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RESUMO 

Termini, L. Expressão diferencial de genes em células imortalizadas por 

papilomavírus humano expostas ao TNFa. São Paulo; 2000. [Tese de mestrado -

Fundação Antônio Prudente]. 

A infecção pelo papilomavírus humano (HPV) tem sido descrita como principal fator 

etiológico associado ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), 

lesões precursoras do carcinoma da cérvix uterina. O estabelecimento das infecções 

iniciais pelo HPV pode ser influenciado pela resposta imune local mediada por células, 

conforme sugerido em estudos moleculares e epidemiológicos. Os mecanismos imunes 

contra lesões HPV-induzidas incluem a participação direta e indireta de diversas 

citocinas imunoregulatórias. Entre elas, o fator de necrose tumoral a (TNFa), 

demonstrou um potente efeito antiproliferativo em queratinócitos normais, podendo 

atuar efetivamente no controle da proliferação celular in vivo. Esta citocina inibe a 

proliferação de queratinócitos humanos imortalizados com HPV16, enquanto que os 

queratinócitos imortalizados por HPV18, apresentam um fenótipo resistente ao TNFa. 

Contudo, as bases moleculares desta diferença não estão bem estabelecidas. O objetivo 

do presente estudo foi analisar os diferentes efeitos do TNFa na proliferação de 

queratinócitos imortalizados por HPV16 e 18, através da observação dos níveis de 

expressão de duas proteínas regulatórias do ciclo celular: p 16 e p21. Além disso, 



empregou-se a metodologia de "Differential Display RT -PCR" (DDRT -PCR), para 

detecção e identificação de genes diferencialmente expressos entre as linhagens 

resistentes e sensíveis ao TNF a. Linhagens celulares foram tratadas com 2nM de TNF a 

por 60 horas e os níveis de expressão de p16 e p21 foram avaliados mediante ''Northem" 

e "Westem Blot". Tanto os níveis de mRNA, quanto de proteína p21, parecem ser 

induzidos pelo TNFa apenas na linhagem imortalizada por HPV16. Embora os níveis de 

mRNA de p16 não tenham variado entre as linhagens, a concentração desta proteína 

parece estar diminuída na linhagem imortalizada por HPV18. Diversos transcritos 

diferencialmente expressos foram identificados pela técnica DDRT-PCR, tais como, os 

correspondentes às proteínas 1\1HC-IB, MCP-1, laminina 5a3B e palmitoil transferase. 

Sua ação não pode ser diretamente correlacionada a um suposto mecanismo que 

explicasse a diferença de sensibilidade proliferativa demonstrada entre as linhagens 

imortalizadas por HPV16 e 18, expostas ao TNFa. Entretanto, a expressão diferencial 

destes genes poderia estar associada à progressão das lesões cervicais induzidas pelo 

HPV. 



SUMMARY 

Termini, L. Expressão diferencial de genes em células imortalizadas por 

papilomavírus humano expostas ao TNFa. [Differentially expressed genes in human 

papillomavirus immortalized celllines exposed to TNFa]. São Paulo (BR); 2000. [Tese 

de mestrado - Fundação Antônio Prudente]. 

Human papillomavirus (HPV) infection has been shown to be the major etiologic factor 

in the development of cervical intra-epithelial neoplasia (CIN), the precursor lesion of 

carcinoma of the uterine cervix. Initial HPV infection outcome may be influenced by 

cell-mediated local immune response as suggested by epidemiological and molecular 

studies. Immune effector mechanisms against HPV infected lesions include the direct 

and indirect participation of various immunoregulatory cytokines. Among them, tumor 

necrosis factor-alpha (TNFa) has been shown to have a potent anti-proliferative effect 

on normal keratinocytes and may play an important role in the in vivo control o f their 

growth. This cytokine inhibits the proliferation of HPV16 immortalized human 

keratinocytes, whereas the same cells immortalized by HPV 18 exhibit a TNF a resistant 

phenotype. However, the molecular basis o f this difference is not well understood. The 

aim of the present study was to analyze the different effects of TNFa on the 

proliferation ofhuman keratinocytes immortalized with HPV16 and HPV18, through the 



analysis o f p 16 and p21 express1on levels, known cell cycle regulatory proteins. 

Furthermore, "Differential Display RT-PCR" (DDRT-PCR) was performed for detection 

and identification of differentially expressed genes between the TNFa sensitive and 

resistant cell lines. Cell cultures were treated with 2 nM TNFa for 60 hours and the 

levels of expression of p16 and p21 genes were determined by Northem- and Westem

blot. Both p21 gene transcripts and protein levels have been induced after treatment with 

TNFa only in HPV16 immortalized cells. On the other hand, the amount ofp16 mRNA 

did not vary between the different celllines, but the p 16 protein levels seem to be lower 

in the HPV 18 immortalized cell line. Several differentially expressed transcripts were 

identified by the DDRT-PCR, corresponding to MHC-IB, MCP-1, laminin 5a3B and 

palmitoyl transferase. Their role in vivo could not be directly correlated with a 

mechanism that would explain the differential sensitivity to the anti-proliferation effect 

o f TNFa on HPV16 and 18 immortalized celllines. However, the differential expression 

of these genes might be associated to the progression of cervical lesions induced by 

HPV. 
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1. Introdução 

1.1. Carcinoma do Colo Uterino 

1.1.1. Epidemiologia 

O carcinoma do colo uterino é um dos mais freqüentes na população feminina. 

Embora este tipo de neoplasia seja passível de prevenção e cura por meio de programas 

preventivos de saúde, suas taxas de mortalidade e incidência estão entre as mais 

elevadas entre os tumores malignos que acometem as mulheres. Aproximadamente 

450.000 casos novos são diagnosticados a cada ano no mundo (SHERLA W-JOHNSON 

et al. , 1997), sendo esta neoplasia responsável por aproximadamente 203 mil óbitos 

anualmente, dos quais 80% em países em desenvolvimento (PISANI et al. , 1993). Ao 

contrário de países desenvolvidos, as taxas de mortalidade por câncer do colo do útero 

continuam elevadas no Brasil e, do ponto de vista temporal, permanecem estáveis desde 

1985. O número de óbitos e casos novos esperados para o ano 2000 em todo país, são 

respectivamente, 3.625 e 17.251. Estes números correspondem às taxas brutas de 

mortalidade e incidência de 4,25/100.000 e 20,48/100.000, respectivamente (INCA, 

1999). A maior incidência mundial verificada para esta patologia está na cidade de 

Recife (Pernambuco), com uma taxa de aproximadamente 80/100.000/ano (FRAUMENI 

JR. et ai. , 1993; revisado por IARC Working Group, 1995). A associação da alta 

incidência de carcinoma do colo uterino em regiões menos desenvolvidas parece estar 



ligada a uma combinação de fatores como desnutrição, falta de prevenção para as lesões 

precursoras, alto índice de paridade e higiene (revisado por FRANCO et al. , 1997). 

1.1.2. Histopatologia 

O carcinoma do colo uterino parece ser conseqüência da evolução contínua de 

lesões precursoras não-invasivas, caracterizadas por atipias celulares denominadas 

displasias. Estas lesões, denominadas neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), podem 

ser divididas em três categorias baseadas no grau de diferenciação epitelial: NIC I 

(alteração displásica até um terço do epitélio), NI C 11 (acomete de um a dois terços do 

epitélio) e NIC III (de dois terços a espessura total do epitélio alterado, onde se inclui o 

carcinoma in situ). Outro tipo de classificação que vem sendo utilizada é a de Bethesda, 

que divide as lesões em intra-epiteliais escamosas de baixo grau (inclui NIC I) e lesões 

intra-epiteliais escamosas de alto grau (inclui NIC 11 e NIC 111) (National Cancer 

Institute Workshop, 1989). 

1.1.3. Fatores de Risco 

O carcmoma do colo uterino comporta-se epidemiologicamente como uma 

doença sexualmente transmissível (revisado por zur HAUSEN, 1996). Os principais 

fatores de risco são: baixo nível sócio-econômico, início precoce da atividade sexual, 

múltiplos parceiros, multiparidade, tabagismo, uso de contraceptivos orais e infecção 
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pelo papilomavírus humano (HPV) (MlJNOZ e BOSCH, 1996; revisado por 

WINKELSTEIN JR 1990). 

Vários estudos epidemiológicos apontam o HPV como principal agente 

etiológico do carcinoma do colo uterino (FRANCO et a/. , 1999; LÓRINCZ et a/. , 1992; 

SCIDFFMAN et a/. , 1993; W ALBOOMERS et a/. , 1999). A infecção anogenital por 

HPV é preferencialmente transmitida através do contato sexual e sua incidência é mais 

elevada em mulheres jovens (revisado por IARC Working Group, 1995). 

Conseqüentemente, diversas correlações foram observadas em relação à infecção por 

HPV, como o número de parceiros sexuais, idade da primeira relação sexual, maior 

número de coitos semanais, parceiros de alto risco e baixo nível sócio-econômico 

(BAUER et a/., 1993; CASTELLSAGUÉ et a/. , 1997). A associação à outros fatores de 

risco na carcinogênese HPV- induzida, como o tabagismo, paridade e o uso de 

contraceptivos orais, ainda é controversa (MUNOZ e BOSCH, 1996; VILLA e 

FRANCO, 1989; revisado por VILLA, 1997). 

Alguns estudos transversais, relatam que de 20 a 40% das mulheres sexualmente 

ativas com citologia cervical normal, apresentam infecção por HPV (EV ANDER et a/. , 

1995). Por outro lado, em mulheres com lesões intra-epiteliais de baixo e alto grau, a 

prevalência deste tipo de infecção varia de 50 a 90% e nas mulheres que apresentam 

tumores cervicais de 93 a 99,7% (BOSCH et a/. , 1995; WALBOOlvffiRS et a/. , 1999). 

3 



1.2. Papilomavírus Humano (HPV) 

1.2.1. Genótipos e Classes 

Até o momento, 85 tipos de HPV foram identificados e completamente 

seqüenciados, muitos dos quais envolvidos em processos neoplásicos, como o carcinoma 

do colo uterino. Destes, mais de 40 tipos infectam o trato ano-genital (revisado por zur 

HAUSEN, 2000). A classificação dos tipos de HPV é feita com base na homologia de 

suas seqüências de DNA. Atualmente, variações no genoma nos genes L 1, E6 e E7 

menores que 2% são consideradas como variantes de tipos de HPV, variações entre 2 e 

1 0% como subtipos e variações maiores que 1 0% como novos tipos de HPV 

(BERNARD et al., 1994). 

Os HPV s são epitéliotrópicos, possuindo especificidade por diferentes sítios 

anatômicos. Podem ser divididos em três classes: 1) tipos que acometem mucosa e 

genitais; 2) tipos não-genitais e 3) tipos específicos da epidermodisplasia verruciforme, 

doença rara, caracterizada por lesões cutâneas verrucosas disseminadas. 

Os tipos não-genitais infectam a pele e causam as verrugas comuns e plantares, 

lesões com probabilidade muito baixa de malignização. Os tipos genitais são 

encontrados principalmente na vulva, colo uterino, pênis e ânus, mas podem causar 

lesões também na cavidade oral, faringe e laringe (revisado por IARC Working Group, 

1995). 
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1.2.2. Associação com Carcinoma do Colo Uterino 

Os tipos de HPV que infectam o trato anogenital podem ser classificados 

segundo o risco de estarem associados ao desenvolvimento de lesões neoplásicas do colo 

uterino (revisado por zur HAUSEN, 1996): 

• tipos de baixo risco oncogênico - (HPV 6, 11, 42, 43 e 44) associados à lesões 

benignas do co lo uterino e à verrugas genitais; 

• tipos de alto risco oncogênico - (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 58) associados à 

lesões intra-epiteliais de alto grau, especialmente carcinomas uterinos invasivos. 

Estudos caso-controle contribuíram para o esclarecimento da associação 

epidemiológica entre a infecção por HPV e o câncer cervical. Mulheres com infecção 

por HPV têm risco relativo em média 50 vezes maior de desenvolver câncer cervical, 

quando comparadas às mulheres não portadoras deste tipo de infecção (ROZENDAAL 

et a/., 1996). 

A história natural da infecção por HPV ainda não está completamente elucidada. 

Observou-se que a maior parte das infecções não leva ao aparecimento de lesões 

visíveis, podendo ser de fato eliminadas pelo sistema imune em curto período de tempo 

(revisado por IARC Working Group, 1995). Contrariamente, observou-se que alterações 

severas no sistema imune resultaram em uma maior prevalência das infecções por HPV 

clinicamente aparentes (KIVIAT et a/. , 1993). 
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Embora a maior parte das infecções por HPV seja transiente, há um pequeno 

número de mulheres com infecção persistente pelo vírus, nas quais a presença de um 

mesmo tipo de HPV é detectada mais de uma vez, durante determinado período de 

tempo. Estas mulheres têm risco maior de desenvolver neoplasias cervicais, quando 

comparadas a mulheres que eliminaram a infecção pelo HPV (EV ANDER et al. , 1995; 

FRANCO et al. , 1997; HILDESHEIM et al. , 1994; HO et al. , 1995; KOUTSKY et a/. , 

1992). Desta forma, a infecção persistente é um dos passos cruciais para o 

desenvolvimento das lesões cervicais. Estudos relatam maior persistência viral em 

mulheres acima dos 30 anos e com infecções por HPV s de alto risco oncogênico 

(HILDESHEIM et al. , 1994) ou com a presença de alta carga viral nas lesões 

(CABALLERO et al., 1998; CUZICK et al. , 1995). 

Geralmente, ocorre um intervalo de tempo relativamente longo entre a infecção 

primária por tipos de HPV de alto risco oncogênico e o desenvolvimento de neoplasias 

intraepiteliais cervicais, carcinoma in situ e câncer invasivo (NOBBENHUIS et al., 

1999). Neoplasias intraepiteliais cervicais têm um pico de incidência entre 25 e 30 anos 

de idade, enquanto que a incidência de câncer cervical está entre 55 e 65 anos, podendo 

ser mais precoce em certas populações incluindo o Brasil (revisado por IARC Working 

Group, 1995). Esta observação sugere que o período de latência é de muitos anos entre a 

infecção inicial e o desenvolvimento da neoplasia intraepitelial e que a progressão para 

câncer invasivo provavelmente requer entre 20 e 30 anos (revisado por zur HAUSEN, 

1996). 
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A caracterização de fatores associados à persistência do vírus, poderia estar 

identificando mulheres que estão sob maior risco de virem a desenvolver uma neoplasia 

cervical maligna. Vários estudos vêm sendo realizados com o objetivo de identificar 

determinantes potenciais da detecção persistente de HPV nas células cervicais 

(FRANCO et ai., 1999). 

Entre 50 e 60% dos tumores apresentam HPV16, enquanto que a detecção de 

HPV 18 varia de 1 O a 20% nas amostras de câncer cervical. Sabe-se ainda, que na 

ausência de lesões citológicas (SIL), tipos de HPV de alto risco oncogênico, em 

particular HPV 16, tendem a persistir mais do que os tipos de baixo risco oncogênico 

(BOSCH et ai. , 1995; FRANCO et ai., 1997). 

1.2.3. Estrutura e Função das Proteínas Virais 

Os papilomavírus são um grupo de pequenos vírus de DNA, pertencentes à 

farrulia Papovaviridae, capazes de infectar animais e homens. São vírus epiteliotrópicos, 

altamente espécie-específicos, não havendo nenhum exemplo de papilomavírus de uma 

espécie causando infecção produtiva em outra espécie (HOWLEY, 1996; revisado por 

IARC Working Group, 1995). O diâmetro das partículas virais é de aproximadamente 

50nm. Trata-se de vírus não-envelopados, com simetria icosaédrica e com um genoma 

dupla fita, circular de aproximadamente 8000 pares de base (8Kb ). O DNA encontra-se 

associado à proteínas similares as histonas e é envolvido por 72 capsômeros formados 

por duas prot_eínas estruturais (L 1 e L2) (HOWLEY, 1996). 
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O genoma está dividido em regiões denominadas ORFs (Open Reading Frames 

ou Unidades de Tradução), as quais se encontram em uma mesma fita de DNA e hoje 

são reconhecidas como genes. Com relação à organização do genoma viral, três 

fragmentos subgenômicos podem ser identificados: região precoce (Early), região tardia 

(Late) e a região denominada LCR (Long Contrai Region) ou NCR (non-coding region). 

Sete ou oito genes estão localizados na região precoce e dois na tardia. Os genes da 

região precoce, denominados de E 1, E2, .. , E8, têm função no controle da replicação e da 

transcrição do DNA (E2, E8) e, na transformação celular (E5, E6 e E7). Os genes L I e 

L2, localizados na região tardia, codificam as proteínas principal e secundária do 

capsídeo, respectivamente, e ambas são seqüências altamente conservadas entre todos os 

papilomavírus (BERNARD et ai., 1994) (Figura 1 ). Contrariamente aos genes precoces, 

os genes tardios são expressos nas camadas superficiais do epitélio infectado por HPV. 
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Proteína principal 
do capsídeo 

Proteína secundária 
do capsídeo 

L1 

Estímulo do crescimento 

LCR 

E5 

Estímulo do crescimento 

E1 

Regulação 

Regulação 
da replicação 

da transcrição viral 

Figura 1- Mapa fisico do genoma do HPV 16, com a região precoce (E) e a região tardia 

(L); o promotor P91 (r) e a LCR que corresponde à região regulatória 

(revisado por VILLA, 1997). 
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A região LCR encontra-se entre L 1 e E6, em uma região de 500 a 1 000 pares de 

bases, onde não existe uma ORF de tamanho detectável (CHAN et a/. , 1989). Essa 

região contém a origem de replicação de DNA, vários promotores para a síntese de 

mRNA e seqüências reguladoras da transcrição (BROKER, 1987; BROWN e FIFE, 

1990). O produto de transcrição viral é um RNAm policistrônico que pode ou não ser 

processado e ter, como resultado final do processo traducional, mais de uma proteína a 

partir de uma mesma seqüência codificadora (ARENDS et ai., 1990). 

A proteína viral E 1 é uma helicase, que forma complexo com E2, uma proteína 

reguladora da transcrição viral. Ambas parecem interagir com fatores celulares 

envolvidos na replicação do DNA do HPV (ANDROPHY, 1994). O gene E2 codifica 

pelo menos duas proteínas diferentes que atuam como fatores de transcrição 

(BOUV ARD et a/. , 1994). Elas afetam diferentemente a expressão gênica viral e 

representam os principais reguladores intra-genômicos através da formação de dímeros 

em sítios específicos de ligação presentes na LCR (THIERR Y e Y ANIV, 1987). O 

rompimento e/ou deleção do gene E2, devido à integração do genoma viral no celular, 

são eventos freqüentemente observados em biópsias de tecidos tumorais e linhagens 

celulares derivadas de neoplasias malignas do colo uterino (SCHW ARZ et a/. , 1985). 

Além disso, mutações nos genes El e E2 aumentam a capacidade do HPV16 imortalizar 

células in vitro (ROMANCZUK e HOWLEY, 1992; VERNON et ai. , 1997). Estes 

eventos levaram a supor que alterações no gene E2 facilitariam a transformação de 

células humanas e a progressão para um fenótipo maligno (revisado por zur HAUSEN, 
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1996). No desenvolvimento do câncer cervical, a rompimento do gene E2 parece ser um 

evento tardio, visto que na maior parte das lesões pré-malignas este tipo de alteração não 

ocorre (DÜRST et al., 1992). Existem alguns estudos que relatam a integração antes das 

lesões NIC II (LEHN et al., 1988). 

O papel da proteína E4 ainda não está bem elucidado. Esta proteína parece ser 

incorretamente classificada como um produto gênico precoce, uma vez que sua detecção 

. ocorre apenas nas camadas mais diferenciadas ou superficiais do epitélio infectado pelo 

HPV (PALEFSKY et al., 1991). Sugere-se que a proteína E4 esteja envolvida na 

maturação e na liberação das partículas virais para o meio extracelular (revisado por zur 

HAUSEN, 1996). 

A proteína E5 é a principal proteína transformante dos papilomavírus bovinos 

(SCHILLER et a!., 1986), por outro lado, nas células infectadas por HPV, esta proteína 

não tem o mesmo efeito (PIM e COLLINS, 1992). Em lesões precursoras de baixo grau, 

encontram-se altos níveis desta proteína, sugerindo alguma função (ainda não 

estabelecida) nos estágios precoces da infecção por HPV. Contrariamente, o gene E5 

está freqüentemente deletado em células de carcinomas cervicais, indicando a ausência 

de um papel essencial para a manutenção do fenótipo maligno nestas células (revisado 

por zur HAUSEN, 2000). 

O produto do gene E6 consiste em uma proteína nuclear de cerca 150 

aminoácidos, que se liga ao produto do gene p53, levando à sua degradação pela via de 

proteólise dependente de ubiquitina (SCHEFFNER et al., 1990 e 1993). Esta interação 
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foi a primeira a ser descrita e é a mais conhecida dentre as diversas e não tão bem 

elucidadas interações da proteína E6 (revisado por zur HAUZEN, 2000). A proteína p53 

é uma fosfoproteína nuclear de 53 Kda, cuja função primordial é a manutenção da 

integridade genônúca através da regulação do ciclo celular. Após uma infecção viral, 

estresse celular ou dano ao DNA, p53 se acumula na célula promovendo a parada do 

ciclo celular em GO-G 1, interrompendo desta forma o processo de replicação celular. 

Em determinadas situações, p5 3 tem a capacidade de desencadear o processo de 

apoptose, uma forma de morte celular programada (revisado por LEVINE, 1997). A 

degradação de p53 promovida por E6 elimina este tipo de controle, levando à 

instabilidade genônúca das células infectadas por HPV. Apenas proteínas E6 de HPV s 

de alto risco são capazes de degradar p53 (CROOK et ai., 1991; LECHNER e 

LAIMINS, 1994). Mais recentemente, STOREY et a/ .. (1998), observaram que E6 de 

HPV11 (baixo risco) também seria capaz de degradar p53, entretanto, de forma bem 

menos eficiente do que E6 de HPVs de alto risco. Este mesmo grupo, sugeriu que a 

forma arginina homozigota do códon 72 de p53 é mais susceptível à degradação por E6 

que as formas prolina homozigota ou heterozigota. Foi demonstrado que E6 de HPV16 

ativa telomerase em queratinócitos e células epiteliais mamárias em estágios precoces da 

infecção por HPV (KLINGELHUTZ et ai. , 1996). Outras interações de E6 de HPV s de 

alto risco ocorrem com: 

1) proteína celular E6BP (E6 binding protein) (SCHEFFNER et ai., 1993); 

2) ERC55, uma proteína ligante de cálcio, que parece estar localizada no retículo 

endoplasmático (CHEN et ai., 1995); 
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3) proteína de adesão focal paxilina, envolvida na transdução de sinal da membrana 

plasmática ao citoesqueleto de actina (TONG e HOWLEY, 1997); 

4) hDLG, o homólogo humano da proteína supressora de tumor dos discos de 

Drosophila (KIYONO et ai., 1997); 

5) E6TP1, uma nova proteína do tipo GAP (GAO et al., 1999); 

6) Bak, uma proteína anti-apoptótica integrante da família das proteínas Bel-2 e 

que é degradada por E6 (THOMAS e BANKS, 1999); 

7) Fator de Regulação de Interferon (ISGF-3), inibindo a indução do mensageiro de 

interferon p (RONCO et al., 1998). 

A proteína viral E6 também tem atividade modulatória transcricional em vários 

promotores virais, incluindo o promotor de E2 de adenovírus, o promotor de timidina 

quinase do vírus herpes simplex e o promotor de SV 40 (vírus símio 40) (DESAINTES et 

ai., 1992). 

O produto do gene E7 de HPV é uma fosfoproteína com cerca de 100 

aminoácidos, cuja principal e mais estudada interação é com a forma hipofosforilada de 

pRB. A proteína supressora de tumor pRB (produto do gene do retinoblastoma) é uma 

fosfoproteína nuclear de 1 07 KDa que tem como principal função regular negativamente 

o ciclo celular (MÜNGER et a/. , 1989; O'CONNOR et a/., 1997). Para exercer esta 

função, pRB hipofosforilada se acumula em forma de complexo com uma família de 

importantes fatores de transcrição, denominada E2F, na fase GO/G 1 do ciclo celular. 
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Desta forma, genes respons1vos à E2F, na sua grande ma10na relacionados à 

proliferação celular (como por exemplo cdc2 e c-myc), não são transcritos. A proteína 

E7 de HPVs de alto risco, têm a capacidade de se ligar ao complexo pRB/E2F, liberando 

os fatores de transcrição e inativando pRB (DYSON et ai. , 1989). Outras interações da 

proteína E7 de HPVs de alto risco ocorrem com: 

1) proteínas relacionadas à pRB, como p 107 e p 103 (DYSON et a!. , 1992); 

2) proteínas inibidoras das quinases dependentes de ciclina p21 e p27 (FUNK 

et ai. , 1997; JONES et a!., 1997); 

3) ciclina A e E, formando complexos com função de quinases (ARROYO et 

a!. , 1993); 

4) Quinase Histona Hl (DAVIES et ai. , 1993); 

5) fatores de transcrição da famHia AP-1, como por exemplo c-jun e com a 

proteína ligante ao T AT A-box (MASSIMI et a!. , 1996); 

6) subunidade 4 (S4) da enzuna ATPase (BEREZUTSKA YA e BAGCHE, 

1997); 

7) proteína hTid-1 , homólogo da proteína supressora de tumor de Drosophila 

Tid56 (SCIDLLING et ai., 1998); 
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8) nucleossomo do complexo histona desacetilase (Mi2), inferindo com a 

possível ligação da proteína E7 nas vias de desacetilação (BREHM et ai. , 

1999); 

9) enzima glicolítica M2 (piruvato quinase) (ZWERSCHKE et al., 1999); 

1 O) p48, uma das proteínas envolvidas na sinalização mediada por interferon a 

(BARNARD et al., 1999). 

Em suma, diversas interações foram observadas com as proteínas E6 e E7, mas o 

mecanismo de ação e sua importância no potencial oncogênico promovido pelo HPV 

ainda permanecem obscuros (revisado por zur HAUSEN, 2000). 

1.2.4. Potencial Oncogênico e Imortalização Celular 

Geralmente, o DNA viral apresenta-se integrado ao genoma celular em lesões 

malignas como neoplasias intra-epiteliais cervicais de grau III (NIC III), que incluem o 

carcinoma "in situ", diferentemente das neoplasias intra-epiteliais cervicais de grau I e 11 

(NIC I e NIC II, respectivamente) e lesões benignas onde o DNA viral apresenta-se na 

forma epissomal (não integrada) (DÜRST et ai., 1985). A integração do DNA viral no 

genoma celular parece ocorrer ao acaso, mas a quebra do mesmo geralmente ocorre 

entre a extremidade 3' do gene El e a extremidade 5' do gene E2. Esta clivagem leva à 

interrupção do processo de regulação transcricional viral exercido por E2 (HOWLEY, 

1996). Conseqüentemente, ocorre a síntese contínua das oncoproteínas virais E6 e E7, 
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propiciando a imortalização das células. As lesões intra-epiteliais de alto grau, contendo 

HPVs de alto risco, apresentam altos níveis de expressão de E6 e E7 nas camadas 

pro liferativas, inversamente ao observado nas lesões de baixo grau (revisado por zur 

HAUSEN, 1996). 

Há mais de uma década, tem sido verificada a interação de células epiteliais com 

genes virais capazes de alterar o processo de diferenciação normal destas ocasionando a 

imortalização celular (DÜRST et a/., 1987; PIRISI et a/., 1987 e 1988; SCHLEGEL et 

a/. , 1988). Diferentes sistemas têm mostrado que as funções das proteínas 

transformantes codificadas pelos HPV s associados ao câncer ano genital em humanos, 

podem ser reproduzidas "in vitro" (BEDELL et a/., 1989; KANDA et a/., 1988; 

MA TLASHEWSKI et a/. , 1987; PIRISI et al., 1987). Dentre esses estudos, os dados 

iniciais de maior importância, foram a constatação de que os HPV s 16, 18 e 31, os mais 

correlacionados à lesões do trato anogenital e com potencial para progressão maligna, 

podem imortalizar culturas primárias de queratinócitos normais de prepúcio ou células 

epiteliais da região cervical humana (o mesmo não acontecendo com HPV s de baixo 

risco) (KAUR e McDOUGALL, 1988; SCHLEGEL et al. , 1988; WOODWORTH et a/. , 

1990). 

No processo de imortalização de queratinócitos humanos normais, os HPV s de 

alto risco promovem um desenvolvimento alterado de diferenciação celular. Estas 

células tornam-se altamente proliferantes mesmo na presença de fatores indutores de 

diferenciação celular, como fatores protéicos presentes no soro e altas concentrações de 

cálcio, e continuam dividindo indefinidamente "in vitro", não se diferenciando 
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(SCHLEGEL et al., 1988). No entanto, é importante salientar que estas células não são 

transformadas, pois não são capazes de gerar tumores quando inoculadas em animais 

atímicos. Eventos adicionais, como por exemplo à ativação de oncogenes, são 

necessários para que a transformação celular direcionada à progressão maligna ocorra 

(PIRISI et al., 1988; STOREY et al., 1988). Os genomas de HPV presentes em 

carcinomas cervicais e em linhagens derivadas, estão transcricionalmente ativos, e 

apresentam expressão regular e contínua dos genes E6 e E7 (SCHNEIDER-GADICKE e 

SCHW ARZ, 1986; SMOTKIN e WETTSTEIN, 1986). 

A atividade biológica das oncoproteínas E6 e E7 é dependente do tipo de célula 

onde são expressas. A proteína E6 ou E7 de HPV s 16 ou 18 é suficiente para transformar 

fibroblastos imortalizados de roedores (BEDELL et al., 1989; VOUSDEN et a/. , 1988). 

A expressão concomitante de E6 e E7 leva à imortalização de células mamárias 

epiteliais humanas (McDOUGALL, 1994). Contrariamente, diversos estudos mostram 

que a expressão de E6 e/ou E7, é ineficiente para a imortalização de queratinócitos 

humanos normais e para a transformação de queratinócitos humanos imortalizados. No 

entanto, vale ressaltar, que a expressão destas proteínas, principalmente a sua 

cooperação, é fundamental para a progressão e manutenção do fenótipo imortalizado ou 

maligno, visto que a inibição da expressão in vitro destas proteínas, promove a inibição 

da proliferação celular e em alguns casos a reversão do fenótipo maligno ou 

imortalizado (BARBOSA et a/., 1989; revisado por zur HAUSEN, 2000). 
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1.2.5. Fatores Coadjuvantes a Oncogenicidade do HPV 

Alterações cromossômicas são freqüentemente encontradas nos tumores do colo 

uterino. Carcinomas distintos poderiam adquirir características mais agressivas 

associadas à instabilidade genômica. Os cromossomos mais alterados são o 1 1 e 1 7, 

além de regiões instáveis em microsatélites do cromossomo 6 (KIRCHHOFF et a/. , 

1999). 

A imunodeficiência celular, seja iatrogênica ou adquirida, aumenta a progressão 

de lesões do colo uterino associadas ao HPV (PETRY et ai., 1994). Em mulheres 

infectadas pelo vírus da imunodeficiência humana (IllV), ocorre um aumento da 

prevalência de infecções por HPV e de lesões intra-epiteliais escamosas, incluindo o 

carcinoma do colo uterino (CAPPIELLO et ai., 1997). Nestas pacientes, observa-se uma 

alta taxa de persistência das infecções por HPV de alto risco, o que poderia ser um dos 

fatores responsáveis pelo maior número de casos de carcinoma do colo uterino entre as 

mulheres infectadas pelo IllV (SUN et ai., 1997). 

Fatores imunogenéticos controladores da resposta imune, parecem ter um papel 

relevante na progressão ou regressão de lesões causadas pelo HPV. Várias associações já 

foram descritas relacionando moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade 

principal) de classe I e 11, com a susceptibilidade ou proteção a diversas doenças. 

Associações entre alelos ou haplótipos de genes do sistema MHC e o carcinoma do colo 

uterino ou com suas lesões precursoras, vem sendo descritas, mostrando que existe uma 
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susceptibilidade genética à infecção pelo HPV, e que esta, em parte, é conferida por 

genes deste sistema (APPLE et al., 1994; revisado por MACIAG e VILLA, 2000). 

Alguns estudos relatam algumas associações entre o HPV e outros 

microorganismos. Uma das associações especuladas é com o herpesvírus humano 6 

(HHV6). Este vírus é capaz de infectar células do colo uterino in vitro e ativar a 

transcrição dos genes E6 e E7 de HPV s de alto risco (CHEN et a/. , 1994). 

1.3. O Ciclo Celular 

1.3.1. Aspectos Gerais 

O ciclo celular é um dispositivo bioquímica que opera ciclicamente, constituído a 

partir de uma série de proteínas que interagem entre si e que induzem e coordenam os 

processos dependentes essenciais responsáveis pela duplicação e divisão dos conteúdos 

celulares. O ciclo celular pode ser dividido em quatro fases distintas: G 1, fase onde a 

célula se prepara para a síntese de DNA; S, período no qual ocorre a síntese de DNA; 

G2, período onde a célula se organiza para a divisão celular eM, denominado período de 

mitose, no qual ocorre a separação dos cromossomos em duas células filhas. As células 

que não se encontram em processo de divisão são denominadas células quiescentes 

(revisado por POON, 1997). 

Nos últimos anos, um grande progresso vem sendo obtido no sentido de 

compreender os mecanismos bioquímicos responsáveis pela regulação do ciclo celular. 
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I números trabalhos vêm demonstrando a existência de uma série de reações que 

envolvem um sistema sofisticado de fosforilação e desfosforilação de proteínas celulares 

que controlam o ciclo celular de forma altamente coordena~ em diferentes organismos 

desde as leveduras até o homem. O ciclo celular está baseado em duas famílias de 

proteínas que são essenciais para seu funcionamento: as proteínas quinases dependentes 

de ciclina (CDK) e as ciclinas (DASSO et a/. , 1990; SHERR, 1994). 

A farrulia das CDKs induz processos dependentes da fosforilação de serinas e 

treoninas de proteínas específicas. Os níveis de CDKs em células normais tendem a ser 

altos e constantes (WEINSTEIN et a/., 1997). Até o momento são conhecidas oito tipos 

de CDKs envolvidas no ciclo celular: CDK 1 (também conhecida por cdc 2 em 

leveduras) a CDK 8. As proteínas ativadoras especializadas, denominadas ciclinas, 

ligam-se às moléculas de CDK e controlam sua habilidade em fosforilar proteínas-alvo 

apropriadas. A formação, ativação e a separação dos complexos ciclina-CDK, são 

eventos fundamentais que coordenam o ciclo celular em cada fase. As ciclinas são assim 

chamadas porque sofrem um ciclo de síntese e degradação em cada ciclo da divisão 

celular e estão classificadas em três grandes grupos: ciclinas G 1, ciclinas A e ciclinas B. 

As ciclinas G 1 (C, D1 , D2, D3 e E), são expressas em maior quantidade durante a fase 

G 1 e regulam a transição da fase G 1 para S. A ciclina A é expressa na faseS precoce do 

ciclo celular e provavelmente a prolonga. Dois tipos de ciclinas do tipo B (B 1 e B2) 

aparentemente promovem a entrada e a saída da mitose. A quinase CDK 1 está 

envolvida na regulação da transição G2/M em complexo com a ciclina B. A ciclina A 

pode se associar com CDK 1 e aparentemente este complexo também participa na 
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transição G2/M. A quinase CDK 2 associada com a ciclina E, está envolvida na 

regulação de G 1/S. Interessantemente, esta ciclina pode se assoctar de forma 

independente com duas quinases que exercem funções diferentes (PAGANO et ai. , 

1992). A associação com p33cdk2 (CDK 2) regula a replicação do DNA e a associação 

com p34cdcl (CDK 1) garante que a mitose só ocorra após a completa replicação do 

DN A ( G IRARD et a/., 1991). A quinase CD K 4 é o sítio catalítico das ciclinas D 1, D2 e 

D3, e estes complexos fosforilam a proteína do retinoblastoma (pRB). A ciclina D 1 se 

complexa com CDK 5 e CDK 6, mas a função destes complexos ainda não é conhecida. 

Esta ciclina também se associa com o fator de replicação de DNA ou antígeno de 

proliferação nuclear (PCNA) e com pRB. Diversos estudos indicam que a ciclina DI 

está envolvida na inativação da função de pRB, provavelmente através de sua 

fosforilação e/ou com a formação de complexos fisicos. A expressão positiva da ciclina 

D 1 é regulada por pRB, promovendo uma retro alimentação autoregulatória (HAN et ai. , 

1995). 

Em um ciclo celular padrão, o sistema-controle é regulado por interrupções que 

podem parar o ciclo celular em pontos de controle estratégicos e específicos (pontos de 

checagem ou "checkpoints"). Este mecanismo permite que cada fase do ciclo celular 

esteja completa antes que a próxima inicie. Os principais pontos de checagem do ciclo 

celular inibem a progressão para mitose quando a replicação do DNA não está completa, 

impedem a saída da mitose quando os fusos mitóticos não estão formados e promovem o 

retardamento do ciclo nas fases Gl e S quando o DNA está danificado (ALBERTS et 

ai., 1994). 
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Em eucariotos superiores, o principal ponto de checagem se localiza no final da 

fase G 1, na qual a célula se prepara para a replicação do DNA e onde fatores externos 

ambientais tanto positivos quanto negativos são intemalizados. Os pontos de checagem 

em tumores estão freqüentemente desregulados, promovendo modificações na ativação 

seqüencial de complexos ciclina-CDK específicos. Esta desregulação pode resultar na 

super expressão de reguladores positivos, como as ciclinas e as CDKs, ou na perda de 

reguladores negativos como as CDis (inibidores de proteínas quinases dependentes de 

ciclina), as quais atuam nos complexos CDK-ciclin~ impedindo a progressão do ciclo 

celular (WEINSTEIN et ai., 1997). Os principais e mais conhecidos exemplos de CDis, 

são as proteínas supressoras de tumor p53, p21, p15, p16, pl8 e p27 (Figura 2). 
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Figura 2 -Principais proteínas inibidoras das quinases dependentes de ciclina (em azul), 

envolvidas no controle do ciclo celular. 
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A primeira CDI identificad~ foi a proteína p21 , codificada pelo gene conhecido 

como waf1 , cip 1, cap20 ou sd 11. A proteína p21 é considerada um inibido r universal 

dos complexos CDK-ciclina e da replicação de DNA. Esta proteína é ativada ao nível de 

sua transcrição principalmente por p53, entretanto outros fatores podem ativar a 

expressão de p21 na ausência de p5 3. Alguns deles são: fatores de crescimento como 

PDGF (p/ ate late derived growth factor) e FGF (fibroblast growth factor), ácido butírico, 

ácido retinóico, vitamina D3, citocinas como a interleucina 6, TNFa e interferon gama 

entre outros. O mecanismo de ativação da transcrição de p21 por fatores independentes 

de p53 ainda não é bem conhecido. A p21 age inibindo vários complexos CDK-ciclin~ 

incluindo ciclina D-CDK4/6 e ciclina E-CDK2. A maioria destes complexos atua na fase 

de transição ou ponto de checagem G 1/S. O complexo ciclina A-CDK2, necessário para 

a replicação do DNA, também é inativado por esta proteína (revisado por WEINSTEIN, 

1997). 

As principais CDis que atuam no ponto de checagem em GO-G I, são p21 e p 16. 

A expressão de p21 está correlacionada com a parada do ciclo celular associada à 

diferenciação terminal de várias linhagens celulares (ZENG e EL- DEIRY, 1996). Os 

níveis de p21 oscilam durante o ciclo celular. Esta oscilação é devida a fatores dos quais 

o ciclo celular é dependente, tais como, modificações pós-traducionais, diferentes 

concentrações de p21 e complexos ciclina-CDK. A perda da atividade de p21 

provavelmente interfere na diferenciação normal das células durante o desenvolvimento 

tumoral, contribuindo na tumorigênese (revisado por WEINSTEIN, 1997). A proteína 

supressora de tumor p 16 codificada pelo gene ink4 é uma CDI que se liga 
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especificamente aos complexos ciclina D-CDK4/6, inibindo sua atividade. Estes 

complexos agem na fase G 1 do ciclo celular fosforilando a proteína pRB, ocorrendo 

desta forma a progressão do ciclo celular da fase G 1 para S. A perda da inibição dos 

complexos ciclina D-CDK4/6 promovida por p 16, resulta na fosforilação de pRB e na 

provável desregulação do ciclo celular (KELLEY et ai., 1995). Provavelmente a 

expressão de p 16 é regulada pela proteína pRb através do processo de retroalimentação 

regulatória envolvendo pRB, pl6 e quinases dependentes de ciclina (LI et al. , 1994). 

Altos níveis de p16 são encontrados em células que possuem pRb não funcional por 

mutações ou por infecções virais (T AM et ai., 1994; AAGAARD et ai. , 1995). 

1.3.2. Ciclo Celular e HPV 

Nas lesões de alto grau, bem como nos carcmomas do colo uterino HPV 

positivos, a incidência de alterações genéticas como, mutações ou deleções, em genes 

que originam proteínas envolvidas no controle do ciclo celular, é relativamente baixa 

(CROOK et al., 1991; SCHEFFNER et al. , 1991). Desta forma, entre os diversos 

mecanismos, através dos quais a infecção pelo HPV contribui para a progressão e 

manutenção do fenótipo imortalizado ou maligno das células, a interferência direta das 

oncoproteínas virais E6 e E7 com as proteínas que controlam o ciclo celular é de 

extrema relevância. Estas proteínas virais são capazes de perturbar o processo normal de 

regulação da síntese de DNA da célula infectada, o que se torna essencial tanto para o 
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ciclo de vida do HPV como para o estabelecimento e manutenção das lesões malignas 

ano genitais. 

A principal forma pela qual a oncoproteína viral E6 perturba o ciclo celular, é 

através da sua interação com a proteína supressora de tumor p53 (WERNESS et al. , 

1990), levando à sua degradação pela via de proteólise dependente de ubiquitina 

(SCHEFFNER et al., 1990, 1993). Além disso, E6 interfere na capacidade de ligação de 

p53 ao DNA, impedindo desta forma sua atividade transcricional (VOUSDEN, 1994 ). 

Em resposta à agentes que provocam dano ao DNA ou mesmo com a presença de vírus 

nas células, ocorre um aumento nos níveis de p53, com conseqüente ativação de genes 

envolvidos no processo de controle do ciclo celular, dentre os quais a proteína p21. A 

principal conseqüência desta ativação é a parada em GO-G 1 do ciclo celular. A 

degradação de p5 3 mediada por E6, provoca uma falha na parada em GO-G 1, resultando 

no descontrole do ciclo celular (Figura 3). Interessantemente, mesmo na ausência de 

p53, transcritos de p21 podem ser observados em células mamárias transfectadas com 

E6 de HPV, após serem induzidas com agentes genotóxicos. Contudo, baixos níveis da 

proteína p21 são detectados, podendo ocorrer uma provável degradação desta proteína 

por E6 (:XU et al., 1995). 
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Figura 3 - Interação da proteína E6 de HPV com p53 (modificado de HOWLEY, 1996). 
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Alguns estudos relatam a interação de E6 com a proteína p 16. REZNIKOFF et 

a/., (1996), observaram níveis muito baixos de p16 em células uroepiteliais 

imortalizadas com E6 de HPV16. Este mesmo dado foi observado em queratinócitos 

imortalizados com um retrovírus expressando E6 (revisado por zur HAUSEN, 2000). 

Contrariamente, a presença da proteína E7 (mesmo concomitantemente a E6), provoca 

um aumento nos níveis de p16, dado que confere à E7 propriedades adicionais que 

ultrapassam a função inibitória exercida pela proteína p 16 (SANO et ai. , 1998). Um 

outro estudo muito interessante, relata que em carcinomas do colo uterino HPV 

negativos, ou seja, na grande maioria das vezes com pRB funcional e ativo, ocorrem 

níveis muito baixos de p 16. Em contraste, carcinomas do colo uterino HPV positivos~ 

têm um aumento significativo nos níveis desta proteína. Isto pode ser explicado, em 

parte, pela retroalimentação regulatória entre pRB e p 16, ou seja, quando pRB se 

encontra em sua forma inativa ( fosforilado ), os níveis de p 16 se elevam para que ocorra 

a inibição dos complexos CDK4-ciclinaD. Na presença de E7, pRB vai estar em sua 

forma inativa, explicando desta forma os altos níveis de p 16 nos carcinomas HPV 

positivos. Além disso, observou-se que os níveis de p16 variaram conforme o tipo 

histológico dos carcinomas avaliados. Nos carcinomas intra-epiteliais escamosos, que 

são mais freqüentes e geralmente associados ao HPV16, foram observados altos níveis 

de p16. Em comparação, nos adenocarcinomas, que são menos freqüentes, mais 

agressivos e geralmente associados ao HPV18, observou-se uma grande diminuição nos 

níveis de p 16 (KIM et al. , 1997). 
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A proteína E7 interfere no ciclo celular principalmente através da sua interação 

com pRB. Esta associação foi descrita há mais de uma década (DYSON et ai., em 1989), 

mas até o momento uma série de outras interações foram descritas, cujos mecanismos 

ainda continuam não esclarecidos (revisado por zur HAUSEN, 2000). A proteína E7 tem 

a capacidade de se ligar à forma hipofosforilada de pRB, ou seja sua forma ativa de 

controle negativo do ciclo celular, deslocando os fatores de transcrição E2F. Esta 

associação, pode explicar em grande parte o descontrole do ciclo celular promovido por 

esta proteína viral, contudo, sob certas condições, esta interação não se toma essencial 

para a propriedade imortalizante de E7 (Figura 4). Determinadas mutações na porção do 

gene E7 responsável pela formação de um domínio tipo "zinc finger" e que é 

absolutamente dispensável para sua ligação em pRB, faz com que E7 perca sua 

capacidade transformante (BREHM et ai., 1999). Este dado poderia sugerir uma função 

como fator de transcrição à E7. 
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Figura 4 - Interação da proteína E7 de HPV com pRB (modificado de HOWLEY, 

1996). 

Dados relativamente recentes demonstram que E7 tem capacidade de interagir 

com p21 e anular sua atividade inibitória, normalmente exercida sobre diversos 

complexos CDK-ciclina. Além disso, E7 também impossibilita a inibição exercida por 

p21 sobre a pro tema PCNA, essencial para a replicação do .DNA (FUNK et ai., 1997). A 

CDI p27, também age promovendo a parada do ciclo celular em GO-Gl, através da 
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inibição do complexo ciclinaE/CDK2. Altos níveis de p27 são observados em resposta 

ao TGF~ ou através da inibição por contato e têm função crucial durante a regulação do 

crescimento em diversos tecidos durante a diferenciação. A oncoproteína E7 tem 

capacidade de anular as funções inibitórias de p27 (ZERF ASS-THOME et a/. , 1996). 

Por último, o aumento nos níveis da ciclina A e E é observado na presença da proteína 

E7, durante o processo de transformação celular (ZERF ASS et a/., 1995). 

Esta série de interferências no controle do ciclo celular provocadas pela 

cooperação entre as oncoproteínas E6 e E7, provavelmente são responsáveis pela 

proliferação descontrolada das células infectadas pelo HPV e que a longo prazo podem 

originar uma série de instabilidades e alterações no genoma celular (revisado por zur 

HAUSEN, 2000). 

1.4. A Resposta Imune Contra Infecções Virais 

1.4.1. Aspectos Gerais 

A imunidade celular é o principal mecanismo de combate às infecções 

intracelulares. Este processo ocorre através da interação entre vários tipos de células 

imunocompetentes, sendo essencial à presença das APC (Células Apresentadoras de 

Antígeno), linfócitos CD4+, linfócitos CD8+ e células NK ("Natural Killer"). Após a 

captura dos antígenos em sítios periféricos, as células APC migram para os órgãos 

linfóides secundários, apresentando os fragmentos peptídicos provenientes do 
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processamento do antígeno, às células T CD4+. Esta apresentação é estabelecida na 

superficie das células APC e CD4+, através da formação de complexos entre as 

moléculas de MHC de classe II e os peptídeos, na superficie das APCs, para os TCRs 

(Receptores das Células T), presentes nas células CD4+. A interação entre os TCRs e os 

complexos MHCII -peptídeo, além de específica é crucial para a ativação dos linfócitos 

CD4+, ocorrendo desta forma a expansão clonal destas células. Os linfócitos T CD4+ 

ativados atuam através da secreção de citocinas, na diferenciação de células efetoras do 

sistema imune. Deste modo, linfócitos CD8+, estimulados pelas células alvo 

apresentando antígenos, necessitam da ação de citocinas secretadas pelas células CD4+ 

ou de outros sinais provenientes da interação com as APCs, para diferenciarem-se em 

linfócitos citotóxicos. Os linfócitos T citotóxicos (CTL), reconhecem peptídeos 

apresentados nas moléculas de MHC de classe I, presentes na grande maioria das células 

e exercem seu efeito citotóxico através da liberação de perforinas e citolisinas, enzimas 

que provocam lise osmótica das células alvo (revisado por ABBAS et ai. , 1997). 

Antígenos que não alcançam os órgãos linfóides secundários são ignorados pelo sistema 

imune, pois a ativação das células T CD4+, parece ocorrer apenas nestes órgãos 

(ZINKERNAGEL et ai., 1997). 

1.4.2. A Resposta Imune Contra o Papilomavírus Humano 

A resposta contra agentes virais inclui tanto a resposta inata, quanto a adquirida. 

A imunidade adquirida contra agentes virais é mediada pela combinação entre 
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mecanismos humorais e celulares. Anticorpos específicos são importantes no início da 

infecção, prevenindo a entrada do vírus na célula hospedeira e após a liberação das 

partículas virais das células infectadas, visto que os vírus são inacessíveis aos anticorpos 

no ambiente intracelular. Os papilomavírus são exclusivamente epiteliotrópicos e seu 

ciclo de vida depende exclusivamente da diferenciação celular que ocorre neste tipo de 

tecido. Estes vírus causam infecções produtivas e crônicas, podendo persistir por vários 

meses. Além disso, não causam infecções citolíticas e não ocorre inflamação, fato que 

retarda ou mesmo anula uma resposta imune adequada. 

A entrada do HPV no orgarusmo ocorre através de microlesões da pele ou 

mucosa e o início da infecção ocorre nas camadas basais da epiderme. As células 

infectadas pelo HPV são primordialmente do epitélio escamoso, tecido que apresenta, 

em condições normais, níveis baixos de células apresentadoras de antígeno profissionais 

(no caso da epiderme, células de Langerhans ). Interessantemente, nas lesões cervicais 

HPV positivas, ocorre uma diminuição significativa das células de Langerhans, fato que 

tende a progredir com o avanço das lesões (HA WTHORN et ai. , 1988). Este fato 

poderia levar a uma diminuição da resposta imune celular específica. O principal 

mecanismo de imunidade específica contra o HPV ocorre através da ação dos linfócitos 

T CD4+ e CD8+. A resposta humoral parece ser irrelevante neste tipo de infecção 

(revisado por IARC Working Group, 1995). Verrugas planas causadas pelo HPV, em 

fase de regressão espontânea, apresentam infiltrados celulares compostos principalmente 

de células T e fagócitos mononucleares (IW ATUSI et ai. , 1986). Padrão similar de 

regressão foi observado em verrugas genitais induzidas por HPV 6 ou 11 (JABLONSKA 
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et a!. , 1989). Vale a pena ressaltar, que estas lesões são causadas por HPVs de baixo 

risco, o que na grande maioria das vezes, resulta em infecções produtivas com a 

liberação de vírions para o ambiente externo, sem maiores conseqüências para o tecido 

infectado. De forma semelhante, a grande maioria das lesões benignas causadas por 

HPVs de alto risco, tende a regredir sob influência do sistema imune. Mas, 

contrariamente, em algumas destas lesões, o DNA viral, provavelmente através da sua 

integração, persiste de forma latente nas células, escapando do controle exercido pelo 

sistema imune (JABLONSKA e MAJEWSKI, 1990). Alguns estudos relatam a presença 

de diversos epítopos provenientes do processamento das oncoproteínas virais E6 e E7, 

que se ligam às moléculas de MHC de classe I, presentes nas células infectadas. Desta 

forma, estas duas proteínas apresentam potencial antigênico, o qual foi verificado tanto 

in vitro (KAST et ai., 1994), quanto in vivo (BARTHOLOMEW et ai., 1994). 

Contrariamente, outros estudos demonstram que estas proteínas têm baixo poder 

imunogênico (SADOVNIKOVA et ai., 1994). A diminuição ou perda da expressão de 

MHC de classe I nas células é um mecanismo reconhecido e provocado por diversos 

tipos de vírus, como por exemplo, citomegalovírus, adenovírus, vírus Epstein-Barr, 

papilomavírus bovino, entre outros (revisado por PLOEGH et ai. , 1998). Este tipo de 

modulação parece não ocorrer em lesões de baixo grau HPV positivas, mas é observada 

em lesões de alto grau (CROMME et al., 1993; HILDERS et a!., 1993). 

Basicamente, na linha de defesa contra a infecção por HPV, os macrófagos 

parecem ser as primeiras células a serem recrutadas, podendo estar envolvidos na 

regressão das lesões, seja por um efeito anti-viral direto ou por um mecanismo não 
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específico (JENSON et al. , 1987; TA Y et al., 1987). Por outro lado, tanto os macrófagos 

quanto os queratinócitos ativados, produzem uma série de citocinas, dentre elas o Fator 

de Necrose Tumoral Alfa (TNF a), com atividade antitumoral e antiproliferativa, 

podendo ser um fenômeno importante na regressão de lesões e tumores induzidos pela 

infeção persistente de HPV (BEUTLER e CERAMI, 1987; LUNGER et al. , 1985). 

1.5. O Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) 

1.5.1. Aspectos Gerais 

O TNFa foi descoberto no final do século XIX, quando o cirurgião W. Colley, 

ocasionalmente começou a observar que pacientes com tumores e que apresentavam 

quadro grave de infecção bacteriana, mostravam a regressão progressiva destes tumores 

e muitas vezes até sua eliminação. Estas observações o levaram a tratar pacientes 

portadores de tumor com preparações de bactérias gram-positivas e gram-negativas 

(toxina de Colley), obtendo resultados favoráveis (COLLEY, 1893). A aplicação destas 

toxinas foi amplamente utilizada até que em 1975, CARSWELL e colaboradores 

demonstraram que o tratamento de animais de laboratório com o bacilo de Calmette

Guérin (BCG), seguido por inoculação do componente lipopolissacarídeo (LPS) isolado 

da parede de bactérias gram-negativas, promovia a produção de grandes quantidades de 

uma determinada proteína na circulação destes animais (CARSWELL et ai. , 1975). Ao 

tratar camundongos portadores de sarcoma com o soro enriquecido desta proteína, 
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observou-se uma rápida necrose hemorrágica dos tumores e finalmente sua regressão. 

Desta forma, esta proteína recebeu o nome de Fator de Necrose Tumoral (TNF), sendo 

posteriormente agrupada entre as citocinas (FIERS, 1991 ). 

O TNFa é produzido principalmente por macrófagos ou monócitos ativados 

(PAUL e RUDDLE, 1988). Outros tipos de células como as células ~ mastócitos, 

células endoteliais, queratinócitos e células da musculatura lisa, também são capazes de 

produzir TNFa (RUBIN et al., 1986). Esta citocina possui uma ampla variedade de 

atividades biológicas, como, 1) aumento da expressão de moléculas de adesão nas 

células endoteliais, fazendo com que haja um acúmulo de leucócitos no local da 

inflamação; 2) ativação de polimorfonucleares; 3) estimulação da produção de outras 

citocinas, como, interleucinas 1 e 6 e o próprio TNF, por diversas células do sistema 

imune; 4) aumento da expressão das moléculas de MHC de classe I, favorecendo alise 

mediada pelos linfócitos citotóxicos contra células infectadas por agentes virais; 5) 

inibição da replicação de alguns vírus (revisado por ABBAS, 1997). 

1.5.2. O TNFa e seus Receptores 

O TNF a é uma proteína de 1 7kDa, cuja estrutura se apresenta na forma de 

trímero, com aproximadamente 52kDa. O sítio ativo desta molécula corresponde ao 

domínio que se liga ao receptor na superficie das células, mantendo simetria trimérica 

(SCHOENFELD et al., 1991). Receptores para o TNFa estão presentes em praticamente 
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todos os tipos celulares, com exceção dos eritrócitos e linfócitos T não estimulados, 

sendo que seu número varia de 200 até 1 0000 por célula (revisado por ROTHE et 

ai. , 1992). Existem dois receptores para TNFa, p55 (TNFRl) e p75 (TNFR2). Estes 

receptores são membros de uma farrulia de receptores caracterizada pela presença de 

repetições ricas em cisteína, presentes nos domínios extracelulares de ligação ao TNFa. 

Os domínios intracelulares destes receptores, não apresentam homologia significativa 

entre si, porém ambos são capazes de recrutar as proteínas de sinalização necessárias 

para iniciar um espectro de respostas celulares que podem resultar tanto na ativação de 

diversos genes, quanto na indução de apoptose. Estes dados levaram à observação de 

que estes receptores possuem propriedades funcionais distintas, iniciando vias de ação 

diferentes dentro das células (T ARTAGLIA et a/., 1991 ). 

1.5.3. A Sinalização pelo TNFa 

Os principais componentes das vias de transdução de sinal desencadeadas pelo 

TNFa envolvem os seus receptores TNFRl e TNFR2, assim como todas as proteínas 

associadas à estes receptores e que por sua vez recrutam outras proteínas para transduzir 

o sinal. Dentro deste contexto, diversos trabalhos relatam que o receptor TNFRl está 

envolvido nas atividades antivirais, citotoxicidade, ativação de fatores de transcrição e 

morte celular, após sua ligação com TNFa (T ART AGLIA et a/., 1993; WONG et a/., 

1992). 
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A ligação do TNFa ao receptor TNFR1, proporciona o recrutamento de uma 

proteína que se associa ao domínio de morte de TNFRI, denominado TRADD (TNFRJ

associated death domain). O complexo TNFR1-TRADD tem a capacidade de recrutar os 

componentes da sinalização, tanto da via apoptótica, quanto da ativação da transcrição 

gênica promovida por NF-KB. A via de indução de morte celular induzida por TNF, 

implica no recrutamento de FADD, proteína envolvida na ativação de caspases e de RIP 

(proteína envolvida na ativação da caspase 2 e NF-KB) (revisado por P AHL, 1999). 

Estas cascatas proteolíticas envolvidas com a apoptose, ainda não estão bem elucidadas. 

Um evento de grande importância que ocorre na ativação da expressão de genes pelo 

TNF é a ativação das vias de sinalização de uma família de proteínas quinases ativadas 

por mitógenos, denominadas MAPKs (mitogen-activated protein ldnases). Estas 

proteínas podem ser subdivididas em três subfamílias: 

1) quinases reguladas por sinais extracelulares, denominadas ERKs; 

2) quinases semelhantes à porção amino-terminal do protoncogene c-jun, 

denominadas JNKs; 

3) quinase MAPK p38. 

A ativação das ERKs está associada à proliferação celular e ao efeito anti

apoptótico, contrariamente às JNKs e MAPK p38, que promovem apoptose em diversos 

sistemas celulares (GRAVES et a/., 1996; XIA et a/. , 1995). As vias de sinalização 

mediadas através das MAPKs podem levar à ativação de diversos fatores de transcrição, 

como por exemplo a proteína ativadora de transcrição AP-1 . Estas vias além de 

complexas, ainda não estão completamente elucidadas (Figura 5). 
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Figura 5- Vias de sinalização desencadeadas pelo TNFa. 
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Uma das principais proteínas ativadas pela ligação do TNFa ao receptor TNFR1 

é o fator de transcrição NFKB. Esta proteína está presente de forma inativa no 

citoplasma associada à farrulia de inibidores IKB e sua ativação pode ser induzida por 

mais de 150 estímulos diferentes. Sendo um fator de transcrição, esta proteína apresenta 

um domínio que permite sua ligação ao DNA e sua localização nuclear (VERMA et al. , 

1995). Uma vez ativado, o NFKB pode interagir no controle da transcrição de mais de 

150 genes alvo. Alguns destes genes estão envolvidos na resposta imune (cadeias leves 

das imunoglobulinas, IL-2), na resposta inflamatória (TNFa, linfotoxina ~' IL-1, IL-6), 

na adesão celular (E-selectina, V -CAM), na proliferação celular (p53, p21, Ras, c-myc) e 

no controle da apoptose (TRAF 1, TRAF2 e algumas proteínas inibidoras da apoptose, 

como, ciAPI) (revisado por PHAL, 1999). 

1.5.4. TNFa e HPV 

Como descrito anteriormente, o sistema imune utiliza diversos mecanismos para 

tentar controlar a progressão de lesões induzidas pelo HPV, dentre eles a produção de 

citocinas. Por outro lado, os queratinócitos são capazes de produzir uma série de 

mediadores como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator estimulante de formação de 

colônias (CSF), fator de crescimento transformante ~ (TGF-~), fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e TNFa, que podem influenciar na proliferação e 
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diferenciação da epiderme (JABLONSKA e MAJEWSKI, 1990). Normalmente, a 

expressão constitutiva destes fatores é muito baixa, mas pode aumentar 

significativamente sob a ação de diversos estímulos, como, endotoxinas, partículas 

virais, agentes promotores de tumor e luz ultravioleta (KOCK et a!. , 1990). Desta forma, 

além de um efeito localizado, estas citocinas podem causar um efeito sistêmico pela 

ativação de diversas células imunocompetentes. Além disso, níveis significativos de 

TNFa se acumulam na epiderme após sua administração intravenosa, levantando a 

possibilidade dos queratinócitos serem um importante alvo para esta citocina 

(BEUTLER et a!., 1995). De fato, este fator promove a inibição reversível da 

proliferação de queratinócitos normais in vitro, efeito este observado através da 

diferenciação e conseqüente produção de envelope corneificado por estas células 

(PILLAI et al., 1989). 

Até o momento, diversos estudos têm analisado o papel do TNFa em células 

infectadas pelo HPV. Algumas pesquisas relatam uma ação direta desta citocina na 

transcrição das oncoproteínas virais E6 e E7, juntamente com a diminuição da 

proliferação celular. Linhagens celulares imortalizadas tanto com HPV16 quanto com 

HPV18, mostraram uma diminuição nos níveis destas proteínas após tratamento com 

TNFa (KYO et a!., 1994). A diminuição de sensibilidade ao TNFa, tanto para a 

transcrição viraL como para a proliferação celular e expressão de proteínas ativadas por 

esta citocinas, está definitivamente associada à progressão do fenótipo maligno destas 

células (PIRISI et ai., 1995; ROSL et a!., 1994). O fator de transcrição AP-1 é essencial 

para a iniciação e manutenção da expressão viral nas células infectadas pelo HPV. Em 
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células normaiS e em algumas linhagens imortalizadas por HPV, o TNFa age 

modificando a composição de AP-1, inibindo conseqüentemente sua atividade 

transcricional. Este mesmo efeito não ocorre em células transformadas pelo HPV 

(SOTO et al. , 1999). 

Estudos anteriores realizados no Laboratório de Virologia do Instituto Ludwig de 

Pesquisa Sobre o Câncer, demonstraram que células transfectadas com HPV 16 (HF698) 

eram tão sensíveis quanto queratinócitos normais ao efeito antiproliferativo exercido por 

TNFa, enquanto que células imortalizadas tanto por HPV18 (HF18 e HF18Nco) quanto 

por SV40 não paravam de proliferar frente a esta citocina (VILLA e SCHLEGEL, 1991 ; 

VILLA et a/. , 1992). Resultados semelhantes foram obtidos com linhagens imortalizadas 

por DNA subgenômico de HPV16 (HF1628 e HF1638) ou HPV18 (HF1842), ou sej~ 

células contendo plasmídio expressando apenas as oncoproteínas virais E6 e E7. Estes 

resultados incentivaram a tentativa em avaliar os passos que o TNFa percorre dentro da 

célula para poder exercer este efeito. Com o intuito de tentar correlacionar o papel do 

TNFa na inibição da proliferação celular destas células, avaliou-se a expressão de 

diferentes proteínas que estão envolvidas no controle do ciclo celular (VIEIRA et al., 

1996). Os resultados obtidos com relação à expressão de diferentes proteínas 

regulatórias do ciclo celular, mostraram que as linhagens sensíveis à ação 

antiproliferativa do TNFa, apresentaram uma redução intensa na expressão de ciclina A, 

ciclina B e CDK 1, após 60 horas de tratamento. O mesmo não acontece para linhagens 

resistentes, bem como para as linhagens tumorigênicas, SiHa e HeLa. A diferença de 

sensibilidade entre estas células não se deve ao número de receptores de TNFa presentes 
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nestas células (VIEIRA, 1995). Uma vez que estas linhagens apresentam uma diferença 

na velocidade de crescimento observada em cultura, carenciaram-se estas células a fim 

de avaliar a expressão das diferentes ciclinas na presença de TNFa. Os resultados 

obtidos foram idênticos aos anteriormente discutidos, indicando fortemente que o 

controle da expressão de algumas dessas proteínas é perturbado por TNFa. Células 

sensíveis que estacionaram nas fases GO-G 1 após serem expostas ao TNFa, acumularam 

pRB em sua forma hipofosforilada, enquanto nenhum efeito foi observado na 

fosforilação de pRB em células imortalizadas por HPV18 (VIEIRA et a/. , 1996). 

Estas alterações ao nível de fosforilação de pRB e na expressão das diferentes 

proteínas celulares, poderiam ser ocasionadas por modificações em CDis, 

particularmente p21 e p 16, que atuam principalmente na fase GO-G 1 do ciclo celular e 

que poderiam estar envolvidas em um provável mecanismo que explicasse a diferença 

de sensibilidade entre as linhagens avaliadas. O TNFa está envolvido na ativação de 

diversos genes responsáveis pelo controle do ciclo celular em células sensíveis ao seu 

efeito antiproliferativo (SIDOHARA et a/., 1997). A parada do ciclo celular em GO-G 1 

induzida por TNFa em diversas linhagens estudadas, mostrou ser independente da via 

p53-p21, indicando que outras CDis poderiam estar envolvidas neste processo. Após 

serem tratadas com agentes genotóxicos, linhagens celulares infectadas por HPV 

apresentando p53 funcional, expressaram altos níveis de mRNA da proteína p21. 

Entretanto, a capacidade destas células pararem em G 1, difere entre culturas primárias 

normais e linhagens celulares infectadas por HPV, sendo que nestas últimas, é possível 
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que a proteína E6 endógena esteja interferindo com a parada do ciclo celular mediada 

por p53. 

Até o momento, não existem dados na literatura associando TNFa à expressão 

de p16. Apenas WOLFF e NAUMANN (1999), relatam que o aumento na expressão de 

p 16, provoca a supressão da atividade transcricional de NF-KB, modificando desta forma 

a ativação de fatores relacionados ao ciclo celular mediada por NF-KB. 

Ass~ é altamente relevante que se busque o envolvimento de diferentes genes 

na resposta celular às infecções por HPV. A abordagem utilizada neste trabalho para 

tentar identificar alguns destes genes possivelmente envolvidos nos mecanismos acima 

descritos, foi a técnica de "Differential Display", comparando linhagens imortalizadas 

com HPV16 e 18 e células normais, antes e após tratamento com TNFa. 

44 



2. Objetivo e Justificativa 

O TNFa influencia a ativação de diversos genes responsáveis pela parada do 

ciclo celular na fase GO-G 1 em células sensíveis ao seu efeito antiproliferativo. A 

presença ou mesmo tipos diferentes de HPVs (neste caso HPV16 e HPV18), poderiam 

estar interferindo no mecanismo de resposta ao TNFa. Com a abordagem experimental 

proposta neste estudo, objetivou-se: 

2.1. Determinar a expressão de p16 e p21 (RNA e proteína), nas linhagens 

imortalizadas com HPV 16 e 18, antes e após tratamento com TNF a; 

2.2. Identificar genes diferencialmente expressos comparando as linhagens 

normal e imortalizadas com HPV16 e 18, antes e após tratamento com TNFa, através da 

técnica de "Differential Display". 
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3. Material e Métodos 

3.1. Cultura de células 

Foram utilizadas culturas primárias de queratinócitos obtidos a partir de 

prepúcios de recém-nascidos (normal human foreskin keratinocytes ou NHFK), como 

descrito por SCHLEGEL et al .. (1988) e linhagens de queratinócitos humanos normais 

imortalizados com genoma completo de HPV16 (HF698) e HPV18 (HF18Nco). As 

linhagens imortalizadas por HPV foram isoladas de clones independentes e obtidas por 

transfecção a partir de NHFK (BARBOSA e SCHLEGEL, 1989). Os NHFK foram 

cultivados em meio definido para cultivo de queratinócitos (K-SFM - Life Technologies 

Inc, Gaithersburg, MD), suplementado com 70J.ig de extrato de pituitária bovina e 

1 Ong/rnL de fator de crescimento epidérmico (EGF). As linhagens imortalizadas com 

HPV foram cultivadas em meio 3 + 1, que consiste em uma mistura de três volumes de 

K-SFM e uma volume de D:MEM (Dulbecco's modified Eagle medium) com 10% de 

soro fetal bovino (SFB). As células fora mantidas em estufa úmida, a 37° C e com 5% de 

C02. Os subcultivos foram feitos na proporção 1:4. As células foram congeladas quando 

necessário em meio contendo 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) e 20% de soro fetal 

bovino. 
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3.2. Tratamento com TNFa (VILLA et a!., 1992) 

As linhagens celulares NHFK, HF698 e HF18Nco, foram cultivadas nas 

condições anteriormente descritas, por aproximadamente 7 passagens, tripsinizadas e 

contadas em câmara de Newbauer. Em seguida, foram semeadas em placas de Petri de 

plástico (2-5 x 105 ou O, 7-1 x 105 células por placa, conforme as placas utilizadas, 90 ou 

60 mm de diâmetro, respectivamente). Ao atingirem 40-50% de confluência, o meio de 

cultura foi substituído por meio fresco com 2nM de TNFa humano recombinante 

(Boehringer Mannheim). Após 60 horas de tratamento, realizou-se a análise de 

proliferação celular, extração de RNA e proteínas. Em todos os casos foram semeadas 

placas controle que não foram tratadas com TNFa. 

3.3. Análise de proliferação celular 

Os efeitos do TNFa na proliferação celular foram avaliados mediante análise por 

citometria de fluxo. As células cultivadas em placas de Petri de 90mm (com e sem 

tratamento com TNFa) foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com 5mL de PBS, 

ressuspendidas em DMSO em tampão sacarose-citrato (1 06/1 OOf.ll CYCLE TEST PLUS 

buffer solution, Beckton Dickinson) e utilizadas a seguir ou estocadas à 70° C até a 

análise. A marcação das células foi feita com iodeto de propídeo utilizando-se o kit 

CYCLE TEST PLUS (Beckton Dickinson). Aos lOOf.lL da suspensão de células 

acrescentou-se 250f.ll da solução A (que contém tripsina), a temperatura ambiente por 1 O 
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minutos. Em seguida, foram adicionados 200~1 da solução B (que contém inibido r de 

tripsina e Ribonuclease A) a temperatura ambiente, por 1 O minutos. Por último, 

adicionou-se 200~L da solução C (que contém iodeto de propídio e tetrahidrocloreto de 

espermina), a 4° C, por 15 minutos. 

A avaliação da fluorescência do iodeto de propídeo no núcleo das células foi 

realizada por citometria de fluxo em citómetro F ACScan, empregando-se para a análise 

· o programa "CellFit" (Becton Dickinson), que permite visualizar e quantificar as 

diferentes populações de células distribuídas pelas diferentes fases do ciclo celular. 

3.4. Extração de RNA 

O RNA de todas as linhagens celulares foi isolado utilizando-se o método 

RNAzoi™ B (CEL-TEST, INC). Para cada linhagem celular foram adicionados 0,5mL 

de RNAzoVplaca, e as células foram coletadas mediante o uso de um ce/1 scraper e 

transferidas para um tubo Eppendorf de 1 ,5 mL. Em seguida, foram adicionados 0,2mL 

de clorofórmio por cada mL homogeneizado. Cada amostra foi agitada vigorosamente 

por inversão durante 15 segundos, mantida em gelo por 5 minutos e centrifugada a 

12000g e 4 ° C durante 15 minutos. A fase aquosa de cada amostra foi transferida para 

outro Eppendorf e o RNA precipitado mediante a adição de um volume igual de 

isopropanol, durante um período superior a 1 O horas, a -70° C. Finalmente, as amostras 

foram centrifugadas a 12000g a 4 ° C, durante 15 minutos, os pellets foram lavados com 
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etanol 75°/o a 7500g a 4° C, durante 8 minutos, secados naturalmente, ressuspendidos em 

50J.!L de água Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e estocadas a -70° C. A 

concentração de RNA de cada amostra foi determinada a 260/280nm utilizando-se um 

espectrofotômetero Genesys 2 (Spectronic®). 

3.5. Northern Blot 

Após cada extração do RNA total das amostras, 10 J.lg de RNA foram submetidas 

ao fracionamento em gel de agarose desnaturante com 1% de formaldeído, para 

verificação da integridade do RNA através da visualização das subunidades ribossomais 

28S e 18S sob luz ultravioleta, conforme procedimentos usuais (SAMBROOK et ai. , 

1989). Esta técnica permite não somente detectar e quantificar a expressão gênica 

(RNA), mas também determinar o peso molecular relativo dos transcritos. Neste caso, 

foi utilizada para avaliar a expressão dos genes p21 e p 16 nas linhagens tratadas e não 

tratadas com TNF a. 

Para um gel de 100mL foram utilizados 1g de agarose (GibcoBRL), 2mL de 

borato de sódio 50X (ácido bórico IM, pH 8,3), 50J.!L de EDTA (0,5 M, pH 8,0) e 17mL 

de formaldeído 37% (Merck). As amostras foram preparadas colocando-se lOJ.ig de cada 

RNA em um volume final de 20J.!L. Em seguida, foram acrescentados 20J..LL de tampão 

de amostra (glicerol20%, borato IX, EDTA 0,2mM, formamida 50%, forrnaldeído 16% 

e azul de bromofenol). As amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C durante 1 O 
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minutos sendo imediatamente transferidas em gelo (5 minutos). Finalmente as amostras 

foram aplicadas no gel e submetidas à eletroforese a 70 volts em tampão de corrida 

(borato 1 X, EDT A 0,5mM e formaldeído 5%) durante 4 a 5 horas. 

O gel foi lavado em 4X SSC (NaCI 0,6M, citrato de sódio 60mM, pH 6,45) e 

1 OX SSC (NaCI 1 ,5M, citrato de sódio 1 ,5M, pH 6,45) durante 20 minutos para eliminar 

o excesso de formaldeído. As amostras foram transferidas por capilaridade para uma 

membrana de nylon (Hybond-N/Amersham) com 10 X SSC, durante 12 a 16 horas. A 

eficiência de transferência foi conferida mediante visualização do RNA utilizando-se 

lâmpada UVG-11 (Mineralight) de baixo comprimento de onda (254nm) e os RNA 

foram fixados na membrana utilizando lN Crosslinker FB-UVXL-1 000 

(FisherBiotech). 

A hibridização foi realizada a 65°C durante 16 horas em solução de hibridização 

contendo sonda marcada através do kit Random Primers DNA Labeling System GIBCO

BRL com P32 (Na2HP04 0,25M, SDS 7%, BSA 1%, EDT A 1 mM). Posteriormente, a 

membrana foi lavada com solução de lavagem (Na2HP04 0,25M, SDS 1% e EDT A 

1 mM) durante 30 minutos, a 65°C, para a retirada do excesso de sonda. Finalmente, as 

membranas foram expostas a filmes de raio X a 70°C, de 36 a 48 horas. Com objetivo de 

normalizar a quantidade de RNA aplicada, utilizou-se uma sonda para o mRNA da 

gliceraldeído 3-P desidrogenase. Essa enzima faz parte da via glicolítica e é codificada, 

de forma constitutiva nos tecidos. 
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Para a quantificação e normalização das intensidades relativas das bandas 

obtidas, os filmes foram submetidos a densitometria de laser em UltraScan 

(Pharmacia/LKB). 

3.6. DDRT -PCR "Differential Display RT -PCR" (LIANG et al. , 1992) 

Neste método, especificamente, uma amostra de RNA é transcrita reversamente 

com grupos de iniciadores (T 11 MN) o ligo ( dT) ancorados, onde M pode ser G, A ou C, e 

N outra base qualquer. Desta forma, com um conjunto de quatro iniciadores T II V A, 

TttVC, TttVG e Tt tVT, podemos dividir toda a população de m.RNA em 12 

subpopulações de cDNA de fita simples. Esses cDNAs são utilizados como moldes em 

uma reação de PCR radioativa (a dCTP32
) , onde um iniciador ancorado combinado com 

outro iniciador aleatório de 10 bases (p13, p14 ou p15) são utilizados na amplificação 

em condições de baixa estringência. Uma temperatura mais baixa é utilizada no primeiro 

ciclo de amplificação do cDNA, visando o pareamento dos iniciadores em sítios de 

complementariedade parcial. Desta forma, após a transcrição reversa e desnaturação, o 

pareamento do iniciador feito na primeira fita de cDNA recém sintetizada, se torna 

disponível para o pareamento com o iniciador arbitrário de acordo com a seqüência do 

mesmo. O produto deste segundo passo, possuirá os iniciadores presentes em cada uma 

das extremidades e poderá ser amplificado na reação de PCR. Teoricamente somente 

segmentos provenientes do mRNA serão amplificados, isto porque um sítio fo i gerado 

durante a síntese do cDNA e o outro sítio adicionado durante o pareamento em baixa 
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estringência durante o ciclo da PCR. Após separação dos fragmentos por eletroforese em 

gel de seqüenciamento, identificam-se as bandas diferencialmente expressas através da 

impressão em um filme de raio-X. O cDNA é recuperado do gel e reampli:ficado em 

outra reação de PCR. Este produto é clonado e seqüenciado. As seqüências obtidas são 

comparadas às seqüências registradas em bancos de genes em busca de similaridades e 

na provável caracterização de um gene. Posteriormente a expressão do gene é 

comprovada através de uma análise de ''Northem Blot", utilizando-se como sonda as 

bandas de cDNA clonadas. Este método possibilita a identificação de genes 

diferencialmente expressos entre as aproximadamente 15000 espécies de mRNAs 

individuais em cada população de células e recuperar os diferentes cDNAs e clones 

genômicos. Desta forma, tanto genes super expressos quanto genes suprimidos podem 

ser identificados simultaneamente (LIANG et a/., 1992). Neste estudo, foi utilizado 

apenas um iniciador ancorado (Til VC) combinado com os 3 iniciadores aleatórios, 

devido ao grande número de bandas diferencialmente expressas obtidas em cada 

experimento, quando comparadas as linhagens em questão. 

3.6.1. Tratamento do RNA total com DNasel 

Uma vez confirmada a integridade do RNA, trataram-se todas as amostras com 

DNasei com o objetivo de eliminar uma possível contaminação com DNA genômico. 

Para cada amostra com 50Jlg de RNA, utilizaram-se: 1 OJ.!L de tampão 1 OX (MgCh), 

1 JlL de inibidor de RNAase (RNAsin 40UIJ..LL), 1 OJ.!L de DNAase (DNAase Promega 
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IUIJ.!L), lOJ.!L de DTT lümM (DTT O, IM GIBCO) e 69J.!L de água tratada com DEPC. 

Incubou-se a 3 7°C por 1 hora. Para parar a reação, adicionou-se em cada amostra 25 J.!L 

de STOP REACTION: 2,5J.!L de EDTA 0,5M, 12,5J.!L de NaOAC 3M, 1,25J.!L de SDS 

20% e 8,75J.!L de água tratada com DEPC. Adicionaram-se mais 75J.!L de água tratada 

com DEPC em cada amostra e em seguida procedeu-se a extração do RNA. Utilizaram

se clorofórmio (1 vez) e clorofórmio álcool-isoamílico (1 vez). A precipitação do RNA 

. foi obtida adicionando-se lÜJ.!L de NaCl 5M e 525J.!L de álcool etílico 80%. As amostras 

ficaram a -70°C de 10-15 horas. Em seguida foram centrifugadas a 14000g/4°C, os 

pellets lavados 1 vez com álcool etílico e secos em centrífuga com vácuo (SpeedVac). 

Cada amostra foi ressuspendida em 50J.!L de água tratada com DEPC. A quantificação 

foi feita através da leitura de uma alíquota de cada amostra no espectrofotômetro em 

comprimento de onda equivalente a 260nm, considerando que 1 OD260 equivale a 

40J.!g/mL de RNA. A relação entre as leituras realizadas a 260 e 280nm é utilizada 

como parâmetro na estimativa do grau de contaminação do RNA por proteínas, devendo 

ser igual ou próxima a 2,0. 

3.6.2. Síntese de cDNA com iniciador ancorado 

O cDNA é sintetizado com um iniciador ancorado (neste caso utilizou-se o 

T 11 VC ou ET11 C). Para cada amostra utilizaram-se: 0,2J.!g do RNA (2,0J.!L), 2,0J.!L do 

oligo TIIVC ou ET11C 2,5J.!M e 16,0J..LL de água tratada com DEPC. Incubou-se a 70° C 

por 1 O minutos. Após deixar as amostras 2 minutos em gelo, procedeu-se a reação de 
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transcriptase reversa: 4,01J.L de 5X First Strand Buffer (GIBCO), 2,0flL de dNTP 

(0,2mM), l,OflL de RNAsin (RNAsin Promega, 40U/flL), 1,0flL Transcriptase Reversa 

(SuperScript™ II RT 200U/flL) e l,OflL DTT 0,1M (GIBCO). Incubou-se a 42°C por 

uma hora e por último, inativou-se a 70°C por 15 minutos. 

3.6.3. Reação em cadeia da polimerase para amostragem diferencial das 

populações de mRNA: DDRT-PCR 

A amplificação dos cDNAs foi feita com os três iniciadores aleatórios e um 

iniciador ancorado, ou seja, cada amostra foi amplificada utilizando-se três combinações 

de iniciadores: TttVC x P13, T 11 VC x P14 e T 11 VC x P15. Os iniciadores e as condições 

de reação estão resumidas nos quadros 1 e 2. Para cada 201J.L de reação utilizaram-se: 

2,0flL de tampão de PCR 10X (Gibco-BRL), 1,0flL de cloreto de magnésio 50nM 

(Gibco-BRL), 0,51J.L Taq DNA Polimerase-Sequence Grade 5U/flL (Promega), 2,0flL de 

dNTP 2001J.M, 0,5flL P32 adCTP, 2,0flL do iniciador aleatório 51J.M, 2,0flL do iniciador 

ancorado 2,51J.M e 7,0flL de água Milli-Q. A cada 5J.1L dos produtos amplificados, foram 

adicionados 2J.1L de STOP SOLUTION (USB). As amostras foram desnaturadas a 70°C 

durante 5 minutos e submetidas à eletroforese em um gel denaturante ( 48g de uréia, 

15mL de bis-acrilamida 39:1, 10mL de BTE lOX, 650J.1L de APS 10%, 42,5J.1L de 

TEMED e água MilliQ q.s.p. 100mL) a uma tensão de 1500V até que o corante xileno-
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cianol alcançasse 3/ 4 do gel. O gei foi exposto contra filme de rnio-X KODAK por 

tempos variados e então revelado. 

Quadro 1 - Iniciadores utilizados para DDRT-PCR (LIANG et al., 1993; LIANG e 

P ARDEE, 1992). 

INICIADORES SEQUENCIA DOS INICIADORES 
P13 5'- CTGATCCATG- 3' 

ALEATÓRIOS P14 5'- CTGCTCTCAA- 3' 
P15 5'- CTTGATTGCC - 3' 

TuVC 5 '- TTTTTTTTTTTV C - 3' 
ANCORADOS TuVG· 5 '- TTTTTTTTTTTV G - 3' 

TuVA 5 '- TTTTTTTTTTTV A - 3' 
V =AouCouG 

Quadro 2- Condições de ciclagem utilizadas para DDRT-PCR (LIANG e PARDEE, 

1992). 

TEMPERATURA DURAÇÃO CICLOS 
94°C 4 minutos 1 ciclo 
94°C 30 segundos 
40°C 2 minutos 40 ciclos 
72°C 30 segundos 
94°C 30 segundos 
40°C 2 minutos 1 ciclo 

72°C 10 minutos 

3.6.4. Recuperação e eluição das bandas do gel desnaturante 

O autoradliograma do DDRT -PCR foi analisado com base na sua 

reprodutibilidade, qualidade e número de bandas geradas. Após esta primeira análise, as 
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bandas que apresentaram diferentes perfis de expressão foram selecionadas, 

identificadas e finalmente recuperadas. 

A recuperação das bandas do produto de PCR foi efetuada como descrito por 

WELSH et a/. . ( 1992). O auto radiograma foi alinhado com o gel de acordo com as 

marcas radioativas previamente feitas e as bandas cortadas do gel utilizando-se lâminas 

estéreis. A cada fragmento do gel de acrilamida contendo a banda de interesse, 

acrescentou-se I OO~L de água Milli-Q e o DNA foi então eluído por aquecimento a 

95°C por I5 minutos. Após a centrifugação a I2000rpm por 2 minutos o sobrenadante 

foi coletado. A partir de 2,0~L de cada eluato, procedeu-se a reamplificação por PCR 

dos fragmentos de cDNA de interesse realizada nas mesmas condições descritas para o 

DDRT -PCR, porém eliminando-se o radioisótopo. Os produtos de PCR foram 

fracionados em gel de agarose I ,2% contendo brometo de etídeo (0,5~g/mL), e as 

bandas de interesse recuperadas do gele purificadas utilizando-se o "Wizard PCR Preps 

DNA puri.fication system" (Promega), seguindo as instruções recomendadas pelo 

fabricante. 

3.6.5. Clonagem e Seqüenciamento das amostras 

Os produtos da reamplificação foram purificados pelo "Magic PCR Preps 

Purification System" (Promega) e clonados em pUCI8 pelo Kit Sure Clone® ligation kit 

(Pharmacia). A presença do inserto nos vetores foi checada através de uma reação de 
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PCR utilizando-se iniciadores específicos para a região 5' e 3' da região polilynker do 

vetor (pUCM13 senso e pUCM13 antisenso ). A positividade das amostras foi 

determinada pelo tamanho esperado de cada clone, e confirmada após digestão do 

plasmídio purificado com enzimas apropriadas. A transformação em bactérias E. co/i 

DH5a foi realizada por termotransformação. As bactérias foram selecionadas em meio 

LB-ágar contendo 1,5% de ampicilina (lOOJ.iglm.L), IPTG (0,1 nM) e X-gal (0,003%). 

F oram selecionadas de 3 a 5 colônias, inoculadas em meio LB com ampicilina e 

incubadas a 3 7° C. O DNA plasmidial foi purificado utilizando-se o kit Wizard Plus 

MiniPrep DNA Purification System (Promega). 

De 300 a 500 nanogramas dos plasmídios obtidos na clonagem contendo os 

insertos de interesse, foram seqüenciados utilizando-se o Kit "Thermo Sequence 

fluorescent labelled primer cycle sequencing" (Amersham Life Science) disponível para 

o seqüenciamento automático no seqüenciador ABI377-PRISM (Perkin Elmer Cetus). 

3.6.6. Análise das seqüências 

As seqüências obtidas foram submetidas ao banco de dados americano de 

seqüências nucleotídicas do Centro Nacional de Biotecnologia e Informações (NCBI), 

utilizando-se o algoritmo BLAST-N (http:\\www.ncbi.nlm.gov). 
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3. 7. Extração de proteínas e Western Blot (VIEIRA et ai., 1996) 

A extração de proteínas das linhagens analisadas foi realizada mediante lise 

celular e posterior separação da fração proteica. A cada placa adicionaram-se 500J.il de 

solução de lise (NaCI 150mM, Tris-HCI 50mM pH 7,5, NP40 0,5%, EDTA 0,1mM, 

fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 0,5% e Aprotinina 100 unidades/ml), sendo os dois 

últimos componentes inibidores de proteases. O lisado foi coletado mediante o uso de 

um cell scraper e transferido para um tubo Eppendorf de 1,5ml. Em seguida, após 

incubação em gelo durante 15 minutos e centrifugação a 15000g a 4° C, durante 30 

minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e as amostras estocadas a -70° 

C. As amostras foram quantificadas através do método de Bradford e submetidas a gel 

de separação 12,5o/o, contendo. 1 ,875ml de acrilamida 30%, 1 ,5ml de lower buffer (Tris

HCI 1,5M, SDS 0,4%, pH=8,8), 1,125ml de água, 24J..Ll de APS, 11,25J.il de TE:MED. O 

gel de Stacking 4% contém 1 ,5ml de água, 625ml de tampão superior (Tris-HCI 0,5M, 

SDS 0,4o/o, PH=8,0), 3l3J.il de acrilamida 30%, 11,25J.il de APS e 3,75J.il TE:MED. Após 

eletrotransferência para filtro de nitrocelulose, com tampão contendo 144g de glicina, 

30,3g de Tris e 1 Og de SDS, estes filtros foram avaliados na presença de anticorpos 

monoclonais específicos para p16 e p21 (Santa Cruz Biotechnology). 

A normalização das bandas específicas obtidas no Western Blot foi realizada por 

densitometria de bandas inespecí:ficas utilizadas como padrão, presentes no mesmo 

filme. 
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4. Resultados 

Inicialmente, como já demonstrado nestas linhagens (VIEIRA et a/., 1996), foi 

analisada a inibição diferencial da proliferação das linhagens imortalizadas HF698 

(HPV16) e HF18Nco (HPV18) tratadas com 2nM de TNFa. Os efeitos desta citocina 

foram avaliados mediante análise por citometria de fluxo (F ACS), em cinco 

experimentos individuais para cada linhagem. Quando se expôs a linhagem HF698 ao 

TNFa, observou-se uma diminuição significativa de células na faseS e um aumento das 

mesmas na fase Go-G 1, quando comparadas à linhagem. controle (não tratada com 

TNFa). O mesmo não foi observado .na linhagem HF18Nco após serem submetidas ao 

tratamento com TNFa (Tabela 1). 

Tabela 1 - Análise por F ACS da distribuição das populações celulares nas distintas fases 

do ciclo celular quando tratadas com 2 nM de TNF -a. 

Linhagem HF698 HF18Nco 

TNFa - + - + 

GO-Gl 61,2 ± 3,1 73,4 ± 2,2 69,3 ± 4,6 70,9 ± 6,4 

s 28,2 ± 1,1 18,0 ± 1,9 20,9 ± 2,1 17,8 ± 4,1 

G2+M 10,6 ± 4,1 8,6 ± 2,4 10,8 ± 4,0 8,6±3,1 
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A diferença observada no nível de fosforilação de pRB e na expressão de 

algumas proteínas envolvidas no ciclo celular (VIEIRA et ai. , 1996), pode ser 

ocasionada por alterações nos níveis ou expressão de CDis, particularmente p21 wafl e 

p 16ink4
, que atuam principalmente na fase GO-G 1 do ciclo celular e que poderiam estar 

envolvidas num provável mecanismo que explicasse a diferença de sensibilidade das 

. linhagens anteriormente citadas. Com intuito de verificar as alterações acima 

mencionadas, foram realizados ensaios de "Northern Blot" e "Western Blot", para p 16 e 

p21, nas linhagens imortalizadas por HPV 16 e 18. 

Conforme apresentado na figura 6, os níveis basais de p21 parecem aumentar 

tanto na linhagem HF698, como na HF18Nco, após indução por TNFa. Analisando as 

figuras 7 e 8, que representam respectivamente a razão entre os níveis de p21/GAPDH e 

o coeficiente de indução em três experimentos individuais para cada linhagem 

(indicados pelas barras de desvio), evidencia-se a indução de p21 na linhagem HF698 

após o tratamento com TNFa. Estas medidas foram avaliadas estatísticamente através do 

Teste t de Student, confirmando a significância da indução acima mencionada (Tabela 

2). 
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Figura 6- Análise dos níveis de mRNA de p21 , nas linhagens HF698 e HF18Nco, antes 

e após tmtamento com 2nM de TNFa. 
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Figura 7- Razão entre os níveis de p21 e GAPDH, antes e após tratamento com 1NFa, 

nas linhagens estudadas. 
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Figura 8- Coeficiente de indução de p21, após tratamento com TNFa, nas linhagens 

estudadas. 
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Tabela 2- Análise comparativa dos níveis de p21 antes e após tratamento com TNFa., 

nas linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste t de Student) 

HF698 HF18Nco 0,124 

HF698TNF HF18NcoTNF 0,365 

HF698 HF698TNF 0,004* 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,967 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

HF698 HF18Nco 0,082 

* valores stgmficativos 

Analisando a figura 9, observa-se um aumento na indução da proteína p21 na 

linhagem HF698 em relação à linhagem HF 18Nco, após o tratamento com TNF a.. Os 

níveis da proteína p21 e sua indução, avaliados em dois experimentos individuais de 

cada linhagem, são mostrados nas figuras 1 O e 11, respectivamente. Estas medidas foram 

avaliadas estatisticamente através do teste t de Student, comparando tanto as diferenças 

obtidas entre as linhagens HF698 e HF18Nco, quanto de acordo com a exposição de 

cada linhagem ao TNF a.. Porém, a diferença verificada na figura 9 não foi 

estatisticamente significativa (Tabela 3). 
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HF698 HF18Nco 
TNFa IIJII + + 

111,4 kD 

74,2 kD 

45,5 kD 

29,5 kD 

p21 IIJII 18,3 kD 

15,4 kD 

Figura 9- ~álise da proteína p21 , através do método de "Westem Blot" . As linhagens 

HF698 e 18Nco foram submetidas ao tratamento com 2 nM de TNFa.. 
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Figura 10- Níveis da proteína p21 (proporções definidas em Material e Métodos), antes 

e após tratamento com TNFa, nas linhagens estudadas. 
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Figura 11 -Coeficiente de indução da proteína p21, após tratamento com TNFa, nas 

linhagens estudadas. 
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Tabela 3 - Análise comparativa da expressão da proteína p21, antes e após tratamento 

com TNF a, entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste t de Student) 

HF698 HF18Nco 0,642 

HF698TNF HF18NcoTNF 0,707 

HF698 HF698TNF 0,485 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,96 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

HF698 HF18Nco 0,21 

Observando a figura 12, parece não ocorrer indução de p 16 nas linhagens HF698 

e HF18Nco, após tratamento com TNFa. Ao analisarmos as figuras 13 e 14, que 

representam respectivamente a razão entre os níveis de p 16/GAPDH e o coeficiente de 

indução após tratamento com TNF a, em três experimentos individuais de cada 

linhagem, verifica-se que não ocorre a indução de p 16 nas duas linhagens avaliadas. A 

tabela 4 representa a análise estatística elaborada através do Teste t de Student, onde se 

confirma o dado acima mencionado. 
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Figura 12 - Análise dos níveis de mRNA de p 16, nas linhagens HF698 e HF 18Nco, 

antes e após tratamento com TNFa. 
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Figura 13 - Razão entre os níveis de p 16 e GAPDH, antes e após tratamento com 

TNF a, nas linhagens estudadas. 
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Figura 14 - Coeficiente de indução de p 16, após tratamento com TNF a, nas linhagens 

estudadas. 

68 



Tabela 4 - Análise comparativa dos níveis de p 16, antes e após tratamento com TNF a, 

entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste t de Student) 

HF698 HF18Nco 0,211 

HF698TNF HF18NcoTNF 0,206 

HF698 HF698TNF 0,081 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,973 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

HF698 HF18Nco 0,185 

Uma vez que os níveis de mRNA de p 16 não foram alterados pelo tratamento 

com TNF a, tanto na linhagem sensível quanto na resistente, avaliou-se a concentração 

da proteína p16 mediante ensaio de "Westem Blot". Na figura 15, nota-se uma nítida 

diferença na expressão da proteína p 16, entre as linhagens estudadas. Os níveis de p 16 e 

sua indução, avaliados em três experimentos individuais de cada linhagem (indicados 

pelas barras de desvio) estão ilustrados nas figuras 16 e 1 7, respectivamente. Após 

análise estatística, confirmou-se a diferença observada (Tabela 5). Estes dados sugerem 

que a presença de tipos diferentes de HPV interferiria na expressão ou manutenção desta 

proteína, o que seria independente do tratamento com TNF a. 
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Figura 15 - Análise da proteína p16 através do método de "Westem Blot". As linhagens 

HF698 e HF18Nco foram submetidas ao tratamento com 2nM de TNFa.. 

70 



o 20 ae 
"O 

~ 15 -
(õ 

--------------------~ 

0.. 10 -+---&.: ·,~-----~--+--------

5 ------~-·---

0+---~~--~~~--~--~~--~~~_.L-~ 

I ., 
<» 
<O 
Q) 
-f 
z ., 

I 
~ 
Q) 

z 
g 

I 
~ 
Q) 

z 
g 
-f 
z ., 

Figura 16 -Níveis da proteína p 16 (proporções definidas em Material e Métodos), antes 

e após tratamento com TNFa nas linhagens estudadas. 
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Figura 17 - Coeficiente de indução da proteína p 16, após tratamento com TNF a, nas 

linhagens estudadas. 
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Tabela 5 - Análise comparativa da expressão da proteína p 16, antes e após tratamento 

com TNFa, entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste t de Student) 

HF698 HF18Nco 0,049* 

HF698TNF HF18NcoTNF 0,028* 

HF698 HF698TNF 0,261 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,369 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

HF698 HF18Nco 0,122 

* valores significativos 

A seguir, com o objetivo de identificar genes diferencialmente expressos entre a 

linhagem normal (NHFK) e imortalizadas HF698 (HPV16) e HF18Nco (HPV18), 

utilizou-se a técnica de "Differential Display" (DDRT -PCR). A partir dos géis de 

DDRT-PCR elaborados, foram recuperadas 44 bandas diferencialmente expressas. A 

figura 18, representa um exemplo do perfil de distribuição diferencial dos :fragmentos de 

cDNA, comparando as linhagens HF698 e HF 18Nco, tratadas ou não com TNF a. A 

figura 19 mostra em detalhes 4 bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR e que 

posteriormente foram analisadas através de "Northem Blot". 

Todas as bandas recuperadas do gel de DDRT-PCR foram reamplificadas com 

sucesso. Confirmou-se o perfil do tamanho molecular das bandas em gel de agarose 

1,2% com uma reação de PCR não radioativa onde foram utilizados os mesmos 

iniciadores da reação anterior (Figura 20). 
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1)HF698 
2) HF698/TNF 
~) HF18Nco 
4) HF18Nco/TNF 
C- Controle 

Figura 18 -Exemplo de perfil de bandas de um gel de DDRT-PCR. Os iniciadores 

aleatórios utilizados foram p 13, p 14 e p 15, conforme descrito em Material 

e Métodos. 
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Figura 19 - Detalhe das bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR e analisadas 

posteriormente por ''Northem Blot". O iniciador ancorado utilizado foi 

Tll V C e os iniciadores aleatórios p 13, p 14 e p 15, conforme descrito em 

Material e Métodos. 

l)NHFK 
2)NHFKITNF 
3)HF698 
4) HF698/TNF 
5)HF18Nco 
6) HF18NcoffNF 
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MP 1 2 3 4 5 6 

Figura 20- Amplificação das bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR, analisadas 

posteriormente através de ''Northem Blot". 

MPM: Marcador de peso molecular 1 OOpb 
1) Proteína ribossomal L26 
2) ·MCP-1 
3) Palmitoil Transferase 
4) Laminina Sa 3B 
5) MHC-IB 
6) Controle negativo da reação de PCR 

A partir dos géis de DDRT -PCR, foram recuperadas 44 bandas, das quais 39 

foram clonadas obtendo-se 56 clones. Como esperado as seqüências obtidas a partir das 

bandas diferencialmente expressas, têm identidade com genes variada (Tabela 6). 
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Tabela 6 -Comparação dos clones isolados à partir de DDRT -PCR com as identidades e 

seus valores obtidos no banco de dados GenBank. 

NÚMERO DE 
AMOSTRA IDENTIDADE DOS GENES ACESSO VALOR E 

(GenBank) 

1 RNA polimerase sigma 54 gi\2313838 0,5 
2 H o mo sapiens P AC 6802 Z82215 5e -75 
3 Translocador mitocondrial ADP/ ADT humano J02966 o 
4 Homo sapiens KIAA0396 mRNA AB007856 0,005 
5 Homo sapiens 8p21.3-p22 anti-oncogene AB020861 e -132 
6 Vetor p WLG30 AF134199 o 
10 Homo sapiens clone RPC875H1 AC002401 0,01 
11 M musculus cos.l'viPMGc121L12287 AF073797 2e -11 
12 Homo sapiens KIAA0517 mRNA AB011089 e -159 
13 Homo sapiens clone RG104104 AC000119 3e -76 
14 Homo sapiens clone 753D10 AL049651 9e-74 
15 RNA transportador humano L00016 5e -52 

Homo sapiens nc69b02.s1 NCI-CGAP (dbest) AA469232 2e -44 
16 E. co li clone K -12M6165 5 AE000480 e -159 

Queratina 6 - isoforma K6a L42583 2e -77 
17 Homo sapiens proteína ribossomal L27 NM000988 e -159 
18 gene E6 HPV16 AJ388057 6e-44 
19 Homo sapiens 8p21.3-p22 anti-oncogene AB020861 0,12 

H o mo sapiens BAC clone RG 162B04 AC004544 0,64 
A calcoaceticus gene trpE X51633 0,4 

20 H o mo sapiens clone NH005 3H1 O AC007358 0,011 
D. melanof{aster P1DS07424 AC004320 0,015 

21 B. taurus clone DVEPC049 U95982 1,7 
22 Homo sapiens PAC DJ1059M17 AC004953 0,02 

VetorpWLG30 AF134199 o 
23 Homo sapiens clone 54B20 Z98304 0,005 

Soares fetal heart NbHH19W ( dbest) AI190033 o 
Homo sapiens clone B220G8 AC004054 1,3 

Homo sapiens clone G5572E02 AC005160 0,043 
24 Homo sapiens clone pDJ430i19 AC005319 0,007 
25 GeneMCP-1 mRNA U09196 le -33 
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Tabela 6 (cont.)- Comparação dos clones isolados à partir de DDRT-PCR com as 

identidades e seus valores obtidos no banco de dados GenBank. 

NÚMERO DE 
AMOSTRA IDENTIDADE DOS GENES ACESSO VALOR E 

(GenBank) 

26 Homo sapiens clone an27fl Ox2 AI733659 2e -51 
A thaliana BAC F3N23 AC008017 0,085 

27 H o mo sapiens proteína ribossomal S 15 NM001019 o 
28 Homo sapiens palmitoil transferase NM0006415 e -124 
29 A thaliana BAC ch 1 AC011765 0,62 

Soares fetal heartNbHH19W (dbest) AI190033 o 
H o mo sapiens T ACC2 clone AF095791 o 

Homo sapiens tw91b11-x1 NCI-CGAP AI591098 o 
30 Homo sapiens DJO 186K1 O AC004021 3e -08 

31 Homo sapiens clone hRPC867C24 AC002558 2e -22 

32 H o mo sapiens Tis 11 d gene U07802 3e -93 

33 Homo sapiens arginil tRNA sintetase NM0002887 o 
Homo sapiens proteína ribossomal L26 AW772709 o 

34 Homo sapiens PBX3 mRNA X59841 4e -47 

Homo sapiens proteína ribossomal L3 AW780331 o 
35 Homo sapiens laminina 5 alpha3B X84900 2e -54 

36 Homo sapiens laminina 5 alpha3B X84900 2e -54 

37 Soares NFL-T -GBC S 1 XV26b05-X1 AW274001 4e -26 

38 Homo sapiens proteína ribossomal L27 NM000988 o 
39 Homo sapiens clone NH0327NI7 AC007041 0,068 

~ 

Homo sapiens gene MHC-I (HLA-I B) AP000507 2e -84 

42 Homo sapiens clone pDJ430i19 AC005319 0,007 

43 Homo sapiens vimentina AW772741 o 
44 Clone genoma mitocondrial completo J01415 e -105 

H o mo sapiens clone B2291 C 14 AP000220 0,001 
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Os 56 clones gerados obtiveram identidade com diversos genes conhecidos, 

dbEST (etiquetas de seqüência expressa) ou não tiveram identidade com nenhuma 

seqüência depositada no banco de dados (Tabela 7). Esta classificação foi elaborada a 

partir de valores de identidade que os clones obtiveram segundo análise no banco de 

dados GenBank. 

Tabela 7 - Análise de identidade elaborada a partir dos bancos de seqüências 

nucleotídicas de genes conhecidos e ESTs (dbEST). 

ANÁLISE DE IDENTIDADE COM O BANCO DE 
DADOS 

GENES CONHECIDOS 

dbEST 

NENHUMA IDENTIDADE 

TOTAi 

NÚMERO DE CLONES 

20 

16 

20 

56 

Dentre os genes conhecidos, 4 foram de particular interesse: MHC-m, MCP-1 , 

laminina 5 a 3B e palmitoil-transferase. A figura 21 mostra um aumento nos níveis de 

MHC-m nas linhagens NHFK, quando foram submetidas à exposição com TNFa. O 

mesmo não ocorreu nas linhagens imortalizadas. As figuras 22 e 23 ilustram a razão e o 

coeficiente de indução ao comparar três experimentos de cada linhagem (indicados pelas 

barras de desvio), antes e após o tratamento com TNF a. A significância estatística 

destes dados foi obtida através do teste de Tukey (Tabela 8). 
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Figura 21 -Análise dos níveis de mRNA de MHC-m, nas linhagens estudadas, antes e 

após tratamento com 2nM de TNFa. 
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Figura 22 - Razão entre os níveis de mRNA de MHC-IB e GAPDH, antes e após 

tratamento com TNFa.. 

z 
I 
'"T1 
:;,;; 

I ., 
(S) 
co 
00 

I 
~ 
00 z 
8 

Figura 23 - Coeficiente de indução de MHC-IB, após tratamento com TNFa., nas 

linhagens estudadas. 
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Tabela 8 - Análise compamtiva dos níveis de MHC-1B, antes e após tratamento com 

TNF a, entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste de Tukey) 

NHFK HF698 0,118 

NHFK HF18Nco 0,053 

HF698 HF18Nco 0,81 

NHFKTNF HF698 TNF 0,01 * 

NHFKTNF HF18NcoTNF 0,01 * 

HF698 TNF HF18NcoTNF 0,986 

NHFK NHFKTNF 0,01 * 

HF698 HF698 TNF 0,087 

HF18Nco HF18Nco TNF 0,064 

COEFICIENTE DE lNDUÇÃO 

NHFK HF698 0,013* 

NHFK HF18Nco 0,044* 

HF18Nco HF698 0,586 

*valores stgtuficattvos 

Os níveis de mRNA de MCP-1 , variaram de acordo com o tipo de linhagem 

avaliada e também na indução por TNFa (Figuras 24, 25, 26 e Tabela 9). A análise 

estatística de MCP-1, comparando a linhagem NHFK com as outras, não tem valores de 

p, pois foi realizado apenas um único experimento com NHFK ao contrário de três pam 

as linhagens HF698 e HF18Nco (indicados pelas barras de desvio). 
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Figura 24 - Análise dos níveis de MCP-1 nas linhagens estudadas, antes e após 

tratamento com 2nM de TNFa.. 
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Figura 25 - Razão entre os níveis de mRNA de MCP-1 e GAPDH, antes e após 

tratamento com TNF a, nas linhagens estudadas. 
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Figura 26 - Coeficiente de indução de MCP-1, após tratamento com TNF a, nas 

linhagens estudadas. 
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Tabela 9 -Análise comparativa dos níveis de MCP-1, antes e após tratamento com 

TNF a , nas linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(f este t de Student) 

HF698 HF18Nco 0,029* 

HF698 TNF HF18NcoTNF 0,039* 

HF698 HF698 TNF 0,81 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,032* 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

HF18Nco HF698 0,11 

*valores sigruficativos 

Na figura 27, pode-se obseryar um aumento significativo na indução de laminina 

5a3B por TNFa, na linhagem NHFK~ Contrariamente, nas células imortalizadas por 

HPV o mesmo não foi verificado. Analisando as figuras 28 e 29, que representam 

.respectivamente a razão entre os níveis de Jaminina 5a3B/GAPDH e ·o coeficiente de 

indução em 3 experimentos individuais de cada linhagem (indicados pelas barras de 

desvio), após tratamento com TNFa, evidencia-se a indução do mRNA desta molécula 

na linhagem normal. Estas medidas foram avaliadas estatisticamente na tabela 1 O, 

confirmando a signi:ficância do dado acima mencionado. 
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Figura 27 - Análise dos níveis de laminina 5 a3B nas linhagens estudadas, antes e após 

tratamento com 2nM de TNFa. 
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Figura 28- Razão entre os níveis de mRNA de laminina 5 a3B e GAPDH, antes e após 

tartamento com TNFa, nas linhagens estudadas. 
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Figura 29- Coeficiente de indução de laminina 5 a3B, após tratamento com TNFa, nas 

linhagens estudadas. 
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Tabela 10- Análise comparativa dos níveis de laminina 5a3B, antes e após tratamento 

com TNF a, entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
(Teste de Tukey) 

NHFK HF698 0,016* 

NHFK HF18Nco 0,026* 

HF698 HF18Nco 0,826 

NHFKTNF HF698TNF 0,012* 

NHFKTNF HF18NcoTNF 0,012* 

HF698 TNF HF18NcoTNF 0,995 

NHFK NHFKTNF 0,006* 

HF698 HF698 TNF 0,313 

HF18Nco HF18NcoTNF 0,666 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

NHFK HF698 0,012* 

NHFK HF18Nco 0,06 

HF18Nco HF698 0,563 

*valores stgntficattvos 

Os níveis de palmitoil transferase também foram avaliados antes e após 

exposição ao TNFa (Figura 30), onde se observa uma diferença significativa do mRNA 

desta enzima entre as linhagens avaliadas, independentemente do tratamento com TNF a. 

Foram avaliados três experimentos de cada linhagem celular comparados na figura31 . 

Não foi calculado o coeficiente de indução deste mensageiro. 
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Figura 30 - Análise dos níveis de palmitoil transferase nas linhagens estudadas, antes e 

após tratamento com 2nM de TNFa. 
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Figura 31 - Razão entre os níveis de mRNA de palmitoil transferase e GAPDH, antes e 

após tratamento com TNFa, nas linhagens estudadas. 

A tabela 11 representa a análise estatística elaborada através do Teste de Tuckey, 

pela qual se confirmam os dados obsetvados na análise de palmitoil transferase, 

apresentados nas figuras anteriores. 
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Tabela 11 - Análise comparativa dos níveis de palmitoil transferase, antes e após 

tratamento com TNF a., entre as linhagens estudadas. 

LINHAGENS ANALISADAS VALORDEP 
· (Teste de Tukey) 

NHFK HF698 0,002* 

NHFK HF18Nco 0,002* 

HF698 HF18Nco 1 

NHFKTNF HF698TNF 0,035* 

NHFKTNF HF18NcoTNF 0,007* 

HF698 TNF HF18NcoTNF 0,76 

NHFK NHFKTNF 0,898 

HF698 HF698TNF 0,051 

HF18Nco HF18Nco TNF 0,357 

COEFICIENTE DE INDUÇÃO 

NHFK HF698 0,846 

NHFK HF18Nco 1 

HF18Nco HF698 0,843 

*valores significativos 
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5. Discussão 

As infecções por HPV têm maior incidência entre mulheres sexualmente ativas, 

no entanto, apenas a minoria destas desenvolve câncer do colo uterino. Portanto, 

presume-se que fatores ambientais e/ou hereditários estariam colaborando na evolução 

. das lesões malignas provenientes desta infecção. Estudos epidemiológicos e moleculares 

sugerem a importância de um sistema imune intacto para que a infecção pelo HPV possa 

ser controlada e conseqüentemente eliminada (KADISH et al., 1997; MURAKAMI et 

a!. , 1999). 

Entre outros processos, a diferença fenotípica de células infectadas com HPV de 

alto risco quando comparada a células normais poderia ser em parte, explicada pela 

aquisição de resistência a determinadas citocinas, entre elas, o TNFa. Alguns estudos 

mostram que esta citocina promove a regulação da proliferação de queratinócitos 

humanos normais e imortalizados por alguns tipos de HPV (MALEJCZYK et al., 1994; 

VIEIRA et al. , 1996; VILLA et al., 1992), contrariamente ao observado em células 

transformadas, como por exemplo HeLa (SOTO et al., 1999). O efeito antiproliferativo 

observado nas células sensíveis é acompanhado pela diminuição na expressão de genes 

virais, presumindo, desta forma, que esta citocina alteraria a transcrição do HPV (KYO 

et al. , 1994; RÓSL et a!., 1994). 
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Neste estudo, inicialmente analisou-se o efeito diferencial do TNFa na inibição 

da proliferação de queratinócitos humanos imortalizados por HPV16 e HPV18. Os 

resultados obtidos, além de confirmarem o que fora anteriormente observado por VILLA 

e SCHLEGEL, (1991) e VILLA et a!., (1992), indicaram que as condições 

experimentais desenvolvidas neste estudo foram adequadas. Visando identificar genes 

cuja expressão diferencial pudesse estar envolvida na resposta antipro liferativa ao 

TNFa, empregou-se a metodologia de DDRT-PCR para buscar mRNAs 

diferencialmente transcritos comparando as linhagens imortalizadas com HPV 16 e 18, 

além da cultura primária normal NHFK, utilizada como controle de sensibilidade ao 

TNFa. O critério utilizado neste estudo na escolha das bandas potencialmente 

diferenciais foi qualitativo e quantitativo, visando-se selecionar bandas cuja variação de 

intensidade diferenciasse nitidamente em relação à banda correspondente em outra 

linhagem. Um segundo critério, foi observar um perfil homogêneo de um grupo de 

bandas que pudesse indicar a expressão constitutiva, na tentativa de normalizar a 

quantidade amostrai do grupo analisado. Vale a pena ressaltar, que o perfil de transcritos 

obtido da linhagem imortalizada com HPV18, diferia substancialmente quando 

comparado ao perfil da linhagem imortalizada com HPV16. Em contraste, os perfis 

obtidos da linhagem imortalizada com HPV16 e a cultura primária normal, 

assemelhavam-se, indicando, de certa forma, uma menor diferença entre estas células. 

Como esperado, as seqüências obtidas a partir das bandas diferencialmente 

expressas recuperadas da DDRT-PCR são muito heterogêneas. Foram identificados 

genes envolvidos na proliferação celular (genes que originam diversas proteínas 
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ribossomais), genes associados ao efeito do TNFa (genes mitocondriais), genes com 

função ainda desconhecida, incluindo etiquetas de seqüência expressa (ESTs). De todos 

os clones obtidos, especulamos que quatro deles poderiam estar envolvidos em um 

mecanismo que explicasse em parte a diferença de sensibilidade apresentada pelas 

linhagens analisadas: MHC IB, MCP-1, laminina 5a3B e a enzima palmitoil transferase. 

A imunidade mediada por células é o principal mecarusmo de combate às 

infecções intracelulares e aos tumores. Este processo ocorre através da interação entre 

vários tipos celulares imunocompetentes, como as células apresentadoras de antígeno, os 

linfócitos CD4+ e CD8+ e as células NK. A resposta imune contra agentes virais 

abrange tanto uma resposta inata, quanto a adquirida. A imunidade adquirida contra 

agentes virais é mediada pela combinação entre mecanismos humorais e celulares 

(revisado por ABBAS et al., 1997). As moléculas codificadas pelo sistema MHC I ou 

HLA I são expressas na superficie de todas as células nucleadas. Sua função mais 

conhecida é a de apresentação de peptídeos antigênicos às células T CD8+ (linfócitos T 

citotóxicos), além de inibirem funcionalmente as células NK que podem ser encontradas 

nos infiltrados de carcinoma do colo uterino. A interação entre receptores das células Te 

o complexo HLA-peptídeo, é essencial e específica para que ocorra a ativação dos 

linfócitos CD4+, desencadeando a expansão clonal destas e resultando numa resposta 

imune adequada. 

Existem estudos que mostram associação entre po Iimorfismos de genes ID__A de 

classe I e li, a infecção por HPV e o carcinoma do colo uterino, indicando assim uma 

possível susceptibilidade genética a estas patologias. Ale los como DQB 1 *03 e 
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D RB 1 * 15, parecem conferir maior susceptibilidade ao desenvolvimento das lesões do 

colo uterino, enquanto que ale los de DRB 1 * 13 proporcionariam um efeito protetor 

(APPLE et al., 1994; APPLE et al., 1995; revisado por MACIAG e VILLA, 1999). O 

mecarusmo molecular de tais associações não é conhecido, entretanto, o 

desencadeamento de uma resposta linfoproliferativa ativada por epítopos específicos de 

HPV, poderia ser crucial na eliminação destas infecções. 

Vírus e células tumorais desenvolvem mecarusmos que facilitam a evasão da 

resposta imune. Recentemente, foi demonstrado que a proteína E7 de HPV16 inibe a 

indução de genes ativados por interferon-a, o que poderia influenciar diretamente a 

eficiência da eliminação do HPV (BARNARD e McMILLAN, 1999). Alguns estudos 

mostram que em tomo de 30 a 40% dos carcinomas do colo uterino, ocorre uma 

diminuição significativa na expressão de moléculas de :MHC-I (GARRIDO et a/., 1997). 

Este mesmo efeito foi observado em células infectadas por citomegalovírus, adenovírus 

e papillomavírus bovino, mas o mecanismo responsável por esta modulação ainda não 

está bem caracterizado (revisado por PLOEGH et al., 1998). Alguns estudos relatam a 

diminuição da expressão de :MHC-1 em lesões precursoras do carcinoma do colo uterino 

HPV positivos, indicando uma possível interferência do vírus na expressão desta 

molécula (CROMME et a/., 1993). Em contraste, outros trabalhos não associam o HPV 

a este efeito (GLEW et a/., 1993). Existem poucos trabalhos na literatura que descrevam 

a modulação negativa de :MHC-I como conseqüência da infecção por HPV. HOOS e 

colaboradores (1996), analisaram células epiteliais transfectadas com plasmídio 
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contendo E7, mas não obtiveram diferenças significantes na expressão de MHC-I em 

relação às células não transfectadas. 

Pelo exposto, optou-se por avaliar o clone relativo à MHC-IB, clonado a partir de 

uma banda diferencialmente expressa, comparando as duas linhagens imortalizadas com 

a cultura primária de células normais. Empregando este fragmento de DNA como sonda 

molecular, observamos que os níveis de mRNA de MHC-IB nas linhagens normal e 

HPV16 não diferem entre si, diversamente da linhagem HPV18, que apresentou níveis 

menores de MHC-IB quando comparada à linhagem normal. Esta diferença foi 

marginalmente significativa (p=0,053). Após tratamento com TNFa, observa-se a nítida 

indução desta molécula nas células normais, fato este não observado nas linhagens 

imortalizadas com HPV16 e 18. Estes dados analisados em conjunto sugerem que, caso 

exista a interferência do HPV na expressão de MHC-IB, este efeito pode ser explicado, 

em parte, por uma maior concentração das oncoproteínas virais nestas células, desde que 

o promotor de HPV18 é de 10 a 50 vezes mais ativo do que o promotor de HPV16 

(ROMANCZUK et ai. , 1991; VILLA e SCHLEGEL, 1991). Partindo da hipótese que as 

duas linhagens imortalizadas não são sensíveis ao efeito do TNFa na indução de MHC-

IB, poderia-se especular sobre alguma interferência do HPV, independentemente do 

tipo, na via pela qual o TNFa ativaria a expressão de MHC-IB, impedindo desta forma 

uma resposta imune adequada para a eliminação destas células. 

A perda de sensibilidade ao TNFa é relatada em diversas linhagens celulares 

infectadas ou transformadas por HPV (MALEJCZYK et ai., 1994; BORNSTEIN et ai. , 
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1997). A proteína MCP-1 (proteína quimioatraente de monócitos) é considerada uma 

citocina envolvida tanto na atração e adesão de monócitos nas células alvo, quanto na 

estimulação destes (ocorrendo desta forma a liberação de outras citocinas relevantes para 

a resposta imune) (revisado por ABBAS et ai .. , 1997). O aumento da expressão desta 

proteína após tratamento com TNFa, foi descrito em células normais e em segregantes 

não tumorigênicos, oriundos da geração de htbridos de células HeLa com fibroblastos 

normais. Contrariamente, em linhagens transformadas ou em segregantes tumorigênicos, 

não ocorre o efeito acima mencionado (RÕSL et ai., 1994). A molécula MCP-1, é 

utilizada como um marcador de sensibilidade ao TNFa, através do qual pode-se inferir o 

grau de anormalidade das células analisadas. Em vista disso, analisamos os níveis desta 

molécula, diferencialmente expressa nas células comparadas neste estudo. 

Através da análise de "Northem Blot", observaram-se níveis diferentes de MCP-

1 entre as linhagens HPV16 e 18, tanto anteriormente, quanto após a exposição ao 

TNFa. Parece ocorrer uma diminuição da indução desta molécula na linhagem 

immortalizada com HPV 16, contrariamente da linhagem HPV 18, que tem indução 

semelhante a cultura primária normal. Este resultado está de acordo com os dados 

descritos por RÕSL et ai., (1994) e SATO et ai. (1999), apesar de não existirem dados 

na literatura avaliando linhagens HPV 16 positivas. 

Outro gene diferencialmente expresso e analisado neste trabalho é o que codifica 

a laminina 5a3B. Lamininas são glicoproteínas presentes na matriz extracelular, 

envolvidas tanto na adesão, crescimento, migração e diferenciação celular, como 
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também na formação das membranas basais (TIMJ>L et a!., 1989; YURCHENCO e 

SCHITTNY, 1990). Estas proteínas de domínios múltiplos, são compostas de três 

polipeptídeos (a, p e y), que são ligados por pontes de dissulfeto formando uma estrutura 

assimetricamente entrecruzada. As lamininas são definidas de acordo com a composição 

das subunidades a, p e y, onde uma das subunidades a (a1, a2, a3, a4, a5) se associa a 

uma das três subunidades p ({31, {32, {33) e a uma das duas subunidades y1 ou y2. Desta 

forma, ocorre a formação de 11 heterotrímeros denominados de lamininas 1 a 11 

(MINER et a/., 1997), sendo expressas em estágios específicos do desenvolvimento e 

em diferentes tecidos de diversos organismos (ENGEL et a!., 1992). A laminina 5, 

formada pelas subunidades a3{33y2, é específica do tecido epitelial e está envolvida 

principalmente na adesão e migração dos queratinócitos da membrana basal. A laminina 

diferencialmente expressa nas células analisadas neste estudo, é uma variante da 

laminina 5, composta apenas por uma isoforma da subunidade a (laminina 5 a3B), 

sendo específica do tecido epitelial mucoso, além de ser sintetizada e secretada pelas 

células do epitélio basal (GALLIANO et a!., 1995). Este tipo de laminina, além de 

formar um substrato específico para a adesão e migração de células em proliferação, 

também está associada a funções protetoras no tecido epitelial. A importância da 

laminina 5 na manutenção da adesão das células epiteliais na membrana basal, foi 

definitivamente estabelecida com a identificação de mutações em genes que codificam 

esta proteína, em pacientes afetados pela Síndrome de Herlitz (H-JEB). Esta forma 

severa de epidermólise é caracterizada pelo destacamento do epitélio da membrana basal 

(GAGNOUX-P ALACIOS et al., 1996). 
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As análises através de "Northem Blot" realizadas nas linhagens deste estudo, 

mostram uma diminuição significativa nos níveis de mRNA da laminina 5 a3B, nas 

linhagens imortalizadas tanto por HPV 16 quanto por HPV 18, quando comparadas à 

cultura primária normal. O mesmo efeito ocorre observando-se a indução desta molécula 

promovida pelo TNFa. Nos queratinócitos normais, notamos um aumento significativo 

de aproximadamente 4,5 vezes após o tratamento com TNFa, sendo que o mesmo efeito 

não é observado nas linhagens de células imortalizadas com HPV 16 ou 18. 

Alguns estudos mostram que a epiderme contém uma subpopulação específica de 

células T que podem desencadear uma resposta imune e inflamatória, migrando através 

da pele para os linfonodos, proliferando e retornando para a epiderme. Estas células 

ativadas, expressam receptores específicos de integrina a3 P 1 e que se ligam 

especificamente à laminina 5 presente na membrana basal. Esta ligação sena 

responsável pela ativação das células T, com conseqüente liberação de IL-2 no epitélio, 

além de promover, após determinado período, a apoptose das mesmas células T, como 

forma de prevenir o dano causado no tecido epitelial pela presença excessiva deste tipo 

celular (SATO et a/. , 1999). Estes mecanismos, ainda não estão completamente 

elucidados, mas provavelmente estariam associados à resposta imune e ao controle da 

inflamação na epiderme. 

O papel da interação das células epiteliais com a matriz extracelular na 

progressão das lesões intraepiteliais associadas ao HPV, ou seja, o mecanismo pelo qual 

lesões de alto grau associadas ao HPV se tornam invasivas, ainda não é bem conhecido. 
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Diversos estudos, propõem para tumores HPV negativos, modelos de carcinogênese que 

sugerem a importância da interação epitélio-estroma, na modulação do comportamento 

invasivo de queratinócitos. Um estudo interessante, relata que TGF-P (fator de 

crescimento transformante p) produzido pelas células do estroma e queratinócitos, inibe 

a penetração de células imortalizadas por HPV 16 em membrana basal artificial 

(Matrigel), o mesmo não ocorrendo em células transformadas HPV positivas (TURNER 

et ai., 1997). Provavelmente, a desregulação da expressão e sensibilidade aos fatores de 

crescimento e fatores antiproliferativos nos queratinócitos, proporcionaria um 

desequihbrio entre a mobilidade normal observada nas células epiteliais e a habilidade 

em invadir a membrana basal. Este efeito possibilitaria a proliferação e mobilidade 

celular no estroma, indicando a invasão do tecido. Alguns trabalhos mostram um padrão 

alterado de interação entre células de carcinoma do colo do útero e a matriz extracelular. 

Linhagens normais e não-tumorigênicas HPV positivas, tem poder de adesão e 

quimiotaxia pela Laminina I muito menor que linhagens tumorigênicas HPV positivas 

(SiHa e CaSki). O TNF parece não ter efeito sobre o comportamento de migração e 

quimiotaxia destas células (van den BRÜLE et ai., 2000). A falta de trabalhos na 

literatura associando qualquer tipo de laminina à células imortalizadas por HPV e o 

efeito do TNF nestas linhagens, dificulta uma maior compreensão do fenótipo observado 

nas linhagens celulares avaliadas neste estudo. Um trabalho recentemente publicado 

(REY e PARK, 2000), associa a repressão transcricional da fibronectina, um 

componente essencial da matriz extracelular, a oncoproteína E7 de HPV. A repressão é 

detectada em diversas linhagens HPV positivas imortalizadas e transformadas. 
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Finalmente, o último gene diferencialmente expresso investigado, é o que 

codifica a enzima palmitoil transferase, também conhecida como serina-palmitoil-CoA 

transferase (SPT). Esta proteína está envolvida na metabolização dos ácidos graxos, 

principalmente os esfingolipídes, sendo encontradas em todas as células eucarióticas, 

geralmente em concentrações muito baixas devido à síntese de novo destas (MERRIL et 

ai., 1997). Basicamente, a primeira etapa neste processo envolve a enzima SPT, a qual 

cataliza a condensação da molécula palmitoil-CoA com a serina, formando a 

esfingosina, molécula esta que quando acetilada origina a ceramida (Figura 32). Uma 

das principais interações da enzima SPT é com o processo de lipoapoptose. A 

metabolização dos ácidos graxos induziriam à apoptose aumentando a peroxidação 

lipídica, com conseqüente fosforilação e inativação de BCl-2, proteína responsável pela 

inibição da apoptose (DAS, 1999). 

SERINA + PALMITOIL CoA 

. SPT 

D,ffiiDROESFINGOSINA 

• 
DEHIDROCERAMIDA . 

• 
ESFINGOSJNA !:+ CE·RAMIDA !:+ GLICOSILCERAMIDA 

lt 

ESFINGOMIELINA 

Figura 32 - Via de síntese e metabolização da ceramida. 
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Sabe-se que para que ocorra a lipoapoptose, é necessário que ocorra a síntese de 

novo de cerarnida em altas concentrações. Contudo, o mecanismo pelo qual este 

fenômeno ocorre, ainda não é conhecido (SHIMABUKURO et a!. , 1998). Apesar de não 

elucidadas, diversas associações são propostas em vários estudos envolvendo esta 

enzima na transdução de sinal de vias envolvidas na proliferação celular, diferenciação e 

apoptose (DAS, 1999). Dentre as diversas funções exercidas pela molécula de cerarnida, 

podemos destacar a ativação de proteínas quinases e fosfatases, regulação negativa de c-

myc, ativação de MAP quinases e fatores de transcrição e finalmente defosforilação da 

proteína pRB (MERRILL et al., 1997). A esfingomielina é outro metabólito dos 

esfingolipídeos, atuante no controle da proliferação celular, assim como a cerarnida. 

Alguns exemplos são: a modulação das interações entre as células e adesão celular e a 

expressão de antígenos tumorais e a regulação dos receptores quinases. V ale a pena 

ressaltar, que em células normais, o TNFa é capaz de ativar a esfingomielinase, enzima 

que cataliza a degradação da esfingomielina para produção de cerarnida. A via pela qual 

os receptores de TNFa associam-se a ativação de esfingomielinase, ainda não foi 

descrita. 

As linhagens avaliadas neste estudo mostram uma expressão diferencial 

significativa deste gene entre as células imortalizadas por HPV e a cultura primária de 

queratinócitos humanos normais. Aparentemente a presença do HPV ocasionaria um 

aumento nos níveis de palmitoil transferase nas linhagens HPV positivas, 

independentemente do tipo de HPV presente nas células. Contrariamente, na linhagem 

normal, detectaram-se níveis basais de mRNA desta enzima. O tratamento com TNFa, 
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não mostrou diferença significativa na indução de palmitoil transferase em todas as 

linhagens analisadas. Estes dados poderiam sugerir que a presença do genoma viral nas 

células levaria à ativação da enzima SPT, devido a interferência das oncoproteínas virais 

no controle da proliferação celular. Não existem dados na literatura associando esta 

enzima ao HPV, o que dificulta uma maior especulação sobre este resultado. Um dado 

interessante descrito por WRIGHT et al. (1996), relata que alterações na ativação da 

enzima esfingomielinase, resultaria na perda da indução de apoptose pelo TNFa. 

Experimentos adicionais seriam necessários para tentar elucidar qualquer envolvimento 

do HPV com a via de metabolização dos ácidos graxos e uma provável via de apoptose 

alternativa. 

Outro aspecto deste trabalho, conforme sugerido por VIEIRA et al., 1996, foi 

avaliar os níveis de duas proteínas supressoras de tumor responsáveis pela pelo controle 

do ciclo celular em GO-G 1 e que poderiam estar alteradas visto o efeito antiproliferativo 

diferencial observado nas linhagens analisadas neste estudo. 

A proteína supressora de tumor p53 é um fator de transcrição que regula a 

expressão de vários genes envolvidos na regulação do ciclo celular, entre eles p21 

(revisado por LEVINE, 1997). A proteína p21 é uma das principais proteínas envolvidas 

na parada do ciclo celular em G 1, através da inibição principalmente de CDK2, CDK4 e 

CDK6. Através de ''Northem Blot", avaliaram-se os níveis de mRNA de p21 nas 

linhagens infectadas por HPV 16 e 18, visando detectar diferenças ao nível da transcrição 

do mRNA que origina esta proteína. A análise dos resultados mostra, que apesar da 

interferência da oncoproteína viral E6 com p53, ocorre um aumento significativo do 
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mRNA de p21 na linhagem HPV16, após tratamento com TNFa, quando comparado a 

linhagem HPV18. Este dado poderia sugerir, que a ativação do gene WAFl/CIPI por 

TNFa, ocorre de forma mais efetiva na linhagem HF698, apesar da grande variação 

existente entre os experimentos independentes com a linhagem HF18Nco. Observando o 

coeficiente de indução do mRNA de p21, notamos que existe uma diferença, apesar de 

não significativa (p=0,082), na comparação das linhagens, indicando uma maior indução 

deste mensageiro nas células imortalizadas com HPV 16. Desta forma, na etapa seguinte, 

foram avaliados os níveis da proteína p21, com intuíto de avaliar uma possível alteração 

na concentração desta proteína comparando as linhagens contendo HPV16 ou 18. No 

entanto, apesar dos indícios observados nos géis de "Westem Blot", que sugerem um 

aumento nos níveis da proteína p21 na linhagem HPV 16 em relação a HPV 18 e que 

além do mais, estariam concordando com os níveis observados na análise de "Northem 

Blot", após a aplicação dos testes estatísticos, estes dados não foram significativos. Esta 

diferença na indução de p21 entre as linhagens imortalizadas com HPV 16 e 18, poderia 

ser uma das causas que explicasse o efeito antiproliferativo diferencial observado. 

Estudos relatam a ativação de p21 por via independente de p53, por TNFa 

(YOSHIDA et a/., 1996). SHIOHARA et ai., (1997), descreve que células de 

glioblastoma com p53 mutado e inativo, após serem tratadas com TNFa, apresentaram 

altos níveis de p21, parando em GO-G 1. Entretanto, estas mesmas células, ao serem 

tratadas com antisense de p21, com conseqüente bloqueio de sua atividade, pararam 

igualmente em GO-G 1. Isto indica que o TNFa além de ativar a transcrição de p21 

nestas células, estaria agindo na expressão de outras proteínas controladoras do ciclo 
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celular com a perda de atividade de p21. O mecarusmo pelo qual TNFa ativa a 

transcrição de p21 ainda não foi estabelecido. 

A proteína supressora de tumor p 16, é uma CDI que atua em GO-G 1 ligando-se 

especificamente a CDK4 e CDK6, inibindo sua atividade. A perda da inibição destes 

complexos promovida por p 16, resulta na fosforilação de pRB e na provável 

desregulação do ciclo celular. Altos níveis de p 16 são encontrados em células que 

possuem pRB não funcional devido a mutações ou infecções virais (AAGAARD et al., 

1995; KELLEY et ai., 1995;). O aumento da expressão de p16 foi observado em células 

imortalizadas por HPV 16 e 18 (NAKAO et al., 1997). Em nosso trabalho, 

primeiramente foram avaliados os níveis de rnRNA de p 16, visando detectar diferenças 

ao nível de transcrição. Os resultados de "Northem Blot" mostram níveis similares de 

rnRNA de p16, nas linhagens comparadas. Estes dados sugerem que o TNFa não estaria 

agindo na expressão do gene de p16. Na literatura não existem estudos que associem a 

ativação de p16 por TNFa. Em segui~ mediante análise por "Westem Blot", 

avaliaram-se os níveis da proteína p 16, com objetivo de detectar diferenças na 

concentração desta proteína, comparando as linhagens contendo HPV16 ou 18. Esta 

análise mostra uma diferença estatísticamente significativa nos níveis de p 16, 

comparando a linhagem HPV16 e 18. A linhagem imortalizada contendo o genoma de 

HPV18 (HF18Nco), apresentou níveis muito baixos da proteína p16, quando comparada 

a linhagem HF698. Este dado sugere que a presença de HPV18 nas células, estaria 

interferindo na expressão ou estabilização da proteína p 16, sendo um evento adicional 

no descontrole do ciclo celular. Um dado interessante relativo à p 16, observado por KIM 
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et ai. , (1997), mostra que níveis de p16 variaram conforme o tipo histológico dos 

carcinomas avaliados. Em carcmomas intra-epiteliais escamosos, que são maiS 

freqüentes e geralmente associados ao HPV16, foram observados altos níveis de pl6. 

Em comparação, nos adenocarcinomas, que são menos freqüentes, mais agressivos e 

geralmente associados ao HPV18, observou-se uma grande diminuição nos níveis de 

p 16. Provavelmente, a interferência do HPV 18 com p 16, seria um entre os eventos que 

confereria uma maior agressividade as células infectadas com este tipo de HPV, 

podendo explicar, em parte, nossos resultados. 

Pelo exposto neste trabalho, a diferença de sensibilidade ao efeito 

antiproliferativo do TNFa observado nas linhagens HF698/HF18Nco, poderia ser 

explicada pela diferença nos níveis de p21 e p 16. Quanto a análise dos genes 

identificados através da técnica de DDRT -PCR, não haveria envolvimento direto no 

efeito antiproliferativo observado, mas existem possíveis associações do HPV com a 

progressão maligna das lesões, onde alguns destes genes poderiam servir como 

marcadores de progressão de lesões do colo uterino. Na literatura, a expressão de alguns 

destes genes foi avaliada em diversas linhagens celulares estabelecidas, tumorais ou não, 

mas pouca ou nenhuma literatura refere a expressão destes genes em células 

imortalizadas por HPV e tratadas com TNFa, o que impossibilita conclusões inerentes à 

presença do HPV em células não-tumorigênicas. Desta forma, existindo diferenças entre 

linhagens e abordagens experimentais dos dados deste trabalho com a literatura, não se 

torna possível uma comparação direta com os resultados aqui obtidos. 
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Por último, cabe comentar um efeito observado algumas vezes neste trabalho, ou 

seja, a observação experimental dos resultados em oposição à análise estatística, o que 

provoca, em alguns casos, a perda da significância dos dados. Vale comentar, que 

quando existem diferenças sutis entre os experimentos, os testes estatísticos poderiam 

indicar tendências ou mesmo demonstrar se as diferenças são significativas. Neste 

trabalho, utilizaram-se testes estatísticos que realizam comparações múltiplas, como o 

Teste de Tukey, que utiliza ajustes de rotina que podem subestimar as diferenças 

observadas de forma sutil nos experimentos. A este respeito, ROTHMAN (1990) 

comenta que testes que ajustam para comparação múltipla, podem "subestimar as 

premissas básicas da pesquisa empírica, a qual sustenta que a natureza segue leis 

regulares que devem ser estudadas através de observação" (ROTHMAN, 1990). Estas 

co locações nos estimulam a continuar perseguindo a relevância funcional dos nossos 

achados, como uma forma de melhor compreender as etapas envolvidas na imortalização 

e transformação de células mediada por HPVs de alto risco oncogênico. 

Em conclusão, apesar de não termos esclarecido o mecanismo de ação diferencial 

do TNF nestas linhagens imortalizadas pelo HPV, pudemos acrescentar dados adicionais 

às diferenças entre estas linhagens. Biologicamente, o maior potencial oncogênico 

atribuível às células infectadas pelo HPV18, corresponde às observações "in vivo", onde 

tumores positivos para este tipo vira! apresentam comportamento mais agressivo. 

Alterações adicionais no genoma, por mecanismos intrínsecos ou dependendo de fatores 

ambientais, levariam as células imortalizadas pelo vírus a adquirir o fenótipo 

transformado. De maneira geral, busca-se identificar e compreender as diversas etapas 

envolvidas neste processo. 
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6. Conclusões 

• A linhagem sensível ao efeito antipro liferativo de TNF a apresenta níveis 

aumentados de p21 após a exposição a esta citocina, o que levaria à parada do 

ciclo celular em GO-G 1. Tal alteração, não é observada na linhagem resistente. 

• A diminuição dos níveis da proteína p 16 na linhagem resistente ao TNFa 

sugerem uma colaboração para o descontrole do ciclo celular. 

• Alterações nos níveis dos transcritos de laminina e MCP-1 poderiam interferir no 

comportamento das células, ao nível de comunicação e invasão celular, além do 

controle da resposta imune, respectivamente. 

• Alteração na expressão de genes de MHC-I nas células infectadas pelo HPV 

daria a estas células uma vantagem seletiva no escape ao sistema imune. 

l07 



7. Referências Bibliográficas 

Aagaard L, Lukas J, Bartkova J, Kjerluff AA, Straus M, Bartek J. Aberrations o f p 16 

and retinoblastoma tumor supressor genes occur in distinct sub-sets o f human cancer 

celllines. Int J Cancer 1995; 61:115-20. 

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. The major histocompatibility complex: 

cellular and molecular immunology 3rd ed. Philadelphia: W B Saunders; 1997. 

Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K, Watson JD. Molecular biology of 

the cell. Third edition. Robertson M ( ed), Garland Publishing Inc USA; 1994. 

Androphy EJ. Molecular biology of human papillomavirus infections and 

oncogenesis. J Invest Dermatol 1994; 103: 248-56. 

Apple RJ, Becker TM, Wheeler CM, Erlich HA. Comparison of human leukocyte 

antigen DR-DQ disease associations found with cervical dysplasia and invasive 

cervical carcinoma. J Natl Cancer Inst 1995;87:427-36. 

Apple RJ, Erlich HÁ, Klitz W, Manos rv1M, Becker TM, Wheeler CM. HLA DR-DQ 

associations with cervical carcinoma show papillomavirus-type specificity. Nature 

Genet 1994; 6:157-62. 

Arends MJ, Wyllie AH, Bird CC. Papillomaviruses and human cancer. Hum Pathol 

1990; 21 :686-98. 

Arroyo M, Bagchi S. Raychaudhuri association o f the human papillomavirus type 16 

E7 protein with the S-phase-specific E2F-Cyclin: a complex. Moi Cell Biol 1993; 

13:6537-46. 

108 



Baker SJ, Reddy E. Modulation oflife and death by the TNF receptor family. 

Oncogene 1998; 17:3261-70. 

Barbosa MS, Schlegel R. The E6 and E7 genes o f HPV -18 are sufficient for 

inducing two-stage in vitro transformation ofhuman keratinocytes. Oncogene 1989; 

4:1529-32. 

Barnard McMillan NA. The human papillomavirus E7 oncoprotein abrogates 

signaling mediated by interferon-alpha. Virology 1999; 259:305-13. 

Bartholomew JS, Stacey SN, Coles B, Burt DJ, Arrand JR Stern L. Identification of 

a naturally processed HLA A0201-restricted viral peptide from cells expressing 

human papillomavirus type 16 E6 oncoprotein. Eur J Immunoll994; 24:3175-9. 

Bauer HM:, Hildesheim A, Schiffman w-1, Glass AG, Rush BB, Scott DR, Cadell 

DM, Kurman RJ, Manos MM. Determinants o f genital human papillomavirus 

infection in low-risk women in Portland Oregon. Sex Transm Dis 1993; 20:274-8. 

Bedell MA, Jones KH, Grossman SR, Laimins LA. Identification ofhuman 

papillomavirus type 18 transforming genes in imortalized and primary cells. J Virol 

1989; 63:1247-55. 

Berezutskaya E, Bagchi S. The human papillomavirus E7 oncoprotein functionally 

interacts with the S4 subunit ofthe 26 S proteasome. J Biol Chem 1997; 272:30135-

40. 

Bernard HU, Chan SY, Delius H. Evolution ofpapillomaviruses. Curr Top 

Microbiol Immunoll994; 186:33-54. 

Beutler B, Cerami A. Cathetin: more than a tumor necrosis factor. N Engl J Med 

1987; 316:379. 

Beutler BA, Milsark IW, Cerami A. Cathetin/tumor necrosis factor: production 

distributi9n and metabolic fate in vivo. J Immunol1985; 135:3972-7. 

109 



Bornstein J, Lahat N, Kinarty A, Revel M, Abramovici H, Shapiro S. Interferon-beta 

and -gamma, but not tumor necrosis factor-alph~ demonstrate immunoregulatory 

effects on carcinoma cell lines infected with human papillomavirus. Cancer 

1997;79:924-34. 

Bosch FX, Manos MM, Mufioz N, Sherman M, Jansen AM, Peto J, Schiffinan w-I, 

Moreno Kurman R, Shah K. Prevalence ofhuman papillomavirus in cervical cancer: 

a worldwide perspective. J Natl Cancer Inst 1995; 87:796-802. 

Bouvard V, Storey A, Pim D, Banks L. Characterization of the human 

papillomavirus E2 protein: evidence of trans-activation and trans-repression in 

cervical keratinocytes. EMBO J. 1994;13:5451-9. 

Brehm A, Nielsen SJ, Miska EA, McCance DJ, Reid JL, Bannister AJ, Kouzarides 

T. The E7 oncoprotein associates with Mi2 and histone deacetylase activity to 

promote cell growth. EMBO J 1999; 18:2449-58. 

Brehm A, Nielsen SJ, Miska EA, McCance DJ, Reid JL, Bannister AJ. The E7 

oncoprotein associates with Mi2 and histone deacetylase activity to promote cell 

growth. EMBO J 1999; 18:2449-58. 

Broker TR. Structure and genetic expression ofpapillomavirus. Obstet Gynecol 

Clin North Am 1987; 14:329-47. 

Brown DR, Fife KH. Human papillomavirus infections ofthe genital tract. Med Clin 

North Am 1990; 74:1455-85. 

Caballero OL. PCR de baixa estringência na discriminação e quantificação de 

papilomavírus humano. São Paulo; 1998. [Tese de Doutorado - Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo] 

110 



Cappiello G, Garbuglia AR Salvi R, Rezza G, Giuliani M, Pezzotti Suligoi B, 

Branca M, Migliore G, Fonnigoni Pomponi D, DUbaldo C, Ippolito G, Giacomini 

G, Benedetto A. HIV infection increases the risk o f squamous intra-epitheliallesions 

in women with HPV infection: an analysis ofHPV genotypes DIANAIDS 

Collaborative Study Group. Int J Caneer 1997; 72:982-6. 

Carswell EA, Old LJ, Kassel RL, Green S, Fiore N, Williamson B. An endotoxin

induced serum factor thatcauses necrosis oftumors. Proe Natl Aead Sei USA1975; 

72:3666. 

Castellsagué X, Ghaffari A, Daniel RW, Bosch FX, Mufioz N, Shah K. Prevalence 

ofpenile human papillomavirus DNA in husbands ofwomen with and without 

cervical neoplasia: a study in Spain and Colombia. J Infeet Dis 1997; 176:353-61. 

Chan WK, Klock G, Bernard HU. Progesterone and glucocorticoid response 

elements occur in the long control regions o f several human papillomaviruses 

involved in anogenital neoplasia. J Virol1989; 63:3261-9. 

Chen JJ, Reid CE, Band Androphy EJ. Interaction o f papillomavirus E6 oncoprotein 

with a putative calcium-binding protein. Scienee 1995; 269:529-31. 

Chen M, Popescu N, Woodworth C, Berneman Z, Corbellino M, Lusso Ablashi D, 

DiPaolo JÁ. Human herpesvirus 6 infects cervical epithelial cells and transactivates 

human papillomavirus gene expression. J Vi rol 1994; 68:1173-8. 

Colley WB. The treatment ofmalignant tumors by repeated inoculation of erysipelas 

With a report often original cases. Am J Med Sei 1983; 105:487. 

Cromme FV, Meijer CJ, Snijders PJ et ai. Analysis of:MHC class I and II expression 

in relation to presence of HPV genotypes in premalignant and malignant cervical 

lesions. Br.J.Caneer 1993;67:1372-80. 

111 



Crook T, Tidy JA, Vousden KH. Degradation ofp53 can be target by HPV E6 

sequences distinct from those required for p53 binding and trans-activation. Cell 

1991; 67:547-56. 

Cuzick J, Szarewski A, Terry G, Ho L, Hanby A, Maddox Anderson M, Kocjan G, 

Steele ST, Guillebaud J. Human papillomavirus testing in primary cervical 

screening. Lancet 1995; 345:1533-6. 

Das U. Essential fatty acids lipid peroxidation and apoptosis Prostaglandins. Leukot 

Essent Fatty Acids 1999; 61:157-63. 

Dasso M, Newport JW. Completion ofDNA replication is monitored by a feedback 

system that contrais the initiation o f mitosis in vitro: studies in Xenopus. Cell 1990; 

61:811-23. 

Davies R Hicks R Crook T, Morris J, Vousden K. Human papillomavirus type 16 

E 7 associates with a histone H 1 kinase and with p 1 07 through sequences necessary 

for transformation. J Virol1993; 67:2521-8. 

Denis M, Chade ~ Matlashewski GJ. Macrophage killing o f human papillomavirus 

type-16 transformed cells. Virology 1989; 170:342-5. 

Desaintes C, Hallez S, V an Alphen Burny A. Transcriptional activation o f several 

heterol~gous promoters by the E6 protein ofhuman papillomavirus type 16. J Virol 

1992; 66:325-33. 

Dürst M, Dzarlieva-Petrusevska RT, Boukamp Fusenig NE, Gissmann L. Molecular 

and cytogenetic analysis ofimmortalized human primary keratinocytes obtained 

a:fter transfection with human papillomavirus type 16 DNA. Oncogene 1987; 1 :251-

6. 

112 



Dürst M, Glitz D, Schneider A, Zur Hausen H. Human papillomavirus type 16 (HPV 

16) gene expression and DNA replication in cervical neoplasia: analysis by in situ 

hybridization. Virology 1992; 189:132-40. 

Dürst M, Kleinheinz A, Hotz M, Gissmann L. The physical state o f human 

papillomavirus type 16 in benign and malignant genital tumors. J Gen Vi rol 1985; 

66:1515-22. 

Dyson N, Guida Münger K, Harlow E. Homologous sequences in adenovirus E 1 A 

and human papillomavirus E7 protein mediate interaction with the same set of 

cellular proteins. J Virol 1992; 66:6893-902. 

Dyson N, Howley M, Münger K, Harlow E. The human papillomavirus 16 E7 

oncoprotein is able to bind to the retinoblastoma gene product. Science 1989; 

243:934-7. 

Elad G, Paz A, Haklai R, Marciano D, CoxA, Kloog Y. Targeting ofk-ras 4B by S

trans trans-farnesyl thiosalicylic acid. Biochem Biophys Acta 1999; 1452:228-42. 

Evander M, Edlund K, Gustafsson A, Jonsson M, Karlsson R, Rylander E, Wadell 

G. Human papillomavirus infection is transient in young women: a population based 

cohort study. J Infect Dis 1995; 171:1026-30. 

Ferrera A, Olivo A, Alaez C, Melchers WJ, Gorodezky C. HLA DOAI and DOBI 

loci in Honduran women with cervical dysplasia and invasive cervical carcinoma 

and their relationship to human papillomavirus infection. Hum Biol1999; 71:367-

79. 

Fiers W. Tumor necrosis factor: characterization at the molecular cellular and in vivo 

levei. FEBE Letters 1991; 285:199-212. 

113 



Franco EL, Villa LL, Richardson H, Rohan T, Ferenczy A. Epidemiology o f cervical 

human papillomavirus infection. In: Franco EL, Monsonego J, editors. New 

developments in cervical cancer and prevention. London: Blackwell Science; 

1997. p.l4-22. (WHO/EUROGIN monograph) 

Franco EL, Villa LL, Rohan T, Ferenczy A, Petzl-Erler M, Matlashewski G. Design 

and methods ofthe Ludwig-McGilllongitudinal study ofthe natural history of 

human papillomavirus infection and cervical neoplasia in Brazil. Pan Am Health 

Organ J 1999; 6: 223-32. 

Fraumeni JR, Devesa SS, Hoover RN, Kinlen LJ. Epidemiology o f cancer. In: De 

Vita VT, Hellman S, Rosenberg AS, editors. Cancer: principies and practice of 

oncology. 4th ed. Philadelphia: J.B. Lippincott; 1993. p.150-81. 

Funk JO, Waga S, Harry JB, Espling E, Stillman B, Galloway DA. Inhibition of 

CDK activity and PCNA-dependent DNA replication by p21 is blocked by 

interaction with the HPV-16 E7 oncoprotein. Genes Dev 1997; 11:2090-100. 

Gagnoux-Palacios L, Vailly J, Durand-Clement M, Wagner E, Ortonne J, Meneguzzi 

G. Functional Re-expression oflaminin-5 in laminin-y2-deficient human 

keratinocytes modifies cell morphology motility and adhesion. J Biol Chem 1996; 

31:18437-44. 

Galliano W', Aberdam D, Aguzzi A, Ortonne J, Meneguzzi G. Cloning and 

complete primary structure ofthe mouse laminin a3 chain. J Biol Chem 1995; 

270:21820-6. 

Galliano W', Aberdam D, Aguzzi A, Ortonne JP, Meneguzzi G. Cloning and 

complete primary structure o f the mouse laminin alpha 3 chain. Distinct expression 

pattem of the laminin alpha 3A and alpha 3B chain isoforms. J.Bioi.Chem. 

1995;270:21820-6. 

114 



Gao Q, Srinivasan S, Boyer SN, Wazer DE. The E6 oncoproteins ofhigh-risk 

papillomaviruses bind to a novel putative GAP protein E6TP1 and target it for 

degradation. Moi Cell Biol 1999; 19:733-44. 

Garrido F, Ruiz-Cabello F, Cabrera T, Pérez-Villar JJ, López-Botet M, Duggan

Keen M, Stem L. Implications for immunosurveillance o f altered HLA class I 

phenotypes in humans tumours. Immunol Today 1997; 18:89-95. 

Girard F, Strausfeld U, Femandez A, Lamb NJ, Cyclin ais required for the onset of 

DNA replication in mammalian fibroblasts. Cell 1991; 67:1169-79. 

Glew SS, Duggan-Keen M, Ghosh AK et ai. Lack of association of HLA 

polymorphisms with human papillomavirus- related cervical cancer. 

Hum.Immunol. 1993;37:157-64. 

Graves JD, Draves KE, Craxton A, Saklatvala J, Krebs EG, Clark EA. Involvement 

o f stress-activated protein kinase and p38 mitogen-activated protein kinase in migM

induced apoptosis ofhuman B lymphocytes. Proc Natl Acad Sei USA 1996; 

93:13814-8. 

Han EK, Sgambato A, Jiang W, Zhang YJ, Santella RM, Doki Y, Cacace AM, 

Schieren I, Weinstein IB. Stable overexpression ofCyclin D1 in a human mammary 

epithelial cellline prolongs the S-phase and inhibits growth. Oncogene 1995; 

10:953-61. 

Hawthom RJS, Murdoch JB, Mac Lean AB, Mackie RM. Langerhans cells and 

subtypes ofhuman papillomavirus in cervical intraepithelial neoplasia. Br Med J 

1988; 297:643-6. 

Hilders CGJM, Houbiers JGA, Van Ravenswaay Claasen HH, Veldhuizen RW, 

Fleuren GJ. Association between HLA-expression and infiltration ofimmune cells in 

cervical carcinoma. Lab Invest 1993; 69:651-9. 

115 



Hildesheim A, Schiffman ~, Gravitt E, Glass AG, Greer CE, Zhang T, Scott DR 

Rush BB, Lawer Shennan ME, Kunnan RJ, Manos tvflv1. Persistence oftype-specific 

human papillomavirus infection among cytologically normal women. J Infect Dis 

1994; 9:235-40. 

Ho GY, Burk R, Klein S, Kadish A, Chang C, Palan Basu J, Tachezy R Lewis R 

Romney S. Persistent genital human papillomavirus infection as a risk facto r for 

persistent cervical dysplasia. J Natl Cancer Inst 1995; 87:1365-71. 

Hoos A, D'Incan C, Gissmann L et al. Human papillomavirus type 16 (HPV 16) E7 

and major histocompatibility complex (MHC) class I and II expression in human 

keratinocytes in culture. Arch. Vi rol. 1996; 141 :449-58. 

Howley M. Papillomavirinae: the viruses and their replication. In: Howley M, editor. 

Fundamental virology. 3rded. Philadelphia: Lippincott-Raven; 1996. p.947-78. 

IARC- INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER 

WORLD HEAL TH ORGANIZA TION IARC Monographs on the evaluation o f 

carcinogenic risks to humans Human papillomaviruses Lyon France: Human 

papillomavirus 1995 64. 

INCA - INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER. Estimativas da incidência e 

mortalidade por câncer no Brasil, Rio de Janeiro, 1999. 

Iwatsuki K, Tagami M, Takigawa M, Yamada M. Plane wartz under spontaneous 

regression. Arch Dermatol 1986; 122:655-9. 

Jablonska S, Majewski S, Maleczyk J. HPV infections and immunological 

responses. Von Krog G, Rylander E, editors. Genitoanal papillomavirus infection. 

Sweden: Conpharm AG Karlstad; 1989; 289. 

116 



Jablonska S, Majewski S. Immunology o f genital papillomavirus infections. In: 

Gross G, Jablonska S, Pfister H, Stegner HE, editors. Genital papillomavirus 

infection. New York: Springer-Verlag; 1990; 263. 

Jenson AB, Kurman RJ, Lancaster WD. Tissue effects and host response to human 

papillomavirus infection. Obstet Gynecol Clin North Am 1987; 14:397 

Jones DL, Alani RM, Munger K. The human papillomavirus E7 oncoprotein can 

uncouple cellular differentiation and proliferation in human keratinocytes by 

abrogating p21Cipl-rnediated inhibition ofcdk2. Genes Dev 1997; 11:2101-11. 

Kadish AS, Ho GY, Burk RD et al. Lymphoproliferative responses to human 

papillomavirus (HPV) type 16 proteins E6 and E7: outcorne of HPV infection and 

associated neoplasia. J.Natl.Cancer Inst. 1997;89: 1285-93. 

Kanda T, Watanabe S, Yoshiike K. Human papillomavirus type 16 open reading 

frarne E7 encodes a transforrning gene for rat 3Y1 cells. Virology 1988; 165:321-5. 

Kast WM, Brandt RM, Sidney J, Drijfhout JW, Kubo RT, Grey HM, MeliefCJM, 

Sette A. Role ofHLA-A rnotifs in identification ofpotential CTL epitopes in human 

papillomavirus type 16 E6 and E7 proteins. J Immunol 1994; 152:3904-12. 

Kaur McDougall JK. Characterization o f primary human keratinocytes transformed 

by human papillomavirus type 18. J Virol1988; 62:1917-24. 

Kelley MJ. Otterson GA, Kaye FJ, Popescu NC, Johnson BE, Di Paolo JA. CDKN2 

in HPV positive and negative cervical-carcinoma celllines. Int J Cancer 1995; 

63:226-30. 

Kirn YT, Cho NH, Park SW, Kirn JW. Underexpression ofCyclin-dependent kinase 

(CDK) inhibitors in cervical carcinoma. Gynecol Oncol 1997; 71:38-45. 

117 



KirchhoffM, Rose H, Petersen BL, Maahr J, Gerdes T, Lundsteen C, BryndorfT, 

Kryger-Baggesen N, Christensen L, Engelho 1m AS, Philip J. Comparative genomic 

hybridization reveals a recurrent pattern o f chromosomal aberrations in severe 

dysplasialcarcinoma in situ o f the cervix and in advanced-stage cervical carcinoma 

Genes Chromosom Cancer 1999; 24:144-50. 

Kiviat NB, Critshlow CW, Holmes KK, Kuypers J, Sayer J, Dunphy C, Surawicz C, 

Kirby Wood R, Daling JR. Association o f anal dysplasia and human papillomavirus 

with immunosuppresion and HIV infection among homosexual men. AIDS 1993; 

7:43-9. 

Kiyono T, Hiraiea A, Fujita M, Hayashi Y, Akiyama T, Ishibashi M. Binding of 

high-risk human papillomavirus E6 oncoproteins to the human homologue ofthe 

Drosophila disc large tumor supressor protein. Proc Natl Acad Sei USA 1997; 

94:11612-6. 

Klingelhutz AJ, Foster AS, McDougall JK. Telomerase activation by the E6 gene 

product ofhuman papillomavirus type 16. Nature 1996; 380:79-81 . 

Kõck A, Schwarz T, Kirnbauer R, Urbanski A, Perry Ansel JC, Luger TA. Human 

keratinocytes are source for tumor necrosis factor alpha: evidence for synthesis and 

release upon stimulation with endotoxin ultraviolet light. J Exp Med 1990; 

172:1609-14. 

Koutsky LA, Holmes KK, Critchlow CW, Stevens CE, Paavonen J, Beckmann AM, 

Derouen TA, Galloway DA, Vernon D, Kiviat NB. A cohort study ofthe risk of 

cervical intraepithelial grade 2 or 3 in relation to papillomavirus infection. N Engl J 

Med 1992; 327:1272-8. 

Kyo S, Inoue M, Hayasaka N, Inoue T, Yutsudo M, Tanizawa O, Hakura A. 

Regulation o f early gene expression ofhuman papillomavirus type 16 by 

inflammatory cytokines. Virology 1994; 200: 130-9. 

11 8 



Lechner MS, Laimins LA. Inhibition o f p53 DNA by human papillomavirus E6 

proteins. J Virol 1994; 68:4262-73. 

Lehn H, Villa LL, Marziona F, Hilgarth M, Hillernans HG, Sauer G. Physical state 

and biological activity ofhuman papillomavirus genomes in precancerous lesions of 

the female genital tract. J Gen Virol 1988; 69:187-96. 

Levine AJ. p53 the cellular gatekeeper for growth and division. Cell 1997; 88:323-

31. 

Liang A, Verbouk L, Pardee AB. Distribuition and cloning o f eukariotic messenger 

mRNAs by means o f differential display: refinements and optimization. Nucl Acids 

Res 1993; 21:3269-75. 

Liang Pardee AB. Differential display and cloning ofmessenger RNAs from human 

breast cancer versus mammary epithelial cells. Cancer Res 1992a; 52:6966-8. 

Liang Pardee AB. Differential Display of eucariotic messenger ma by means ofthe 

polymerase chain reaction. Science 1992b; 257:967-71. 

Lõrincz AT, Reid R, Jenson AB, Greenberg MD, Lancaster W, Kurman RJ. Human 

papillomavirus infection of the cervix: relative risk associations of 15 commom 

anogenital types. Obstet. Gynecol 1992; 328-37. 

Lunger TA, Kock A, Danner M. Production o f distinct cytokines by epidermal cells. 

Br J Dermatol1985; 113:145-56. 

Maciag C, Villa LL. Genetic susceptibility to HPV infection and cervical cancer. 

Braz J Med Biol Res 2000; 32:915-22. 

Malejczyk J, Malejczyk M, Majewski S, Breitburd F, Luger TA, Jablonska S, Orth 

G. Increased tumorigenicity ofhuman keratinocytes harboring human 

papillomavirus type 16 is associated with resistance to endogenous tumor necrosis 

factor-a~rnediated growth limitation. Int J Cancer 1994; 56:593-8. 

119 



Malejczyk M, Józwiak J, Osiecka A, Roszkowski I, Mazurkiewicz-Smoktunowicz 

W, Rogozinski TT, Walczak L, Jablonska S, Majewski S, Malejczyk J. Serum leveis 

o f soluble tumor-necrosis-factor receptors in patients with benign and malignant 

HPV-associated anogenitallesions. Int J Cancer 1997; 73:16-9. 

Massimi Pim D, Banks L. HPV-16 E7 and adenovirus Ela complex formation with 

TA TA box binding protein is enhanced by casein kinase 11 phosphorylation. 

Oncogene 1996; 12:2325-30. 

Matlashewski G, Schneider J, Banks L, Jones N, Murray A, Crawford L. Human 

papillomavirus type 16 DNA cooperates with activated ras in transforrning primary 

cells. EMBO J 1987; 6:1741-6. 

McDougall JK. Immortalization and transformation ofhuman cells by human 

papillomavirus. Curr Top Microbiol Immunol1994; 186:101-19. 

Merril AH, Schmelz EM, Dillehay DL, Spiegel S, Shayman JA, Schroeder JJ, Riley 

RT, Voss KA, Wang E. Sphingolipids: the enigmatic lipid class: biochemistry 

physiology and pathophysiology. Toxicol Appl Pbarmacol 1997; 142:208-25. 

Miner ffi, Patton BL, Lentz SI et al. The laminin alpha chains: expression, 

developmental transitions, and chromosomal locations of alphal-5, identification of 

heterotrimeric laminins 8-11, and cloning o f a novel alpha3 isoform. J.Cell Biol. 

1997;137:685-70 1. 

Ministério da Saúde. Secretaria Nacional de Assistência à Saúde. Instituto Nacional 

de Câncer. Estimativas da incidência e mortalidade por câncer no Brasil, 1999. 

Rio de Janeiro: INCA, 1999. 

Münger K, Phelps WC, Bubb Howley M, Schlegel R. The E6 and E7 genes o f the 

human papillomavirus type 16 toghether are necessary and sufficient for 

transformation ofprimary human keratinocytes. J Virol1989; 63:4417-21. 

120 



Mufioz N, Bosch FX. The causallink between HPV and cervical cancer and its 

irnplications for prevention o f cervical cancer. Buli Pan Am Health Organ 1996; 

30:362-77. 

Murakami M, Gurski KJ, Steller MA. Human papillomavirus vaccines for cervical 

cancer. J.Immunother. 1999;22:212-8. 

Nakao Y, Y ang X, Yokoyama M, Ferenkzy A, Tang SC, Pater M:11, Pater A. 

Induction o f p 16 during immortalization by HPV 16 and 18 and not during 

transformation. Br J Cancer 1997; 75:1410-6. 

National Cancer Institute Workshop. The 1988 Bethesda System. JAMA 1989; 262: 

931-34. 

Ness M, Wijngaarden E, Bakos E, Schneider A, Dürst M. Identification ofnovel 

molecular markers which corre late with HPV -induced tumor progression. Oncogene 

1998; 16:2447-58. 

Nobbenhuis MAE, Walboomers JMM, Helmerhorst TJM, Rozendaal L, Remmink 

AJ, Risse EKJ, Van Der Linden HC, Voorhorst FJ, Kenemans M, Meijer CJL. 

Relation ofhuman papillomavirus status to cervicallesions and consequences for 

cervical-cancer screening: a prospective study. Lancet 1999; 354:20-5. 

O'Connor M, Apt D, Bemard HU. DNA tumor viroses: papilloma. In: Bertino JR, 

editor. Encyclopedia of cancer. San Diego: Academic Press; 1997. p.520-31. 

Pagano M, Pepperkok R, Verde F, Ansorge W, Draetta G. Cyclin: ais required at 

two points in the human cell cycle. EMBO J 1992; 11 :961-71. 

Pahl Ill.-. Activators and target genes ofRel/NF-kappaB transcription factors. 

Oncogene 1999; 18:6853-66. 

121 



Palefsky JM, Holly EA, Gonzales J, Ahn DK, Greenspan JS. Detection o f human 

papillomavirus DNA in anal intraepithelial neoplasia and anal cancer. Cancer Res 

1991; 51 : 1 o 14-9. 

Paul NL, Ruddle NH. Lirnphotoxin. Annu Rev Immunol 1988; 6:407-38. 

Petry KU, Scheffel D, Bode U, Gabrysiak T, Kochel H, Kupsch E, Glaubitz M, 

Niesert S, Kuhnle H, Schedel I. Cellular immunodeficiency enhances the progression 

ofhuman papillomavirus-associated cervicallesions. Int J Cancer 1994; 57:836-40. 

Pillai S, Bikle DD, Eessalu TE, Aggarwal BB, Elias M. Binding and biological 

effects o f tumor necrosis facto r alpha on cultured human neonatal foreskin 

keratinocytes. J Clin Invest 1989; 83:816-21. 

Pirn D, Collins M, Banks L. Human papillomavirus type 16 E5 gene stirnulates the 

transforrning activity ofthe epidermal growth factor receptor. Oncogene 1992; 7:27-

32. 

Pirisi L, Creek KE, Doniger J, DiPaolo JA. Continuous celllines with altered growth 

and differentiation properties originate after transfection ofhuman keratinocytes 

with human papillomavirus type 16 DNA. Carcinogenesis 1988; 9:1573-9. 

Pirisi L, Y asumoto S, Feller M, Doniger J, DiPaolo JA. Transformation ofhuman 

fibroblasts and keratinocytes with human papillomavirus type 16 DNA. J Virol 

1987; 61:1061-6. 

Pirisi L, Zyzak LL, Geslani G, Creek KE. In vitro progression ofHPV16-

immortalizad human keratinocytes is associated with a progressive loss o f sensitivity 

to growth inhibition by retinoic acid and transforming growth factor-beta. Anais do 

14th International Papillomavirus Conference; 1995; Quebec (CA) 1995. p.l66. 

122 



Pisani Parkin DM, Ferlay J. Estimates ofthe worldwide mortality from eighteen 

major cancers in 1985 implications for prevention and projections o f future burden. 

Int J Cancer 1993; 55:891-903. 

Ploegh HL. Viral strategies o f immune evasion. Science 1998; 280: 248-53. 

Poon RYC. Cell cycle control. In: Bertino JR editor. Encyclopedia of cancer. San 

Diego: Academic Press; 1997. p.246-55. 

Rey O, Lee S, Park NH. Human papillomavirus type16 E7 oncoprotein repress 

transcription ofhuman fibronectin. J Virol2000; 74:4912-8. 

Reznikoof CA, Y eager TR, Belair CD, Savelieva E, Puthenveettil JA, Stadler WM. 

Elevated p 16 at senescence and loss o f p 16 at immortalization in human 

papillomavirus 16 E6 but not in E7 transformed human uroepithelial cells. Cancer 

Res 1996; 56:2886-90. 

Romanczuk H, Howley M. Disruption o f either the E 1 o r the E2 regulatory gene o f 

human papillomavirus type 16 increases viral immortalization capacity. Proc Na ti 

Acad Sei USA 1992; 89:3159-63. 

Romanczuk H, Villa LL, Schlegel R, Howley M. The viral transcriptional regulatory 

region upstream ofthe E6 and E7 genes is a major determinant ofthe differential 

immortalization activities ofhuman papillomavirus types 16 and 18. J Vi rol 1991; 

65:2739-44. 

Ronco L, Karpova AY, Vidal M, Howley M. Human papillomavirus 16 E6 

oncoprotein binds to interferon regulatory factor-3 and inhibits its transcriptional 

activity. Genes Dev 1998; 12:2061-72. 

123 



Rõsl F, Lengert M, Albrecht J, Kleine K, Zawatzky R, Schraven B, Zur Hausen H. 

Differential regulation o f the JE gene encoding the monocyte chemoattractant 

protein (MCP-1) in cervical carcinoma cells and derived hybrids. J Vi rol 1994; 

68:2142-50. 

Rothe J, Gehr G, Loetscher H, Lesslauer W. Tumor necrosis factor receptors: 

structure and function. Immunol Res 1992; 11:81-90. 

Rousseau MC, Franco EL, Villa LL, Sobrinho JP, Termini L, Prado JM, Rohan TE. 

A cumulative case-control study of risk factor profiles for oncogenic and 

nononcogemc cervical human papillomavirus infections. Cancer Epidemiol 

Biomarkers Prev 2000; 9: 469-76. 

Rubin BY, Anderson SL, Sullivan AS, Williamson BD, Carswell EA, Old LJ. 

Nonhematopoietic cells selected for resistance to tumor necrosis factor produce 

tumor necrosis factor. J Exp Med 1986; 164:1350-5. 

Sadovnikova E, Strauss HJ. T cell epitops in human papillomavirus proteins 

Behring. Inst Mitt 1994; 94:87-93. 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd 

ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1989. 

Sano T, Oyama T, Kashiwabara K, Fukuda T, Nakajima T. Expression status ofpl6 

protein is associated with human papillomavirus oncogenic potential in cervical 

cancer and genitallesions. Am J Pathol1998; 153:1741-8. 

Sato K, Katagiri K, Hattori S, Tsuji T, Irimura T, Irie S, Katagiri T. Larninin 5 

pro motes activation and apoptosis o f the T cells expressing a3 p I integrin. Exp Cell 

Res 1999; 247: 451-60. 

124 



Scheffner M, Huibregtse JM, Vierstra RD, Howley M. The HPV -16 E6 and E6-AP 

complex functions as a ubiquitin-protein ligase in the ubiquitination ofp53 . Cell 

1993; 75:495-505. 

Scheffuer M, Munger K Byrne JC, Howley M. The state ofthe p53 and 

retinoblastoma genes in human cervical carcinoma celllines. Proc Natl Acad Sei 

USA 1991; 88:5523-7. 

Scheffner M, Wemess BA, Huibregtse JM, Levine AJ, Howley M. The E6 

oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 promotes the 

degradation ofp53. Cell1990; 63:1129-36. 

Schiffinan MH, Bauer HM, Hoover N, Glass AG, Cadell DM, Rush BB, Scott DR, 

Sherman ME, Kurman RJ, Wacholder S, Stanton CK, Manos MM. Epidemiologic 

evidence showing that papillomavirus infection causes most cervical intraepithelial 

neoplasia. J Natl Cancer Inst 1993; 85:958-64. 

Schiller JT, V ass WC, Vousden KH, Lowy DR. The E5 open reading frame o f 

bovine papillomavirus type 1 encodes a transforming gene. J Viro I 1986; 57:1-6. 

Schilling B, De-Medina T, Syken J, Vidal M, Munger K. A novel human DnaJ 

protein hTid-1 a homolog o f the Drosophila tumor suppressor protein Tid56 can 

interact with the human papillomavirus type 16 E7 oncoprotein. Virology 1998; 

247:74-85. 

Schlegel R, Phelps WC, Zhang YL, Barbosa MS. Quantitative keratinocyte assay 

detects two biological activities on human papillomavirus DNA and identifies viral 

types associated with cervical carcinomas. EMBO J 1988; 7:3181-7. 

Schneider-Gadicke A, Schwartz E. Different human cervical carcinoma celllines 

show similar transcription pattems ofhuman papillomavirus type 18 early genes. 

EMBO J 1986; 5:2285-92. 

125 



Schoenfeld HJ, Poeschl B, Frey JR, Loetscher H, Hunziker W, Lustig A, Zulauf M. 

Efficient purification o f recombinant human tumor necrosis facto r beta from E co li 

yields bio logically active protein with a trimeric structure that binds to both TNF 

receptors. J Biol Chem 1991; 266. 

Schwarz E, Freese UK, Gissmann L, Mayer W, Roggenbuck B, zur Hausen H. 

Structure and transcription ofhuman papillomavirus type 18 and 16 sequence in 

cervical carcinoma cells. Nature 1985; 314:111-4. 

Sherlaw-Johnson C, Gallivan S, Jenkins D. Evaluating cervical cancer screening 

programmes for developing countries. Int J Cancer 1997; 72:210-6. 

Sherr CJ. Mammalian G 1 Cyclins. Cell 1993; 73: 1 059-65. 

Sherr CJ. The ins and outs ofRB: coupling gene expression to the cell cycle clock. 

Trends Cell Biol 1994; 4:15-8. 

Shimabukuro M, Higa M, Zhou Y, Wang M, Newgard C, Unger RH. Lipoapoptosis 

in Beta-cells of obese prediabetic fa/fa rats. J Biol Chem 1998; 273:32487-90. 

Shiohara M, Gombart G, Berman JD, Koike K, Komiyama A. Koefiler cytostatic 

effect ofTNFa on cancer cells is independent ofp21 W AFI. Oncogene 1997; 

15:1605-9. 

Smotkin D, Wettstein FO. Transcription ofhuman papillomavirus type 16 early 

genes in cervicalcancer anda cervical cancer derived cellline and identification of 

the E7 protein. Proc Natl Acad Sei USA 1986; 83:4680-4. 

Soto U, Das BC, Lengert M, Finzer zur Hausen H, Rõsl F. Conversion o f HPV 18 

positive non-tumorigenic HeLa-fibroblast hybrids to invasive growth involves loss 

o f TNF -a mediated repression o f viral transcription and modification o f the AP-1 

transcription complex. Oncogene 1999; 18:3187-8. 

126 



Storey A, Pim D, Murray A, Os bom K, Banks L, Crawford L. Comparison o f the in 

vitro transforming activities ofhuman papillomavirus types. EMBO J 1988; 7:1815-

20. 

Storey A, Thomas M, Kalita A, Harwood C, Gardiol D, Mantovani F, Breuer J, 

Leigh I, Matlashewski G, Banks L. Role o f p53 polymorphism in the development o f 

human papillomavirus-associated cancer. Nature 1998; 393:229-34. 

Sun XW, Kuhn L, Ellerbrock T, Chiasson MA, Bush TJ, Wright TCJ. Human 

papillomavirus infection in women infected with the human immunodeficiency 

vírus. N Engl J Med 1997; 337:1343-9. 

Tam SW, Shay JW, Pagano M. Differential expression and cell cycle regulation of 

the cyclin-dependent kinase 4 inhibitor p 16INK4 . Cancer Res 1994; 5816-20. 

Tartaglia LA, Rothe M, Hu YF, Goeddel D. Tumor necrosis factor's cytotoxic 

activity is signaled by the p55 TNF receptor. Cell1993; 73:213-6. 

Tartaglia LA, Weber RF, Figari IS, Reynolds C, Paladino MA, Goeddel D. The two 

different receptors for tumor necrosis factor mediate distinct cellular response. Proc 

Natl Acad Sei USA 1991; 88:9292-6. 

Tay SK, Jenkins D, Maddox Campion M, Singer A. Subpopulation ofLangerhans' 

cells in _cervical neoplasia. Br J Obstet Gynecol 1987; 94:10-5. 

Thierry F, Yaniv M. The BPV1 E2 trans-acting protein can be either an activator ora 

repressor ofthe HPV-18 regulatory region. EMBO J 1987; 6:3391-7. 

Thomas M, Banks L. Human papillomavirus (HPV) E6 interactions with Bak are 

conserved amongst E6 proteins from high and low risk HPV types. J Gen Virol 

1999; 80:1513-7. 

Timpl R. Structure and biological activity ofbasement membrane proteins. Eur J 

Biochem 1989; 180:487-502. 

127 



Tong X, Howley M. The bovine papillomavirus E6 oncoprotein interacts with 

paxilin and disrupts the actin cytoesqueleton. Proc Natl Acad Sei USA 1997; 

94:4412-7. 

Torres LM, Cabrera T, Concha A, Oliva MR, Ruiz-Cabello F, Garrido FHLA. class I 

expression and HPV -16 sequences in premalignant and malignant lesions o f the 

cervix. Tissue Antigens 1993; 41:65-71. 

Turner MA, Darragh T, Palefski JM. Epitelial stromal interactions modulating 

penetration o f matrigel membranes by HPV 16 immortalized keratinocytes. J Invest 

Deramtol. 1997; 109: 619-25. 

Van den Brule FA, Clausse N, Delvenne P, Franzen-Detrooz E, Castronovo V. 

Combined interferon-gamma and tumor necrosis factor-alpha treatment differentially 

affects adhesion and migration of keratinocyte-derived cells to laminin-1. Cell 

Adhes.Commun. 2000;7:321-9. 

V erma IM, Stevenson JK, Schwarz EM, VanAntwerp D, Miyamoto S. Rel!NF

kappaB family: intimate tales o f association and dissociation. Genes Dev 1995; 

9:2723-35. 

Vemon SD, Unger ER, Miller DL, Lee DR, Reeves WC. Association ofhuman 

papillomavirus type 16 integration in the E2 gene with poor disease-free survival 

from cervical cancer. Int J Cancer 1997; 74:50-6. 

Vieira KBL, Goldstein DJ, Villa LL. Tumor necrosis factor a interferes with the cell 

cycle ofnormal and papillomavirus-immortalized human keratinocytes. Cancer Res 

1996; 56:2452-7. 

Vieira KBL. Fator de necrose tu moral a e o controle do ciclo celular de 

queratinócitos humanos normais e imortalizados por papilomavírus humano. 

São Paulo; 1995. [Tese de Doutorado- Universidade de São Paulo- Instituto de 

Química] 

128 



Villa LL, Franco EL. Epidemiologic correlates o f cervical neoplasia and risk o f 

human papillomavirus infection in asymptomatic women in Brazil. J Natl Cancer 

Inst 1989; 81 :332-40. 

Villa LL, Schlegel R. Differences in transformation activity between HPV -18 and 

HPV-16 map to the viral LCR-E6-E7 region. Virology 1991; 181:374-77. 

Villa LL, Vieira KBL, Pei X, Schlegel R. Differential effect oftumor necrosis factor 

on proliferation ofprimary human keratinocytes and celllines containing human 

papillomavirus types 16 and 18. Moi Carcinog 1992; 6:5-9. 

Villa LL. Human papillomaviruses and cervical cancer. Adv Cancer Res 1997; 

71:321-41. 

Vousden KH, Doniger J, Di Paolo JÁ, Lowy DR. The E7 open reading frame of 

human papillomavirus type 16 encodes a transforming gene. Oncogene Res 1988; 

3:167-75. 

Vousden KH. Interactions between papillomavirus proteins and tumor supressor 

gene products. Adv Cancer Res 1994; 641-24. 

Walboomers JM, Jacobs M, Manos M:M, Bosch FX, Kummer JA, Shah K, Snijders 

J, Peto J, Meijer CJ, Mufioz N. Human papillomavirus is a necessary cause of 

invasive cervical cancer worldwide. J Pathol1999; 189:12-19. 

Weinstein IB, Zhou P.Cell cycle control gene defects and human cancer. In: Bertino 

JR. Encyclopedia of cancer. San Diego: Academic Press; 1997. p.256-67. 

Welsh J, Chanada K, Dalal S, Cheng R, Ralph D, Mcclelland M. Arbitrarly primed 

PCR fingerprint ofRNA. Nucleic Acids Res 1992; 20:4965-70. 

Wemess BA, Levine AJ, Howley M. Association ofhuman papillomavirus types 16 

and 18 E6 proteins with p53. Science 1990; 248:76-9. 

129 



Winkelstein WJ. Smoking and cervical cancer: current status: a review. Am J 

Epidem i oi 1990; 131 :945-60. 

WolfB, Naumann M. INK4 cell cycle inhibitors direct transcriptional inactivation of 

NF-KB. Oncogene 1999; 18:2663-6. 

Wong GHW, Tartaglia LA, Lee MS, Goeddel D. Antiviral activity oftumor necrosis 

factor is signaled through the 55-kDa type 1 TNF receptor. J Immunol 1992; 

149:3550-3. 

Woodworth CD, Waggoner S, Barnes W, Stoler MH, DiPaolo JÁ. Human cervical 

and foreskin epithelial cells immortalized by human papillomavirus DNAs exhibit 

dysplastic differentiation in vivo. Cancer Res 1990; 50:3709-15. 

Wright SC, Zheng H, Zhong J. Tumor cell resistance to apoptosis dueto a defect in 

the activation of sphingomyelinase and the 24 kDa apoptotic protease (AP24). 

FASEB J. 1996;10:325-32. 

Xia Z, Dickens M, Raingeaud J, Davies RJ, Greenberg 1vffi. Opposing effects of 

ERK and JNK-p38 MAP kinases on apoptosis. Science 1995; 270:1326-31. 

Xu C, Nagasawa W, Schlegel R, Sager R. The human papillomavirus 16E6 gene 

sintetizes human mammary epithelial cells to apoptosis induced by DNA damage. 

Proc Natl Acad Sei USA 1995; 92:7829-33. 

Yoshida K, Murohashi I, Hirashima K. p53-independent induction ofp21 

(W AF1/CIP1) during differentiation ofHL-60 cells by tumor necrosis factor alpha. 

Int J Hemato11996; 65:41-8. 

Yurchenco D, Schittny JC. Molecular architecture ofbasement membrane. FASEB J 

1990; 6:1577-90. 

Zeng YX, El-Deiry WS. Regulation ofp21WAF1/CIP1 expression by p53-

independent pathways. Oncogene 1996; 12:1557-64. 

130 



Zerfass K, Schulze A, Spitkovsky D, Friedman, Henglein B, Jansen-Durr. Sequential 

activation o f Cyclin E and Cyclin a gene expression by human papillomavirus 

type 16 E7 through sequences necessary for transformation. J Vi rol 1995; 69:6389-

99. 

Zerfass-Thome K, Zwerschke W, Mannhardt B, Tindle R, Botz JW, Jansen-Durr. 

Inactivation o f CDK inhibitor p27KIP1 by the human papillomavirus type 16 E7 

oncoprotein. Oncogene 1996; 13:2323-30. 

Zhao S, Ooi SL, Pardee AB. New primer strategy improves precision o f di:fferential 

display. Biotechniques 1995; 18:842-50. 

Zinkernagel RM, Ehl S, Aichele Oehen S, Kündig T, Hengartner H. Antigen 

localisation regulates immune responses in a dose- and time-dependent fashion: a 

geographical view ofimmune reactivity. Immunol Rev 1997; 156:199-209. 

Zur Haunsen H. Papillomavirus causing cancer: evasion from host-cell control in 

early events in carcinogenesis. J Natl Cancer Inst 2000; 92:690-8. 

Zur Hausen H. Papillomavirus infections: a major cause ofhuman cancers. Biochem 

Biophys Acta 1996; 1288:55-78. 

Zwerschke W, Mazurek S, Massimi Banks L, Eigenbrodt E, Jansen-Durr. 

Modulation o f type M2 pyruvate kinase activity by the human papillomavirus type 

16 E7 oncoprotein. Proc Natl Acad Sei USA 1999; 96:1291-6. 

131 


	Scanned-image_23-05-2017-195103-1
	Scanned-image_23-05-2017-195103-2
	Scanned-image_23-05-2017-195128-1
	Scanned-image_23-05-2017-195128-2
	Scanned-image_23-05-2017-195128-3
	Scanned-image_23-05-2017-195128-4
	Scanned-image_23-05-2017-195128-5
	Scanned-image_23-05-2017-195128-6
	Scanned-image_23-05-2017-195128-7
	Scanned-image_23-05-2017-195128-8
	Scanned-image_23-05-2017-195128-9
	Scanned-image_23-05-2017-195128-10
	Scanned-image_23-05-2017-195128-11
	Scanned-image_23-05-2017-195128-12
	Scanned-image_23-05-2017-195128-13
	Scanned-image_23-05-2017-195128-14
	Scanned-image_23-05-2017-195128-15
	Scanned-image_23-05-2017-195128-16
	Scanned-image_23-05-2017-195128-17
	Scanned-image_23-05-2017-195128-18
	Scanned-image_23-05-2017-195128-19
	Scanned-image_23-05-2017-195128-20
	Scanned-image_23-05-2017-195128-21
	Scanned-image_23-05-2017-195128-22
	Scanned-image_23-05-2017-195128-23
	Scanned-image_23-05-2017-195128-24
	Scanned-image_23-05-2017-195128-25
	Scanned-image_23-05-2017-195128-26
	Scanned-image_23-05-2017-195128-27
	Scanned-image_23-05-2017-195128-28
	Scanned-image_23-05-2017-195128-29
	Scanned-image_23-05-2017-195128-30
	Scanned-image_23-05-2017-195128-31
	Scanned-image_23-05-2017-195128-32
	Scanned-image_23-05-2017-195128-33
	Scanned-image_23-05-2017-195128-34
	Scanned-image_23-05-2017-195128-35
	Scanned-image_23-05-2017-195128-36
	Scanned-image_23-05-2017-195128-37
	Scanned-image_23-05-2017-195128-38
	Scanned-image_23-05-2017-195128-39
	Scanned-image_23-05-2017-195128-40
	Scanned-image_23-05-2017-195128-41
	Scanned-image_23-05-2017-195128-42
	Scanned-image_23-05-2017-195128-43
	Scanned-image_23-05-2017-195128-44
	Scanned-image_23-05-2017-195128-45
	Scanned-image_23-05-2017-195128-46
	Scanned-image_23-05-2017-195128-47
	Scanned-image_23-05-2017-195128-48
	Scanned-image_23-05-2017-195128-49
	Scanned-image_23-05-2017-195128-50
	Scanned-image_23-05-2017-195128-51
	Scanned-image_23-05-2017-195128-52
	Scanned-image_23-05-2017-195128-53
	Scanned-image_23-05-2017-195128-54
	Scanned-image_23-05-2017-195128-55
	Scanned-image_23-05-2017-195128-56
	Scanned-image_23-05-2017-195128-57
	Scanned-image_23-05-2017-195128-58
	Scanned-image_23-05-2017-195128-59
	Scanned-image_23-05-2017-195128-60
	Scanned-image_23-05-2017-195128-61
	Scanned-image_23-05-2017-195128-62
	Scanned-image_23-05-2017-195128-63
	Scanned-image_23-05-2017-195128-64
	Scanned-image_23-05-2017-195128-65
	Scanned-image_23-05-2017-195128-66
	Scanned-image_23-05-2017-195128-67
	Scanned-image_23-05-2017-195128-68
	Scanned-image_23-05-2017-195128-69
	Scanned-image_23-05-2017-195128-70
	Scanned-image_23-05-2017-195128-71
	Scanned-image_23-05-2017-195128-72
	Scanned-image_23-05-2017-195128-73
	Scanned-image_23-05-2017-195128-74
	Scanned-image_23-05-2017-195128-75
	Scanned-image_23-05-2017-195128-76
	Scanned-image_23-05-2017-195128-77
	Scanned-image_23-05-2017-195128-78
	Scanned-image_23-05-2017-195128-79
	Scanned-image_23-05-2017-195128-80
	Scanned-image_23-05-2017-195128-81
	Scanned-image_23-05-2017-195128-82
	Scanned-image_23-05-2017-195128-83
	Scanned-image_23-05-2017-195128-84
	Scanned-image_23-05-2017-195128-85
	Scanned-image_23-05-2017-195128-86
	Scanned-image_23-05-2017-195128-87
	Scanned-image_23-05-2017-195128-88
	Scanned-image_23-05-2017-195128-89
	Scanned-image_23-05-2017-195128-90
	Scanned-image_23-05-2017-195128-91
	Scanned-image_23-05-2017-195128-92
	Scanned-image_23-05-2017-195128-93
	Scanned-image_23-05-2017-195128-94
	Scanned-image_23-05-2017-195128-95
	Scanned-image_23-05-2017-195128-96
	Scanned-image_23-05-2017-195128-97
	Scanned-image_23-05-2017-195128-98
	Scanned-image_23-05-2017-195128-99
	Scanned-image_23-05-2017-195128-100
	Scanned-image_23-05-2017-195128-101
	Scanned-image_23-05-2017-195128-102
	Scanned-image_23-05-2017-195128-103
	Scanned-image_23-05-2017-195128-104
	Scanned-image_23-05-2017-195128-105
	Scanned-image_23-05-2017-195128-106
	Scanned-image_23-05-2017-195128-107
	Scanned-image_23-05-2017-195128-108
	Scanned-image_23-05-2017-195128-109
	Scanned-image_23-05-2017-195128-110
	Scanned-image_23-05-2017-195128-111
	Scanned-image_23-05-2017-195128-112
	Scanned-image_23-05-2017-195128-113
	Scanned-image_23-05-2017-195128-114
	Scanned-image_23-05-2017-195128-115
	Scanned-image_23-05-2017-195128-116
	Scanned-image_23-05-2017-195128-117
	Scanned-image_23-05-2017-195128-118
	Scanned-image_23-05-2017-195128-119
	Scanned-image_23-05-2017-195128-120
	Scanned-image_23-05-2017-195128-121
	Scanned-image_23-05-2017-195128-122
	Scanned-image_23-05-2017-195128-123
	Scanned-image_23-05-2017-195128-124
	Scanned-image_23-05-2017-195128-125
	Scanned-image_23-05-2017-195128-126
	Scanned-image_23-05-2017-195128-127
	Scanned-image_23-05-2017-195128-128
	Scanned-image_23-05-2017-195128-129
	Scanned-image_23-05-2017-195128-130
	Scanned-image_23-05-2017-195128-131
	Scanned-image_23-05-2017-195128-132
	Scanned-image_23-05-2017-195128-133
	Scanned-image_23-05-2017-195128-134
	Scanned-image_23-05-2017-195128-135
	Scanned-image_23-05-2017-195128-136
	Scanned-image_23-05-2017-195128-137
	Scanned-image_23-05-2017-195128-138
	Scanned-image_23-05-2017-195128-139
	Scanned-image_23-05-2017-195128-140
	Scanned-image_23-05-2017-195128-141
	Scanned-image_23-05-2017-195128-142
	Scanned-image_23-05-2017-195128-143
	Scanned-image_23-05-2017-195128-144
	Scanned-image_23-05-2017-195128-145
	Scanned-image_23-05-2017-195128-146
	Scanned-image_23-05-2017-195128-147
	Scanned-image_23-05-2017-195128-148
	Scanned-image_23-05-2017-195128-149

