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RESUMO 

 

Tobouti PL. Expressão dos receptores Toll-like em carcinoma espinocelular de orofaringe  

[tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015. Versão 
Corrigida. 
 

Nos últimos anos, notou-se aumento da incidência de carcinoma espinocelular de orofaringe 

(CECOF) associado ao HPV. Sabe-se que CECOF associado ao HPV apresenta melhor 

prognóstico do que CECOF não infectado por HPV. Inúmeros estudos em carcinoma cervical 

demonstram alterações de TLRs, isto provavelmente devido às associações das oncoproteínas 

E6 e E7 com estes receptores. Em humanos, existem 10 TLRs identificados, os quais 

colaboram na resposta imune contra bactérias, fungos e vírus, bem como colaboram na 

promoção ou regressão do tumor. Esta influência do TLR na carcinogênese tem sido alvo de 

inúmeros estudos devido à ligação entre inflamação e o câncer. O presente trabalho teve como 

objetivo verificar diferenças na expressão e função de receptores Toll-like em carcinoma 

espinocelular de orofaringe (CECOF). Para tal, foram utilizados trinta e sete espécimes 

diagnosticados como CECOF e a expressão imuno-histoquímica das proteínas p16 e TLR4 

analisadas. Duas linhagens de CECOF HPV16 +  e duas CECOF HPV-. foram utilizadas  para 

análise da expressão de TLR1-10, IL-6 e IL-8, por qPCR. A detecção dos principais TLRs 

(TLR1, TLR2, TLR6 e TLR4) foi feita por citometria de fluxo. Para ativação da via de 

sinalização de TLR2, e posterior análise da expressão de IL6 e IL8, as células foram 

estimuladas com peptidoglicano. Para verificar a expressão e função de TLR4, as células 

foram estimuladas com LPS e LPS UP para posterior análise de IL-6 e IL-8, por ELISA. Os 

resultados demonstraram diferenças na expressão gênica de TLR1 e TLR6 entre as linhagens  

HPV- e o grupo HPV+ e diferenças na expressão proteica de TLR9. TLR2 apresentou 

aumento da expressão proteica em todas as linhagens e demonstra desencadeamento da 

resposta imune, com secreção de IL6 e IL8 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89) e em uma 

das linhagens HPV+ (SCC2). Interessantemente, TLR4 não apresentou diferenças 

significativas na expressão gênica e proteica. Entretanto, as linhagens HPV+ não 

demonstraram resposta pró-inflamatória mesmo quando estimuladas com LPS e LPS ultra 

puro, agonista específico de TLR4. Assim, este trabalho contribui para estabelecer o perfil da 

expressão dos receptores Toll-like em linhagens celulares de CECOF HPV-  e HPV+,  e 



	
  

aponta para alterações ocorridas na via de sinalização mediada por TLR4. Além disso, nossos 

resultados abrem portas para futuros estudos na avaliação de alterações causadas no sistema 

imune inato pelo HPV, em carcinomas espinocelulares de orofaringe.  

 

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. HPV. Toll-like. Interleucina 6. Interleucina 

8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

 

ABSTRACT 

Tobouti PL. Expression of Toll-like receptor in oropharynx squamous cell carcinoma [thesis]. 
São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015. Versão Corrigida. 
 

The incidence of HPV- associated oropharynx squamous cell carcinoma (OPSCC) has 

increased in recent years. HPV- associated OPSCC has a better prognosis than OPSCC not 

infected with HPV. In cervical carcinoma, HPV oncoproteins E6 and E7 influence the 

expression of Toll-like receptors (TLR). To date, 10 TLRs have been identified in humans 

and many are important for the detection of bacteria, fungi and viruses, as well as regression 

and tumor promotion. This influence of TLR in carcinogenesis has been the subject of 

numerous studies, due to the connection between inflammation and cancer. This study aimed 

to determine differences in the expression and function of Toll-like receptor in OPSCC. 

Thirty-seven tumours were selected and immunohistochemistry for p16 and TLR4 was 

performed.  Two  HPV16-associated OPSCC and two OPSCC not associated to HPVcell lines 

were used. qPCR was performed to analyze the expression of TLR1-10, IL-6 and IL-8. The 

detection of the main TLRs (TLR1, TLR2, TLR6 and TLR4) was performed by flow 

cytometry. For activation of the TLR2-signaling pathway and subsequent analysis of IL6 and 

IL8 expression, cells were stimulated with peptidoglycan. To verify the expression and 

function TLR4 cells were stimulated with LPS and LPS UP and subsequent analysis of IL-6 

and IL-8 by ELISA. The results showed differences in the expression of TLR1 and TLR6 

between the HPV- group and the HPV+ group and differences in protein expression of TLR9. 

TLR2 has increased protein expression in all cell lines and demonstrates the trigger of the 

immune response, with the secretion of IL6 and IL8 in HPV- cell lines (SCC72 and SCC89) 

and one HPV+ cell line (SCC2). Interestingly, TLR4 showed no significant differences in 

gene and protein expression. However, HPV+ cell lines showed no pro-inflammatory 

response even when stimulated with LPS and LPS UP, a specific agonist of TLR4. This work 

helps to establish the profile of the expression of Toll-like receptors in OPSCC (SCC72 and 

SCC89) and HPV- associated OPSCC (SCC2 and SCC90), in vitro, and points to changes in 

the signaling pathway mediated by TLR4. In addition, our results open new avenues for future 

studies to assess changes in the innate immune system caused by HPV in oropharynx 

carcinomas. 

 

Keywords: Squamous cell carcinoma. HPV, Toll-like. IL6. IL8. 
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1 INTRODUÇÃO 
	
  

	
  

O câncer de cabeça e pescoço (CP) é o quinto tipo de câncer mais comum e o oitavo em 

causas de morte. Oitenta e cinco por cento (85%) dos CPs são carcinomas espinocelulares 

(CEC) e mais da metade destes estão associados ao consumo de tabaco e álcool (1-3). No 

entanto, nas últimas décadas a incidência de CECs em indivíduos não tabagistas e não etilistas 

aumentou, e o principal fator de risco esta associado ao HPV (1). É consenso que a maior 

prevalência desses CECs ocorre em indivíduos jovens, não fumantes, não etilistas, infectados 

por HPV e o sítio mais afetado é a orofaringe.  

O CEC de orofaringe (CECOF) associado ao HPV é um tumor que apresenta 

características clínicas, patológicas e biológicas distintas (4). Essas características são, 

principalmente, pela atividade do HPV na lesão. A detecção do DNA do HPV, por si, não 

significa que este induziu o carcinoma. Somente o DNA do HPV de alto risco, transcrito, o 

qual demonstra estar ativo, tem relevância clínica e biológica na causa do CECOF (5). Isso é 

representado quando ocorrem mudanças moleculares causadas pelo HPV que induzem a 

transformação maligna. Assim, o HPV interage no genoma do hospedeiro e expressa o fator 

de transcrição e replicação E2, e as oncoproteínas E6 e E7, que reprimem alguns fatores de 

transcrição. Estas oncoproteínas se ligam e inativam a p53, regulador da p21, e retinoblastoma 

(Rb), regulador negativo de p16 (4, 6-8).  

O HPV parece, também, modificar a expressão de receptores Toll-like em carcinoma de 

colo de útero. Alguns autores observaram redução do TLR4 e aumento dos TLRs 2, 3, 7, 8 e 9 

(9, 10). Achados demonstram que em mucosa de colo de útero, o aumento da expressão de 

TLRs  pode resultar na produção de citocinas e subsequente eliminação do vírus, enquanto 

que a diminuição da expressão pode colaborar para a persistência do vírus, pois debilita a 

resposta imune ligada aos Tolls-like (11). Os TLRs são mediadores centrais na resposta imune 

inata e adaptativa, estando envolvidos com o aumento da resposta imunológica local, 

principalmente por meio da estimulação e do recrutamento de células inflamatórias 

polimorfonucleares e mononucleares (12, 13). Assim, a resposta imune epitelial contra muitos 

patógenos depende do tipo de TLR expresso pelas células epiteliais (13).  

Além deste papel protetor, os receptores Toll-like possuem um papel importante na 

regressão e promoção do câncer. Em particular, TLR3, TLR5, TLR7/TLR8 e TLR9 tem 
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  efeitos anti-tumorais e, por outro lado, TLR2 e TLR4  colaboram no crescimento do tumor 

(14, 15). Este último, principalmente, em colo de útero, fígado, pâncreas e pele (15). 

Sabe-se que os CECOFs associados ao HPV demonstram maior taxa de sobrevida, 

menor recorrência local e prognóstico favorável quando comparados a outros CECs (1, 2, 16), 

mas não há, até o momento, explicações para estes dados. Com isso, é do nosso interesse 

verificar se existem alterações da expressão de TLRs em carcinomas espinocelulares de 

orofaringe positivas e negativas para HPV.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

	
  

Para melhor compreensão esta revisão foi subdivida em subseções: carcinoma 

espinocelular; papiloma vírus humano; ...da infecção ao tumor...; receptores Toll-like, HPV e 

Câncer. 

 

2.1 Carcinoma espinocelular de orofaringe  

 

 

O carcinoma espinocelular (CEC) em cabeça e pescoço sempre esteve associado a 

fatores de risco como o uso de tabaco, álcool e à predisposição genética. Entretanto, nas 

últimas décadas houve um aumento na incidência de CEC, principalmente em orofaringe 

(CECOF). Estudos epidemiológicos estimam que, mundialmente, em média, há 355 mil 

mortes e 633 mil casos por ano, sendo que 30-50% destes casos ocorrem em homens, 

leucodermas, com menos de 50 anos, não fumantes, e não etilistas. Esta porcentagem está 

hoje atribuída à presença do papiloma vírus humano (HPV) (17, 18).  

Em uma revisão sistemática publicada há dez anos, Kreimer, et al, demonstraram uma 

prevalência significativamente maior de HPV em CEC de orofaringe (35.6%), quando 

comparados a outras localizações em cabeça e pescoço. Dentre estes casos, o tipo de HPV 

prevalente em CECOF foi o HPV de alto risco 16. Já o HPV18, outro HPV de alto risco, foi 

raro com somente 2.8% de prevalência. Outros subtipos de HPV foram mais raramente 

encontrados (17).  

Outros sítios como cavidade bucal e laringe também são alvos dos HPVs. Estudos 

epidemiológicos apontam a detecção do HPV em 23,5% dos casos e, 58,2% destes casos eram 

HPV16+ e 34,1% HPV18+ (17). Entretanto, baseados na teoria de que a presença do HPV 

não quer dizer que este esteja ativo, assim como cada tecido possui uma resposta imunológica 

diferente (19), o potencial do HPV em induzir carcinoma em cavidade bucal ainda é bastante 

controverso. 

 Histologicamente, os carcinomas espinocelulares de CP são caracterizados por serem 

queratinizantes e moderadamente diferenciados, mas os carcinomas positivos para HPV 
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possuem um padrão diferente. São geralmente tumores pouco diferenciados, não 

queratinizados, com crescimento lobular e uma proeminente morfologia basalóide (20).  

 O tratamento de escolha para o CECOF, na maioria das situações, é a cirurgia e 

radioterapia, ou ainda quimioterapia ou quimiorradiação. Achados sugeriram que indivíduos 

com CECOF positivos para HPV, possuem melhor resposta à quimioterapia, radiação e 

aumento da taxa de sobrevida. Assim, HPV16 pode ser um indicador de maior sobrevida e 

sobrevida livre de doença (16). 

 

 

2.2 Papiloma vírus humano (HPV) 

	
  

	
  

É importante conhecer o vírus para melhor entender sua ação. O HPV é um DNA vírus 

da família Papillomaviridae composto por um capsídeo, não envelopado, com cerca de 7900 

pares de bases (21, 22). Existem aproximadamente 200 tipos diferentes (21), dos quais 30 

foram isolados da região de cabeça e pescoço (23). De acordo com o potencial oncogênico, os 

tipos de HPV são classificados em baixo risco ou alto risco. O grupo de baixo risco – ex. 

HPV6, 11 - tem o potencial de causar lesões benignas como os condilomas e papilomas, já os 

do grupo de alto risco – ex. HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 - são 

capazes de colaborar para o desenvolvimento de carcinomas (22). Estudos epidemiológicos e 

moleculares demonstraram que o HPV16 e HPV18 são os tipos mais prevalentes nos 

pacientes com CECOF. Outros genótipos como HPV31, 33, 39, 45, 52, 58 e 69 apresentam-se 

em menor porcentagem (6).  

 O genoma do HPV é composto por: i) genes precoces (E- Early), cuja função primária 

é a replicação epissomal, E1-E8; ii) genes tardios (L- Late), que codificam as proteínas do 

capsídeo viral, L1-L2 e iii) região regulatória (LCR- LongControlRegion) (24). E1 e E2 

controlam o ciclo de replicação sendo E1, uma helicase que possui atividade enzimática que 

separa a dupla fita de DNA, colaborando, assim, para o inicio da replicação (21, 25, 26). A 

proteína E2 é um fator de transcrição viral, sendo essencial para a replicação e controle da 

expressão dos genes precoces (21, 24, 26, 27), entretanto, a proteína E3 parece não expressar 

em todos os tipos de HPV e sua função ainda é pouco conhecida.  
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 A proteína E4 parece possuir importantes funções nas fases tardias, na interação com 

proteínas do citoesqueleto e liberação de novos virions (28), mas também parece colaborar 

nas fases inicias na replicação viral (29). E5 colabora com E6 e E7 para promover a 

hiperproliferação de células infectadas, levando assim à uma progressão maligna (30, 31), 

enquanto E6 e E7 são oncoproteinas fundamentais para o desenvolvimento do carcinoma e 

desregulam o controle do ciclo celular (19, 30-32).  

 Já as proteínas da fase tardia, L1 e L2 colaboram para a formação do capsídeo e 

liberação dos virions (30, 33).  

 

 

2.3 ...da infecção ao tumor... 
 

 

Para que ocorra uma infecção por este vírus é necessário mais do que um contato com a 

camada superficial epitelial, é necessário que haja uma microlesão, na qual o HPV irá 

alcançar os queratinócitos da camada basal (30, 33). Isto porque o HPV usa a diferenciação 

epitelial para regular sua replicação. Assim, o HPV perde o capsídeo e libera o DNA viral, 

como epissomo, o qual permanece no núcleo. Os genes precoces começam, então, a serem 

expressos e E2, a proteína que se liga ao DNA, recruta a helicase E1, a qual forma um 

complexo di-hexamérico  que replica o genoma viral via interação com o hospedeiro (26).  

A expressão de E2 também funciona como repressor da transcrição de E6 e E7 e, nas 

fases mais tardias, a expressão desta proteína pode ser inibida, levando a uma alta expressão 

das oncoproteinas E6 e E7 (26, 33).  Uma das formas de inibição de E2 é quando há 

integração do genoma viral ao genoma da célula hospedeira, levando à perda do Open 

Reading frame de E2 (6). A perda do controle de E2 sobre a expressão de E6 e E7 pode levar 

à oncogênese (27). E6 e E7 possuem um papel fundamental na desregulação do ciclo celular. 

Essas oncoproteínas são capazes de interferir em importantes mecanismos de controle como 

apoptose e manutenção da estabilidade cromossômica, o que pode explicar a patogênese das 

doenças associadas à infecção por HPV (31, 32, 34) (Figura 2.1). 
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Figura 2.1- Ciclo de vida do HPV  

Do lado esquerdo é mostrado epitélio estratificado pavimentoso sem infecção. Do lado direito, 
observa-se epitélio estratificado pavimentoso infectado por HPV. Após microlesão, o HPV infecta as 
células da camada basal do tecido epitelial e baixas copias do epissomo e genes precoces são 
expressos. A replicação viral ocorre em sincronia com a divisão celular. Após a divisão, uma filha 
separa-se da camada basal e sofre diferenciação. Esta diferenciação, induz a fase produtiva do ciclo de 
vida viral. A expressão de E6 e E7 desregula o controle do ciclo celular induzindo a diferenciação da 
célula para a fase S. Na fase tardia, há produção de L1 e L2 que colaboram para encapsular os novos 
genomas virais e virions que são excretados da camada superficial do epitélio (Fonte: Moody et al., 
2010, p. 553)   

 
 

 Acredita-se que as células tumorais resultem da desregulação de duas grandes vias de 

controle do ciclo celular: a via do p53 e a via do RB e, é justamente nessas duas vias que as 

oncoproteínas produzidas pelo HPV têm sua ação (7). 

Normalmente, o ciclo celular é controlado por ciclinas, quinases dependentes de ciclina 

(CDK) e seus inibidores. Existem dois grupos principais de inibidores: as famílias Cip/Kip 

(p21 e p27) e INK/ARF (p16 e p14). Estes grupos funcionam como supressores tumorais e 

estão frequentemente alterados em tumores. Essas proteínas ligam-se ao complexo 

ciclina/CDK, inativam e assim param o ciclo celular. A p21 liga-se às ciclinas D e E e, 

também, atua como uma proteína inibidora. p53 exerce papel fundamental na regulação de 

p21, na apoptose, bem como na diferenciação terminal do epitélio escamoso (35). p27 kip1 

interage com o complexo ciclina E/CDK2 e ciclina D/CDK4,6 e causa uma parada no ciclo 

celular (35, 36).  A proteína 16ink4a é uma proteína codificada pelo gene CDKN2A e atua 

como um supressor tumoral. Esta inibe CDK4 (cyclin-dependentkinase 4), uma proteína 

quinase importante na fase G1 do ciclo celular. Esta quinase é responsável pela fosforilação 
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do gene retinoblastoma (Rb), um supressor tumoral que se liga no fator de transcrição E2F. 

Quando ocorre a fosforilação de RB, E2F torna-se livre para promover a transcrição (8).  

Inativações, degradações ou mutações em qualquer destas vias de supressão tumoral 

colaboram para o desenvolvimento e progressão do câncer.  

Sendo assim, HPV tem como alvo as vias de supressão tumoral. A oncoproteina E7 

liga-se ao supressor tumoral RB e outros membros desta família, como p107 e p130, 

inativando-os e permitindo a liberação do fator de transcrição E2F que permitirá a progressão 

do ciclo celular da fase G1 para a S (6, 30). Todos os HPVs possuem a capacidade de 

expressar E7, mas somente as expressas pelo HPV de alto risco tem o potencial de ligar-se 

fortemente às proteínas da família RB. Esta intensa afinidade leva ao aumento de p53. Sendo 

assim, E6 atua inibindo e destruindo p53 prevenindo, assim,  apoptoses que poderiam limitar 

a eficiência de produção viral (30, 32). 

Com isso, uma das formas de desenvolvimento do carcinoma espinocelular de 

orofaringe é através da integração do genoma viral com a do hospedeiro, levando à perda de 

E2 e aumento da expressão de E6 e E7 e consequentemente alteração do ciclo celular.  Dado 

que nem todas as pessoas infectadas com HPV de alto risco desenvolvem câncer, demonstra 

que são necessárias alterações adicionais para que ocorra o desenvolvimento de uma lesão 

maligna (19). Sendo assim, o fracasso da defesa do sistema imune em eliminar o HPV pode 

levar à infecção e integração do genoma viral com a do hospedeiro.  

 

 

2.3.1 Resposta do sistema imune do hospedeiro frente ao HPV 

 

 

O ser humano apresenta-se sob constantes agressões, que são letais caso não haja um 

sistema de defesa eficiente. Por exemplo, um microrganismo que é comensal, se torna 

rapidamente patológico, se este sistema encontrar-se deprimido. Esta defesa é composta pela 

associação de dois sistemas: imunidade inata- uma imunidade imediata- e imunidade 

adaptativa, a qual é ativada pelo sistema inato. A primeira é composta principalmente pelo 

tecido epitelial, fagócitos, citocinas e complementos. Já o segundo, um sistema mais 

complexo, é composto por anticorpos e células como T e B. Estes sistemas estão divididos 

mais por questões didáticas do que de fato, pois células de um sistema podem fazer parte do 

outro (12) e ambos interagem para promover uma defesa efetiva. 
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Inúmeros estudos estão em andamento para melhor compreender o papel deste sistema 

frente à presença do HPV e como este consegue ser eliminado ou persistir no hospedeiro, 

levando a diversas lesões, tanto benignas, quanto malignas.  

É importante ressaltar que a resposta imune do hospedeiro elimina em semanas ou 

meses grande parte das infeções por HPV em colo de útero e, somente, 10-15% das mulheres 

falham em conseguir desenvolver uma resposta imune adequada e desenvolvem uma infecção 

persistente. A persistência do vírus é um dos principais fatores de risco para o carcinoma de 

colo de útero (33, 37, 38).  

Do mesmo modo a persistência deste vírus é um importante fator de risco para o 

desenvolvimento do carcinoma espinocelular de orofaringe de cabeça e pescoço (39). 

 

 

2.3.1.1 resposta imune adaptativa 

	
  

	
  

A maioria dos pacientes que apresentam CEC-HPV+ possui uma reposta imune 

adaptativa marcante no tumor. Nota-se um intenso infiltrado inflamatório de células T, o que 

leva a acreditar numa intensificação da resposta imune local (40), assim como existe uma 

maior presença de células T CD4+ e CD8+ no sangue de pacientes com CECOF-HPV+ 

comparados a pacientes com CECOF-HPV- ou pacientes sem tumor (40). Esta intensificação 

é correlacionada com a resposta imune antitumoral. Pacientes que apresentam maior número 

de células linfocitárias no tumor, possuem maior sobrevida (41, 42), e achado de altos 

números de células T CD8+ no tumor, podem indicar até três anos a mais de sobrevida (43).   

A localização do tumor-HPV+ em cabeça e pescoço contribui para esta alta presença de 

linfócitos uma vez que a orofaringe apresenta tecidos linfóides (40). Entretanto, os achados de 

células CD8+ funcionais contra o HPV, mostram que estes não são meros espectadores na 

defesa  contra o vírus (41). Pacientes que possuem melhor prognóstico e ausência de 

metástase demonstraram aumento da razão de CD8+/CD4+, CD8+/célula T reguladora e 

maior infiltrado inflamatório de células CD8+ no tumor.   
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CD4+ também possui um papel importante na eliminação de microrganismos. Estes são 

apresentados a células T após interagirem com MHC de classe 2 e diferenciam-se em 

subtipos, como células T auxiliares (TH) 1, TH2, TH17, células T reguladoras e TH9.  Esta 

diferenciação é dependente das citocinas liberadas, diferenciações epigenéticas e presença de 

fatores de transcrição (44). de Jong, et al., 2004 demonstraram que pacientes com carcinoma 

de colo de útero possuíam deficiência na função das células CD4+, pois estas não secretavam 

ou secretavam em baixas quantidades as citocinas IFNγ e IL5. 

Infiltrados de células T e citocinas como IFNγ, interleucinas (IL)-5, IL-10 estão sendo 

alvo de estudo em carcinoma HPV+ (40, 41, 45, 46), pois a presença destes no local ou no 

sistema influencia no prognóstico.  

 

 

2.3.1.2 resposta imune inata 

	
  

	
  

As principais células envolvidas no sistema imune inato são as células epiteliais, células 

dendriticas, Langerhans e Natural killer (NK). Estas células promovem o recrutamento de 

células inflamatórias via liberação de citocinas e conectam o sistema imune inato com a 

resposta adaptativa (12). O papel de cada uma delas na defesa contra o HPV não está bem 

estabelecido.   

As partículas virais do HPV, usadas nas vacinas contra HPV de alto risco, induzem a 

expressão de CD86, HLA-DR, CD80 e CD83 nas células dendríticas. Em seguida, há 

secreção de IL-10 e IL12, esta estimula CD69 e HLA-DR das NKs, as quais secretam maiores 

quantidade de IFN-γ, que ajudam na resposta imune adaptativa (47).  Já as células de 

Langerhans parecem estar reduzidas na presença de HPV de alto risco, criando um ambiente 

favorável à infecção (48). 

As células epiteliais tem um papel fundamental na resposta imune inata, como 

“guardiões do portal”. É dada a elas a função homeostática e a coordenação das respostas 

imunológicas contra microrganismos. Esses queratinócitos, como primeira barreira de defesa 

e células especificas de infecção do HPV, possuem um papel fundamental na persistência ou 
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eliminação do HPV (49). Assim como nas células dendríticas, os queratinócitos possuem 

diversos receptores de reconhecimento padrão (PRR- Pattern Recognition Receptor), que 

identificam os padrões moleculares associados a patógenos (PAMP), presentes em 

microrganismos, e padrões moleculares associados  a danos (DAMPS- Damage-Associated 

Molecular Patterns). Este reconhecimento ativa as vias de sinalização para a produção de 

citocinas e recrutamento de células inflamatórias dos sistemas imune inato e adaptativo (50, 

51).  

 

2.3.2 Ultrapassando a barreira do sistema imune 

 

	
  

O sistema imune possui um papel fundamental na eliminação de infecções, mas alguns 

microrganismos driblam ou alteram o sistema e conseguem persistir (52). Como é o caso dos 

HPVs de alto risco, os quais tem o potencial de modificar o sistema imune a seu favor.  

A infecção por HPV é exclusiva em células epiteliais, células da primeira linha de 

defesa da resposta imune inata. Teoricamente, este vírus deveria ser detectado pelas células 

apresentadoras de antígenos (CAA) presentes nos epitélios, bem como pelo próprio sistema de 

reconhecimento de vírus das células epiteliais, as quais liberam citocinas para recrutamento de 

células inflamatórias. As CAAs levariam o antígeno do HPV para um linfonodo onde 

apresentariam o antígeno para as células T naive. Assim, as células T se diferenciariam e 

migrariam de volta para o local da infecção para destruir os queratinócitos. Isto é o que 

normalmente ocorre quando um microrganismo invade o hospedeiro. Mas o HPV de uma 

forma eficaz, interrompe a resposta imune inata e, consequentemente, atrasa a resposta imune 

adaptativa, debilitando o reconhecimento do mesmo.  

E5 e E7 do HPV de alto risco parecem ter a capacidade de reprimir a expressão de 

MHC de classe I (38, 41), assim, não há apresentação do antígeno e, consequentemente, leva 

a um menor reconhecimento pelas células T CD8+ (41). E7 do HPV16 interfere na via de 

tradução de sinais de JAK1/JAL2/STAT1/IRF-1, mediada por IFN, usando disto como escape 

e permanência na célula hospedeira (38). 
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Outra forma de escape ocorre pelo fato da replicação do vírus ocorrer em células que 

estão destinadas à morte, “morte natural”, estas não emitem “sinais de alerta”, assim não há 

recrutamento de células inflamatórias (53).  

Além disto, o HPV pode permanecer latente. O vírus em sua forma latente, serve como 

uma estratégia, pois esse não libera proteínas virais que poderiam ser reconhecidas pelo 

sistema imune (19). Isto frequentemente acontece nos tumores, onde produtos virais ficam 

ausentes ou em menores quantidades. O vírus persiste como um epissomo e se apoia da 

maquinaria do hospedeiro para sua replicação. Entretanto, o vírus consegue voltar à sua forma 

ativa a qualquer momento.  

 

	
  

2.4 Receptores Toll-like, HPV e Câncer 
 

	
  

Os receptores Toll-like (TLR) são proteínas transmembrana tipo I presentes em 

inúmeras células do sistema inume, como queratinócitos e CAA. Os TLRs apresentam um 

ectodomínio com repetições ricas em leucina e um domínio citoplasmático homólogo ao da 

IL-1R (TIR) (12). Esses receptores colaboram no reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMP), os quais estão presentes em inúmeros agentes infecciosos. 

Até o momento foram identificados 10 tipos de TLRs em humanos (54) dentre os quais 

alguns atuam como homo ou heterodímeros, e são expressos tanto em membrana plasmática 

(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10), quanto dentro dos endossomos (TLR3, TLR7, 

TLR8 e TLR9) (55). Isto confere a cada TLR propriedades e funções distintas no 

reconhecimento de PAMPs e na resposta imune (54, 55) (Figura 2.2). 
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Fonte: O`Neill et al. (2013, p. 456) 

Figura 2.2- Receptores Toll-like presentes em mamífero  

 

 

Para iniciar a resposta imune, é necessária a interação receptor-ligante e a ativação do 

domínio TIR, a qual interage com moléculas adaptadoras, desencadeando assim, a ativação de 

fatores de transcrição que irão regular a reposta inflamatória. Depois da descoberta da 

ativação do domínio TIR ligada à molécula adaptadora MyD88, as vias de sinalização 

começaram a ser intensamente estudadas. Subsequentemente, foram identificados outros 

domínios de TIR ligados a outras moléculas, demonstrando que cada tipo de TLR recruta uma 

molécula adaptadora distinta. A maioria dos sinais desencadeados pelos TLRs são 

dependentes de MyD88. Somente o TLR3 e TLR4 utilizam uma outra molécula adaptadora, a 

Trif. TLR4 utiliza tanto MyD88 quanto Trif, mas ambas as moléculas ativam a cascata de 
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sinais pro-inflamatórios, através dos fatores de transcrição NF-κB e fator regulador de 

Interferon (56).   

Uma vez proposto que esses sinais pró-inflamatórios podem colaborar na carcinogênese 

(15), estes receptores estão sendo alvo de muitos estudos. Hoje, já está bem estabelecido que 

existe uma ligação entre inflamação e câncer (57, 58). Apesar da inflamação ser controlada 

por inúmeros mediadores e vias, algumas vias possuem papel central na regulação do 

processo, incluindo as vias desencadeadas pelos TLRs.  

Os TLRs parecem colaborar para a promoção do tumor através da ativação de sinais 

pro-inflamatórios, anti-apoptóticos, proliferativos e pro-fibrinogênicos, tanto no 

microambiente, como das próprias células tumorais, bem como parece atuar na reposta imune 

anti-tumoral, promovendo regressão do câncer (15). De fato, existe uma divergência de 

funções atribuídas aos TLRs de acordo com os órgãos e células estudadas, denotando uma 

dualidade no papel dos TLRs (59). Um mesmo receptor pode ter funções opostas dependendo 

do órgão e células afetadas, mas, na maioria dos tumores estudados, os TLRs que promovem 

o tumor são TLR4 e TLR2 e os que têm função de regredir são TLR3, TLR5, TLR7/8, TLR9 

(15).  

A função do TLR4 como colaborador na promoção do tumor está melhor estabelecida 

em intestino, fígado, pâncreas e pele (15). Em modelo animal, constatou-se que a super-

expressão deste receptor, em intestino, modula a inflamação e colabora para a neoplasia 

associada à colite (60), assim como a redução de TLR4, diminui drasticamente a inflamação e 

colabora para a regressão do tumor. Esta regressão se aplica, também, se houver deleções na 

via de sinalização desencadeada por TLR4, como deleções da molécula adaptadora MyD88, 

ou até mesmo na eliminação da microbiota do intestino, a qual deixaria de ativar TLR4 pela 

interação a um PAMP, reduzindo assim, o desenvolvimento de câncer (15). Mesmo com uma 

vasta literatura demonstrando a função de TLR4 na carcinogênese, ainda não está totalmente 

compreendido como ocorre essa influência, mesmo porque, carcinomas de mama que 

apresentam TLR4 tem melhor resposta na quimioterapia e radioterapia, mostrando, desse 

modo, que em mama, o prognóstico parece ser mais favorável na presença deste receptor (61). 

O TLR2, assim como o TLR4, parece promover o crescimento do tumor em alguns 

órgãos, como no câncer de estômago e fígado. Sua presença faz com que haja 

desenvolvimento de mais tumores e diminui a sobrevida do animal (15).  
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Os TLR3, TLR5, TLR7 e TLR8 demonstraram funções de supressão tumoral na maioria 

dos estudos (15). Camundongos deficientes em TLR3 demostraram possuir maior taxa de 

crescimento do câncer de próstata (62), assim como a ativação de TLR5 parece induzir uma 

potente resposta antitumoral. Sendo assim, a implantação de agonistas de TLR5, retarda o 

crescimento do tumor (63). Em fígado, estudo sugere aplicação clínica do agonista de TLR5 

como proteção hepática e agente anti-metastático (64). Agonistas de TLR7 e TLR8 estão 

sendo estudados para terapia antitumoral (15), mas assim como os outros tipos de receptores, 

estes podem atuar de forma oposta dependendo do órgão afetado, como por exemplo o 

pâncreas, no qual TLR7 acelera a formação do tumor (65).  

Outro receptor muito investigado como alvo na terapia antitumoral é o TLR9. Este 

reconhece DNA de vírus e bactérias e a sua ausência em lesões infectadas com retrovirus 

endógeno resulta no desenvolvimento da leucemia linfoblástica de células T. Isto sugere que 

TLR9, em especial, parece ser relevante em tumores induzidos por vírus. Em carcinomas de 

colo positivos para HPV16 houve inibição da transcrição de TLR9 e, consequentemente, da 

via de sinalização (15, 66). 

Os TLRs são os receptores da resposta imune inata mais estudados e, nos últimos anos, 

estudos demonstraram que existem interações entre TLRs e HPV. Yu et al. (10), analisaram, 

por imuno-histoquímica, a expressão de TLR4 e notaram que havia uma diminuição deste 

receptor em neoplasia cervical, causada pelo HPV, assim como, notaram que esta diminuição 

parece estar inversamente associada com a expressão de p16INK4A, um marcador crucial de 

HPV (10). Daud et al. (9), analisaram TLR1-4 TLR-6-9, por RT PCR, também em neoplasia 

cervical, e notaram que HPV16 interfere na resposta imune inata, contribuindo para a 

persistência viral e o aumento da expressão de TLR2, 3, 7, 8 e 9, exceto TLR-4 (9). Por outro 

lado, Cannela et al. (67), demostraram que não há diferenças significativas na expressão de 

TLR2, 3, 4 e 7 em carcinoma de colo de útero HPV+, quando comparados aos HPV-. Além 

disso, TLR9 estava mais expresso nos carcinomas HPV+ (67). 

Em CECOF, TLR7 e TLR9 demonstraram diferenças significativas entre HPV+ e HPV-, 

in vivo (68).  

Outros estudos demonstraram que outros vírus, como o papiloma vírus bovino (69) e 

HTLV-1 (70), possuem a capacidade de diminuir a expressão do TLR4 em fibroblastos e 

macrófagos, respectivamente.   

Ainda existem inúmeras controvérsias sobre o aumento ou diminuição da expressão de 

TLRs causadas pelo HPV e quais seriam as consequências destes eventos.  
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral: verificar diferenças na expressão de 

receptores Toll-like em amostras de carcinoma espinocelular de orofaringe e em linhagens 

celulares derivadas HPV positivos  e de carcinoma espinocelular de orofaringe negativos para 

HPV   

 

 

Os objetivos específicos foram: 

1. Avaliar a expressão proteica de TLR4 nos carcinomas espinocelulares de orofaringe 

positivos e negativos para a proteina16,  por imunohistoquímica.  

 

2. Avaliar quantitativamente a expressão gênica dos receptores Toll-like 1-10 em 

linhagens de carcinoma espinocelulares de orofaringe HPV- e HPV+  

 

3. Avaliar a expressão proteica de TLR1, 2, 4, 6 e 9 nas linhagens de carcinoma 

espinocelulares de orofaringe HPV-  e HPV+, por citometria de fluxo. 

 

4. Avaliar a expressão gênica e proteica de TLR2 e TLR4 nas células estimuladas com 

Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), Lipopolissacarideo de Escherichia coli ultra 

puro (LPS-UP) e Peptidoglicano (PGN) 

 

5. Avaliar a expressão das citocinas IL6 e IL8 nas células das linhagens tumorais 

estimuladas ou não por Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), Lipopolissacarideo de 

Escherichia coli ultra puro (LPS UP) e Peptidoglicano (PGN) 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

	
  

	
  

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (Anexo A). 

 

4.1 Amostra tecidual 

	
  

	
  

As amostras teciduais foram obtidas dos arquivos do serviço de patologia da 

Faculdade de Odontologia- Universidade de São Paulo.  

Foram obtidos 37 casos diagnosticados de carcinoma espinocelular de orofaringe. Os 

casos foram analisados histomorfologicamente em hematoxilina e eosina, a fim de confirmar 

o diagnóstico de CEC.   

Os casos selecionados foram submetidos à reação de imunohistoquimica para p16 e 

TLR4. 

 

4.2 Imunohistoquímica 

	
  

	
  

Foram realizados cortes de 3µm de espessura de cada espécime emblocado em 

parafina e estendidos em água a 370C. Os cortes foram transferidos para lâminas de vidro 

previamente tratadas com 3-aminopropiltrietoxilisano (Sigma St. Louis, MO, EUA) a 20% em 

etanol absoluto. 

Os cortes foram desparafinizados em xilol a 60°C por 30 minutos, xilol a temperatura 

ambiente por 15 minutos e hidratadas em álcool, em cadeia decrescente, sendo 3 vezes em 

etanol absoluto e uma vez em etanol 95%, 90%, 85% e 80%. Cada banho foi de 3 min.  Para 

remoção do pigmento formólico, foi realizado banho de 10 min em 10% hidróxido de amônio, 

seguido de 2 lavagens em água destilada por 5 min. 
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A seguir foi realizada a recuperação antigênica por meio de incubação dos espécimes e 

solução tampão citrato 10mM e pH 6.0, por 30min a 950C. Em seguida, as lâminas foram 

resfriadas com água destilada até temperatura ambiente. Os cortes foram então submetidos ao 

bloqueio da peroxidase endógena em solução de 3% de peróxido de hidrogênio diluído e 97% 

de álcool metílico por 30 minutos e, logo após, imersão na solução salina tamponada com 

solução TRIS (Tris 50mM e NaCl 150mM), pH 7,6, por 5 minutos.  

Posteriormente, foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos com BSA (albumina 

de soro bovino) a 1% por 30min. Após esta etapa e em câmara úmida, foi incubado o 

anticorpo primário diluído em 1% BSA conforme a Tabela 4.1 e mantida a uma temperatura 

de aproximadamente 4°C.  

Os espécimes foram incubados com polímero Envision Link (EnVision+Dual Link 

System-HRP, Dako, Carpinteira, Califórnia, EUA) por um período de 30 minutos em 

temperatura ambiente e, posterior lavagens com tampão TRIS. Para visualização da reação 

antígeno-anticorpo, os espécimes já marcados com os anticorpos, foram incubados com a 

solução de 3,3'Diaminobenzidina Tretrahidroclorido (DAB, SIGMA, St Louis, EUA), por 5 

minutos ao abrigo da luz. Os cortes microscópicos das lesões foram lavados em água destilada 

e, em seguida, contra- corados com hemaoxilina de Harris (SIGMA, 63103, St Louis, EUA) 

por 1 minuto. 

As lâminas foram lavadas em água corrente e desidratadas em concentração graduais 

com imersão inicial em álcool 70%, 75% e 80% por 3 min cada, seguidos de imersão em 

álcool absoluto, mergulhados em xilol, por 5min. Por fim, as lâminas foram montadas com 

pelo sistema automatizado (Tissue-Tek Film Coverslipper). 

 

 
Tabela 4.1- Especificações dos anticorpos utilizados nas reações de imunohistoquímica 

Anticorpo Fabricante Diluição 
Recuperação 

Antigênica 
Incubação 

P16ink4a 
Abcam  

(ab108349) 
1:1000 

Ácido cítrico 

pH6,0 18h 

TLR4 
Abcam 

ab13556 
1:1000 

Ácido cítrico 

pH6,0 18h 
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4.2.1 Análise de dados  

	
  

	
  

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico de luz convencional (Olimpus® 

CH2 – Olimpus Optical Co. Ltd – Japan) sob foco fixo e clareza de campo. 

A expressão de p16 e TLR4 foi quantificada por um estudo com dois observadores 

independentes. As análises foram semiquantitativas. 

Para análise da marcação de p16, os casos foram classificados em 0=negativo; 1+1-

25% das células tumorais positivas; 2+ 26-50% das células tumorais positivas; 3+=51-75% 

das células tumorais imunopositivas; 4+ ≥76% das células tumorais imunomarcadas. As 

células tumorais precisavam apresentar positividade tanto nuclear quanto citoplasmáticas para 

serem consideradas positivas. Foram, também, avaliadas quanto a intensidade e classificadas 

em leve, moderada ou intensa. Para análise da confluência, marcações com mais de 10 células 

tumorais foram consideradas positivas. Neste caso, a porcentagem das células positivas para 

p16 foi avaliada. Foram considerados positivos os tumores que apresentaram marcação ≥76% 

ou >50% associada a confluência >25%. Este método foi baseado no trabalho de Lewis et al. 

(71). Os tumores foram divididos em 2 grupos:  

ü Grupo CECOF-p16+= Tumores que apresentaram ≥76% das células tumorais 

marcadas ou >50% com confluência maior que 25% 

ü Grupo CECOF-p16-= Tumores que apresentaram <76% das células tumorais 

marcadas ou com confluência menor que 25%. 

Para análise semiquantitativa de TLR4,  foram observados os cortes como um todo, 

excluindo as margens. A porcentagem de células positivas para TLR4 foi categorizada por 

meio dos scores: 0=negativo; 1+=1-25% das células tumorais positivas; 2+ 26=50%; 3+=51-

75%; 4+≥76%.  

As imagens foram obtidas com vídeo-câmera de alta resolução (AxioCam, Carl Zeiss 

Microlmaging GmbH, Alemanha). 
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4.3 Cultivo celular e reagentes  

	
  

	
  

Foram utilizadas 4 linhagens de células de carcinoma espinocelular de orofaringe, sendo 

duas positivas para HPV (SCC2 e SCC90) e duas negativas para HPV (SCC72 e SCC89). 

Foram utilizadas como controle células THP1 e HELA (Tabela 4.1). As linhagens celulares 

SCC2, SCC90, SCC72 e SCC89 foram gentilmente cedidas e testadas previamente pelo grupo 

do Dr. Keith Hunter da Universidade de Sheffield, Sheffield, Reino Unido.  para a detecção 

da expressão das oncoproteinas E6 e E7. Somente as linhagens SCC2 e SCC90 apresentam 

expressões gênicas de E6 e E7. Também verificamos a expressão proteica de p16 nas 

linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 e THP1 pela técnica de Western Blot.  

Todas as células, com exceção da THP1 foram mantidas congeladas em Dulbecco`s 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 

10% soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1% penicilina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10% 

de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em nitrogênio líquido 

(N2). Depois de descongeladas, foram cultivadas em frascos plástico descartáveis de cultura 

de 75cm2 (T75) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) contendo DMEM com 10% de SFB, 

1% penicilina e 1% L-glutamina e deixadas na estufa à 370C contendo 5% de CO2. O meio de 

cultura foi trocado 24h após o descongelamento das células e depois a cada dois dias até 

atingir a confluência de 70-80% da sua densidade de saturação. Em seguida, estas células 

foram sub-cultivadas e após a primeira passagem, as células foram utilizadas. As células 

THP1 foram cultivadas em RPMI Roswell Park Memorial Institute medium (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA). 

 
Tabela 4.2- Linhagens celulares utilizadas  

Linhagem TNM Localização Sexo HPV 

UD-SCC2 T1N2M0 Hipofaringe Masculino HPV16 

UPCI-SCC90 T2N1M0 Base de língua Masculino HPV16 

UPCI-SCC72 T3N2 Tonsila Feminino HPV- 

SCC89 T4N2 Tonsila Masculino HPV- 

HELA  Colo de útero Feminino HPV18 

THP1    HPV- 
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4.4 Estímulos das células com lipopolisacarídeo de Escherichia coli, (LPS)  

lipopolisacarídeo de Escherichia  ultra puro (LPS UP)  e com peptidoglicano 

(PGN) de Staphylococcus aureus 

	
  

	
  

Lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano  é um componente estrutural presente na camada 

externa de bactérias gram negativas e um potente ativador do sistema imune. LPS é 

reconhecido por TLR4 e ativa a cascata de sinalização, levando à ativação de NF-κ B e à 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL6 e IL8. Ambos LPS e LPS UP ativam 

TLR4, sendo o LPS UP com maior afinidade e especificidade para TLR4.  

Peptidoglicano, um componente da parede celular de bactérias Gram positivas, é 

reconhecido por TLR2 e ativa o sistema imune inato do hospedeiro, induzindo e liberando 

citocinas e quimiocinas, como IL6 e IL8.  

 

 

4.4.1 Estímulo das células com LPS e LPS ultra puro in vitro 

	
  
	
  

Cada linhagem celular  (SCC2, SCC90, SCC72 e  SCC89) foi cultivada, em triplicata, 

em um frasco T75 até chegar à confluência de 70%.  Dado a devida confluência, o meio de 

cultura foi trocado por DMEM suplemementado com 10% FBS, 1% penicilina, 1% L-

glutamina e 1µg/ml de LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) ou 1µg/ml de LPS de Escherichia coli 0111:B4 Ultra Puro, agonista do TLR4, 

(InvivoGen, San Diego, California, EUA), por 24h.  

Após este período, as células foram desprendidas do frasco utilizando Tripsina (Sigma- 

Aldrich, 0,5g de tripsina e 0,2g de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA)), transferidas para 

um tubo universal e centrifugadas a 1000rpm por 5 min. O precipitado (pellet) foi ressuspenso 

em 1ml de tampão fosfato-salino (PBS) e transferido para um microtubo (eppendorf). Este 

tubo foi centrifugado a 5000rpm por 4min. O sobrenadante foi removido e o precipitado 

congelado em -800C. Este precipitado foi utilizado para as análise da expressão gênica, por 

RT-qPCR, e proteica, por Western blot. 
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A mesma preparação foi realizada para as células utilizadas para a análise da expressão 

proteica por citometria de fluxo, mas ao invés de serem ressuspensas em PBS e congeladas, as 

células foram ressuspendidas em tampão de FACs (descrito no item 4.6).   

 

 

4.4.2 Estímulo das células com PGN in vitro 

	
  

	
  

Cada linhagem de célula (SCC2, SCC90, SCC72 e  SCC89) foi cultivada, em triplicata, 

em frascos T75 até chegar à confluência de 70%-80%.  Dado a devida confluência, o meio de 

cultura foi trocado por DMEM suplemementado com 10%FBS, 1% penicilina, 1% L-

glutamina e 10µg/ml de PGN de Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), por 24h.  

As células foram desprendidas do frasco utilizando Tripsina-EDTA (Sigma- Aldrich, 

0,5g de tripsina e 0,2g de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), transferidas para um tubo 

universal e centrifugadas a 1000 rpm por 5 min. O precipitado (pellet) foi ressuspenso em 1ml 

de tampão fosfato-salino (PBS) e transferido para um tubo de eppendorf. Este tubo foi 

centrifugado a 5000rpm por 4min. O sobrenadante foi removido e o precipitado congelado em 

-800C. Este precipitado foi utilizado para as análise da expressão gênica, por qPCR, e 

proteica, por Western blot. 

A mesma preparação foi realizada para as células utilizadas para a análise da expressão 

protéica por citometria de fluxo, mas ao invés de serem ressuspensas em PBS e congeladas, as 

células foram ressuspendidas em tampão de FACs (descrito no item 4.6).  
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4.5 Análise da expressão gênica dos receptores Toll-like 1-10, IL-6, IL-8, através da 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

	
  

	
  

Foram realizados 4 experimentos, em triplicata, sendo:  

1. Estímulo das células com 1µl/ml de LPS;  

2. Estímulo das células com 1µl/ml de PGN;  

3. Estímulo das células com 1µl/ml de LPS ultra puro  

4. Células não estimuladas (controle) 

 

4.5.1 Desenho dos primers  

	
  

	
  

Os primers foram obtidos baseados no Banco de Dados NCBI-GenBank (National 

Center for Biotechnology Information), de acordo com a sequência individual de cada região 

gênica de TLR 1-10 e IFN-β. Os primers IL-6, IL-8 e U6 foram cedidos gentilmente pelo Dr. 

Daniel Lambert (Tabela 4.2). Para a escolha do gene endógeno foram testados 2 genes β-

actina e U6. Ambas apresentaram pouca variação na expressão, mas U6 foi o gene de escolha. 

Para o desenho dos primers, foi verificada a especificidade dos  primers através do 

Primer-BLAST (ncbi.nim.nih.gov). A sequência de nucleotídeos de cada gene foi obtida 

através da busca de cada proteína no banco de dados da Ensembl (www.esembl.org). A 

escolha da sequência foi inicialmente aleatória e posteriormente confirmada pelo Primer-

BLAST. Foram considerados os primers que continham de 40-60% dos nucleotídeos GC,   

temperatura de melting (Tm) entre 52-580C e diferença máxima entre a temperatura do primer 

senso e antissenso de 30C. Também, evitou-se qualquer sequência de nucleotideo que fosse 

complementar (ex. GATC), para evitar anelamento próprio.    
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Tabela 4.3- Sequência nucleotídica dos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real  

Gene Senso 5`- 3` Antissenso 5`-3 Tamanho 

do produto 

Genbank 

TLR1 
CTGTGAACCTCAAGCA

CTTGG 

GAGCAATTGGCAGCACAC

TA 
144 NM_003263.3 

TLR2 
TAACAGGCTGCATTCC

CAAGA 

TAGTAACATGGGTAAGAG

GGAGG 

155 
NM_001318796.1 

TLR3 
GTGGATAGCTCTCCTT

CACCA 

CAGAGCCGTGCTAAGTTGT

TA 
155 NM_003265.2 

TLR4 
AGTTTCCTGCAATGGA

TCAAGG 

CTGCTTATCTGAAGGTGTT

GCAC 
84 NM_138554.4 

TLR5 
GATTCTTGCCCACCAC

ATCAT 

CAGGTGTCTCACTGAACTT

CTG 
106 NM_003268.5 

TLR6 
GATATCCTGCCATCCT

ATTGTGAG 

CAGCTTCATAGCACTCAAT

CCC 
133 NM_006068.4 

TLR7 
TGGAAATTGCCCTCGT

TGTT 

GTCAGCGCATCAAAAGCA

TT 
99 NM_016562.3 

TLR8 
CAGCCTGGGAAAGGA

GACTA 

TCTTCGGCGCATAACTCAC

A 
105 NM_016610.3 

TLR9 
AGTCAATGGCTCCCAG

TTCCT 

CGTGAATGAGTGCTCGTGG

TA 

94 
NM_017442.3 

TLR1

0 

TCCAGAATGAGTGGT

GCCAT 

CCTTGGGCCATTCCAAGTA

TG 
177 NM_030956.3 

IL-6 
AATAAAACAACCTGA

ACCTTCCA 

TTATTGATTTTCACCAGGC

AAGT 
94 NM_001318095.1 

IL-8 
TGTGTGAAATTATTGT

AAAGCTT 

TAAATCTTCTCCACAACCC

TCTG 
91 NM_000584.3 

U6 
CTCGCTTCGGCAGCAC

A 

AACGCTTCACGAATTTGCG

T 

96 
NM_020810.3 
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4.5.2 Eficiênca dos primers 

	
  

	
  

Foram feitas curvas padrão dos genes para a verificação da eficiência dos primers e 

especificidade de amplificação verificada pela curva de Melting. Para tal, as amostras de 

cDNA foram diluídas em série: não dilúida, 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32. Como controle 

negativo foi utilizada água ultra pura, descartando assim, possíveis contaminações.  

Os primers apresentaram eficiência entre 94,17%-110%. TLR8 apresentou eficiência de 

77% (Apêndice A). Apêndice B mostra a curva de Melting (Tm) das amostras. 

Para a utilização do método comparativo por 2-ΔΔCt, foi avaliada a eficiência dos primers  

de acordo com a inclinação da reta (slope) e seguida da eficiência do primer. Para tal, foi 

utilizada a ferramenta de análise (qPCR Calculator efficiency- Thermo Fisher) disponibilizada 

no site https://www.thermofisher.com. (Thermo Scientific Web Tool) 

 

 

4.5.3 Extração de RNA  

	
  

 

Para a extração do RNA, as células foram cultivadas em frascos de 75cm2 até chegarem 

a uma confluência de 70%. De acordo com cada experimento as células foram estimuladas 

por 24h, as células foram lavadas com PBS estéril, desprendidas do frasco com Tripsina-

EDTA, lavadas novamente com PBS estéril, centrifugadas a 1000rpm por 5 min e congeladas 

em -800C. 

Foi utilizado o kit de extração de RNA (RNeasy mini kit, Qiagen, cat.n. 74104, Valecia, 

CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante.  

Para tal, o pellet de cada linhagem foi ressuspenso em 350µl de tampão, fornecido pelo 

fabricante, acrescidos de 3,5µl de mercaptano e 350µl de 100% etanol (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). O conteúdo foi misturado através de leve pipetagem e transferido para um 

microtubo acoplado com uma coluna com filtro. Este tubo foi centrifugado por 1min a 

13000rpm para retenção do RNA no filtro. Em seguida, o material foi lavado com solução 

fornecida pela fabricante e centrifugado por 1min a 13000rpm. Nesta fase, foi realizado o 
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tratamento da DNase (Qiagen) adicionando 80µl (10µl de DNaseI + 70µl de tampão) de 

solução à coluna por 15min em temperatura ambiente.  

Posteriormente, o filtro foi lavado por duas vezes com 500µl de solução fornecida pelo 

fabricante e centrifugado por 2min a 13000rpm. Na sequência, a coluna com o filtro foi 

transferida para um novo microtubo e 50µl de água livre de RNase foram adicionadas no 

interior da coluna, para eluição do RNA. Novamente, o tubo foi centrifugado a 13000rpm por 

1min. Com isso, o RNA foi transferido para o fundo do microtubo e a coluna foi descartada.  

Após a extração, a quantificação do RNA e a qualidade das amostras de RNA foram 

determinadas por densidade óptica em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis, 

Thermo Scientific). Para tal, alíquotas de 1µL da amostra contendo o RNA foram transferidas 

para o aparelho. As amostras de RNA foram então armazenadas em -800C, para posterior 

utilização nas reações de transcrição reserva.  

Para descartar a possibilidade de contaminação por DNA, as amostras de RNA foram 

amplificadas com todos os primers selecionados. As amostras que apresentaram amplificação 

foram descartadas 

 

 

4.5.4 Determinação dos níveis quantitativos de RNAm dos receptores Toll-like 1-10, IL-6, 

IL-8 e IFN-β 

	
  

	
  

Assim, prosseguiu-se para a transcrição reversa e posterior quantificação da expressão 

gênica. 

 

 

4.5.4.1 transcrição reversa da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 

	
  

	
  

 A síntese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir das amostras diluídas 

em uma concentração final de 300ng de RNA total.  
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Em seguida, para a reação de transcrição reversa, foi utilizado o kit High Capacity 

cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher, Foster City, California, USA). Foram 

adicionados aos tubos de microcentrífuga com as amostras, 2µl de 10x RT Buffer, 0,8µl de 

dNTP Mix (100mM), 2µl 10x RT Random Primers, 1 µl MultiScribe Reverse Transcriptase, 

1µl RNase Inhibitor e 3,2µl de água ultra pura e, posteriormente, incubadas no termociclador 

(Termo ciclador DYAD, DNA Engine) 250C por 10 min, 370C por 2h, 850C por 5 min e 

mantidas a 40C. Após a transcrição reversa, as amostras foram submetidas à reação em cadeia 

da polimerase em tempo real.  

Os produtos da RT serviu como molde para a amplificação dos genes TLR1-10, IL-6 e 

IL-8. Para o sistema de detecção, foi utilizado o fluoróforo SYBR Green (SYBR Green 

Master Mix®, Applied Byosistems) 

 Para a realização dos ciclos de reações, foram misturados: 5µl de SYBR Green 

Mastermix, 3,5µl de água ultra pura, 0,5µl do primer senso e 0,5µl do primer antissenso. 

9,5µl desta mistura foram adicionados em cada poço e acrescidos 0,5µl de cDNA em cada 

poço. O experimento foi realizado em triplicata em uma placa de 96 poços, com volume final 

de 10µl em cada poço. Para cada par de primer, foi realizado controle negativo com água ultra 

pura. Em seguida, as placas foram seladas com adesivo óptico (MicroAmp-Applied 

Biosystem), centrifugadas a 1000rpm por 2min e levada ao termociclador (7900HT Fast real 

time PCR). 

 O processo de ciclagem constistiu de desnaturação inicial, seguida de 40 ciclos de 

amplificação. Cada ciclo apresentou: fase inicial (500C  por 2min), fase de desnaturação 

inicial (950C por 10min), condição de ciclagem térmica (950C por 15 seg) e anelamento e 

extensão (600C por min) e estágio da análise da curva de dissociação (curva de Melt), 

conferindo ausência de qualquer curva bimodal ou sinal anormal de amplificação (Apêndice 

B). 

 A análise dos dados foi realizada por meio de quantificação relativa pelo método do Ct 

comparativo (2-ΔΔCt), utilizando o gene U6 para controle de normalização dos dados. Como 

amostra calibradora foi utilizado a linhagem SCC72. 

 Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A média dos valores de Ct está 

descrita no Apêndice C. As amostras que apresentaram valores de Ct>35 foram consideradas 

negativas para a amplificação. 
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4.6 Western Blot 

	
  

	
  

Cada linhagem (SCC2, SCC90, SCC72, SCC89, HELA e THP1) foi cultivada em um 

frasco de 75cm2 e em duplicata.  

Foram realizados 4 experimentos, sendo:  

1. Estímulo das células com 1µl/ml de LPS;  

2. Estímulo das células com 1µl/ml de peptidoglicano;  

3. Estímulo das células com 1µl/ml de LPS ultra puro;  

4. Células não estimuladas (controle). 

 

 

4.6.1 Extração proteica  

	
  

	
  

Foram adicionados aos tubos com o precipitado, 200µl de radioimunoprecipitação 

(RIPA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), acrescidos de inibidor de protease (PhosStop, 

Roche, Mannhein, Alemanha) e homogeneizadas por sonicação. As amostras foram sempre 

mantidas a 40C.  

As amostras foram então centrifugadas a 13000rpm por 20min a 40C. Após, o 

sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo de eppendorf e congelado em -800C 

até o momento do experimento. O precipitado foi descartado. 

 

 

4.5.2 Quantificação proteica  
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Para a determinação da quantidade de proteína foi realizado o ensaio com ácido 

bicinconínico (BCA). O princípio deste ensaio é a formação de um complexo proteína-Cu+2 

em condições alcalinas, seguida da redução de Cu+2 para Cu+1. A quantidade de redução é 

proporcional à quantidade de proteína presente. O peptídeo ligante é capaz de reduzir Cu+2 

para Cu+1. BCA forma uma reação arroxeada a qual é possível verificar por absorbância a 

redução de Cu+2.  

Para tal quantificação foi utilizado o kit comercial BCA Protein Assay kit (Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA). A diluição para a curva padrão foi 2mg/ml, 1.5mg/ml, 

1mg/ml, 0,75mg/ml, 0,50mg/ml e 0,125mg/ml. 

Foram utilizadas placas de 96 poços de fundo chato e adicionados 200µl do reagente A 

e B do kit do BCA (em uma razão de 1:50). 10ul das amostras, diluídas em 1:10, foram 

adicionadas em triplicata. Após, a placa permaneceu incubadas por 30min a 370C. 

A leitura foi realizada em espectofotômetro de placas (Polarstar Galaxy) por 

absorbância a 540nm. Os dados de absorbância da curva padrão foram plotados, e um gráfico 

correspondente à absorbância e concentração proteica foi obtido. Os dados de absorbância das 

amostras deste trabalho foram substituídos na equação dada pela curva padrão, obtendo assim, 

a concentração proteica de cada amostra. Assim, foram utilizados 20ug de proteína de cada 

amostra.  

 

 

4.5.3 Eletroforese e Western blot 

 

 

Uma solução final de 30µl (20ug de proteína + água + loading buffer) de cada amostra 

foi mantida por 5min a 950C e transferida para cada poço do gel de poliacrilamida 4-12% 

(NuPage Bis-tris mini gels, Novex, California, EUA). O gel foi submetido a uma corrente de 

120V.  

Foi realizada a transferência das proteínas para uma membrana de nitrocelulose 

utilizando o kit iBlot nitrocelulose (iBlot nitrocelulose regular stacks, Novex, Life 

Technology, Rockford, IL, EUA) pelo sistema de transferência iBlot a seco (iBlot Dry 

Blotting, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), por 7 min.  
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Após a transferência, as membranas foram lavadas 2 vezes por 5min com 10ml tampão 

salina Tris com 0,1% Tween 20 (TBS-T) e posteriormente bloqueadas com 10ml de 5% de 

leite diluídos em TBS-T por 1h. Em seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes por 5min 

com 10ml de TBS-T e incubadas por 1h em 5% de leite diluídos em 5ml de TBS-T (Leite-

TBS-T). O primeiro ensaio foi para verificar a presença de β-actina, com isso, o anticorpo 

anti- β-actina foi incubado por 1h em temperatura ambiente, lavados 3x em TBS-T por 5 min 

cada lavagem e adicionados o anticorpo secundário, diluídos em Leite-TBS-T, por 1h. As 

membranas foram então lavadas por 2 vezes com 10ml de TBS-T e colocadas em solução 

reveladora (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, 

EUA) por 1min e imediatamente reveladas.  

Novos testes foram realizados na mesma membrana, para tal, estas foram lavadas 3x em 

10ml de TBS-T por 5min e cada anticorpo alvo foi diluído em Leite-TBS-T, de acordo com as 

instruções do fabricante (Tabela 4.3), por 16 h a 40C. Após a incubação, o mesmo 

procedimento até a revelação, executado na membrana tratada com anti- β-actina, sendo, 3 

lavagens com 10ml de TBS-T por 5 min, seguidas de incubação com o anticorpo secundário 

diluídos em 10ml de Leite-TBS-T de acordo com o fabricante (Tabela 4.3) por 1h em 

temperatura ambiente, lavagens com 10ml de TBS-T e submetidas à solução reveladora por 

1min e imediatamente reveladas.  

 
 

Tabela 4.4- Concentrações dos anticorpos  

Anticorpo Fabricante Diluição Peso molecular 

Anti-TLR2 (ab108998) Abcam 1:2000 90kDa 

Anti-TLR4 (ab13556) Abcam 1:1000 95kDa 

β-actin Abcam 1:10000 42kDa 

Anti-p16ink4a 

(ab108349) 

Abcam 1:5000 17kDa 

Anti-rabbit Abcam 1:3000  

Anti-mouse Abcam 1:3000  

 

 

Como foram reutilizadas as mesmas membranas de nitrocelulose para todos os 

anticorpos, estas passaram por tratamento para remoção dos anticorpos primários e 
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secundários utilizando tampão de remoção (Restore Western Blot Stripping Buffer, Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas também foram coradas com Ponceau S 

(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA) para confirmação da presença das proteínas 

(Figura 4.1). 

 

 

 
Figura 4.1- Figura ilustrativa de uma das membranas coradas com Ponceau S  

 

 

4.7 Análise da presença dos receptores TLR1, 2, 4, 6 e 9 por citometria de fluxo 

	
  

	
  

As células foram lavadas 2 vezes com PBS e o meio de cultura DMEM foi adicionado. 

Foram separados 2 microtubos de cada linhagem. Um dos microtubos foi utilizados para 

controle, onde as células não receberam a adição dos anticorpos, e o outro microtubo com as 

células que foram marcadas com os anticorpos. Cada tubo continha uma média de 5x105 de 

células removidas com solução de solução de dissociação celular (Cell dissocitation solution- 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células foram transferidas para tubos de eppendorf 

e centrifugadas a 5000rpm por 2min. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspensas em 500ul de tampão de FACS (PBS acrescidos de 0,1% azida de sódio e 1% de 

BSA). Após duas lavagens com tampão de FACS, foram adicionados 45ul de tampão de 
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FACS e 2.5ul de anticorpo (Tabela 4.4) e incubados por 20min a 40C. Em seguida, as células 

foram lavadas com tampão de FACS e fixadas com 2% de paraformaldeído.  

Para a marcação com TLR9, proteína intracelular, as células foram permeabilizadas 

com 0,1% de Saponina, por 15min, em temperatura ambiente. Após a permeabilização, foram 

adicionados 45ul de tampão de FACS e 2.5ul de anticorpo anti-TLR9 ou isotipo. As células 

foram lavadas duas vezes com tampão  de FACS e fixadas com 2% de paraformaldeído.  

Anti-TLR6, por não ser um anticorpo conjugado com fluoróforo, foi acrescido do 

anticorpo secundário conjugado com FITC por 20min a 40C. Foram feitas duas lavagens com 

tampão de FACS e as células fixadas com 2% de paraformaldeído.  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as análises foram realizadas pelos 

citômetros da BD Biosciences, FACSCalibur ou LSRII Flow Cytometer System. 

Os resultados foram analisados pelo programa Flowing Software, versão 2.5. Os 

resultados foram baseados na intensidade mediana de fluorescência (MFI) da amostra alvo 

dividido pela MFI da amostra não coradas (sem adição de anticorpo). As células quando 

coradas com anticorpos anti-TLR9, foram comparadas com a MFI do isotipo, isto por TLR9 

ser uma proteína intracelular.  
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Tabela  4.5- Anticorpos utilizados para a análise da presença dos receptores Toll-like 1,2,4,6 e 9 

Anticorpo eBioscience Cat. No. 

Anti-Human CD281 (TLR1) 

PE 
12-9911-41 

Anti-Human CD282 (TLR2) 

PE-eFluor® 610 
61-9922-41 

Anti-Human CD284 (TLR4) 

Alexa Fluor® 700 
56-9917-41 

Anti-Human CD286 (TLR6) 

Biotin 
14-9069-80 

Streptavidin FITC 11-4317-87 

Anti-Human CD289 (TLR9) 

APC 
17-9099-80 

Rat IgG2a K Isotype Control 

APC 
17-4321-41 

Anti-Human CD284 (TLR4) 

Alexa Fluor® 700 
53-9917-41 

 

 

4.8 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para as citocinas IL6 e IL8 

	
  

	
  

Para verificar se existe ativação da via de sinalização via TLR4, as células foram 

estimuladas com LPS e LPS UP, e os níveis de IL6 e IL8 foram avaliados. Para a verificação 

da ativação de TLR2, as células foram estimuladas com PGN.  
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Cada linhagem (SCC2, SCC90, SCC72, SCC89) foi cultivada em um dos poços de uma 

placa de 24 poços.  

Foram realizados 3 experimentos, sendo:  

1. Estímulo das células com 0,1µl/ml, 1µl/ml, 10µl/ml  de peptidoglicano e sem 

estímulo, por 24h;  

2. Estímulo das células com 0,01µl/ml , 0,1µl/ml , 1µl/ml de LPS e sem estímulo, por 

24 h;  

 3. Estímulo das células com 0,01µl/ml , 0,1µl/ml , 1µl/ml de LPS ultra puro e sem 

estímulo, por 24h 

Após 24h o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 5000rpm por 5 min e o 

sobrenadante coletado e congelado a -200C.  

As concentrações das citocinas IL-6 e IL-8 secretadas pelas células estimuladas e não 

estimuladas, foram mensuradas através do ensaio imunoenzimático, utilizando-se o kit 

comercial BD OptEIA Set Human IL-6 e IL-8 (BD Biosciences, Torreyana ROad, San Diego, 

CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante.  

Foi feita uma diluição de 1/20 para todas as amostras de acordo com testes realizados 

anteriormente.  

Placas de 96 poços foram utilizadas e a análise foi realizada através das leituras das 

reações colorimétricas em 450 e 570nm em leitor de microplacas. A concentração das 

citocinas foi determinada a partir dos valores obtidos com a curva padrão das diluições da 

proteína recombinante.   

 

 

4.9 Análise estatística 

 

 

Foram realizadas análises estatísticas para os experimentos realizados pela 

metodologia qPCR, citometria de fluxo e ELISA. 
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4.9.1 Análise dos resultados da expressão gênica dos experimentos realizados pela 

metodologia qPCR 

	
  

	
  

Para a análise de comparação, foram observadas as diferenças de expressões dos 

TLRs entre linhagens diferentes e as diferenças de expressão de IL6 e IL8 entre mesma 

linhagem, sem estímulo e com estímulo. Todos os resultados foram analisados por meio do 

programa estatístico GraphPad Prism versão 6. Foram utilizados os testes one-way ANOVA 

post hoc Tukey, para comparações entre mais de dois grupos, e Teste t-Student, para 

comparações entre dois grupos independentes.  Foram consideradas diferenças significantes 

quando p<0.05. 

 

 

4.9.2 Estatística dos resultados dos experimentos realizados pela metodologia Citometria de 

fluxo 

	
  

	
  

Os resultados foram analisados por meio do programa estatístico GraphPad Prism 

versão 6. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis post hoc Dunn-Bonferroni com múltiplas 

comparações. p<0.05 

 

 

4.9.3 Estatística dos resultados dos experimentos realizados pela metodologia ELISA 

	
  
	
  

Os resultados foram analisados por meio do programa estatístico GraphPad Prism 

versão 6. Foi utilizado o teste de Mann- Whitney para comparações entre controle e cada 

estímulo (PGN, LPS, LPS UP). p<0.05 
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5 RESULTADOS 

	
  

	
  

Os resultados deste trabalho foram divididos de acordo com as subdivisões do material 

e métodos. 

 

5.1 Avaliação imuno-histoquímica da expressão de p16 e TLR4 em carcinomas 

espinocelulares de orofaringe 

	
  

 

Dos 37 casos selecionados, 9 casos demonstraram marcação para a proteína p16 em 

núcleo e citoplasma, sendo 8 (88,88%) com mais de 75% das células marcadas e 1 caso 

(11,12%) com marcação entre 51-75% (Tabela 5.1). Os outros 28 casos não demonstraram 

marcação nuclear e citoplasmática de p16 ou demonstram confluência menor que 25%, sendo 

assim, foram incluídas no grupo CECOF-p16-.  
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Tabela 5.1- Resultados da marcação dos tumores do Grupo CECOF-p16+ 

Caso Escore de p16 Confluência de p16 Intensidade de p16 

1 4+ >25% Intensa 

2 4+ >25% Intensa 

3 4+ >25% Intensa 

4 3+ >25% Intensa 

5 4+ >25% Intensa 

6 4+ >25% Intensa 

7 4+ >25% Intensa 

8 4+ >25% Intensa 

9 4+ >25% Intensa 
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 Foram observados que 23 (88,14%) dos casos do grupo CECOF-p16- expressavam 

TLR4 em >75% das células tumorais (Figura 5.1 ) e, somente, 5 (11,86%) não expressavam 

(Figura 5.2). Não houve escore 1, 2 ou 3  (Tabela 5.2).  

 

 

 

Figura 5.1- Figuras representativas da expressão imuno-histoquímica de p16 e TLR4 no Grupo CECOF-p16- 
positivo para TLR4. A. Imuno-histoquímica para p16 (250x). B. Ausência de marcação 
citoplasmática para p16 e expressão nuclear positiva, nas células tumorais. C. Imuno-histoquímica 
para TLR4 (250x). D. Expressão positiva citoplasmática para TLR4 (400x) 
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Figura 5.2- Figuras representativas da expressão imuno-histoquímica de p16 e TLR4 no Grupo CECOF-p16- 
negativo para TLR4. A. Imuno-histoquímica para p16 (250x). B. Ausência de marcação 
citoplasmática para p16 e expressão nuclear positiva nas células tumorais. C. Imuno-histoquímica 
para TLR4 demonstrando positividade no epitélio não acometido pelo tumor e células tumorais 
negativas para TLR4 (250x). D. Ausência da expressão citoplasmática e nuclear para TLR4 (400x) 

 

 No grupo CECOF-p16+, foi observado que 3 (33,33%) dos tumores expressaram 

TLR4 em >75% das células tumorais (Figura 5.3), 1 (11,11%) tumor mostrou marcação 3+ e 

1 (11,11%) tumor 2+, e 4 (44.45%) dos casos não expressam TLR4 nas células tumorais 

(Figura 5.4). Não houve escore 1 (Tabela 5.2). 

 

Tabela 5.2- Expressão de TLR4 nos grupos CECOF-p16+ e CECOF-p16- 

	
   	
   CECOF-­‐	
  p16+	
   	
   CECOF-­‐	
  p16-­‐	
  

Imunopositividade	
  

(escore)	
  
0	
   1+	
   2+	
   3+	
   4+	
   0	
   1+	
   2+	
   3+	
   4+	
  

TLR4	
   4	
   0	
   1	
   1	
   3	
   5	
   0	
   0	
   0	
   23	
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Figura 5.3- Figuras representativas da expressão imuno-histoquímica de p16 e TLR4 no Grupo CECOF-p16+ 
negativo para TLR4. A. Imuno-histoquímica para p16 (250x). B. Epitélio estratificado pavimentoso 
não acometido pelo tumor: Nota-se marcação nuclear da proteína p16. C. Células tumorais 
apresentando intensa marcação citoplasmática e nuclear, bem como confluência maior que 25%. D.  
Imuno-histoquímica para TLR4 (250x). E Epitélio estratificado pavimentoso não acometido pelo 
tumor: Nota-se expressão da proteína TLR4. F. Células tumorais não demonstrando expressão da 
proteína TLR4 (400x) 
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Figura 5.4- Figuras representativas da expressão imuno-histoquímica de p16 e TLR4 no Grupo CECOF-p16+ 
positivo para TLR4 . A. Imuno-histoquímica para p16 (250x). B. Células tumorais apresentando 
intensa marcação citoplasmática e nuclear, bem como confluência maior que 25% (400x). C.  
Imuno-histoquímica para TLR4: nota-se expressão da proteína TLR4 nas células tumorais (250x). D 
Células tumorais demonstrando expressão da proteína TLR4 (400x) 
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5.2 Avaliação da expressão de p16 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e 

THP1 por Western blot. 

	
  

	
  

A p16 foi fortemente expressa nas linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90), fracamente 

expressa na linhagem SCC72 (HPV-) e negativa na linhagem SCC89 (HPV-) e THP1 (HPV-) 

(Figura 5.5)   

 

Figura 5.5- Expressão proteica de p16 na linhagens SCC2, SCC72, SCC89, SCC90 e THP1 por Western blot 
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5.3 Avaliação quantitativa da expressão gênica e proteica do receptor Toll-like-1 

(TLR1) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA 

	
  

	
  

Sem estímulo das células (expressão constitutiva), a quantificação gênica relativa 

demonstrou maiores níveis de expressão de TLR1 nas linhagens SCC72 e SCC89 (células não 

infectadas com HPV) quando comparadas com a expressão gênica de SCC2, SCC90 e HELA 

(células positivas para HPV). Também demonstrou diferença significativa entre SCC72 e 

SCC89  (Figura 5.6A).  

Entretanto, a expressão proteica, analisada por citometria de fluxo, não demonstrou 

diferenças significativas (Figura 5.6B e 5.6C). p<0.05 

 

 

Figura 5.6- Expressão de TLR1 em linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+ 
(Hela): A. Expressão gênica de TLR1, por qPCR, demonstrando diferenças significativas entre as 
linhagens HPVs- e HPVs+; B. Gráfico da intensidade mediana de fluorescência de TLR1, analisadas 
por citometria de fluxo: não houve diferenças significativas entre as linhagens. C. Histograma 
representativo da expressão de TLR1 por citometria de fluxo: células não coradas - controle (Azul) e 
TLR1 (Vermelho). (Média±SEM, p<0.05) 
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5.4 Avaliação quantitativa da expressão gênica do receptor Toll-like -3 (TLR3) nas 

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA  

	
  

	
  

Sem estímulo, foram observadas diferenças significativas na expressão gênica relativa 

entre SCC89 (HPV-) e as demais linhagens estudadas (SCC72, SCC2 e SCC90). Não foram 

observadas diferenças quando comparado os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.7). 

 

Figura 5.7- Expressão gênica de TLR3: Não houve diferenças significativas entre os grupos HPV+ e HPV-. 
Análise por qPCR (Média±SEM, p<0.05) 
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5.5 Avaliação quantitativa da expressão gênica do receptor Toll-like -5 (TLR5) nas 

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA 

	
  

	
  

Sem estímulo, foram observadas maior expressão gênica de TLR5 em  SCC72, quando 

comparadas com as demais linhagens estudadas (SCC89, SCC2, SCC90), assim como entre 

SCC90 e SCC89 e entre SCC90 e SCC2 (p<0,05).  

Contudo, não foram observadas diferenças significativas na expressão gênica, 

analisada por qPCR, entre o grupo HPV- (SCC72 e SCC89) e o grupo HPV+ (SCC2 e 

SCC90) (Figura 5.8).  

 

 

Figura  5.8- Expressão gênica de TLR5: Não houve diferenças significativas entre os grupos HPV+ e HPV-. 
Análise por qPCR (Média±SEM) 

 

 

 

 



64	
  

5.6 Avaliação quantitativa da expressão gênica e proteica do receptor Toll-like -6 

(TLR6) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA 

	
  

	
  

Sem estímulo, a análise da expressão gênica relativa de TLR6 demonstrou diferenças 

significativas entre as o grupo HPV- (SCC72 e SCC89) e o grupo HPV+ (SCC2, SCC90 e 

Hela) (Figura 5.9A. Mas, a expressão proteica presente na superfície das células, , não 

demonstrou diferenças significativas (Figura 5.9B e 5.9C). p<0.05 

 

 

 

Figura 5.9- Expressão de TLR6 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+ 
(Hela): A. Expressão gênica de TLR6, por qPCR, demonstrou diferenças significativas entre os 
grupos HPVs- e HPVs+, p<0.05 ; B. Gráfico da intensidade mediana de fluorescência (MFI) de 
TLR6, analisadas por citometria de fluxo: não houve diferenças significativas entre as linhagens. C. 
Histograma representativo da expressão de TLR6 por citometria de fluxo: células não coradas - 
controle (Azul) e TLR6 (Vermelho). (Média±SEM) 
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5.7 Avaliação quantitativa da expressão gênica do receptor Toll-like -7 (TLR7) nas 

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90  

	
  

	
  

A única linhagem celular que apresentou expressão gênica foi a linhagem SCC89. As 

demais linhagens apresentaram média dos Cts acima de 35. 

 

 

5.8 Avaliação quantitativa da expressão gênica do receptor Toll-like-8 (TLR8) nas 

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA 

	
  

	
  

Não foi possível estabelecer a expressão gênica de TLR8 devido a pouca expressão de 

TLR8 nas amostras utilizadas. Foram testados 2 sequencias diferentes de sense e antissense. 

Esta baixa eficiência pode estar relacionada à ausência ou pequena expressão deste receptores 

nas células testadas.  

Todos os Cts foram > 35. 
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5.9 Avaliação quantitativa da expressão gênica e proteica do receptor Toll-like-9 

(TLR9) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA 

	
  

	
  

Sem estímulo das células, a análise da expressão gênica de TLR9 demonstrou 

diferenças significativas entre SCC72 (HPV-) e SCC2 (HPV+) (Figura 5.11A), entretanto não 

houve diferenças entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.11B e 5.11C). Foram observadas 

diferenças significativas entre o grupo HPV- e HPV+. SCC2 e SCC90 demostram maior 

expressão de TLR9.  

 

 

 

 

Figura 5.11- Expressão de TLR9 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+ 
(Hela): A. Expressão gênica relativa de TLR9, por qPCR, não demonstrou diferenças significativas 
entre os grupos HPVs- e HPVs+ ; B. Gráfico da intensidade mediana de fluorescência (MFI) de 
TLR9, analisadas por citometria de fluxo: nota-se maior expressão de TLR9 no grupo HPV+. C. 
Histogramas representativos da expressão de TLR9 por citometria de fluxo: células não coradas - 
controle (Azul), Isotipo (Verde) e TLR9 (Vermelho). (Média±SEM) p<0.05 
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5.10 Avaliação quantitativa da expressão gênica do receptor Toll-like-10 (TLR10) nas 

linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 e HELA 

	
  

As	
   linhagens	
   estudadas	
   não	
   apresentaram	
   níveis	
   de	
   expressão	
   de	
   TLR10	
   detectáveis	
   por	
  

qRT-­‐PCR.	
  

 

5.11 Avaliação da expressão gênica e da expressão proteica do receptor Toll-like -2 

(TLR2), IL6 e IL8 nas linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 após estimulo 

com LPS, LPS-ultra puro e PGN 

	
  

5.11.1 Expressão gênica e proteica de TLR2 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e 

HELA sem estímulo 

	
  

Os resultados da análise da expressão gênica relativa apresentou diferenças 

significativas entre SCC72 e as demais linhagens estudadas (SCC89, SCC2 e SCC90) e entre 

SCC90 com SCC89 e SCC2. Não houve  diferenças significativas entre os grupos HPV- e 

HPV+ (Figura  5.12A). Assim como não houve diferenças significativas, entre linhagens, na 

expressão dos receptores presentes na superfície da células, analisadas por citometria de fluxo 

(Figuras 5.12B e 5.12C).  
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Figura 5.12- Expressão de TLR2 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+ 
(Hela): A. Expressão gênica relativa de TLR2, analisada por qPCR, não demonstrou diferenças 
significativas entre os grupos HPV- e HPV+; B. Gráfico da intensidade mediana de fluorescência 
(MFI) de TLR2, analisadas por citometria de fluxo: não demonstrou diferenças significativas entre 
as linhagens; C. Histogramas representativos da expressão de TLR2 por citometria de fluxo: células 
não coradas- controle (Azul) e TLR2 (Vermelho)  
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5.11.2 Análise qualitativa da expressão proteica de TLR2 nas linhagens SCC72, SCC89, 

SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com peptidoglicano (PGN), lipopolissacarideo 

(LPS) e lipopolissacarideo ultra-puro (LPS UP), analisadas por Western Blot 

	
  

	
  

Não há evidências de banda proteica de TLR2 nas células não estimuladas, assim 

como não existe presença da proteína após o estimulo com LPS e LPS-UP. Entretanto, após 

estimulo com PGN, nota-se expressão significativa de TLR2 em todas as linhagens 

analisadas. Isto demonstra resposta de TLR2, somente após o estimulo com PGN (Figura 

5.13). THP1 foi utilizado como controle positivo da expressão de TLR2.  

 

Figura 5.13- Comparação da expressão de TLR2 após diferentes estímulos (PGN, LPS e LPS UP) em uma 
mesma linhagem: Só há evidências da proteína após o estimulo com PGN  
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5.11.3 Análise quantitativa da expressão gênica e qualitativa da expressão proteica de TLR2 

nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com 

peptidoglicano (PGN) 

	
  

	
  

Após o estimulo com PGN, não houve diferenças significativas na expressão gênica 

de TLR2 entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.14A).  

Observa-se expressão proteica  de TLR2 em todas as linhagens após o estimulo com 

PGN (Figura 5.14B).  

 

 

 

Figura 5.14- Expressão de TLR2 após estímulo com Peptidoglicano (PGN): A. Não houve diferenças 
significativas na expressão gênica entre grupo HPV- e HPV+(Média±SEM); B. Todas as linhagens 
expressaram TLR2 após o estimulo, p<0.05. 
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5.11.4 Resposta pró inflamatória de IL6 e IL8 após o estimulo com peptidoglicano 

(PGN) 

	
  
	
  

SCC72 e SCC89 (HPV -), e SCC2 (HPV+) demostraram ter reposta epitelial pró-

inflamatória após estímulo com PGN (agonista de TLR2), via TLR2. 

Em SCC89 (HPV-), após o estimulo com 1µg/ml de PGN, nota-se aumento da 

expressão gênica de IL6 (Figura 5.15A). Assim como, significativo aumento da expressão 

proteica de IL6 após estimulo com 0,1µg/ml e 1µg/ml de PGN, quando comparados com a 

célula sem estimulo (controle) (Figura 5.15B). Do mesmo modo, observa-se aumento 

significativo de IL8 após estimulo com 1µg/ml e 10µg/ml de PGN (Figura 15D). Mas não 

foram observados aumentos significativos da expressão gênica de IL8 (Figura 15C).   

Em SCC72, outra linhagem HPV-, demonstrou aumento significativo da expressão 

gênica de IL8 após estimulo com  1µg/ml de PGN (Figura 5.15C) e aumento da expressão 

proteica de IL8 após estimulo com 10µg/ml de PGN. Não foram observados aumentos 

significativos da expressão de IL6. 

SCC2 (HPV+) apresentou aumento da expressão gênica de IL6 mas não proteica 

(Figura 5.15A e 5.15B). Entretanto esta linhagem apresentou aumento da expressão gênica de 

IL8 após estimulo com 1µg/ml de PGN (Figura 5.15C) e proteica (Figura 5.15D) após 

estimulo com 1µg/ml e 10µg/ml de PGN.  

SCC 90 (HPV+) não demonstrou expressão gênica ou proteica de IL6 e IL8 (Figuras 

5.15A, 5.15B, 5.15C e 5.15D) 
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Figura 5.15- Expressão de IL6 e IL8 após estímulo com peptidoglicano (PGN): A. Expressão gênica de IL6, 
analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo de IL6 nas linhagens SCC89 e SCC2, após 
estimulo com 1µg/ml; B. Expressão proteica de IL6, analisada por ELISA: SCC89 demonstrou 
aumento de IL6 após estimulo com  0,1µg/ml e 1µg/ml de PGN; C. Expressão gênica de IL8, 
analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo de IL8 nas linhagens SCC89 e SCC2, após 
estimulo com 1µg/ml de PGN; D. Expressão proteica de IL8, analisada por ELISA: aumento 
significativo de SCC72, após estimulo com 10µg/ml, e SCC89 e SCC2 após estimulo com 1µg/ml 
e 10µg/ml de PGN. (p<0.05; Média±DP) 
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5.12 Avaliação da expressão gênica e proteica do receptor Toll-like-4 (TLR4), IL6 e 

IL8 nas linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 após estimulo com LPS ultra 

puro e LPS  

	
  

5.12.1 Expressão gênica e proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e 

HELA sem estímulo. 

	
  

	
  

A análise da expressão gênica relativa de TLR4 demonstrou diferenças significativas 

entre SCC90 e as demais linhagens estudadas (SCC72, SCC2 e SCC90). Todavia, não houve 

diferenças entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura  5.16A), assim como não houve diferenças 

significativas, entre linhagens, na expressão dos receptores Toll-like 4 presentes na superfície 

das células, analisadas por citometria de fluxo (Figuras 5.16B e 5.16C).  

 

 

Figura 5.16- Expressão de TLR4 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+ 
(Hela): A. Expressão gênica relativa de TLR4, analisada por qPCR, não demonstrou diferenças 
significativas entre os grupos HPV- e HPV+; B. Gráfico da intensidade mediana de fluorescência 
(MFI) de TLR4, analisadas por citometria de fluxo: não demonstrou diferenças significativas entre 
as linhagens; C. Histogramas representativos da expressão de TLR4 por citometria de fluxo: células 
não coradas- controle (Azul) e TLR4 (Vermelho). (p<0.05; Média±SEM) 
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5.12.2 Análise qualitativa da expressão proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, 

SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com peptidoglicano (PGN), lipopolissacarideo 

(LPS) e lipopolissacarideo ultra-puro (LPS UP), analisadas por Western Blot 

	
  

	
  

SCC72 foi a única linhagem que apresentou expressão de TLR4, assim como apresentou 

uma banda mais intensa quando estimulado com LPS. SCC72 também foi utilizada como 

controle para as demais reações (Figura 5.17).  

 

Figura 5.17- Comparação da expressão de TLR4 sob diferentes estímulos (PGN, LPS e LPS UP) em uma mesma 
linhagem: Só há evidências da proteína na linhagem HPV- SCC72, com aumento da proteína TLR4 
após estimulo com LPS   
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5.12.3 Expressão gênica e proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, 

SCC90 e HELA estimuladas com lipopolissacarideo de E. Coli (LPS) 

	
  

	
  

Após o estimulo com LPS, SCC72 demonstrou aumento significativo em relação à 

SCC2. Contudo, não houve diferenças significativas na expressão gênica de TLR4 entre os 

grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.18A).  

Observa-se expressão proteica  de TLR4 somente na linhagem SCC72 (Figura 18B) 

 

Figura 5.18- Expressão de TLR4 após estímulo com Lipopolissacarideo ultra puro (LPS): A. Não houve 
diferenças significativas na expressão gênica entre grupo HPV- e HPV+; B. Somente a linhagem 
SCC72 expressou TLR4 após o estimulo (p<0.05; Média±SEM) 

 

 

5.12.3.1 Ausência de resposta pró-inflamatória de IL6 e IL8 após o estimulo com 

lipopolissacarideo de E. Coli (LPS ) 

	
  
	
  

As linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90) não demostraram resposta quando estimuladas 

com LPS (proteína agonista de TLR4). Por outro lado, as linhagens não infectadas com HPV 

(SCC72 e SCC89) demostraram ter reposta epitelial. 

SCC2 e SCC90, linhagens HPV+, não apresentaram aumento da expressão de IL6 

(Figuras 5.19A e 5.19B). Assim como não houve diferenças significativas na expressão de 

IL8 após o estimulo com LPS (Figura 5.19B e 5.19D 
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Em SCC89 (HPV-), após o estimulo com 1µg/ml de LPS UP, nota-se aumento da 

expressão gênica de IL6 (Figura 5.19A). Resultado este, compatível com a expressão proteica, 

o qual apresentou aumento significativo após estimulo com 0,1µg/ml e 1µg/ml de LPS 

(Figura 5.19B). Nota-se aumento da expressão gênica de IL8 (Figura 5.19C), mas não 

proteica (Figura 5.19D).  

Em SCC72, outra linhagem HPV-, nota-se aumento significativo da expressão gênica 

de IL8 após estimulo com 1µg/ml de LPS UP (Figura 5.19C) e aumento da expressão proteica 

de IL8 após estimulo com 0,01µg/ml, 0,1µg/ml e 1µg/ml de LPS UP (Figura 5.19D). 

Também foram observados aumentos significativos da expressão gênica de IL6, mas não 

proteica (Figura 5.19A e 5.19B) 

 

 

Figura 5.19- Expressão de IL6 e IL8 após estímulo com lipopolissacarideo (LPS): A. Somente nas linhagens 
HPV- foram observadas aumento da expressão gênica de IL6, analisada por qPCR, após estímulo 
com 1µg/ml de LPS; B. SCC89 demonstrou aumento da expressão proteica de IL6 após estimulo 
com 1µg/ml, análise por ELISA; C. Aumento da expressão gênica de IL8, em SCC72, após 
estímulo com 1µg/ml; D. Aumento da expressão proteica de IL8, avaliada por ELISA, na 
linhagem SCC72 após estímulos com LPSUP. (p<0.05; Média±DP) 
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5.12.4 Avaliação quantitativa da expressão gênica e qualitativa da expressão proteica de 

TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com 

lipopolissacarideo de E. Coli ultra puro (LPS UP) 

	
  
	
  

Após o estimulo com LPS UP, nota-se maior expressão gênica de TLR4 em SCC89 

comparado com as demais linhagens estudadas. Contudo, não houve diferenças significativas 

na expressão gênica de TLR4 entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.20A).  

Observa-se expressão proteica  de TLR4 somente na linhagem SCC72 (Figura 

5.20B). 

 

Figura 5.20- Expressão de TLR4 após estímulo com Lipopolissacarideo ultra puro (LPS UP): A. Não houve 
diferenças significativas na expressão gênica entre grupo HPV- e HPV+; B. Somente a linhagem 
SCC72 expressou TLR4 após o estimulo 
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5.12.4.1 Ausência de resposta pró inflamatória de IL6 e IL8 nas linhagens positivas para 

HPV, após o estimulo com lipopolissacarideo de E. Coli ultra puro (LPS UP) 

	
  
 
 

Assim como ocorreu com o estimulo com LPS, As linhagens HPV+ (SCC2 e 

SCC90) não demostraram resposta epitelial quando estimuladas com LPS UP (proteína 

agonista especifica de TLR4). Por outro lado, as linhagens não infectadas com HPV (SCC72 e 

SCC89) demostraram ter reposta epitelial, via TLR4. 

SCC2 e SCC90, linhagens HPV+, não apresentaram aumento da expressão de IL6 

(Figuras 5.21A e 5.21B). Assim como não houve diferenças significativas na expressão de 

IL8 após o estimulo com LPSUP (Figura 5.21B e 5.21D) 

Em SCC89 (HPV-), após o estimulo com 1µg/ml de LPS UP, nota-se aumento da 

expressão gênica de IL6 (Figura 5.21A). Assim como, significativo aumento da expressão 

proteica após estimulo com 1µg/ml de LPS UP, quando comparados com a célula sem 

estimulo (controle) (Figura 21B). Não foram observados aumentos significativos da expressão 

gênica e proteica de IL8 (Figura 5.21C e 5.21D).   

Em SCC72, outra linhagem HPV-, nota-se aumento significativo da expressão gênica 

de IL8 após estimulo com 1µg/ml de LPS UP (Figura 5.21C) e aumento da expressão proteica 

de IL8 após estimulo com 0,01µg/ml, 0,1µg/ml e 1µg/ml de LPS UP (Figura 5.21D). 

Também foram observados aumentos significativos da expressão gênica de IL6, mas não 

proteica (Figura 5.21A e 5.21B). 
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Figura 5.21- Expressão de IL6 e IL8 após estímulo com lipopolissacarideo ultra puro (LPS UP): A. Expressão 
gênica de IL6, analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo nas linhagens HPV- 
(SCC72 E SCC89) e ausência de resposta nas linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90), após estimulo 
com 1µg/ml; B. Aumento da expressão proteica de IL6, analisada por ELISA, após estimulo 
com1µg/ml, em SCC89; C. Aumento da expressão gênica de IL8, em SCC72, após estímulo com 
1µg/ml ; D. Aumento da expressão proteica de IL8, avaliada por ELISA, na linhagem SCC72 após 
estímulos com LPSUP. (p<0.05; Média±DP) 
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6 DISCUSSÃO 

	
  
	
  

A detecção de um microorganismo patogênico é um evento mediado pela resposta 

imune inata, a qual utiliza inúmeros mecanismos para seu reconhecimento. Quase 

invariavelmente, a detecção envolve o reconhecimento de PAMPs por uma gama de PRRs, os 

quais incluem os receptores Toll-like. Diversos estudos demonstraram que células epiteliais 

expressam TLRs, assim como co-receptores e moléculas adaptadoras, como CD14 e MyD88 

(50). Entretanto, embora nem todas as células epiteliais tenham sido testadas para as 

diferentes TLRs, sabe-se que nem todas expressam todos os TLRs, como por exemplo, a 

linhagem gengival HGEC, uma linhagem HPV16+ (72, 73).    

 A importância da resposta epitelial deve-se ao fato de que todas as infecções passam 

pela barreira epitelial, sendo assim, esta possui um papel central na detecção dos 

microrganismos. Muitas superfícies de tecidos são densamente colonizadas pela microbiota, a 

qual permanece comensal devido ao reconhecimento destes pelo sistema imune. O 

reconhecimento do que é comensal e do que é patológico é um grande desafio ao tecido 

epitelial (72).  

 Além deste papel fundamental na defesa contra infecções, cada vez mais estudos 

demonstram o importante papel dos TLRs em manter a homeostasia tecidual, pois estes 

regulam as respostas inflamatórias e reparadoras do tecido frente a uma lesão (74).  

 Mais de 150 anos atrás, Virchow apontou uma conexão entre inflamação e câncer ao 

observar leucócitos em neoplasias. Hoje já é consenso o importante papel da resposta 

inflamatória na carcinogênese e como fator de risco (75). Visto que esta inclui efeitos anti-

apoptóticos, indução oxidativa do DNA e a indução da resposta tecidual reparadora. 

Concomitante, a resposta imune adaptativa é importante na prevenção do desenvolvimento e 

inibição da progressão do tumor (39).  Essa dualidade ainda é alvo de muitos estudos.  

 Esta ligação entre inflamação e câncer levou vários grupos a estudarem os receptores 

que ativam a via de sinalização para recrutamento de células inflamatórias. Dentre eles estão 

os TLRs. Os TLRs reconhecem principalmente, lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias Gram-

negativas, os quais estimulam TLR4; peptidoglicano (PGN), ácido lipoteicoico, zimogênio, os 

quais ativam TLR1, TLR2 e TLR6; flagelo bacteriano, o qual ativa TLR5; CpG DNA não 
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metilado bacterianos e virais que ativam TLR9; dupla fita de RNA, a qual ativa TLR3;  RNA 

de fita simples, o qual ativa TLR7 e TLR8 (74).  

 Alterações nas expressões dos TLRs ou em sua via de sinalização poderiam levar a 

uma progressão ou regressão do tumor. Por isso, muitos estudos estão sendo focados na 

aplicação dos TLRs na terapia do câncer. Entretanto, são necessários estudos individuais de 

cada tecido e de cada câncer para identificar como esses receptores atuam na prevenção ou 

progressão do tumor.  

 Sabe-se que pacientes apresentando CECOF HPV+, apresentam melhor prognóstico 

do que aqueles que possuem CEC HPV-, mas até o momento poucos são os estudos de 

CECOF HPV+ relacionados à resposta imune. Além disso, estudos em colo de útero têm 

demonstrado alterações na resposta imune inata ligada ao TLR. Ainda existem muitas 

contradições e mais estudos são necessários. Em cabeça e pescoço, existe apenas um estudo 

(68) avaliando alguns dos receptores Toll-likes. Este é o primeiro estudo em orofaringe 

avaliando todos os 10 TLRs e a função dos principais receptores.  

 No presente estudo, após a análise da expressão gênica de TLR1-10, por qPCR, 

observou-se que  somente TLR1 e TLR6 apresentavam diferenças significativas, com maior 

expressão no grupo HPV-, quando comparados com o grupo HPV+. Entretanto, não foram 

observadas diferenças significativas na expressão proteica destes dois receptores entre os 

grupos HPV- e HPV+. Em colo de útero, De Carlo et al. (76), demonstraram diminuição da 

expressão gênica de TLR1 (76), em tumores HPV+. Em cabeça e pescoço, o único trabalho 

publicado demonstrou que também não houve diferença na expressão de TLR1 e TLR6, in 

vivo. TLR1 e TLR6 são heterodímeros com TLR2, e reconhecem lipoproteínas e 

peptidoglicanos. Em câncer em modelo animal, a lipoproteína bacteriana sintética, um 

agonista de TLR1/TLR2, induz a regressão do tumor através do aumento da função de 

linfócitos T citotóxicos (77), dando ao TLR1 uma característica de colaborador na regressão 

tumoral. Agonistas de TLR6/2 também demonstraram colaborar no tratamento de câncer de 

pâncreas. Animais que tiveram injeções intratumorais de agonista de TLR6/TR2, associados 

com gencitabina tiveram maior sobrevida. Outro estudo, demonstrou que agonista de 

TLR6/TLR2 associado com IFNγ aumenta a produção de CXCL10, o qual pode aumentar e 

melhorar o sistema imune (78). 

O fato de não termos encontrado alteração nas expressões proteicas de TLR1, TLR2 e 

TRL6, levou-nos a verificar a existência de funcionalidade após o estímulo com antagonista 
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de TLR2 em ambos os grupos HPV- e HPV+.  PGN de Staphylococcus aureus é um ativador 

de TLR2 (79), como também demonstrado neste trabalho, onde verificamos a expressão de 

TLR2 somente após o estímulo com PGN, não tendo sido detectado o receptor após estímulo 

com LPS e LPS UP.  

As linhagens SCC72 e SCC89 (ambas HPV-) expressaram IL8 e IL6, 

respectivamente, após o estímulo com PGN. Assim como SCC2, linhagem HPV+, que 

também apresentou secreção de IL8. Este fato demonstrou TLR2 funcional em uma linhagem 

HPV+. TLR2 pode funcionar como um estimulador ou supressor do carcinoma, dependendo 

do tumor. Em câncer gástrico, TLR2 favorece a progressão tumoral via proliferação e indução 

da via de sinalização PI3/Akt, ERK1/2 e NF-kB (80, 81). 

Outro receptor que tem papel pró-tumoral é TLR4 (81). Nossos resultados 

demonstraram que 55,55% dos casos positivos para p16 expressaram TLR4, sendo 

aproximadamente 34% os casos com >75% de marcações e 44,45% negativas para TLR4. 

Estes resultados demonstram que a expressão de TLR4 em CECOF parece ser diferente dos 

carcinoma de colo de útero positivos para p16. Uma vez que em carcinoma de colo de útero 

associado ao HPV, a expressão de TLR4 parece estar diminuída (10, 11). Em contrapartida, 

nossos resultados parecem corroborar com os resultados de Jouhi et al. (68), que também 

encontrou casos imunopositivos para TLR4 em CECOF associado ao HPV.  TLR4 não 

demonstrou alterações na expressão gênica entre os grupos HPV- e HPV+, como verificado 

por Jouhi et al. (68), diferente dos resultados em carcinoma de colo de útero, onde notou-se 

diminuição da expressão de TLR4 (10, 38, 82, 83). Em nosso estudo todas as linhagens 

apresentaram TLR4, quando avaliadas por citometria de fluxo, mas somente na linhagem 

SCC72 TLR4 foi detectado por western blot. Frente a isso, procuramos verificar se havia 

aumento da expressão proteica após o estímulo com PGN, LPS e LPSUP Tendo sido 

observada apenas presença da proteína na linhagem SCC72, com aumento desta após estímulo 

com LPS. A ausência de detecção de TLR4 pode estar correlacionada às baixas concentrações 

desta proteína. Estudos mostram que TLR4 é expresso em níveis extremamente baixos em 

epitélio de cavidade bucal e outros tecidos (72, 73).  

Todavia, após o estimulo com LPS (agonista de TLR4) e LPSUP (agonista específico 

de TLR4) notou-se ausência da resposta pró-inflamatória de IL6 e IL8 nas linhagens HPV+ 

(SCC2 e SCC90), avaliados por ELISA, embora tenha-se notado secreção de IL6 e IL8 nas 
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linhagens HPV-, SCC89 e SCC72, respectivamente. A ausência de resposta das linhagens 

HPV+, pode sugerir alterações na via de sinalização ou no receptor, causadas pelo HPV.    

Altas expressões de IL6 e IL8 são detectadas em inúmeros carcinomas, sugerindo uma 

importante participação destas citocinas como fatores reguladores no microambiente tumoral 

(84). IL6 é correlacionada com o mecanismo de defesa, assim como controle do crescimento e 

diferenciação de várias lesões malignas. A superexpressão de IL6 está associada à progressão 

do tumor por inibir a apoptose das células neoplásicas, estimular a angiogênese (85, 86) e 

colaborar na resistência às drogas (87).  A expressão de IL8 promove respostas angiogênicas 

em células epiteliais, aumento da proliferação e sobrevida das células endoteliais e tumorais, 

assim como aumenta o potencial de migração das células neoplásicas, endoteliais e aumento 

do infiltrado neutrofílico local (84). IL8 também está correlacionada a metástase em inúmeros 

modelos in vivo (88, 89). Além disso, drogas que induzem IL8 conferem maior resistência a 

quimioterápicos em células tumorais (90). Com isso, a inibição dos efeitos de IL8 pode 

colaborar para a melhor resposta do tumor às terapias (84). Sendo assim, a disfunção da via de 

sinalização de TLR4 e inibição da secreção de IL6 e IL8, poderia colaborar para o melhor 

prognóstico, como visto em pacientes com CECOF HPV+.  

Outros trabalhos também demonstraram o potencial do HPV em diminuir a expressão 

de interleucinas e interferons. Pacientes apresentando carcinomas de colo de útero associado 

ao HPV, demonstram deficiência das células T auxiliares (Th) contra E2, E6 e E7, onde 

metade deste grupo estudado falhou na detecção de peptídeos derivados do HPV16+ e a outra 

metade não possuía Th funcional, com ausência da secreção de IFN e IL5 (45). Também foi 

demonstrada diminuição da transcrição de IFN em células epiteliais HPV16+ (49). A 

oncoproteina E7 interfere na expressão de IFN por ligar-se a IRF-1, um fator de transcrição de 

IFN, inibindo-o e impedindo sua transcrição (91). E6 também interfere na transcrição de IFN. 

Esta oncoproteína liga-se ao IRF-3 e inibe a função de ativação de transcrição (92).  Isto 

confere ao HPV o potencial de alterar a resposta imune. 

Uma hipótese relacionada à disfunção de TLR4, pode estar ligada às moléculas 

adaptadoras. A linhagem de colo de útero HPV18, HeLa, não expressa MD2, molécula 

necessária para a detecção de PAMPs e ativação da resposta de TLR4 (93). Moléculas como 

MD2 e CD14 são essenciais para a ligação de LPS e ativação da via de sinalização (72).  

Outra hipótese, está baseada no polimorfismo deste receptor. O polimorfismo de alguns TLRs 
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estão associados a diversas doenças e pode ser um fator de risco ligado ao carcinoma de colo 

de útero (94).  

TLR3 não demonstrou diferenças entre o grupo HPV- e o grupo HPV+, resultado 

similar ao do grupo que estudou TLR3 em CECOF HPV+, in vivo (68). Contudo, diferente 

dos resultados em colo de útero, o qual parece ter aumento da expressão de TLR3 (9).  TLR3 

tem sido considerado, em alguns tumores, como supressor tumoral, isto devido à ativação 

mediada por IFN e subsequente ativação de NK e células dendríticas no reconhecimento e 

controle da morte da célula tumoral (81).   

TLR5 também parece ter potentes efeitos anti-tumorais em modelo animal. Agonistas 

de TLR5, como o flagelo bacteriano, retardam o crescimento tumoral por aumentar a morte 

celular e diminuir a proliferação das células tumorais. Estes experimentos foram realizados 

em células dendríticas e não em queratinócitos. Nossos resultados não demonstraram 

alterações entre grupo HPV+ e HPV-. O único estudo com TLR5 em CECOF demonstrou 

diminuição de TLR5 em CECOF apresentando p16+, porém não demonstrou comparações 

entre TLR5 e CECOF HPV+. Estudos em língua, apontam TLR5 como um marcador para 

prever recorrências e sobrevida (95).  

Em CECOF, TLR7 foi expresso somente em uma das linhagens HPV- (SCC89). Este 

receptor em células dendríticas parece ter potencial imunomodulador e anti-tumoral, mas 

pouco se conhece da contribuição deste receptor na carcinogênese (81). Agonista de TLR7 é 

utilizado para tratamento de verrugas genitais e tem sido proposto para tratamento de lesões 

associadas ao HPV (9). 

TLR9 tem sido alvo de numerosos estudos, uma vez que este receptor reconhece HPV. 

Entretanto, há controvérsias entre os resultados. A análise da presença de TLR9, em nosso 

estudo, revelou maior expressão nas linhagens de CECOF HPV+. Em carcinoma de colo de 

útero, estudos demonstraram aumento da expressão de TLR9 em mulheres que apresentavam 

HPV persistente (67) e em mulheres que apresentavam eliminação do vírus (9). O aumento de 

TLR9 é devido ao reconhecimento do vírus pelo receptor e consequente ativação do sistema 

imune para a tentativa de eliminação do vírus.  

Entretanto, o estudo realizado com CECOF HPV+ demonstrou diminuição de TLR9 

(68), assim como outros estudos com carcinoma de colo de útero, demonstraram que TLR9 

apresentava baixa expressão. Esta diminuição ocorre como forma de escape do HPV do 
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sistema imune e persistência na célula. A maneira pela qual o HPV parece conseguir diminuir 

a expressão deste receptor é através da expressão de E7. Esta oncoproteína promove a 

formação de um complexo nuclear consistindo de receptor estrógeno 1 (ERα) e  

NFKB1/RELA (p50/p65). Este complexo liga-se ao DNA de TLR9. p65 e ERα promovem 

modificações na histona e contribuem para a supressão da transcrição de TLR9; assim como, 

virions do HPV16 inibem a atividade transcricional de TLR9, o qual resulta na perda da 

produção de IFN (96).  

Hela, utilizado como controle, demonstrou apresentar expressões de TLR compatíveis 

com artigos publicados anteriormente (97, 98).  

Diferentes resultados da expressão e ativação de TLR9 devem-se ao tempo 

considerado de persistência e de eliminação de cada trabalho, nos quais alguns analisaram a 

persistência após 6 meses e outros após 1 ano, bem como depende do equilíbrio entre a força 

de inibição de TLR9 pelo HPV e a capacidade de cada indivíduo de ativar adequadamente o 

TLR9.  

Em nossos estudos não foi possível verificar expressão de TLR10 nas linhagens 

estudadas. Não há outros estudos em CECOF HPV+ analisando este receptor.   

Deste modo, foi possível, no presente estudo verificar diferenças na expressão de 

TLR1 e TLR6 entre os grupos HPV- e HPV+, e diferenças na expressão proteica de TLR9. 

TLR2 apresentou aumento da expressão proteica em todas as linhagens e demonstrou 

desencadeamento da resposta imune, com secreção de IL6 e IL8 nas linhagens HPV- (SCC72 

e SCC89) e em uma das linhagens HPV+ (SCC2). Interessantemente, todas as linhagens 

apresentaram TLR4, entretanto, as linhagens HPV+ não demonstraram resposta pró-

inflamatória, tanto quando estimuladas com LPS quanto quando estimuladas com LPS UP, 

agonista específico de TLR4.  

Este trabalho contribui para estabelecer o perfil da expressão dos receptores Toll-likes 

em linhagens celulares CECOF HPV- (SCC72 e SCC89) e HPV+ (SCC2 e SCC90), in vitro, 

e aponta para alterações ocorridas na via de sinalização mediada por TLR4. Além disso, 

nossos resultados abrem portas para futuros estudos na avaliação de alterações causadas no 

sistema imune inato pelo HPV, em carcinomas espinocelulares de orofaringe.  
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7 CONCLUSÃO 

 

ü As análises por imuno-histoquímica revelaram que nos carcinomas epidermoides em 

orofaringe 55,55% dos casos p16 positivos expressaram TLR4.  

ü Somente TLR1 e TLR6 apresentaram diferenças significativas, com maior expressão 

gênica nas linhagens HPV negativas (SCC72 e SCC89) 

ü TLR9 foi o único receptor que demonstrou ter maior expressão proteica nas linhagens 

HPV+, quando comparadas às linhagens HPV- 

ü TLR2 apresentou aumento da expressão após o estimulo com PGN, em todas as 

linhagens estudadas e demonstrou desencadeamento da resposta imune nas linhagens 

SCC72, SCC89 e SCC2, com secreção de IL6 e IL8. 

ü Todas as linhagens expressaram TLR4, sem diferenças significativas. Entretanto, as 

linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90) não demonstraram desencadeamento da resposta 

imune, após estímulo com LPS e LPS UP. 
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Apêndice A- Eficiência dos primers  

Receptor Eficiência 

TLR1 93.43% 

TLR2 94.17% 

TLR3 95.68% 

TLR4 95.30% 

TLR5 96.45% 

TLR6 101.35% 

TLR7 95.68% 

TLR8 77% 

TLR9 110% 

TLR10 97.27% 
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Apêndice B- Curva de Melt 
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Apêndice C- Média dos valores de Ct 

Linhagem 
TLR2- SEM 

ESTIMULO 
TLR2-PGN 

TLR2-LPS-

UP 

SCC72 33,6 28,9 26,7 

SCC89 26,4 25,9 25,7 

SCC2 26,9 30,8 28,7 

SCC90 24,7 26,3 23,5 

 

Linhagem 
TLR4- SEM 

ESTIMULO 
TLR4-PGN TLR4-LPS TLR4-LPS-UP 

SCC72 27,7 26,0 25,9 26,7 

SCC89 40,0 26,0 37,3 25,3 

SCC2 40,0 28,0 40,0 35,6 

SCC90 22,9 25,3 24,0 21,6 

 

Linhagem IL6- SEM 

ESTIMULO 

IL6-PGN IL6-LPS IL6-LPS-UP 

SCC72 35,0 33,2 32,4 32,7 

SCC89 27,6 26,2 24,6 26,4 

SCC2 34,2 29,8 33,4 29,3 

SCC90 38,4 38,4 38,6 34,5 
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Linhagem IL8- SEM 

ESTIMULO 

IL8-PGN IL8-LPS IL8-LPS-UP 

SCC72 39,1 31,7 28,7 30,2 

SCC89 40,0 33,7 33,4 34,1 

SCC2 40,0 28,4 40,0 29,9 

SCC90 40,0 40,0 40,0 33,4 

 

     

      

 

 TLR1 TLR3 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 

SCC72 29 33 26 25 35 35 29 

SCC89 29 27 31 26 33 35 29 

SCC2 33 28 33 29 35 35 32 

SCC90 32 25 29 29 35 35 31 

HELA 31 29 30 25 35 35 29 

Ct 35= indeterminado 
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ANEXO A- Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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