

PUCCHIO, T., et 1:26-35 (27 L), sobrevida e maior capacidade de

al 2006 Melanoma 3MU gp100:209-217(210 ! apresentacao de antigenos ap6s o

M)

tratamento.
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(concluséo)

Tratamento Namero
Pesquisadores | Ano | Patologia Posologia . de Resultados
Associado .
pacientes
Houve uma melhora da sobrevida livre
de doenga, porém o questionario sobre
BOTTOMLEY, 2009  Melanoma PEG-IFN-a-2b 6 pg/kg/semana, subcutineo NZo houve 1956 qual_ldade de vida mostrou t_afeltos
A, etal por 8 semanas, 3 pg/kg/semana por 5 anos. negativos, por exemplo em sintomas
como dispnéia, perda de apetite e
fadiga.
Carcinoma a Pacientes em tratamento com Sunitinib
MOTZER, R.J, 2009 renal 3 MU, 3 vezes por semana na 1* semana, 6 Sunitinib 750 mostraram maior tempo de sobrevida
etal o MU na 2% semana e 9 MU na 3% semana.
metastatico comparado ao IFN-a.
Grupo alta dose: 10 MU/m?, L.V, 5x O aumento da dose durante 4 semanas
HAULCHILD /semana, por 2 semanas; 10 MU/m2, subc, 5 antes do tratamento de baixa dose por 2
' 2009 Melanoma X semana, por 2 semanas; 3 MU, subc, 3 x Nao houve 674 anos ndo resultou em aumento da
A. etal . ] N
/semana, por 23 meses. Gupo baixa dose: sobrevida livre de doencga no grupo alta
3MU, 3 x/semana, durante 24 meses. dose.
ESCUDIER B.- Carcinoma Sorafenib resultou em similar
et al ' 2009 renal 9 MU, 3x/semana, subcutaneo Sorafenib 189 progressao livre de doenga quando
metastatico comparado ao IFN-a.
Fonte: Autoria propria.
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1.3 Propriedades quimicas e caracteristicas biolégicas do PEG Intron

A técnica de peguilacdo de proteinas tem sido desenvolvida para a modificacdo de
uma variedade de proteinas com aplicabilidade clinica, dentre as quais ressaltam-se, a titulo
de exemplo, a Adenosina-deaminase, L-asparaginase, IL-2, GMCSF, TNF-o, IFN-a e
horménio do crescimento (DELGADO et al., 1992).

Os resultados das pesquisas sdo promissores, pois a peguilacao pode, além de reduzir a
imunogenicidade da proteina, aumentar o tempo de acdo da mesma. Além disso, possuem
atividade farmacol6gica mais potente que as originais, como 0 TNF-o ¢ o horménio do
crescimento (TSUNODA et al., 1999; CLARK et al., 1996).

O PEG Intron (Pegylated Interferon-Alpha-2b ou IFN-a-2b; Schering-Plough,
Kenilworth, NJ) é um composto derivado do IFN-a 2b recombinante, sendo caracterizado
pela presenga de uma Unica cadeia da molécula de Polietilenoglicol (PEG), com peso
molecular de 12 KDaltons, ligado ao IFN-a2b através de uma ligagao covalente a histidina-34
(WANG et al., 2000).

A peguilacdo do IFN-a 2b ndo compromete sua estrutura terciaria ou seu espectro de
atividade, mas reduz significativamente a depuracdo da molécula, aumentando em até 10
vezes sua meia-vida plasmatica. Consequentemente, torna-se possivel uma administracdo
semanal do PEG Intron, do que decorre uma ampliacdo da exposicdo a droga sem o
consequente incremento proporcional da toxicidade (GLUE et al., 2000).

As propriedades quimicas do PEG Intron dependem do peso molecular da estrutura
linear e quimica 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
0 acumulo da droga no organismo. Estruturas com baixa absor¢do na corrente sanguinea
podem resultar em extensdo do tempo para a maxima concentracdo no soro. Estudo de Truitt e
colaboradores (1994) mostrou que existe uma relacdo positiva entre a meia-vida dos IFNs
peguilados e suas atividades antivirais.

O aminoéacido ao qual a estrutura quimica PEG esta ligada pode afetar a
potencialidade do IFN, se a molécula PEG interferir na ligacdo com seu receptor ou mudar
sua estrutura proteica. A estrutura quimica do PEG Intron € importante para o
desenvolvimento de uma molécula capaz de manter a duracéo de sua atividade farmacoldgica
durante uma semana, sem comprometer significantemente a poténcia ou alterar a atividade
bioldgica do PEG Intron se comparada ao IFN-a 2b sozinho (WANG et al., 2000).
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1.4 Receptores de Interferon-a e suas vias de ativacio

Interferons do tipo | (IFN-0/B) induzem a expressdo de varios genes estimulados por
IFN (1SGs), responsaveis pela regulacdo do crescimento celular, efeitos antivirais e imuno-
moduladores. Células infectadas por virus podem inibir a replicacéo viral, aléem de exercerem
fungdes citotoxicas, antiproliferativas e regular negativamente a angiogénese. Outra
propriedade importante dos IFNs € a de ativar células do sistema imune para prevenir lesdes
teciduais (GOUBAU et al., 2009).
Os IFNs do tipo | estimulam a fosforilacdo de fatores de transcricdo nas células-alvo
apos a ligacdo com receptores de superficie que sdo membros da familia de receptores de
citocinas classe I, formados por duas subunidades: IFNR1 e IFNR2 (STARK et al., 1998).

A ilustracdo a esquerda

® IFN-0/B demonstra 0  processo  de
L
P A fosforilagio do STATL e do
) J
4 ’ STATZ2, o qual tem inicio com a

introducdo de IFN-o e IFN-B no
organismo do individuo, que
reagira com os receptores 1 e 2
(respectivamente, IFNAR1 e

CITOPLASMA

IFNAR2), os quais se ligardo
sobre a superficie da membrana
celular.

Uma vez vinculados, os
Interferons e seus receptores
dardo inicio a uma cadeia
quimica (TYK2, JAK1, STATL,
STAT2) que, ao final, serdo

NUCLEO

STAT 1,2

Figura 1. Processo de fosforilagdo do STAT1 e STAT2. Fonte: Autoria propria. .
fosforilados.

O produto da reacdo ocorrida no citoplasma se deslocard para o nucleo da célula,
conforme ilustrado na Figura 3, o qual se combinara com o Interferon Regulatory Factor
(IRF) fosforilado cuja cadeia de producdo pode ser observada na Figura 2.

A infeccdo pelo HPV pode desencadear uma resposta antiviral com a consequente
producéo de IFN-a/B. O bloqueio das vias de ativagdo dos IFN tipo | € um mecanismo de

evasdo do sistema imune, causado pelas proteinas do HPV, podendo ocorrer perda epissomal
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do HPV, favorecendo o surgimento de células com genomas integrados ao virus. Estas células
podem exibir maior expressdo de E6 e E7, com consequente crescimento e vantagem
competitiva (BOCCARDO et al.; 2010).

Uma vez que o virus

infiltra  uma  célula, via

endocitose,  mediada  por eV
receptor, o Gene Induzivel por
. , . CITOPLASMA
Retinol | (RIG-I) é estimulado @p@
pela presenca de Acido noo
RNA:DNA
Desoxiribonucléico (DNA) §
viral.  Adicionalmente, a § RIGT TLR3,7,8,9
. . R Q) Mda-s
proteina associada a

MyD88
TRAF6

diferenciacdo de melanoma

(MDA5) e o receptor s /
JRFs

endosomal TLR-3 reconhecem =

IRAK1

TANK

os intermediarios de cadeia |

NUCLEO
dupla gerados durante a @Ej

replicacdo do virus da dengue. Figura 2. Vias de sinalizacdo dos IRFs. Fonte: Autoria propria.

Estas vias sdo sinalizadas através de IRF-3 e 7, sendo responsaveis por dar inicio a uma
cascata de sinais que resultam na transcricdo do IFN tipo | (NASIRUDEEN et al., 2011).

A interacdo do IFN-a com seu receptor deflagra em uma série de eventos de
fosforilacdo, como a ativacdo do receptor associado as proteinas Janus kinase (JAK) e
Tyrosine kinase (TYK), que promovem a transducéo de sinal e a ativagdo da transcrigdo das
proteinas STAT (DARNELL et al., 1994).

A via classica de inducdo por IFN-o/f € mais estudada em fibroblastos. Apos a ligacéo
ao receptor, ocorre a fosforilacdo do complexo de proteinas STAT-1 e STAT-2 com o Fator
Regulador de Interferon 9 (IRF-9) e migracdo para o0 nucleo da célula. Este fator
transcricional multimérico liga-se ao Elemento de Resposta Estimulada por Interferon (ISRE),
nos promotores dos genes responsivos ao IFN-a para a sintese de proteinas efetoras (LEVY,
1995; IHLE, KERR, 1995; SOLIS et al., 2006).

Receptores de IFNo/p ativam componentes transdutores de sinal e ativadores de
transcricdo da via de sinalizagdo JAK-STAT, provocando a formacdo de dois complexos do
fator de transcrigdo: STAT-1 e STAT2, que interagem com IRF-9 para formar o Fator 3 do
Gene Estimulado por IFN (ISGF3) (DUPUIS et al., 2003).
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Estudo realizado por Miiller e colaboradores (1993) concluiu que células deficientes
em JAK-1 e TYK néo s&o responsivas ao IFN-o/f, mostrando a importancia destes fatores na
via de ativacéo.

A resposta aos IFNs do tipo | pode ser desencadeada em diversas células, por deteccao
citosolica de infeccdo viral ou, em células dendriticas plasmocitdides diferenciadas, pelo
Receptor Toll-like 9 (TLR9). O acumulo de RNA ou DNA viral pode ser reconhecido por
TLRs em endossomos. O reconhecimento conduz a uma cascata de eventos de transducédo de
sinal, o que resulta na fosforilagdo de fatores de transcricdo (fatores reguladores de IFN) e
inducdo de genes de IFN tipo I. O Interferon secretado é reconhecido por receptores de
Interferon (IFNARs) | e Il que conduzem uma cascata de sinalizacdo para ativar genes
Interferon-induzidos (ALARCON-RIQUELME, 2006).

Quando qualquer alteracdo na expressdo de genes acontece devido a infeccdo viral,
ndo ha modulacdo de receptores de citocinas e enzimas que controlam a funcdo da célula.
Essas alteragdes podem influenciar a diferenciacdo, a taxa de proliferacdo celular e apoptose,
bem como a responsividade ao IFN-o. (NOMELINI et al., 2007).

O perfil transcricional de células estimuladas por IFN-a, principalmente células NK,
linfocitos T e mondcitos, pode ser afetado por varios fatores, entre eles a duracdo da
estimulacdo, o tipo celular e 0 método de exposicao a citocina (ZIMMERER et al., 2008).

A busca da caracterizacdo das

CITOPLASMA

vias de sinalizacdo do IFN-a levou a
descoberta de uma familia de fatores de
transcricdo que associam diretamente 0s
receptores de superficie celular aos
eventos nucleares. Estas proteinas,

denominadas transdutoras de sinais e

ativadoras de transcrigcdo, residem fora

IFNa/p J do ndcleo das celulas e, apos

STAT 1,2 estimulagdgo com IFN, tornam-se
'—M ativadas por fosforilagdo da tirosina,
translocando-se para o nucleo, onde

R reconhecem sequéncias reguladoras de

Figura 3: Ativacdo de genes induziveis por IFN-a/p. DNA  (LEVY, DARNELL, 1990)
Fonte: Autoria propria. (Figura 3).
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Um destes transdutores de sinal e ativadores de transcri¢do € o STAT: uma familia de
proteinas citoplasmaéticas latentes que sdo ativadas para participar no controle de genes
quando as células encontram polipeptideos extracelulares. Experiéncias genéticas com
camundongos definiram papéis cruciais para cada STAT conhecida em mamiferos. A desco-
berta de uma STAT em Drosophila mostrou que ha uma origem evolutiva antiga para essa
proteina (DARNELL, 1997).

A ativacdo da via de sinalizacdo JAK/STAT constitui um mecanismo regulador
importante pelo qual as celulas hospedeiras inibem infeccBes virais. Os ativadores
transcricionais centrais da presente via sdo as proteinas STAT: 1, 2, e 3, que atuam como
importantes reguladores do sistema imune inato a infec¢es provocadas por uma variedade de
RNA e DNA virus. O HPV suprime a expressdo constitutiva de STAT-1, mas ndo de STAT-
2, IRF-9 ou STAT-3 (CHANG, LAIMINS, 2000; HONG et al., 2011).

Outro transdutor de sinal é o IRF-7, uma proteina multifuncional com atividade
transcricional dependente de fosforilacdo C-terminal. A expressdo constitutiva de IRF-7 é
restrita aos linfécitos B e células dendriticas. Porém em outras células, sua producdo é
induzida por infecgdo viral e por IFN-o/B. O IRF-7 contém varios dominios de regulacdo da
regido C-terminal, principalmente entre os aminoacidos 471 e 487, alvo da fosforilagdo
induzida por virus e possui uma meia-vida de trinta minutos (HISCOTT, 2007).

Os complexos formados IRF-3 / IRF-7 séo biologicamente ativos e estdo envolvidos
na transcri¢do de genes ativados por IFN-a endégeno. A producéo de IFN-o/f apos a infecgido
depende da ativacdo de IRF-3 e IRF-7, que sdo fosforilados pelas quinases TBK-1 e IKKeg
apos infeccdo viral e sinalizacdo pelos Receptores de Reconhecimento de Padrdo (RRP),
levando a sua dimerizacdo, translocacdo nuclear e de ligacdo aos genes promotores de IFN
tipo |, induzindo sua ativacdo (GOUBAU et al.; 2009).

Existem diversos fatores de escape produzidos por virus capazes de inibir a via de
ativacdo do IFN. Andlises comparativas de transcri¢cdo de 1SGs em queratindcitos na presenca
de infeccdo por HPV 16, 18 e 31 revelou que genes antivirais (IFIT-1 e MX-1), genes
envolvidos na sinalizacdo de IFN (STAT-1), genes proapoptdticos (TRAIL e XAF-1) e
receptores de reconhecimento de patdgenos (TLR3, RIG-1, e MDA-5) estdo inibidos
(REISER et al, 2011).

A expressdo de STAT-1 é suprimida por proteinas do HPV a nivel trascricional. As
oncoproteinas E6 e E7, independentemente, suprimem a expressdo de STAT-1, necessaria
para a amplificagédo do genoma e manutengéo de episomas, sugerindo um papel importante

para a atividade na patogénese viral (HONG et al., 2011).
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A sinalizagdo ativada por Ras - uma familia de pequenas proteinas de ligacdo a GTP
codificadas pelos oncogenes Ras que acoplam receptores de fator de crescimento a alvos
intracelulares - inibe fatores de transcricdo necessarios para a sinalizacdo 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 tumorigénese, limitando a atividade dos fatores de
crescimento através da modulacdo da capacidade de resposta das células aos reguladores
negativos, tais como 0 TGF-f (KLAMPFER et al., 2003).

Estudo realizado por Li e colaboradores (1999) concluiu que a capacidade de ligacao
ao DNA e de transativacdo de ISGF3 estdo diminuidas em células expressando proteina E6
HPV-18 apds tratamento com IFN, resultado da diminuicdo da fosforilacdo de Tyk 2, STAT-2
e STAT-1. Este fato é explicado devido as proteinas E6 do HPV-18 interagirem fisicamente
com TYK-2, que requer dominios JH6 e JH7, importantes para a ligacdo de Tyk 2 com a
porcéo citoplasmatica do IFNARL, inibindo a via de ativacdo do IFN (RICHTER et al., 1998).

1.5 Plasticidade na diferenciacéo dos linfécitos TCD4+

A deteccdo de patdgenos infecciosos pelo hospedeiro deflagra eventos sucessivos que
resultam no recrutamento e diferenciacdo de linfocitos T, que possuem funcbes adequadas
para conter o patdgeno. A resposta inicial das células T efetoras é seguida por células T
regulatérias (Treg), necessarias para limitar o potencial dano tecidual advindo de uma
resposta imune exacerbada (JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009).

O equilibrio entre células efetoras e regulatérias acontece através do infiltrado de
células T pré-diferenciadas no tecido, por inducdo de perfis de células T efetoras e
regulatdrias ou por redirecionamento do programa de diferenciacdo das células T, que requer
plasticidade na regulacdo de alvos transcripcionais. Estes estdo sendo estudados recentemente
por representar, para o hospedeiro, a flexibilidade de transferir recursos para a eliminacdo de
patogenos (ZHOU et al., 2009).

Na presenca de citocinas produzidas por células da imunidade inata, os linfécitos T
auxiliares sdo capazes de diferenciarem-se em células com funcGes e perfil de citocinas
proprias. Os primeiros perfis de linfocitos T helper a serem descritos foram Thl e Th2. As
células Thl secretam principalmente Interferon-y (IFN-y) e sdo essenciais para a imunidade
contra microorganismos intracelulares. Ja os linfécitos Th2, que secretam IL-4, IL-5 e IL-13,
sdo importantes para a protecdo contra parasitas e patdgenos extracelulares (MOSMANN et
al., 1986).
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As células T auxiliares da subpopulacdo Th17 foram descritas por produzirem IL-17,
IL-21 e IL-22, que protegem o hospedeiro contra infec¢bes bacterianas e fungicas. A
diferenciacdo Thl7 é iniciada pela combinacdo do fator de crescimento transformante-f3
(TGF-B) e IL-6 ou IL-21, que induz a expressdo do fator de transcrigdo RORyt ¢ do receptor
de IL-23 (IVANOQV et al., 2006).

O recrutamento intratumoral de células Th17 depende do microambiente tumoral, que
inclui a producdo de varias quimiocinas - tais como CCL20, CCL17, CCL22, MIF, RANTES
e CCL4 - a presenca de fibroblastos ativados, células dendriticas e macréfagos produtores de
IL-1pB, IL-6, IL-23 e TGF-B (CHEN et al., 2012).

As células Th17 sdo frequentemente associadas a tumores, sendo descritas em diversos
modelos de melanoma, tumores de mama, célon, ovario e pancreas, acumulando-se
especificamente em tumores, quando comparados a tecidos saudaveis. Diversas pesquisas
demonstram um recrutamento especifico de células Thl7 pelo prdéprio microambiente
tumoral. No entanto, ha ainda algumas lacunas em como as células Thl7 séo 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 lesdes tumorais, bem
como a construcdo de protocolos de tratamento efetivos sdo questdes que tém recebido uma
profunda atencdo por parte da comunidade cientifica, notadamente em virtude da gravidade
que tal problemaética assume nos dias atuais.

E fato que o sistema imunoldgico humano conta com 0s requisitos necessarios para a
eliminacdo de células tumorais; todavia, o fenotipo imunogénico destas possui a capacidade
de produzir mecanismos de escape.

Referidas interacbes imunes — que conforme Eisenring e colaboradores (2010)
manifestam como principal fator controlador as citocinas — tém sido objeto de indmeros
estudos, dentre os quais € possivel destacar aqueles relacionados ao cancer 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 indice de mortalidade, bem como os
relacionados ao HPV, o qual apresenta-se como um dos principais fatores causadores daquele.

O HPV, em funcdo de diversos fatores, possui grande habilidade em escapar do
sistema imune (GRAVITT e JAMSHIDI, 2005), e da inexisténcia de uma resposta efetiva
decorre o surgimento de uma infeccéo que, com o transcurso do tempo, daré lugar a neoplasia
intraepitelial cervical, causa conhecida do cancer cervical uterino.

Segundo Tindle (2002), a dificuldade do organismo em combater o HPV deve-se, por
um lado, a localizacdo do virus, o qual instala-se na camada basal do epitélio, do que decorre
a dificuldade de acesso por parte das células apresentadoras de antigeno (APCs) e, por outro,
pelo fato de ndo ocorrer a lise de queratindcitos, dificultando-se a resposta imune local.

A NIC tem sido objeto de diversas espécies de tratamentos cirurgicos, a exemplo da
conizacdo, do CAF (cirurgia de alta frequéncia) e da histerectomia. Todavia, conforme
destacado por Delorenzo e colaboradores (2009), tem sido observada uma alta taxa de
recorréncia da doenga ap0s mencionados procedimentos, realidade diante da qual
pesquisadores do mundo inteiro tém dedicado seus trabalhos no sentido de orientar e
estimular a consolidacéo de politicas de salde e estratégias secundarias que colaborem para a
prevencéo, o diagnostico e o tratamento precoce do cancer cervical.

E neste cenario que o potencial da imunoterapia, enquanto modalidade de tratamento,
tem sido cada vez mais reconhecido, seja mediante sua aplicagio em paralelo ao

procedimento cirdrgico, seja de forma apartada deste.
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A imunoterapia inclui, atualmente, a aplicacdo de vacinas, proteinas recombinantes
virais, anticorpos monoclonais, citocinas e células dendriticas (MICHELIN, MURTA, 2008).

Dentre as citocinas, assumem relevancia os Interferons, enquanto glicoproteinas
secretoras induziveis que, além de possuir efeitos antivirais, imunomoduladores,
antiangiogénicos 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 elucidacdo dos
mecanismos imunologicos que desencadeiam a responsividade de pacientes acometidos de
Neoplasia Intraepitelial, em seus graus Il e Ill, diante da aplicagédo de tratamento com
Alfapeguinterferona 2b, em colaboragdo a ciéncia mundial na busca por novos caminhos para
o tratamento de lesGes tumorais, principalmente no que concerne ao desenvolvimento de

protocolos de tratamento mais eficientes com IFN-o em pacientes com NIC.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos Gerais

Analisar a responsividade sistémica da imunidade celular frente ao IFN-a, em
pacientes com Neoplasia Intraepitelial tratadas com Alfapeguinterferona.

Realizar a analise da resposta imune sisttmica frente a imunoterapia, através da
avaliacdo dos receptores de IFN-a e das vias de ativacdo celular pelo IFN-o (STAT-1 e IRF-
7) no sangue periférico de pacientes com Neoplasia Intraepitelial tratadas com
Alfapeguinterferona, avaliando linfocitos T auxiliares (CD3+, CD4+), citotoxicos (CD8+) e
macrofagos (CD14+).

Comparar a plasticidade de linfocitos T tecidual, antes e ap0s a imunoterapia em
pacientes que obtiveram regressdo da lesdo com pacientes que ndo obtiveram regressao da

lesdo.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a integridade da via de ativagdo do IFN-o em linfocitos T auxiliares,
citotoxicos e macréfagos, nestas pacientes, através dos receptores IFNR1 e IFNR2, bem como
dos fatores de transcricdo STAT-1 e IRF-7.

Avaliar a expressdo local dos receptores de IFN-o e do IFNo, comparando a
responsividade sistémica a responsividade tecidual frente & neoplasia intraepitelial.

Analisar a expressao local de IFN-o e dos IFNR1 e IFNR2 por qPCR, comparando a
pré-terapia com a pos-terapia através dos calculos de AACH.

Realizar a analise da plasticidade de linfocitos T no tecido lesionado, comparando a
pré-terapia com a pOs-terapia, através da avaliacdo dos fatores de transcrigdo relacionados a
resposta Thl (T-bet) e Th17 (RORyT).
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo comparativo que visa analisar a resposta local e
sistémica de pacientes submetidas ao tratamento com Alfapeginterferona-2b, atendidas no
setor de Colposcopia, da disciplina de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM), no Ambulatério Maria da Gléria. Todos os experimentos foram

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

4.2 Casuistica

Dezoito pacientes, com idades entre 18 e 82 anos de idade, com diagnostico de NIC 11-
I1l, que ndo 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 diagnostico de Neoplasia Intraepitelial foi confirmado por exame
histopatoldgico, realizado no servico de Patologia Cirtrgica do Hospital de Clinicas da
UFTM.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas, diagndstico antes e apés a imunoterapia com IFN-a 2b peguilado.

Diagnostico Concluséo
Paciente | Idade | Fumante Inicial Diagndstico Final diagnostica
1 36 N&o NIC HI Epitélio Normal Regressdo
2 82 Néo NIC 111 NIC 111 Sem resposta
3 54 N&o NIC I Epitélio Normal Regressdo
4 28 Néo NIC 11 Epitélio Normal Regressdo
5 32 Nao NIC I NIC I Sem resposta
6 35 Néo NIC 111 NIC 111 Sem resposta
7 18 Nao NIC 11 NIC Il Sem resposta
8 34 Néo NIC II NIC |1 Sem resposta
9 38 Néo NIC I NIC I Regressdo
10 37 Néo NIC 111 NIC 111 Sem resposta
11 34 Néo NIC I NIC I Regressdo
12 47 Né&o NIC 111 Epitélio Normal Regresséo
13 26 Néo NIC I Epitélio Normal Regressdo
14 24 Sim NIC II NIC |1 Sem resposta
15 28 Sim NIC 11 Epitélio Normal Regressdo
16 60 Néo NIC 11 NIC 111 Sem resposta
17 42 Néo NIC 111 NIC 111 Sem resposta
18 33 Nao NIC 111 NIC 111 Sem resposta
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4.2.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro, sob o ndmero 1525 (ANEXO A). As pacientes ou o familiar

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

4.2.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidas neste estudo, pacientes que apresentaram lesdes cervicais alto grau
aos exames citoldgico e colposcopico, com lesGes maiores que um centimetro, posteriormente
confirmadas por andlise histopatoldgica, que concordaram em participar do estudo, assinando
0 Termo de Consentimento Livre apds esclarecimento. Também foram critérios de incluséo:
auséncia de sangramento durante os exames e de uso de antibidticos orais, fungicidas vaginais

ou cremes nos Ultimos 30 dias.

4.2.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidas deste estudo, pacientes que apresentaram auséncia de lesdo visivel ao
exame colposcopico ou menor que 1 cm; gestantes; pacientes com cardiopatia grave ou com
comprometimento das funcbes hepatica ou renal. Pacientes com: doencas autoimunes,
imunossupressdo, imunodepressdo, histérico prévio de intolerancia ao IFN-o ou que néo

concordaram em participar da pesquisa também foram excluidas do estudo.
4.2.4 Aplicacéo do Interferon-a Peguilado

O tratamento foi realizado com o farmaco PEGInterferon-a 2b humano recombinante
(Pegintron®; 118,4 mcg), aplicado por via subcutanea, na regido abdominal, na dose de 80 pg
(po liofilizado diluido em 0,7 mL de diluente antes de cada aplicagdo). As aplicacdes foram
realizadas semanalmente, uma aplicagéo por semana, durante seis semanas.

4.2.5 Avaliacao da resposta clinica ao tratamento

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

colposcopico e histopatologico. Desta forma, se ao exame colposcopico houve o
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desaparecimento ou a diminui¢do da lesdo, confirmada por exame histolégico, com regressao
para NIC | ou sem alteragdes sugestivas de HPV, o tratamento foi considerado como
satisfatorio e bem-sucedido, caracterizando o grupo como responsivo. As pacientes foram
submetidas a acompanhamento com colposcopia e citologia a cada 6 meses.

Se ndo houve regressao da lesdo, observado por exame colposcépico e confirmada a
persisténcia da lesdao NIC Il ou Ill em biopsias, foi considerado falha do tratamento, incluindo
a paciente no grupo ndo responsivo. Todas as pacientes com NIC Il e Ill foram indicadas a

conizacdo ou CAF.

4.3 Anélise Celular por Citometria de Fluxo

O sangue periférico foi colhido em 2 tubos a vacuo contendo o anticoagulante EDTA
(&cido etileno tetra-acético), equivalente a aproximadamente 10 mL de sangue por paciente,
antes do inicio do tratamento (pré-terapia), bem como na 32 e 62 aplicagdes.

Para a obtencdo de leucdcitos, o sangue total foi transferido para tubos conicos de 50
mL, adicionando-se solucdo de lise de hemécias na proporcdo de 1:10 (BD Biosciences -
FACS Lysing Solution), para a separacdo das células imunoldgicas. Apds 20 minutos de
incubagdo a temperatura ambiente, centrifugou-se o material durante 10 minutos, em uma
rotacdo de 2.000 g, a 4° C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, de forma a
manter o precipitado de células ao fundo do tubo conico. Repetiu-se a centrifugacdo nas
mesmas condicdes, por duas vezes, para a retirada do excesso da solucdo de lise, adicionando
30 ml de PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) as células ressuspensas a cada
centrifugagéo.

Ao final da segunda centrifugacéo, retira-se o PBS, deixando aproximadamente 1mL
ao precipitado de celulas, para acrescentar 2 uL da proteina transportadora inibitéria (BD
Golgistop). Para cada 1 mL de sangue lisado, utilizou-se 1uL da proteina transportadora
inibitdria. Incubou-se por 20 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. As células foram lavadas por
centrifugacgdo, nas mesmas condigdes anteriores, com 15 mL de PBS, para retirar o excesso de
proteina.

ApoOs a centrifugagdo, foi retirado o sobrenadante, conservando-se apenas o
precipitado de células, que foram ressuspendidas em 1 mL de PBS. Em seguida, transferiu-se
20pL das células ressuspendidas para tubos Eppendorf contendo 180uL de solugéo de Turk,
para determinar a quantidade de células obtidas. As células foram contadas ao microscopio

optico, em camara de Neubauer.
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A suspensdo de células foi transferida para tubos de ensaio sendo, primeiramente,
realizada a marcacao extracelular, sendo distribuidos da seguinte forma: dois tubos para o0s
isotipos controles, cinco para linfocitos T CD3+, cinco para linfécitos T CD4+, cinco para
linfécitos TCD8+ e cinco para macréfagos (Tabela 3).

O anticorpo utilizado para a marcacdo de membrana (extracelular) do isotipo controle
foi 0 a-1gG2a FITC BD (FITC - Fluorescein Conjugate). Para a marcacdo de membrana dos
linfécitos T CD3+ utilizou-se o anticorpo a-CD3 FITC BD; para os linfocitos T CD4+, a-
CD4 ALEXA BD, para os linfocitos T CD8+, a-CD8 FITC BD e para os macrofagos, a-
CD14 APC BD. Apds a primeira marcacdo, incubavam-se as células a 4°C por 30 minutos, ao
abrigo da luz.

Em seguida, eram realizadas duas lavagens das celulas com PBS, intercalando
centrifugacdes a 2000g, por 10 minutos a 4°C, para a remoc¢do do excesso de anticorpos.
Posteriormente, as células eram preparadas para a marcacdo intracelular, adicionando-se
solugédo de permeabilizacdo e fixacdo (BD Cytofix/Cytoperm) e incubando-se a 4°C por 20
minutos, ao abrigo da luz. Lavou-se as células com solugdo tampéao (BD Perm/Wash Buffer)
por duas vezes, intercalando centrifugacdes nas mesmas condi¢fes anteriormente citadas.

A marcacdo intracelular foi realizada com os seguintes anticorpos, cuja sequéncia
repetia-se para cada marcacao extracelular: IFNR1, IFNR2, a-STAT1 PE BD, a-IRF7 PE BD,
a- IFN-a PE BD. Os isotipos controles foram: a-lgGl PE BD e a-lgG2a PE BD. Ap0s
incubacdo de 30 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz, as células eram lavadas com solucédo
tampdo (BD Perm/Wash Buffer) duas vezes, intercalando centrifugacdes nas mesmas
condicBes. Por fim, as células eram ressuspendidas em 500 uL de PBS para a leitura no
citbmetro BD FACSCalibur.

Os experimentos foram realizados através do aparelho FACS Calibur, BD Bioscience.
Os dados obtidos de % de Gate e Intensidade de Fluorescéncia foram obtidos através do
software CellQuest, BD Bioscience. O indice de comparacdo da % de Gate e Intensidade de
Fluorescéncia entre a 3% e 62 aplicacbes com a pré-terapia de cada paciente foi calculado

através da construcgdo de planilhas e formulas no software Excel, Microsoft Office.
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Tabela 3 — Marcacdes extracelulares e intracelulares para citometria de fluxo

Tubos Descricéo Marcacdo Extracelular Marcagao Isotipo
Intracelular | Controle
1 Isotipo 1 a-1gG2a FITC a-1gG1 PE _
2 Isotipo 2 a-1gG2a FITC a-1gG2a PE _
3 a-CD3 FITC + a-CD4 ALEXA IFNR1 PE ISO 2
4 L . a-CD3 FITC + a-CD4 ALEXA IFNR2 PE ISO 2
Linfocitos Totais e
5 Linfécitos T a-CD3 FITC + a-CD4 ALEXA a-STAT 1 PE ISO 2
Auxiliares
6 a-CD3 FITC + a-CD4 ALEXA a-IRF 7 PE ISO 2
7 a-CD3 FITC + a-CD4 ALEXA a-IFN-a PE ISO 2
8 a-CD8 FITC + a-CD14 APC IFNR1 PE ISO 1
9 o a-CD8 FITC + a-CD14 APC IFNR2 PE ISO 1
Linfocitos T
10 Citotoxicos e a-CD8 FITC + a-CD14 APC a-STAT 1 PE ISO 1
Macrofagos
11 a-CD8 FITC + a-CD14 APC a-IRF 7 PE ISO 1
12 a-CD8 FITC + a-CD14 APC a-IFN-a PE ISO 1

4.4 Analise por gPCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction)

4.4.1 Extracéo do RNA

As biopsias foram coletadas na pré e pos-terapia. O protocolo de extracdo do RNA foi
realizado seguindo os parametros de extracdo fenol-cloroférmio através do reagente Trizol
(Invitrogen). Para extrair 0 RNA das bidpsias de colo uterino das pré-terapia e pds-terapia o
tecido foi divulsionado através do uso de bisturis estéreis. Apds esta etapa, foi adicionado
1mL de Trizol e a mistura foi homogeneizada, armazenada em tubos cénicos de 1,5 mL e
incubadas por 5 min a 25° C, para permitir a completa dissociacdo dos complexos de
nucleoproteinas. Foi adicionado 200 pl de cloroférmio. Os tubos foram tampados e agitados
vigorosamente por 15 segundos e incubados a 25° C durante 3 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 12.000xg por 15 minutos, de 2 a 8°C. Ap0s a centrifugacdo, a mistura foi
separada em uma fase inferior vermelha, uma interfase e uma fase aquosa superior. Para a
precipitacdo do RNA, transferiu-se cuidadosamente a fase aquosa para tubos conicos de 1,5
mL limpos. Adicionou-se 500 ul de alcool isopropilico, 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 0

sobrenadante, restando no fundo do tubo o RNA.

4.4.2 Transcricdo Reversa

Apos a extracdo do RNA, foi realizada a transcricdo reversa, com o Kit Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Para a realizagdo desta técnica, foi utilizado de 50ng-1pg de RNA
total e adicionado os regentes para a primeira etapa da reacdo de transcri¢do, 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 rea¢do de RT

Reagentes Volumes (pL)
Primer Oligo dt 0,5
Dntp 1
Agua DEPC 13
RNA 10

Ap0s este procedimento, foram adicionados aos tubos 6 uL. de uma solug¢do contendo a
enzima (Superscript I 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 reacdo de RT

Reagentes Volumes (pnL)
Tampao Kit 5x 4
DTT 1
Enzima Superscript 1

4.4.3 Reacdo de PCR em tempo real

Para a reacdo de PCR em tempo real foi utilizado o kit GoTaq gPCR Master Mix Promega,
com volume final para a reacdo de 25uL, conforme as proporgdes da Tabela 6.
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Tabela 6 — Protocolo utilizado para a reagdo de gPCR

Reagentes Volumes (pL)
SYBr Green 12,5
Dye ROX 0,25
Agua DEPC
Primer F
Primer R Ajustavel de acordo com as padronizacdes
Amostra

O protocolo de temperaturas foi seguido de acordo com a bula do kit GoTag gPCR
Master Mix Promega, segundo consta na Tabela 7.

Tabela 7 — Protocolo de temperaturas para a reacdo de gPCR

Ciclos Programacao dos ciclos
Ativacdo Hot-Start 1 95° C por 2 minutos
Desnaturacédo 40 95° por 15 segundos
Anelamento 60° por 60 segundos
Dissociacdo 1 60°-95°C

Os primers (Invitrogen) utilizados nas reacdes foram diluidos em tampdo TE-LOW
para uma concentracdo final de 10M e suas respectivas temperaturas de anelamento estdo

descritas na Tabela 8. O primer referente a B-actina foi utilizado com controle endégeno para

a reacao.
Tabela 8 — Desenho dos primers, temperaturas de anelamento e volumes
Primer Sequéncia de nucleotideos Temperatura | Primer Amostra
B-actina Forward 5’GTGGGGCGCCCCAGGCACCA3Z’ 60°C 2 uL 1uL
B-actina Reverse 5’CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC3’ 60°C 2 uL 1ulL
T-bet Forward 5’CGGCTGCATATCGTTGAGGT3’ 58°C 1yl 1ul
T-bet Reverse  5’GTCCCCATTGGCATTCCTC3’ 58°C 1uL luL
ROR-yt Forward 5’GCAGCGCTCCAACATCTTCT3’ 58°C 1uL 1ul
ROR-yt Reverse 5’ACGTACTGAATGGCCTCGGT3’ 58°C 1uL 1uL
IFNR1 Forward 5°-CTTTCAAGTTCAGTGGCTCCACGC-3’ 60° C 1,5uL 3uL
IFNR1 Reverse 5’-TCACAGGCGTGTTTCCAGACTG-3’ 60° C 1,5uL 3uL
IFNR2 Forward 5’-GAAGGTGGTTAAGAACTGTGC-3’ 60° C 1uL 2 uL
IFNR2 Reverse 5’-CCCGCTGAATCCTTCTAGGACGG-3’ 60° C 1uL 2uL
IFN-a Forward 5°- ACTTTGGATTTCCCCAGGA-3’ 60° C 1 uL 2 uL
IFN-0 Reverse 5’-CAGGCACAAGGGCTGTATT-3’ 60° C 1 uL 2 uL
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A reacdo de gPCR foi realizada através do aparelho 7900 HT Fast Real-Time PCR
System, Applied Biosystems. Os resultados da curva de dissociagéo, curva de amplificacéo e

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

4.4.4 Célculo do AACt

Para a normalizacdo dos dados obtidos apds os ciclos de amplificacdo da qPCR, foram
utilizados os seguintes calculos matematicos, sabendo-se que o gene da B-actina foi utilizado

como controle end6geno.

1° - Calculo do ACt relativo a imunoterapia com Interferon-a2b Peguilado:
ACt = Ct (Gene Alvo Tratado) — Ct (Gene Controle Tratado)
2° - Célculo do ACt relativo a pré-terapia com Interferon-a2b Peguilado:
ACt = Ct (Gene Alvo Controle) — Ct (Gene Controle Controle)
3° - Calculo do AACt:
AACt = ACt (Tratado) — ACt (Controle)
4° - Normalizacéo do nivel de expressao do gene alvo:

Nivel de Expressdo = 2 4ACt

4.5 Analise Estatistica dos Resultados

O banco de dados foi montado no programa Excel® versdo 2013 (Microsoft Office).
O software GraphPad Prism 5 foi utilizado nas analises estatisticas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade. As variaveis
categoricas foram descritas como propor¢do, e as variaveis continuas por média e desvio-
padrdo (DP) quando a distribuicdo foi normal ou mediana e intervalo interquartil (11q) quando
distribuicdo ndo foi normal.

As pacientes foram divididas em dois grupos para a realizacdo das analises: as que
obtiveram regressdo da lesdo e as que ndo obtiveram regressdo da lesdo apds o tratamento
com Alfapeguinterferona 2b. Utilizou-se, a analise one-way ANOVA para avaliar todos 0s
grupos e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando a varidvel ndo apresentou
evidéncia de distribuicdo normal. O teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram
usados, quando apropriados, para testar as variaveis categoricas. Para todas as analises foi

considerado nivel de significancia de 5% (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

As pacientes foram acompanhadas no Ambulatério Maria da Gloria no setor de
Colposcopia da disciplina de Ginecologia e Obstetricia da UFTM durante as seis semanas de
aplicacdo do medicamento imunomodulatorio Alfapeguiterferona.

As pacientes que obtiveram regressdo da lesdo foram encaminhadas para
acompanhamento semestral no setor de colposcopia e as pacientes que nao obtiveram
regressdo da lesdo foram encaminhadas para procedimento cirdrgico de conizacdo. Todos 0s
diagnédsticos foram realizados atraves do exame de colposcopia, citologia esfoliativa e
confirmados através de anélise histopatoldgica (Figura 4).

Ao longo do tratamento foi possivel acompanha-las e houve relatos de efeitos
colaterais como fadiga, dispnéia, anorexia, cefaléia, mialgia, febre baixa e depressdo,
concentrados principalmente durante as trés primeiras aplica¢cdes. Porém nenhuma paciente

desistiu do tratamento.

Figura 4: Fotos Colposcopicas do colo uterino de paciente que apresentou regressdo da lesdo. Teste de Schiller
(A, B) e teste do bissulfito de sédio 3% (C, D). A, C: pré-tratamento; B, D: p6s-tratamento.
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Figura 5: Representagdo da estratégia de andlise por FACS e figura representativa do layout do software
CellQuest (BD Biosciences). (A) A gate foi determinada através da localizacdo que corresponde ao tamanho dos
linfocitos (Forward Scater, FSC) e a granulosidade (Side Scatter, SSC) no gréafico que representa a analise da
dispersdo frontal e lateral do laser. (B) Representacdo do quadrante acima, a direita, dos isotipos utilizados para
eliminar ligacdes inespecificas dos anticorpos utilizados na reagdo. (C-G). Gréficos 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/STATL1 PE, (F) CD4 FITC/ IRF7
PE, (G) CD4 FITC/ IFN-a PE.
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5.1 Andlise dos Linfécitos T totais

A anélise das populacdes de linfocitos T totais foi realizada com a marcagdo das
moléculas de superficie CD3, comuns e especificas para todos os linfocitos. A presenca de
IFN-a ¢ de fatores de transcri¢do responsivos ao IFN-o (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN
(IFNRL1 e IFNR?2) foi avaliada.

Pode-se verificar atraves do grafico 1A que houve tendéncia a reducdo do nimero de
linfécitos T CD3+ totais com IFNR1 nas pacientes que ndo obtiveram resposta ao tratamento,
quando comparadas as pacientes que obtiveram regressdo, apds a 62 aplicagdo (Grafico 1A).
Porém, quando analisada a concentracdo de IFNR1 em linfocitos TCD3+ (intensidade de
fluorescéncia), ndao houve diferenca significativa quando comparadas as pacientes com
regressao e sem regressao (Grafico 1B). Estes dados demonstram que, apesar de haver células
TCD3+ com a presenca deste receptor de Interferon no grupo que obteve a regressao da leséo,
a quantidade geral do IFNR1 ndo se apresenta significativamente alta, quando comparados 0s

grupos regressao e sem regressao nas duas etapas do tratamento.
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Grafico 1: A - Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T positivos para IFNR1. B- Valores da média
intensidade de fluorescéncia (MIF) do IFNR1 em linfécitos T totais. Os valores representam a andlise
comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparagdo entre a 3% aplicacdo e a pré-terapia e
em cinza claro, a comparacgdo entre a 62 aplicagdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a

resposta ao tratamento (Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores
foram expressos em mediana.

Assim como no Grafico 1A, a andlise do Grafico 2A permite a observacao da reducao
de linfécitos T CD3+ que possuem IFNR2 em pacientes que ndo obtiveram regressao da
lesdo, em comparacao as pacientes que obtiveram regressdo da leséo, apds a sexta aplicagdo
de Alfapeguiterferona. A concentracdo de IFNR2 em linfocitos TCD3+ demonstrou alteragéo,
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porém ndo significativa, quando comparadas as pacientes com regressdo e sem regressdo
(Gréfico 2B). Estes dados demonstram que, apesar de haver células TCD3+ com a presenca
deste receptor de Interferon no grupo que obteve a regressdo da lesdo, a quantidade geral do
IFNR2 néo se apresenta significativamente alta, quando comparados 0S grupos regressao e

sem regressdo nas duas etapas do tratamento.
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Gréfico 2: A - Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T positivos para IFNR2. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IFNR2 em linfdcitos T totais. Os valores representam a analise comparativa entre as
etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 3? aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a
comparacdo entre a 6% aplicacdo e a pré-terapia. As andlises foram agrupadas de acordo com a resposta ao

tratamento (Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos
em mediana.

Seguindo o mesmo padréo de resposta, pode-se verificar através do grafico 3A que as
pacientes que obtiveram boa resposta ao tratamento mostraram tendéncia ao aumento do
namero de linfécitos T CD3+ marcados com STAT-1, quando comparadas as pacientes que
obtiveram mé resposta ao tratamento. Este aumento significativo ndo foi acompanhado pelo
aumento da concentracdo de STAT-1 em linfocitos TCD3+ (Gréfico 3B). Desta forma, apesar
de haver células TCD3+ com a presenca deste fator de transcricdo no grupo que obteve a
regressdo da lesdo, a quantidade geral de STAT-1 ndo se apresenta significativamente alta,

quando comparados 0s grupos regressao e sem regressao nas duas etapas do tratamento.
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Gréfico 3: A - Valores da porcentagem de gate dos linfécitos T positivos para STAT-1. B- Valores da
intensidade de fluorescéncia (MIF) do STAT-1 em linfocitos T totais. Os valores representam a anélise
comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 32 aplicagdo e a pré-terapia e
em cinza claro, a comparacao entre a 62 aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a
resposta ao tratamento (Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores
foram expressos em mediana.

Ao analisar o Gréafico 4A, observa-se tendéncia a reducdo de linfocitos T CD3+ com
IRF-7 em pacientes que ndo obtiveram regressdo da lesdo, em comparacdo as pacientes que
obtiveram regressao da lesdo, principalmente apds a sexta aplicacdo de Alfapeginterferona.
Porém, a concentragdo de IRF-7 em linfocitos TCD3+ ndo mostrou alteracdo, quando
comparadas as pacientes com regressdo e sem regressao (Grafico 4B). Assim, apesar de haver
células TCD3+ com a presenca deste fator de transcricdo no grupo que obteve a regressdo da
lesdo, a concentracdo geral de IRF-7 (intensidade de fluorescéncia) ndo se apresenta
significativamente alta, quando comparados 0s grupos regressdo e sem regressdo nas duas
etapas do tratamento.

O grafico 5A demonstra que as pacientes que obtiveram boa resposta ao tratamento
mostraram tendéncia ao aumento do numero de linfocitos T CD3+ marcados com IFN-a,
principalmente apds a 6% aplicacdo, quando comparadas as pacientes que obtiveram ma
resposta ao tratamento. Esta tendéncia ndo foi acompanhada pelo aumento da concentragdo de
IFN-a em linfocitos TCD3+ (Gréfico 5B). Assim, apesar de haver células TCD3+ produtoras
de IFN-o no grupo que obteve a regressdo da lesdo, a concentracdo geral de IFN-a
(intensidade de fluorescéncia) ndo se apresenta significativamente alta, quando comparados 0s

grupos regressdo e sem regressao nas duas etapas do tratamento.
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Gréfico 4: A - Valores da porcentagem de gate dos linfdcitos T positivos para IRF-7. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IRF-7 em linfécitos T totais. Os valores representam a analise comparativa entre as
etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 3? aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a
comparacdo entre a 6% aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao

tratamento (Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos
em mediana.

A andlise de linfécitos T CD3+ totais demonstra um comportamento similar entre as
pacientes que obtiveram a regressdo da lesdo apds a 6% aplicacdo de Alfapeguiterferona,
havendo uma tendéncia ao aumento da ativacdo das vias indutoras de IFN-o. Da mesma
forma, as pacientes que ndo obtiveram regressdo da lesdo mostraram uma tendéncia a

diminuicdo, tanto dos receptores e fatores de transcrigdo quanto da producao de IFN-a.
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Gréfico 5: A - Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T positivos para IFN-a. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IFN-o em linfocitos T totais. Os valores representam a analise comparativa entre as
etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 3? aplicagdo e a pré-terapia e em cinza claro, a
comparacdo entre a 62 aplicagdo e a pré-terapia. As andlises foram agrupadas de acordo com a resposta ao

tratamento (Regressdo ou Sem Regresséo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos
em mediana.
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5.2 Andlise dos Linfécitos T Auxiliares

A analise das populagtes de linfocitos T Auxiliares foi realizada com a marcacgéo das
moléculas de superficie CD4, comuns e especificas para estes linfocitos. A presenca de IFN-a

e de fatores de transcricdo responsivos ao IFN-o (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN
(IFNRL1 e IFNR?2) foi avaliada.
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Gréfico 6: A/C- Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T auxiliares positivos para IFNR1 e IFNR2,
respectivamente. B/D- Valores da intensidade de fluorescéncia (MIF) de IFNR1 e IFNR2, respectivamente, em
linfocitos T auxiliares. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza
escuro, a comparacao entre a 32 aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagdo entre a 62 aplicacdo e a
pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento (Regressdo ou Sem Regressao)
e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em mediana.

O Grafico 6 demonstra que a presenca de IFNR1 e IFNR2 em linfocitos T auxiliares
ndo variou, tanto no nimero de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR2 presente

nestas células, entre pacientes que obtiveram regressdo da lesdo e que ndo obtiveram a
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regressdo da lesdo. Da mesma forma, o Gréafico 7 mostra que ndo ha varia¢@es na producgéo de
STATL, IRF7 e IFN-a quando comparadas todas as pacientes do estudo.
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Gréfico 7: A/IC/E - Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T auxiliares positivos para STATL, IRF7 e
IFN-a, respectivamente. B/C/F- Valores da intensidade de fluorescéncia (MIF) de STATL, IRF7 e IFN-o,
respectivamente, em linfécitos T auxiliares. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do
tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 32 aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagao
entre a 62 aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento
(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana.
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Quando comparadas as etapas do tratamento com a regressdo da lesdo observa-se
significante aumento tanto de IFNR1 (p=0,0336) quanto de IFNR2 (p=0,0165) em pacientes
gue ndo obtiveram a regressdo da lesdo durante a terceira aplicacdo, decaindo durante a 62
aplicacdo. Da mesma forma, os fatores STATL, IRF7 e IFN-o aumentaram durante a 3*

aplicacdo e decairam na 62 aplicacdo em pacientes que ndo obtiveram regressdo da lesao.
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Grafico 8: Valores da porcentagem de gate dos linfdcitos T auxiliares positivos para A — IFNR1, B — IFNR2, C
- STATL, D - IRF7, E — IFN-a. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do tratamento: 32
aplicacdo e a pré-terapia; 62 aplicacao e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao

tratamento: cinza escuro representa regressdo da lesdo e cinza claro, sem regressdo. Todos os valores foram
expressos em mediana. *Valores de p<0,05.
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5.3 Analise dos Linfécitos T Citotoxicos

A anélise das populagdes de linfocitos T Citotoxicos foi realizada com a marcacéo das
moléculas de superficie CD8, comuns e especificas para estes linfocitos. A presenca de IFN-o
e de fatores de transcricdo responsivos ao IFN-o (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN
(IFNRL1 e IFNR?2) foi avaliada.

O Grafico 9 demonstra que a presenca de IFNR1 e IFNR2 em linfécitos TCD8+ nao
variou, tanto no nimero de células marcadas, quanto na quantidade destes receptores presente
nestas células, entre pacientes que obtiveram regressdao da lesdo e que ndo obtiveram a
regressdo da lesdo. Da mesma forma, o Gréafico 10 mostra que ndo ha variagGes na producédo

de STATL, IRF7 e IFN-a quando comparadas todas as pacientes do estudo.
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Grafico 09: A/C - Valores da porcentagem de gate dos linfécitos T citotdxicos positivos para IFNR1, IFNR2,
respectivamente. B/D- Valores da intensidade de fluorescéncia (MIF) de IFNR1 e IFNR2, respectivamente, em
linfocitos T citotdxicos. Os valores representam a andlise comparativa entre as etapas do tratamento: em cinza
escuro, a comparacao entre a 32 aplicagdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagdo entre a 62 aplicacéo e a
pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento (Regressdo ou Sem Regressao)
e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em mediana.
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Gréfico 10: A/C/E - Valores da porcentagem de gate dos linfocitos T citotoxicos positivos para STATL, IRF7 e
IFN-a, respectivamente. B/D/F- Valores da intensidade de fluorescéncia (MIF) de STATL, IRF7 e IFN-q,
respectivamente, em linfécitos T citotéxicos. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do
tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 32 aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagao
entre a 62 aplicagdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento

(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o numero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana.
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Quando comparadas as etapas do tratamento com a regressao da lesdo (Grafico 11)

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

obtiveram a regressdo da lesdo quando comparada a terceira aplicacdo com a 62 aplicacgéo.

Nas pacientes que obtiveram regressdo da lesdo houve uma queda da intensidade de

fluorescéncia de IFN-a na 6 aplicacao (p=0,05).
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Grafico 11: Valores da intensidade de fluorescéncia (MIF) dos linfocitos T citotdxicos positivos para A —
IFNR1, B — IFNR2, C - STATL, D - IRF7, E — IFN-a. Os valores representam a analise comparativa entre as
etapas do tratamento: 3% aplicacdo e a pré-terapia; 6 aplicacdo e a pré-terapia. As andlises foram agrupadas de
acordo com a resposta ao tratamento: cinza escuro representa regressdo da leséo e cinza claro, sem regresséo.
Todos os valores foram expressos em mediana. *Valores de p<0,05.
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5.4 Anélise dos Mondcitos

A andlise das populacdes de Mondcitos foi realizada com a marcacdo das moléculas
de superficie CD14, comuns e especificas para estas células. A presenca de IFN-a ¢ de fatores
de transcricao responsivos ao IFN-a (STAT-1 e IRF-7) e receptores de IFN (IFNR1 e IFNR2)
foi avaliada.

Os Graficos 12 A e 12 B demonstram que a presenca de IFNR1 em mondcitos nao
variou, tanto no numero de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR1 presente nestas

células, entre pacientes que obtiveram regressdo da lesdo e que ndo obtiveram a regresséo da
leséo.
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Graéfico 12: A - Valores da porcentagem de gate dos mondcitos positivos para IFNR1. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IFNR1 em mondcitos. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas
do tratamento: em cinza escuro, a comparagdo entre a 32 aplicacao e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagao
entre a 6% aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento

(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana.

Os Graficos 13 A e 13 B demonstram que a presenca de IFNR2 em mondcitos nao
variou, tanto no namero de células marcadas, quanto na quantidade de IFNR2 presente nestas

células, entre pacientes que obtiveram regressao da lesdo e que ndo obtiveram a regressdo da
leséo.
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Gréfico 13: A - Valores da porcentagem de gate dos mondcitos positivos para IFNR2. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IFNR2 em mondcitos. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas
do tratamento: em cinza escuro, a comparagdo entre a 32 aplicacao e a pré-terapia e em cinza claro, a comparacao
entre a 6% aplicacdo e a pré-terapia. As andlises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento

(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana.

Os Gréficos 14 e 15 demonstram que a presenca de STAT1 e IRF7 em mondcitos ndo
variou, tanto no numero de células marcadas, quanto na quantidade destes fatoes presente

nestas células, entre pacientes que obtiveram regressdo da lesdo e que ndo obtiveram a
regressdo da leséo.
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Gréfico 14: A - Valores da porcentagem de gate dos mondcitos positivos para STAT1. B- Valores da
intensidade de fluorescéncia (MIF) do STAT1 em mondcitos. Os valores representam a analise comparativa
entre as etapas do tratamento: em cinza escuro, a comparacao entre a 3? aplicagdo e a pré-terapia e em cinza
claro, a comparagao entre a 6 aplicacdo e a pré-terapia. As andlises foram agrupadas de acordo com a resposta

ao tratamento (Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram
expressos em mediana.
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Gréfico 15: A - Valores da porcentagem de gate dos mondcitos positivos para IRF7. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IRF7 em mondcitos. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do
tratamento: em cinza escuro, a comparagao entre a 3% aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagao
entre a 62 aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento

(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o nimero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana.

Ao analisar os dados do Grafico 16, observa-se tendéncia ao aumento de mondcitos
com IFN-o em pacientes que ndo obtiveram regressdao da lesdo, em comparacdo as pacientes

que obtiveram regressdo da lesdo, apds a terceira aplicacdo, o qual ndo houve a manutencao
deste aumento apds a sexta aplicacao.
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Gréfico 16: A - Valores da porcentagem de gate dos mondcitos positivos para IFN-a. B- Valores da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do IFN-o em mondcitos. Os valores representam a analise comparativa entre as etapas do
tratamento: em cinza escuro, a comparacgao entre a 3% aplicacdo e a pré-terapia e em cinza claro, a comparagao
entre a 6% aplicacdo e a pré-terapia. As analises foram agrupadas de acordo com a resposta ao tratamento
(Regressdo ou Sem Regressdo) e com o numero total de pacientes. Todos os valores foram expressos em
mediana. * 3% aplicagdo/Pré-terapia Regressdo X 32 aplicacdo/Pré-terapia Sem Regressao (p=0,0417).
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5.5 Analise do gene RORyt
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Figura 6: Representacdo grafica da curva de amplificacdo (A e C) e da curva de dissociacdo (B e D) através do
software SDS Real Time. A, B — Representagdo grafica da amplificagdo e dissociagdo do gene endogeno B-
actina. C, D — Representagdo grafica da amplificacdo e dissocia¢do do gene pesquisado RORyt.
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Grafico 17: Valores da normalizagdo matematica do AACt, que representa o nimero de vezes que o gene RORyt
foi expresso. Em cinza claro, as pacientes que ndo obtiveram a regressdo da lesdo estdo representadas com o
aumento significativo da expressdo do gene RORyt (p=0,0380), quando comparadas as pacientes que obtiveram
regressao da lesao.

A analise da expressdo do fator de transcrigdo RORyt demonstra que as pacientes que
n&o obtiveram a regressdo da lesdo apresentaram uma expressao deste fator significativamente
mais elevada (p = 0,0236) do que as pacientes com regressao.

Este resultado descrito acima pode indicar o papel dos linfocitos Th17 na resposta ao
tratamento: é possivel que pacientes que desenvolvem a ativacdo de células Thl7 ndo

respondam ao tratamento com Alfapeguinterferona.
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5.6 Analise do gene T-bet
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Figura 7: Representacdo grafica da curva de amplificacdo (A e C) e da curva de dissociacéo (B e D) através do
software SDS Real Time. A, B — Representacdo grafica da amplificacdo e dissociagdo do gene endogeno PB-
actina. C, D — Representagdo grafica da amplificacdo e dissociacdo do gene pesquisado T-bet.
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Gréfico 18: Valores da normalizacdo matematica do AACt, que representa o nimero de vezes que o gene T-bet
foi expresso. Em cinza claro, as pacientes que ndo obtiveram a regressdo da lesdo e em cinza escuro, pacientes
com regressdo da les&o.

A expressdo do fator de transcricdo Thet demonstra que todas as pacientes do estudo
apresentaram equilibrio na expressdo deste fator, importante para o desenvolvimento de

resposta Th1l.
Este resultado demonstra o importante papel da homeostase na resposta imunologica.
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5.7 Analise do gene IFNR1

1.000 B2 Amplification Plot
— 2800 B1
‘E| 000 E-1 §
-
7.00) B2
0 5 10 15 (;:le 25 30 385 40 oo ¥ ¥ 7;'.:“"”"'“"“(:;:
e Amplification Plot : o
o ‘N A y» G 1.300 E1
&W el 7 ;“‘ /
NS “\"4‘"" ‘V D\ =
VKRN A e
: i [‘y\ il \,\,'4 lﬁ, T
1.000 B2 Fool ! , ' ‘\.‘ " h\ v a
/ V ‘{’A] Al il ¥ / fH ..
! Il
/ -2.000 B2

[ 5 1o 15 0 E £ * @ 003 050 00 50 200 50 0.0 950
Cycle Temperature (:C)

Figura 8: Representacdo grafica da curva de amplificacdo (A e C) e da curva de dissociacdo (B e D) através do
software SDS Real Time. A, B — Representagéo grafica da amplificagdo e dissociagdo do gene enddgeno f3-
actina. C, D — Representacao grafica da amplificagdo e dissociacdo do gene pesquisado IFNR1.
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Grafico 19: Valores da normalizagdo matematica do AACt, que representa o nimero de vezes que o gene IFNR1
foi expresso.

A andlise da expressdo de IFNR1 demonstra que as pacientes que ndo obtiveram a
regressao da lesdo apresentaram uma tendéncia mais elevada a expressdo deste fator. Todavia,
a existéncia de mencionado aumento, este ndo se revela como estatisticamente significante.

Diante deste cenario, quando analisada a resposta local ao tratamento, o resultado
apontado pode indicar que o IFNR1 estd expresso de forma homogénea entre todas as

pacientes.
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5.8 Analise do gene IFNR2
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Figura 9: Representacdo grafica da curva de amplificacdo (A e C) e da curva de dissociacdo (B e D) através do
software SDS Real Time. A, B — Representagdo grafica da amplificagdo e dissociagdo do gene enddogeno [3-
actina. C, D — Representacdo grafica da amplificacdo e dissociacdo do gene pesquisado IFNR2.



66

for}
S

N
o
L

Normalizacdo do AACt
N
o

o
1

T T
Regresséo Sem Regresséo

Grafico 20: Valores da normalizagdo matematica do AACt, que representa o nimero de vezes que 0 gene IFNR2
foi expresso.

Da analise da expressdao de IFNR2 é possivel depreender que as pacientes que
obtiveram a regressdo da lesdo apresentaram uma tendéncia mais elevada a expressao deste
fator. Entretanto, em que pese este aumento, 0 mesmo ndo é estatisticamente significante.

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

homogénea entre todas as pacientes, quando analisada a resposta local ao tratamento.
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5.9 Andlise do gene IFN-a
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Figura 10: Representacdo grafica da curva de amplificagdo (A e C) e da curva de dissociacdo (B e D) através do
software SDS Real Time. A, B — Representagdo grafica da amplificagdo e dissociagdo do gene endogeno B-
actina. C, D — Representagéo grafica da amplificacdo e dissocia¢do do gene pesquisado IFN-a.
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Gréfico 21: Valores da normalizagdo matematica do AACt, que representa o numero de vezes que o gene IFN-
alpha foi expresso.

A andlise da expressdo de IFN-a aponta que todas as pacientes do estudo apresentaram
um equilibrio na expressdo desta citocina, indicando que o tratamento com

Alfapeguinterferona pode ativar vias de producdo endogena de IFN-a.
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6 DISCUSSAO

A imunoterapia com Alfapeguinterferona propicia o desenvolvimento de importantes
funcdes bioldgicas, como a ativacdo de fatores de transcricdo e a producdo de citocinas
especificas para a ativagao do sistema imune, a fim de eliminar células neoplésicas e inibir a
replicacdo viral. Estudo realizado por Dunn e colaboradores (2005) demonstrou que o IFN-
o/f € importante para a rejeicdo de sarcomas altamente imunogénicos em camundongos e
reduz a proliferacdo de tumores induzidos por carcinégeno primario.

O aumento significativo da expressdo de genes IFNAR1 e IFNR2 tem sido apontado
como consequéncia de diversas infeccBes virais crbnicas, como as hepatites B e C
(FRODSHAM et al., 2006; SAITO et al., 2004) e de tumores, como adenocarcinoma
(AMBRUS, 2003).

H& também a presenca de receptores sollveis de citocinas em fluidos corporais que
podem modular a atividade imunoldgica durante a homeostase e a doenca. Receptores
sollveis de IFNR2 estdo presentes no soro, urina, saliva e liquido peritonial e podem inativar
a acdo do IFN-a se ndo houver o acoplamento com IFNR1 na membrana celular (WEERD et
al., 2007).

Pesquisa clinica desenvolvida por Bottomley e colaboradores (2009) acompanhou
durante cinco anos pacientes com melanoma em tratamento imunoterapico com PEG—IFN-a-
2b por via subcutanea. As doses variaram de 6pg/Kg/semana durante oito semanas para
3ug/Kg/semana durante cinco anos. Houve melhora da sobrevida livre de doenga, porém, o
questionario sobre qualidade de vida mostrou pontos negativos, advindos dos efeitos
colaterais do tratamento: dispneia, fadiga e anorexia.

Nosso estudo demonstrou que pacientes que nao obtiveram regressdo da lesdo
apresentaram aumento significativo tanto de IFNR1 quanto de IFNR2 em linfécitos TCD4+
durante a 3% aplicacdo, quando comparadas com pacientes que obtiveram regressao, porém
este aumento ndo foi mantido na 62 aplicacdo. Em linfécitos TCD8+ o nimero de células
marcadas com IFNR1 reduziu significativamente da 32 para a 62 aplicacdo em pacientes que
ndo obtiveram a regressdo da lesdo. Estes dados demonstram que pacientes nao responsivas
ao tratamento tém os niveis de IFNR1 e IFNR2 mais elevados que as pacientes que
responderam ao tratamento.

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

receptores de IFN do tipo | estava significativamente aumentada em linhagens celulares de
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adenocarcinoma pancreético humano pancreaticos do tipo BxPC-3 (linhagem celular mais
sensivel ao IFN), localizando-se a maioria na membrana. Porém, em linhagem celular
resistente ao IFN-a (Panc-1), 60 a 70% das células eram negativas para IFNR2, estando a
maioria presente no citoplasma celular.

As linhagens celulares de cancer pancreatico humano respondem de forma variavel ao
IFN-a/B e o nivel de expressdo do receptor IFN de tipo | tem um valor preditivo para os
efeitos anti-tumorais do IFN-a (BOOY et al., 2013).

Estudo realizado por Zhang e colaboradores (2010) concluiu que células de tumores de
bexiga apresentavam baixa expressdo de IFNR1 e IFNR2, comparadas as células de tecido
saudavel, mostrando resisténcia ao tratamento imunoterapico com IFN-a.

Outra pesquisa, realizada por Tirone e colaboradores (2009), mostrou que amostras
cervicais de bidpsias sem neoplasia cervical apresentaram maior expressdo do receptor de
IFN-o. do que aquelas com NICs, enquanto que a expressdo simultdnea de ambas as
subunidades do receptor de IFN-a foi encontrada apenas no grupo controle. Porém, em nosso
estudo ndo foi observado aumento da expressdo local de IFNR1 e IFNR2, bem como de IFNa
em pacientes responsivas e nao responsivas ao tratamento.

A interacdo dos IFNRs com os fatores transcricionais citoplasmaticos é de suma
importancia para a ativagdo de genes ativadores da resposta imune. Pesquisas demonstram
que a capacidade de ligacdo a0 DNA e de transativacdo dos fatores de transcricdo ISGF-3
estdo diminuidas em células que expressam a proteina E6 do HPV-18, apds tratamento com
IFN-a. As proteinas E6 do HPV interagem fisicamente com Tyk2, impedindo a fosforilagdo
de STAT1e STAT2 (LI etal., 1999).

A familia do Fator Regulador de IFN-a abarca varios genes envolvidos na resposta
antiviral, entre eles IRF-3 e IRF-7, que sdo 0s mais importantes moduladores da expressao de
IFN-o através da ativagdo por TBK1/IKK (SOLIS et al, 2006; COLLONA et al., 2007).

A ativagdo de linfocitos T citotdxicos envolve células dendriticas plasmocitoides,
consideradas células produtoras naturais de IFN-a. Em estudo desenvolvido por Au e
colaboradores (2012) observou-se que a ativacdo destas células depende da via do IRF7,
através da ativacdo de TRL-9.

Camundongos knockout para IRF-7 possuem reducdo acentuada nos niveis séricos de
IFN-o e sdo mais vulneraveis a infeccdo viral, mostrando que a via de ativacdo através do
IRF-7 pode ser essencial nas respostas sistémicas antivirais ativadas por IFN-a pela
imunidade inata antiviral (HONDA et al., 2005).
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Ao analisar a resposta imune sistémica através da avaliagdo da presenca de IRF-7 em
linfocitos T auxiliares e citotdxicos, podemos observar que em pacientes que ndo obtiveram a
regressdo da lesdo, apesar de demonstrarem aumento de células positivas durante a 32
aplicacdo, este ndo se manteve. Tal resultado aponta para a impossibilidade de manutencao
desta via em pacientes ndo responsivas, apesar da tentativa de ativacdo por IRF7 durante a 32
aplicagéo.

O papel do IRF-7 na producdo do IFN-o, bem como no aumento da capacidade
tumoricida de células fagociticas foi demonstrado em estudo de Goubau e colaboradores
(2009), onde o IRF-7 aumentou a expressdo de uma ampla gama de genes Interferon-
estimulados, citocinas imunomoduladoras e genes envolvidos no processamento e
apresentacdo de antigenos.

Quando estdo ativados, os mondcitos sdo capazes de eliminar células neoplasicas de
forma eficaz. Estudo desenvolvido por Solis e colaboradores (2006) demonstrou que através
da transducgdo da forma ativa do IRF-7 é possivel aumentar a producéo de IFN-a, supraregular
genes alvos e potencializar a atividade tumoricida destas células. Nosso estudo demonstrou
que a expressdo de IRF7 em macrofagos foi estavel em todas as pacientes durante as estapas
do tratamento com Alfapeguinterferona. Porém, a producdo de IFN-o em monocitos tende a
aumentar em pacientes que obtiveram a regressdo da leséo.

Estudo desenvolvido como piloto para a producdo de mondcitos ativados em larga
escala para uso clinico em pacientes com cancer (células MAK) concluiu que macrofagos
ativados por Interferon-y transduzidos com IRF-7 eram capazes de produzir IFNs do tipo I e
apresentavam um aumento da expressao de genes que codificam o ligante de indutor de
apoptose relacionado ao TNF-o (ROMIEU-MOUREZ et al., 2006).

Outro estudo, ao comparar 0s transcriptomas de células tumorais priméarias e
metastaticas em um modelo de camundongo com metastase dssea espontanea, descobriu que
um numero substancial de genes suprimidos em metastases Gsseas sdao alvos de IRF-7. A
restauracdo de IRF-7 nas células tumorais ou a administracdo de IFN-a levou a reducdo de
metastases 0sseas e aumentou a sobrevida. A relevancia clinica destes achados foi confirmada
em mais de 800 pacientes em que a alta expressdo de IRF-7 em tumores primarios foi
associada com sobrevida livre de metéstases Osseas. Portanto, este gene pode identificar
pacientes que poderiam se beneficiar com imunoterapias (BIDWELL et al., 2012).

Dados clinicos e experimentais tém demonstrado que o tratamento com citocinas, local
e sisttmicamente, sdo capazes de induzir a regressdao de tumores. Molté e colaboradores

(1994) concluiram que pacientes com tumor de bexiga, apos tratamento profilatico intra-
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vesical com IFN-a, ndo apresentaram recorréncia da doenca e obtiveram aumento significante
da resposta proliferativa em celulas mononucleares periféricas frente a estimulagéo
mitogénica.

Pacientes com condiloma acuminado genital crénico causado por HPV e condiloma
acuminado gigante de Buschke-Lowenstein tratados com IFN-a2a e IFN-02b recombinantes
apresentaram reducéo das lesdes e aumento da taxa de remisséo completa da doenga (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 ap6s a paciente ter sido
tratada com IFN-o 2b intralesional para tumor vaginal, demonstrando que o tratamento
conservador é favoravel e eficiente para mulheres jovens em idade reprodutiva (MURTA e
TAVARES-MURTA, 2004).

O tratamento conservador com IFN-a para pacientes com NIC II/11l tem a vantagem
de preservar a capacidade reprodutiva. Estudo realizado por Ramos e colaboradores (2010)
demonstrou que pacientes com uma resposta satisfatoria (60%) ao tratamento com IFN-alfa-
2b expressaram mais citocinas do perfil Thl (IFN-y, TNF-a, IL-2), com uma reducdo
significativa da carga viral do HPV de alto risco. As pacientes com faléncia terapéutica eram
fumantes e tiveram maior expressao de citocinas do tipo Th2 (IL-4) ou Treg (TGF-beta2 e
TGF-beta3).

A producdo de citocinas no microambiente tumoral possui influéncia na expressao de
fatores transcricionais. Estudo realizado por Nguyen e colaboradores (2000) demonstrou que
a auséncia de STAT-1 provoca a inibicdo da via de IFN-o/B e as citocinas produzidas
induzem a expressdo de IFN-y. Estes resultados indicam que as vias de ativacao de IFNs tipo 1
ocorrem por meio de mecanismos STAT-1-dependentes e que a inducdo eficaz da expressdo
de IFN-y por IFN-a/p requer a regulacdo de STAT-1. Esta via é importatnte para a ativagdo de
respostas imunes inatas e adaptativas contra infeccdes virais.

O fator de transcricio STAT-1 controla a via de ativagdo de IFNs tipo I,
desempenhando importante papel nas respostas mediadas por IFN-o (IMPROTA e PINE,
1997). Na auséncia de STATL, a producdo enddgena de IFN tipo | possui atividade
antiproliferativa e aumenta a sobrevivéncia de linfocitos T CD4 + e T CD8 + (TANABE et
al., 2005).

Estudo desenvolvido por Durbin e colaboradores (1996) mostrou a especificidade

fisiologica de STAT1 na via de ativacdo do IFN-a através de camundongos deficientes em
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STAT-1. Estes exibiram nula capacidade de resposta aos IFNs e tornaram-se altamente
sensiveis as infecgdes virais. Porém, foram capazes de responder a outras citocinas.

Outros estudos, todavia, demonstraram que em camundongos knockout para STAT1
pode haver resposta proliferativa de monadcitos ao IFN-o, indicando a existéncia de vias
alternativas independentes de STAT1 (GIL et al., 2001; MALMGAARD et al., 2002).

Nosso estudo demonstrou que houve aumento significativo de linfécitos T CD4+
marcados com STAT-1 nas pacientes que ndo obtiveram regressdo da lesdo durante a terceira
aplicacdo, porém este aumento ndo foi mantido até a 62 aplicacdo. Este resultado demonstra a
tentativa de resposta frente ao tratamento com Alfapeguinterferona, que ndo foi mantida e,
portanto, ndo eliminou a les&o.

Pesquisa com células tronco hematopoéticas pontuou que o tratamento com IFN-a,
ativou o ciclo celular, aumentando a fosforilacdo de STAT1. Poréem, células negativas para
IFNRs ndo demonstraram sensibilidade ao tratamento (ESSERS et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado que a imunoterapia com Alfapeguinterferona pode
ter sua eficacia aumentada e toxicidade diminuida quando administrada por via subcutanea,
além de proporcionar a reducdo de metastases, aumento da capacidade de apresentacdo de
antigenos e atividade citotoxica pelo sistema imune (MOTZER et al, 2001; ROOZENDAL et
al., 2003; PUCCHIO et al., 2006).

Ao estudar o infiltrado inflamatdério no microambiente tumoral, Silva e colaboradores
(2010), concluiram que ha predominio de linfocitos CD3+ e CD20+ em pacientes com NIC
I1l em comparacdo com amostras de pacientes com cancer invasivo e que a migracdo de
células parece ser proporcional a progressdo da lesdo. Outro estudo mostrou que ha a
expressao positiva de linfécitos T CD3+ em pacientes com recorréncia, apds conizagdo por
NIC Il (MALUF et al., 2008).

Pesquisa desenvolvida por Michelin e colaboradores (2015) mostrou que pacientes
com NIC Il e 1l tratadas com Alfapeguinterferona que obtiveram boa resposta a imunoterapia
apresentaram maior producdo de IFN-y e TNFa em linfocitos TCD4+, bem como menor
producéo de IL-2, IL-4, IL-10 e TGF-B, mostrando que estas pacientes obtiveram regressao
dependente de resposta Th1l.

Para aprofundar a andlise do perfil de resposta Thl é possivel estudar o principal fator
de transcricdo (Thet) envolvido na ativagdo de genes responsaveis pela producdo de citocinas
que favorecem este perfil de resposta, como IFN-y, TNF-a e I1L-12.

Estudo desenvolvido por Lazarevic e colaboradores (2011) demonstrou que a

expressao de T-bet tem um papel regulador no desenvolvimento da linhagem Thl7, pois
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verificou-se que T-bet exerceu um efeito negativo sobre a expresséo do gene que codifica
RORyt (Rorc) e genes que codificam citocinas Th17.

Pacientes com cancer colorretal que possuem alta expressdo de Th17 apresentam mau
prognostico, enquanto pacientes com alta expressdo de Thl apresentaram sobrevida livre de
doenca. A andlise combinada de células Thl e Th17 possibilitou uma melhor capacidade de
discriminar a evolucéo da doenca. A analise in situ da densidade de células IL17+ e células
CD8+ em tecidos tumorais confirmou os resultados. Estes achados apontam que Thl e Thl7
funcionais produzem efeitos opostos na sobrevivéncia do paciente no cancer colorretal e
fornecem informagdes complementares que podem melhorar o prognostico (TOSOLINI et al.,
2011).

A evidéncia de infiltrado inflamatorio indica que, embora pacientes com cancer
exibam um estado imunossupressor generalizado, a reacdo inflamatdria no local do tumor
pode promover o crescimento e a progressao deste. A perpetuacdo da inflamacdo crénica é
produzida atraveés de cadeias de feedback positivo, que incluem células inflamatérias
produzindo citocinas que induzem a sintese de quimiocinas em células malignas e estromais,
levando ao recrutamento prolongado de células inflamatorias no microambiente tumoral.
Estudos tém demonstrado que o aumento de células Thl7 intratumoral em pacientes com
cancer cervical pode levar a diminui¢do da recorréncia (YU et al., 2014). Esta pesquisa vem
em direcdo a outros estudos em tumores de ovario e melanoma (MURANSKI et al, 2008).

Em pacientes com carcinoma hepatocelular e cancer colorretal, altos niveis de células
Th17 intratumorais foram associados ao mau prognostico (ZHANG et al, 2009; LIU et al.,
2011). Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado que células Th17 podem favorecer
0 aumento da imunidade citotdxica e, portanto, exercer efeitos supressores de tumor
(MARTIN-OROZCO, et al., 2009).

Nosso estudo demonstrou que ha um aumento significativo da expressao local de
RORYT em pacientes que ndo obtiveram regressao da lesdo, porém a expressdo de Tbet
mostrou-se equilibrada entre os grupos estudados. Este resultado aponta que a presenca de
infiltrado inflamatério com linfécitos do tipo Thl7 no colo uterino das pacientes néo
responsivas pode estar associado ao insucesso do tratamento nestas pacientes. Estes dados
sugerem que podem existir mecanismos de escape tumoral que impedem a eliminagdo da

lesdo pela imunomodulacao por Alfapeguinterferona.
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7 CONCLUSOES

A responsividade sistémica referente a imunidade celular e ao IFN-o em pacientes
com Neoplasia Intraepitelial tratadas com Alfapeguinterferona indica que pacientes nao
responsivas ao tratamento possuem niveis elevados de IFNR1 e IFNR2 em linfécitos TCD4+.
Em linfécitos TCD8+ o numero de células marcadas com IFNR1 reduziu significativamente
da 3? para a 62 aplicacdo em pacientes que ndo obtiveram a regressdo da lesdo, demonstrando
que, apesar da tentativa de resposta, esta ndo se manteve para a eliminacao da lesao.

Ao avaliar a integridade da via de ativacdo do IFN-a em linfocitos T auxiliares e
citotoxicos, sistemicamente, através da avaliagdo da presenca dos fatores transcricionais
STATL1 e IRF7, podemos observar que em pacientes que nao obtiveram a regressao da lesdo,
apesar de demonstrarem aumento de células positivas durante a 3?2 aplicacdo, este ndo se
manteve. Tal resultado aponta para a impossibilidade de manutencdo desta via em pacientes
n&o responsivas, apesar da tentativa de ativacdo durante a 32 aplicacéo.

Ao avaliar a expressdo local de IFNRs e do IFN-a, concluimos que ndo foi observado
aumento da expressao local de IFNR1 e IFNR2, bem como de IFNa em pacientes responsivas
e ndo responsivas ao tratamento.

Ao realizar a analise da plasticidade de linfécitos T no tecido lesionado, comparando a
pré-terapia com a pos-terapia, através da avaliacdo dos fatores de transcricdo relacionados a
resposta Thl (T-bet) e Thl7 (RORyT), concluimos que ha um aumento significativo da
expressdao local de RORYT em pacientes que ndo obtiveram regressdo da lesdo, porém a
expressdao de Thbet mostrou-se equilibrada entre os grupos estudados, apontando que a
presenca de infiltrado inflamat6rio com linfocitos do tipo Th17 no colo uterino das pacientes

ndo responsivas pode estar associado ao insucesso do tratamento nestas pacientes.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

arg

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISACEP

Parecer Comsabstanciado
—— PROTOCOLD DK FROJETO DK PESGUISA COM EXVOLYIMENTO PESERES HEMANGS
IDENTIFICACAD
HIULO DO FROJETO: AV DA RESPOSTA CLINICA E DO SORD SANGUINED DE mm!

COM NEOPLASIA WTRAEPITELIAL CERVICAL DE ALTO GRAU TRATADAS COM WTERFERON,

E

PESQUISADOR(A) RESFONSAVEL: Eddie Fernants Chadids Mursa i
INSTTTUICAO ONDE SE REA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEF/UFTM! 19-11:2009

amicorpo anti-IFN-5 PE 13 1.000,80
Interfercn peguitedo o-24 (urrpoles) 1810k 5060000
seringga de 1,0ml (caixa com 100) 560,00
TOTAL 5. 000,00

0 Progeso serd fmanciado pels Fapemig, O cdamadoe possul verba bancads para 0 gropeial)
labortivio ¢ & ambalatdelo m quad serd nelizado o projeis passuen maserals permarenos
12. FORMA E YALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR
Salanio de professor e UFTM.
13, ADRQIMCAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO £ FORMA DE OBTE-LO
O comsentanesto lvre ¢ eschwecido seri obiido qaando da coleta pelo profissional respondvel poe eata.
14, ESTRUTURA DO PROTOCOLO - O grotocoks 653 adequado para ssendeer ix detenminaglics o
Resolegio ONS 19696,
15, COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CONS 190% E
COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP: APROVADO

(O redatirio nowal su finsd deverd ser cncnminhado um ans apds o saicio do processa)
DATA DA REUNIAO: $9-07-2019

Prof®, Asa

v, Frei Paslin, 30 (Cents Edseacioral ¢ Adrasitdive da UFTM) - T ander, Sab 11— Abadia - Cep: 59025, 180
UiberhorMG - THLEFAX: 34-3318-5854

Vet gopprodeps ufimedy b
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ANEXO B: MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ESCLARECIMENTO

A senhora possui uma alteragdo no colo do Utero chamada Neoplasia Intraepitelial Cervical e
estd sendo convidada a participar de um estudo sobre a resposta imune frente a infeccdo pelo HPV, o
virus responsavel por esta alteragdo. Os avancos na area da saide ocorrem através de estudos como
este. Por esse motivo, sua participagdo € muito importante. O objetivo deste estudo € avaliar as vias de
ativacdo do sistema imune e caso participe, sera necessaria uma coleta sangue. N&o sera feito nenhum
procedimento que lhe traga qualquer risco a sua vida, mas poderd acontecer algum desconforto no

momento da coleta de sangue.

A senhora podera obter todas as informagdes que quiser, estando livre para abandonar sua
participacdo desta pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo ao seu
atendimento. Pela sua participagcdo no estudo, ndo haverd pagamento de qualquer valor em dinheiro,
mas a senhora tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo desta pesquisa ndo
serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo serd citado em qualquer momento do estudo, pois a

identificacdo seré através de nimeros.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, . li e/ou ouvi 0

esclarecimento acima e compreendi a utilidade do estudo e qual procedimento a
que serei submetido. A explicacé@o que recebi esclarece os riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacédo a qualquer
momento, sem justificar minha deciséo e que isso ndo afetara meu tratamento.
Sei que meu nome néo sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei

dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, ............. [, [,

Assinatura do voluntario/Responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel

Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta

Telefone de contato dos pesquisadores:

Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON): (34)3318-5595

Em caso de divida em relacio a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica em

Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.





