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Resumo 
 
Nunes RAL. Avaliação funcional da via da interleucina-1 em queratinócitos que 
expressam os oncogenes de HPV [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2020. 
 
 
Introdução: A resposta imune desempenha um papel importante na eliminação das 
infecções causadas pelo HPV. Como estratégia de evasão do sistema imunológico, o 
vírus pode modular a produção e secreção de citocinas pelas células infectadas. Além 
disso, a resposta imune pode contribuir para a criação de um quadro de inflamação 
crônica, que favorece a progressão das lesões relacionadas ao vírus e o 
desenvolvimento do câncer. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da 
via da interleucina-1, mais especificamente IL-1α, IL-1β e IL-18, importantes citocinas 
pró-inflamatórias, no estabelecimento e progressão dos tumores cervicais. Material e 
métodos: Queratinócitos normais e transduzidos com os oncogenes E6 e/ou E7 de 
HPV16, além das linhagens tumorais de origem cervical C33, SiHa e HeLa, foram 
avaliados quanto à expressão (transcritos e proteínas) de IL-1α, IL-1β, IL-18, seus 
receptores e antagonistas naturais. O gene codificador de IL-18 foi editado por meio do 
sistema CRISPR-Cas9, e as linhagens celulares silenciadas foram avaliadas quanto à 
capacidade de invasão, migração, proliferação, viabilidade e indução da angiogênese. 
Além disso, 62 biópsias provenientes de pacientes diagnosticadas com câncer cervical 
avançado foram analisadas por imuno-histoquímica visando à avaliação da expressão 
de IL-18 nos tecidos tumorais e sua relação com o prognóstico. Resultados: Foi 
verificado que, embora presente nos queratinócitos normais e transduzidos com os 
oncogenes do HPV, a expressão de IL-1α e IL-1β encontra-se drasticamente reduzida 
nas linhagens tumorais de origem cervical, ao contrário de IL-18, que permanece sendo 
expressa de forma significativa. O silenciamento de IL-18 por CRISPR-Cas9 reduziu a 
capacidade proliferativa e de formação de colônias das linhagens tumorais cervicais 
HPV positivas, mas associou-se à tendência de maior capacidade invasiva e de indução 
da angiogênese. A análise imuno-histoquímica das biópsias mostrou que a expressão 
de IL-18 na borda dos tumores está associada à resposta completa ao tratamento e 
menor risco de recorrência linfática (p=0.027 e p=0.034, respectivamente). Embora não 
se tenha atingido significância estatística, observou-se clara tendência a maiores taxas 
de sobrevida global e sobrevida livre de doença nos tumores em cuja localização do 
infiltrado inflamatório era peritumoral (p=0.056 e p=0.165, respectivamente). Da mesma 
forma, a maior expressão de IL-18 no núcleo e no citoplasma das células tumorais foi 
associada à tendência de melhor prognóstico. Conclusões: Considerando-se os 
resultados acima expostos, verificou-se que, embora presentes nos queratinócitos 
normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16, IL-1α, IL-1β, seu antagonista 
natural e seus receptores são modulados negativamente de forma importante nas 
linhagens tumorais de origem cervical C33, SiHa e HeLa. Ao contrário, IL-18, seu 
antagonista natural e seus receptores continuam sendo expressos nas mesmas células. 
A análise conjunta dos resultados envolvendo as linhagens silenciadas para IL-18 e dos 
dados obtidos por imunohistoquímica sugere um papel protetor de IL-18, que deve ser 
confirmado por meio da ampliação da amostra estudada. Deve ser considerada a 
interação entre as células tumorais e o microambiente, mais especificamente, neste 
caso, o microambiente imune tumoral, no qual IL-18 constitui um importante mediador. 
Pretende-se que esta seja a próxima etapa deste estudo. 
 
Descritores: HPV; Resposta imune inata; Interleucina-1; Interleucina-18; Câncer 
cervical; Prognóstico. 



 
 

Abstract 
 
Nunes RAL. Functional evaluation of the interleukin-1 pathway in keratinocytes that 
express HPV oncogenes [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade 
de São Paulo”; 2020. 
 
 
Introduction: The immune response plays an important role in clearing HPV infections. 
As a strategy to evade the immune system, the virus can modulate cytokine production 
and secretion by infected cells. In addition, the immune response can contribute to 
create a chronic inflammatory condition, which can favor the progression of virus related 
lesions and cancer development. Objectives: The objective of this study was to evaluate 
the role of the interleukin-1 pathway, more specifically IL-1α, IL-1β and IL-18, important 
pro-inflammatory cytokines, in the establishment and progression of cervical tumors. 
Material and methods: Normal keratinocytes and keratinocytes transduced with HPV16 
E6 and/or E7 oncogenes, in addition to the cervical tumor cell lines C33, SiHa and HeLa, 
were evaluated for the expression (transcripts and proteins) of IL-1α, IL-1β, IL-18, their 
natural antagonists and receptors. The gene encoding IL-18 was edited using CRISPR-
Cas9 system, and silenced cell lines were evaluated for invasiveness, migration, 
proliferation, colony-forming capacity and angiogenesis induction. In addition, 62 
biopsies from patients diagnosed with advanced cervical cancer were assessed by 
immunohistochemistry to assess IL-18 expression in tumor tissues and its relationship 
with the patients' prognosis. Results: It was found that, although present in normal and 
transduced keratinocytes, the expression of IL-1α and IL-1β is drastically reduced in 
cervical tumor cell lines, in contrast to IL-18, which remains expressed in a meaningful 
way. IL-18 silencing by CRISPR-Cas9 reduced the proliferative and colony-forming 
capacity of HPV-positive cervical tumor cell lines, but was associated with the tendency 
towards greater invasive capacity and angiogenesis induction. The biopsies 
immunohistochemical analysis showed that IL-18 expression at the edge of the tumor is 
associated with a complete response to the treatment and a lower risk of lymphatic 
recurrence (p=0.027 and p=0.034, respectively). Although no statistical significance was 
reached, there is a clear tendency towards higher rates of overall survival and disease-
free survival in tumors showing peritumoral location of the inflammatory infiltrate 
(p=0.056 and p=0.165, respectively). Likewise, the increased IL-18 expression in tumor 
cells nucleus and cytoplasm was associated with a trend towards better prognosis. 
Conclusions: Considering the above results, it was found that, although present in 
normal and transduced keratinocytes, IL-1α, IL-1β, their natural antagonist and receptors 
are significantly negatively modulated in cervical tumor cell lines C33, SiHa and HeLa. In 
contrast, IL-18, its natural antagonist and receptors continue to be expressed in the 
same cells. Together, IL-18 silenced cells analysis and immunohistochemistry data 
suggest a protective role for IL-18, which should be confirmed by expanding the studied 
sample. The interaction between tumor cells and the microenvironment must be 
considered, more specifically, in this case, the tumor immune microenvironment, in which 
IL-18 is an important mediator. This is intended to be the next stage of this study. 
 

Descriptors: HPV; Innate immune response; Interleukin-1; Interleukin-18; Cervical 
cancer; Prognosis. 
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1. Introdução 
 

O conhecimento acerca das características dos tumores evoluiu 

significativamente nas últimas décadas. A composição heterogênea e a importância do 

microambiente tumoral são, hoje, conceitos muito bem estabelecidos, que influenciam 

diretamente o prognóstico e a terapêutica do câncer.  

O câncer é uma doença dinâmica, o que implica na possibilidade de que sejam 

acumuladas várias alterações durante sua progressão. Como resultado, muitos tumores 

são compostos por subpopulações distintas de células, heterogêneas geneticamente, e 

que exigem abordagens específicas. Tal conhecimento é fundamental para a redução 

da resistência ao tratamento e aumento da efetividade terapêutica [1].   

Além de uma população de células tumorais heterogênea, a massa tumoral é 

composta por uma variedade de células infiltrantes não tumorais, a depender do tipo e 

origem do tumor, como fibroblastos, componentes celulares e secretados do sistema 

imunológico e vascular, fatores de crescimento e proteínas de matriz extracelular, que 

em conjunto compõem o microambiente tumoral. A interação entre células tumorais e 

microambiente é determinante para a iniciação e progressão do tumor, prognóstico e 

resposta à terapia. Alguns tratamentos, inclusive, são destinados a alvos específicos 

como fatores pró-angiogênicos, receptores celulares e bloqueadores de checkpoints 

imunes [2][3]. 

Schreiber e colaboradores (2011) publicaram uma revisão discutindo a dualidade 

do impacto do sistema imunológico no desenvolvimento e progressão do câncer: 

supressão e promoção tumoral. Se por um lado a resposta imune é capaz de controlar o 

desenvolvimento da doença, destruindo as células tumorais e inibindo seu crescimento, 

pode, por outro lado, promover sua progressão, favorecendo a seleção de células 

refratárias à resposta imune e contribuindo para o estabelecimento de um 

microambiente pró-inflamatório patológico, que fomenta a instabilidade celular e o 

acúmulo de alterações ao nível molecular e tecidual [4].   

A atuação do sistema imunológico é tão marcante no contexto tumoral que 

propriedades como evasão do sistema imune e promoção da inflamação têm sido 

consideradas, por muitos pesquisadores, como “Emerging Hallmarks of Cancer” [5].  
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A diversidade e complexidade do microambiente imune tumoral, variável entre 

diferentes tipos de cânceres e, inclusive, heterogêneo dentro do mesmo tumor, no 

mesmo indivíduo, pode justificar os diferentes desfechos obtidos pela imunoterapia, tão 

eficaz para alguns pacientes e minimamente relevante para outros [6].  

Certamente, ainda distante da completa compreensão, mas de inegável 

importância, a relação entre carcinogênese e resposta imunológica constitui um campo 

fértil para a pesquisa básica e clínica, fonte promissora de novos biomarcadores e 

opções terapêuticas. 

1.1.  Câncer do colo do útero 

O câncer do colo do útero é o quarto tipo de tumor mais frequente em mulheres 

em todo o mundo, com cerca de 570 mil novos casos em 2018 (6,6% de todos os casos 

de câncer em mulheres). Em 2012 foram registradas 266 mil mortes em decorrência do 

câncer cervical, o equivalente a uma morte a cada 2 minutos, das quais 90% ocorreram 

em países em desenvolvimento. Em 2018, o número de mortes registradas foi de 311 

mil [7][8]. 

A infecção persistente por alguns tipos de Papilomavírus Humano (HPV) de alto 

risco oncogênico é comprovadamente uma causa necessária, embora não suficiente, 

para o desenvolvimento de lesões pré-malignas e malignas da cérvice uterina, além de 

relacionada a uma fração das neoplasias de vulva, vagina, ânus, pênis e orofaringe. 

Dessa forma, a vacinação e o rastreamento precoce das lesões são formas eficazes de 

prevenção [9].  

Nos países desenvolvidos, a efetividade dos programas de Saúde Pública 

possibilita ações preventivas que incluem a vacinação e o rastreio de lesões pré-

malignas, de relativamente fácil tratamento, capazes de prevenir até 80% dos casos de 

câncer cervical. Um exemplo bem sucedido e consolidado de vacinação contra o HPV é 

o programa australiano, um dos países pioneiros na implementação de estratégias 

públicas de prevenção contra a infecção, e o primeiro a criar um Programa Nacional de 

Vacinação para meninas e mulheres jovens, posteriormente expandido para meninos, 

cuja expectativa é a eliminação da infecção associada aos tipos virais incluídos na 

vacina, dentre os quais estão os HPV de alto risco oncogênico [8][10]. 

Nos países em desenvolvimento, no entanto, o acesso limitado da população, em 

especial a mais carente, aos programas de prevenção e rastreamento, culmina na 
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detecção tardia do câncer do colo do útero, cujo tratamento é mais complexo e menos 

eficaz, elevando as taxas de mortalidade relacionadas [8]. 

No Brasil, aproximadamente 16 mil novos casos de câncer cervical foram 

diagnosticados em 2018, configurando o segundo tipo de câncer mais frequente em 

mulheres entre 15 e 44 anos no país. Em 2017 foram mais de 6 mil mortes registradas 

[11].  

A vacina quadrivalente contra o HPV foi introduzida no Programa Nacional de 

Vacinação brasileiro em 2014, destinada às meninas com idade entre 9 e 13 anos, e 

ampliada para meninos de 11 a 13 anos em 2017. Neste período, a cobertura vacinal 

cumulativa foi de 45,1% para duas doses e 72,4% para ao menos uma dose. No caso 

dos meninos, a cobertura para ao menos uma dose foi de apenas 20,2% [12][13]. 

Apesar dos índices satisfatórios de vacinação contra o HPV observados nos 

países mais desenvolvidos, apenas 12% das adolescentes haviam sido vacinadas entre 

2006 e 2014 no mundo. A população dos países em desenvolvimento, principalmente na 

África e Ásia, atingidos pelas maiores taxas de incidência e mortalidade do câncer 

cervical, permanecem vulneráveis. Nesse cenário, a vacinação pode ser a principal 

estratégia para reduzir as desigualdades relativas à ocorrência do câncer do colo do 

útero e demais doenças relacionadas ao HPV [14].  

1.2. Papilomavírus Humano (HPV) 

1.2.1. Estrutura da partícula viral e organização do genoma do HPV 

Os papilomavírus são pequenos vírus não envelopados. O capsídeo, de simetria 

icosaédrica, mede cerca de 55nm e consiste de 360 cópias, arranjadas em 72 

pentâmeros da proteína principal L1, e aproximadamente 12 moléculas da proteína L2 

(Figura 1) [15][16].   
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Figura 1 - Papilomavírus Humano. Da esquerda para a direita: Renderização atômica de um 
capsídeo derivada da reconstrução da imagem obtida por microscopia crioeletrônica do HPV16; 
Diagrama esquemático representando os 72 capsômeros do HPV; Micrografia eletrônica de contraste 
negativo do HPV (barra 100nm). ICTV, 2019 [15]. 

 

Cada partícula viral contém uma única cópia de DNA de dupla fita circular de 

aproximadamente 7.500pb [15]. O genoma está estruturado em três regiões principais: 

região precoce (E), que contem genes que codificam proteínas importantes para o ciclo 

de replicação viral e para o processo de transformação celular, a saber: E1, E2, E4, E5, 

E6 e E7; região tardia (L), que codifica as proteínas L1 e L2 do capsídeo; e região longa 

de controle (LCR ou URR), porção não codificadora que contém a origem de replicação, 

sítios de ligação de fatores de transcrição, e controla a transcrição de genes virais e a 

replicação do DNA viral (Figura 2) [17][18]. 

 

 

Figura 2 - Estrutura do genoma do HPV. Sanjosé et al., 2018 [18]. 

 

 

 



12 
 

1.2.2. Classificação dos Papilomavírus Humanos 

Os HPVs pertencem à família Papillomaviridae. Até o momento, foram 

identificados mais de 200 tipos, agrupados nos gêneros Alpha-, Beta-, Nu-/Mu- e 

Gamma- papillomavirus de acordo com a sequência do genoma viral e tropismo pelos 

tecidos epiteliais humanos. De forma geral, os tipos relacionados à ocorrência de câncer 

anogenital pertencem ao gênero Alpha-papillomavirus, enquanto os pertencentes aos 

gêneros Beta- e Gamma-papillomavirus cursam, geralmente, com infecções 

assintomáticas, embora possam, mais raramente, estar associados ao desenvolvimento 

de tumores (Figura 3) [16][18].  

 

 

Figura 3 - Classificação dos HPVs. Adaptado de Doorbar et al., 2012 [17]. 

Os HPVs são classificados em alto e baixo risco, conforme descrito na tabela 1. 

De acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC), os HPVs de alto 

risco, dentre os quais os mais prevalentes são o HPV16 e 18, estão entre os agentes 

infecciosos classificados como carcinógenos pertencentes ao grupo 1 (que apresentam 

evidências suficientes entre a exposição ao agente infeccioso e a ocorrência do tumor). 

Os HPVs de baixo risco, dentre os quais estão o HPV 6 e 11, estão geralmente 



13 
 

associados às patologias benignas causadas por estes vírus, como verrugas genitais 

[18][19]. 

Tabela 1 - Classificação dos HPVs de acordo com o risco oncogênico e doenças associadas (IARC) 

 
Fonte: Adaptado de Sanjosé et al., 2018 [18]. 
 
 

1.2.3. Ciclo de Replicação do HPV 

Na maioria dos casos, o ciclo de replicação do HPV tem início com a infecção da 

camada basal do epitélio estratificado, à qual o vírus tem acesso através de microlesões 

epiteliais geralmente originadas durante o coito. Dessa forma, é possível a ocorrência de 

infecção produtiva, que culmina na liberação de novas partículas virais, e é dependente 

do completo programa de diferenciação dos queratinócitos [18][20]. 

Após a infecção das células da camada basal do epitélio, ocorre a amplificação 

do DNA do HPV de forma independente do ciclo celular, originando cerca de 50 a 100 

cópias, mantidas na forma epissomal, em número constante, e com mínima expressão 

do genoma viral [17]. Nesta etapa do ciclo de replicação, a expressão dos oncogenes 

E6 e E7 é rigorosamente controlada.  

Quando os queratinócitos infectados migram para o compartimento de 

diferenciação do epitélio, a replicação e expressão do genoma viral, que incluem tanto 

genes precoces quanto tardios, acontece de forma intensa, originando milhares de 

cópias por célula. A montagem das partículas virais acontece nas camadas mais 

superficiais do epitélio, a partir das quais as novas partículas virais são liberadas, 

podendo, inclusive, infectar os tecidos adjacentes (Figura 4) [17][21][22]. 
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 Figura 4 – Ciclo de replicação do HPV. Kahn, 2009 [22]. 

 

1.2.4. Carcinogênese mediada pelo HPV 

Na grande maioria das vezes, a infecção pelo HPV não implica na transformação 

maligna do epitélio. Quando isso ocorre, no entanto, o papel desempenhado pelas 

oncoproteínas virais E6 e E7 é fundamental para processo tumoral [18][20]. Ao contrário 

do observado nos HPVs de baixo risco, raramente associados aos processos 

neoplásicos, as oncoproteínas dos tipos de alto risco estão claramente associadas à 

indução da proliferação celular nas camadas basais e parabasais [17].  

Enquanto os HPVs de alto risco são majoritariamente encontrados nas lesões de 

alto grau e tumores, os de baixo risco predominam nas lesões não malignas e verrugas 

genitais. Já foi demonstrado que apenas as proteínas E6 e E7 de HPV de alto risco são 

capazes de imortalizar células humanas in vitro [23]. 

Ao nível molecular, E6 e E7 contribuem para a carcinogênese principalmente 

através da inibição das proteínas supressoras de tumor p53 e pRB. Dessa forma, a 

infecção viral compromete a apoptose e desregula o ciclo e a proliferação celular. A 

oncoproteína E6 também atua promovendo a atividade da telomerase, enquanto E7 
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aumenta a instabilidade genômica. Em conjunto, as oncoproteínas virais favorecem a 

transformação da célula [18]. Cabe ressaltar o impacto da integração do genoma viral no 

processo de transformação celular, que geralmente implica na inativação de E2, 

principal proteína envolvida no controle da expressão de E6 e E7 [22][24]. A figura a 

seguir resume a atuação dos oncogenes dos HPVs de baixo e alto risco na infecção e 

transformação do epitélio (Figura 5): 

Figura 5 – Atuação dos oncogenes E6 e E7 de HPV de baixo e alto risco na infecção e 
transformação do epitélio em comparação com o tecido não infectado. Adaptado de Doorbar et 
al., 2012 [17]. 
 
 

1.2.5. Alterações intraepiteliais associadas à infecção persistente pelo HPV 

A progressão desde a infecção pelo HPV até o desenvolvimento do câncer 

cervical é caracterizada por alterações intraepiteliais. As neoplasias intraepiteliais 

cervicais (NIC) representam alterações histológicas no tecido epitelial, potencialmente 

precursoras do câncer de colo do útero [25].  

De acordo com o grau de comprometimento do epitélio, são classificadas em 

NIC1, 2 e 3. As lesões de grau 1 são caracterizadas por displasia leve e presença de 

anormalidades no terço inferior do epitélio. As NIC2 apresentam displasia moderada e 

anormalidades celulares nos dois terços inferiores do epitélio. Displasia severa e 

alterações em praticamente toda a camada epitelial caracterizam as NIC3 (Figuras 6 e 

7) [22][26][27]. 

Entre 70 a 90% das neoplasias intraepiteliais de grau 1 regridem 

espontaneamente, independentemente do tratamento, e a evolução para lesões de 

maior grau é rara. As lesões de grau 2 apresentam-se de forma muito heterogênea entre 

as pacientes, tanto do ponto de vista histológico quanto prognóstico, e podem tanto 
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regredir (a maioria) quanto progredir. Há, inclusive, um debate sobre se as NIC2 devem 

ser consideradas como lesões de baixo ou alto grau [25].  

 

 
Figura 6 – Alterações intraepiteliais associadas à infecção pelo HPV (representação gráfica). 
Mariewheeler, 2008 [25]. 

 

 

Figura 7 - Alterações intraepiteliais associadas à infecção pelo HPV (cortes histológicos 
corados com hematoxilina e eosina). A) NIC1; no detalhe, alterações celulares no terço inferior do 
epitélio cervical. B) NIC2; no detalhe, alterações celulares nos dois terços inferiores do epitélio 
cervical.  C) NIC3; no detalhe, alterações celulares em toda a extensão do epitélio cervical. D) Epitélio 
normal. Adaptado de O’Leary et Ial. 2018 [27]. 

 

1.3. História natural da infecção pelo Papilomavírus Humano  

A transmissão do HPV é predominantemente sexual. De forma geral, as 

infecções são assintomáticas e transitórias, eliminadas naturalmente pelo sistema imune 

do hospedeiro dentro de 1 a 2 anos. No entanto, uma pequena fração das infecções, em 

especial as causadas por HPVs de alto risco oncogênico, podem persistir e contribuir 
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para o acúmulo de alterações moleculares associadas ao desenvolvimento de lesões 

intraepiteliais e câncer [18][19][28].  

A maioria das mulheres é infectada no início da vida sexual, e o pico de 

prevalência ocorre por volta dos 25 anos de idade, apresentando uma queda 

significativa após esta faixa etária.  

Estudos transversais têm apontado para a existência de um segundo pico de 

incidência de infecção em mulheres de idade mais avançada, período que também 

coincide com a ocorrência máxima de lesões de alto grau e pré-câncer decorrentes de 

infecções persistentes adquiridas no início da vida sexual. Um platô representativo da 

ocorrência de câncer invasivo pode ser observado, principalmente, a partir dos 40 anos 

de idade (Figura 8) [29][30].  

 

Figura 8 - Prevalência da infecção pelo HPV e lesões associadas. Schiffman et al., 2016 [30].  

 

Além da infecção pelo HPV, predominantemente os tipos de alto risco oncológico, 

a contribuição de determinados cofatores é fundamental para a persistência viral e 

progressão das lesões associadas. Tais variáveis podem ser inerentes ao vírus, ao 

hospedeiro, ou de natureza comportamental, e incluem: características genéticas e 

epigenéticas dos diferentes tipos de HPV; persistência viral; resposta imune do 

hospedeiro; fatores comportamentais como fumo; multiparidade; e uso prolongado de 

contraceptivos orais [30][31][32][33]. 
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1.4. HPV e Câncer 

O HPV está associado, virtualmente, a 100% dos tumores cervicais, e a uma 

proporção importante dos tumores de cabeça e pescoço, vulva, vagina, pênis e ânus, 

conforme apresentado na tabela 2 [34].  

Tabela 2 – Fração dos tumores atribuída ao HPV 

 
Fonte: Plummer et al., 2016 [35]. 
 

1.5. Resposta imune à infecção pelo HPV 

As infecções virais, de forma geral, são bastante imunogênicas, em especial as 

líticas. O HPV, no entanto, exibe mecanismos de evasão da resposta imune que 

possibilitam o estabelecimento de infecção persistente, permitindo que o ciclo de 

replicação viral, relativamente lento, possa ser completo. Em determinadas situações, a 

persistência viral pode cursar com alterações histológicas características de lesões 

epiteliais de baixo e alto graus e câncer [36]. 

Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa, estão envolvidas no controle 

da infecção pelo HPV, representadas por citocinas e quimiocinas, células imunes inatas, 

células T e anticorpos. Ainda que passíveis de persistência por longos períodos (em 

média 1,5 ano), a maioria das infecções é eliminada pelo sistema imunológico do 

hospedeiro, e apenas uma minoria dos indivíduos infectados evolui com quadro de 

câncer [37]. 
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1.5.1. Mecanismos imunes de controle da infecção pelo HPV 

Embora possam persistir por vários anos em alguns indivíduos, permitindo a 

promoção de alterações celulares mediadas pelas oncoproteínas virais, as infecções 

pelo HPV, na grande maioria das vezes, são transientes, eliminadas após alguns meses 

pelo sistema imune do hospedeiro. Cerca de 90% dos indivíduos imunocompetentes 

elimina a infecção dentro de três anos, e apenas 1% desenvolve câncer cervical [38].  

Dentre as células apresentadoras de antígenos (APCs), as células de 

Langerhans (LCs), altamente especializadas, são as que detêm maior acesso ao 

epitélio, sendo, portanto, capazes de detectar a produção das proteínas virais. As 

demais APCs, incluindo células dendríticas (DCs) e macrófagos, localizadas 

predominantemente na derme, têm acesso restrito ao vírus, cujo ciclo de replicação é 

epitélio-dependente [39].  

Cabe ressaltar, também, que os próprios queratinócitos, células-alvo da infecção 

pelo HPV, são considerados células imunes não profissionais, aptas, por exemplo, à 

produção de diversas citocinas importantes. Ainda assim, alguns dos mecanismos de 

evasão do vírus incluem a redução da capacidade de ativação da resposta imune pelas 

LCs e da expressão de E-caderinas, o que leva à diminuição da população de LCs no 

epitélio [39][40][41].  

As APCs deslocam-se até os linfonodos, onde os antígenos virais são 

apresentados via complexo de histocompatibilidade principal de classe 2 (MHC II), 

promovendo a diferenciação de linfócitos TCD4+ em linfócitos T helper (Th) e ativando a 

resposta imune adaptativa. Os linfócitos Th ativados diferenciam-se em Th1 ou Th2, 

funcionalmente envolvidos na resposta imune mediada por células ou na resposta imune 

humoral, respectivamente. Soma-se a isso a ativação de DCs e macrófagos pela ligação 

de componentes virais, como DNA de fita simples, RNA ou motivos CpG, aos receptores 

do tipo Toll (TLRs), estimulando a expressão de genes e a produção de citocinas 

inflamatórias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18), interleucina-6 (IL-6), 

interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral (TNF), também fundamentais para a 

resposta adaptativa [39].   

Linfócitos TCD8+ também são ativados via MHC de classe I, por intermédio das 

mesmas DCs, diferenciando-se em linfócitos T citotóxicos (CTL) que, na presença de 

citocinas Th1 (IL-2, IL-12 e IFN-γ), tornam-se células T efetoras, capazes de eliminar 

células que expressam os antígenos do HPV, inclusive tumorais [39][38].  
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A resposta humoral direcionada contra o HPV envolve a estimulação de células B 

de memória pela interação direta, via CD-40, com linfócitos Th2 ou, indiretamente, pela 

ação de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-6. Os linfócitos B diferenciam-se em plasmócitos, 

capazes de produzir anticorpos contra proteínas do HPV como E2, E4, E6, E7, L2 e, 

principalmente, L1. No entanto, os níveis de anticorpos produzidos após a infecção 

natural pelo vírus são geralmente baixos, podendo não ser detectáveis em todos os 

indivíduos. Ao contrário, os anticorpos anti-L1 (neutralizantes), produzidos após a 

vacinação profilática com vírus-like particles (VLPs), são detectados em maior número e 

por um período muito superior [42].  

1.5.2. HPV: mecanismos de evasão da resposta imune 

Uma das principais características do HPV é a capacidade de causar infecções 

persistentes, para a qual contribuem várias características do ciclo de replicação viral, 

bem como sua interação com as células epiteliais e componentes do sistema imune. 

1.5.2.1. Mecanismos inerentes ao ciclo de replicação viral   

   As características do ciclo de replicação do HPV contribuem para que a infecção 

seja menos perceptível ao sistema imunológico do hospedeiro. A expressão dos genes 

precoces virais, inclusive dos principais oncogenes E6 e E7, é estritamente controlada, 

tanto ao nível transcricional quanto traducional, ao menos no início da infecção. A 

progressão da doença e a integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, 

geralmente acompanhada da ruptura do gene E2, leva à maior expressão dos genes 

precoces, e nesta etapa, maior produção de imunógenos virais [24].  

 Outros fatores importantes incluem o fato de que a maior expressão das 

proteínas do HPV, bem como a liberação dos vírions, acontecem nas camadas mais 

superficiais do epitélio, onde o acesso dos componentes imunológicos é menor. Além 

disso, a infecção não provoca lise celular [20]. 

1.5.2.2. Alteração da expressão gênica das células hospedeiras   

   Já foi descrita a relação entre o HPV e alterações nos padrões de metilação 

gênica e modificação de histonas. A oncoproteína E7 pode associar-se, por exemplo, à 

DNA metiltransferase I (DNMT1), ativando-a [43]. A hipermetilação geralmente implica 

na redução dos níveis de transcrição, como observado no caso do promotor de 

CXCL14, uma importante quimiocina envolvida na atração de células natural killer (NK), 

linfócitos T e DCs [44]. E7 também pode levar à hipermetilação do promotor de E-
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caderina, proteína envolvida na adesão celular e na migração das DCs através do 

epitélio [45]. E6 pode interferir na transcrição de Interferon-ĸ (IFN-ĸ) em queratinócitos e 

DCs, comprometendo, também, a resposta antiviral [46]. 

  Outro importante mecanismo epigenético é a modificação de histonas. Foi 

descrito que a proteína E7 de HPV38 e HPV16 reduz a expressão de Toll-like receptor 9 

(TLR9) ao recrutar proteínas que interferem na metilação e acetilação de histonas. O 

resultado é a menor capacidade de detecção do DNA viral pelas células infectadas 

[47][48]. 

1.5.2.3. Interações entre proteínas virais e celulares 

  Os queratinócitos são considerados células sentinelas do sistema imunológico, 

não somente pelo seu papel estrutural na constituição da pele, primeira barreira do 

organismo à entrada de patógenos, mas também por produzirem grande variedade de 

receptores, fatores de transcrição, citocinas, entre outras moléculas capazes de ativar a 

resposta imune. Neste contexto, já foi descrita a interação de E6 e E7 de HPV16 e 18 

com os fatores de resposta a interferons (IRFs) e com o sistema cyclic guanosine 

monophosphate-adenosine monophosphate syntase-stimulator of interferon genes 

(cGAS-STING), comprometendo a expressão dos genes induzidos por IFN. Cabe 

ressaltar que a sinalização via IFN tem importante papel na resposta antiviral 

[49][50][51][20].  

1.5.2.4. Processamento de antígenos  

  Foi referida a interferência das oncoproteínas de HPV16 e 18 em diversas etapas 

do processamento de antígenos, desde a formação do imunoproteassoma, transporte 

dos peptídeos processados até o retículo endoplasmático, clivagem e apresentação via 

HLA, provocando efeito direto na resposta citotóxica específica contra o vírus mediada 

por linfócitos T CD8
+ 

[52][53][54][55].  

1.5.2.5. Ação sobre células do sistema imunológico  

  Estudos mostraram que HPV virus-like particles (VLPs) não foram capazes de 

ativar LCs de forma efetiva, com consequente  comprometimento da resposta mediada 

por linfócitos T CD8
+ 

[56][20]. Também foi observado que o vírus pode modular a 

produção de citocinas envolvidas na polarização Th1/Th2 da resposta imune. 

Aparentemente, há o predomínio da resposta Th2 no estágio inicial das lesões 

associadas ao HPV, concomitantemente à redução das respostas Th1 mediadas por 
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IFN, favorecendo a persistência e progressão da doença. Nas lesões intraepiteliais de 

alto grau, ambas as respostas são observadas de forma não coordenada [57]. 

 No que tange aos tumores associados ao HPV, assim como observado em outros 

tipos de câncer, pode ser observado um microambiente composto por células e citocinas 

de fenótipo imunossupressor, como macrófagos associados a tumor (tumor associated 

macrophages – TAMs), células supressoras de origem mieloide (myeloid-derived 

supressor cells – MDSCs) e células T regulatórias (Tregs), além de interleucina-10 (IL-

10) e fator beta de crescimento tumoral (tumor growth factor-beta – TGFβ) [58][59]. 

1.6. Inflamação e câncer 

Em condições normais e bem reguladas, a inflamação é benéfica e fundamental 

para o controle de infecções e danos celulares, e pode atuar de forma antitumoral. No 

entanto, quando crônico, o processo inflamatório é potencialmente pró-tumoral, 

predispondo as células à transformação através da indução de instabilidade genômica e 

alterações epigenéticas, promoção da angiogênese e da proliferação celular, 

favorecendo a iniciação e progressão tumoral, além do desenvolvimento de metástases 

(Figura 9) [60].  

 

 

Figura 9 - Diferentes desfechos da inflamação e interação entre mediadores inflamatórios e 
tumorais Greten et al., 2019 [61].  
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Deve ser considerado que o microambiente tumoral é muito complexo. A 

interação entre células tumorais, células imunes e demais componentes celulares e 

solúveis do microambiente tumoral provoca alterações fenotípicas e funcionais 

constantes. A depender de tais interações, o desfecho da resposta pode ser anti ou pró-

tumoral [61]. 

 

1.7. Via da interleucina-1 

A família da Interleucina-1 (IL-1) compreende 11 ligantes e 10 receptores (Tabela 

3), sendo os ligantes codificados, em humanos, por 11 genes distintos (IL1A, IL1B, 

IL1RN, IL18 e IL1F5 a IL1F11) [62]. A nomenclatura inicial baseava-se no termo “IL-1 

family”, e as citocinas foram identificadas como IL-1F1 a 11. Em 2010, Dinarello e 

colaboradores, considerando a semelhança entre sua ligação aos receptores e 

sinalização, propuseram uma nova nomenclatura, de acordo com a qual IL-1F1 a IL1-

F11 foram designadas, respectivamente, como IL-1α, IL-1β, IL-1Ra, IL-18, IL-36Ra, IL-

36α, IL-37, IL-36β, IL-36γ, IL-38 e IL-33 [63]. A representação estrutural básica dos 

ligantes é apresentada na figura 10. 

  Tabela 3 – Família da interleucina-1 (ligantes e receptores) 

 
  *NA: Não se aplica. 
  Fonte: Dinarello, 2018 [62]. 
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Figura 10 - Subfamílias da IL-1. São representados os precursores de cada citocina, seguidos pelo 
número de aminoácidos à direita. São indicadas as sequências consenso (AXD), bem como os 9 
aminoácidos que as precedem. A região N-terminal é indicada pela barra vertical. IL-1Ra apresenta 
um peptídeo de sinal, e é diretamente secretada. Dinarello, 2018 [62].  

 
 

A principal função desta família de citocinas é participar do controle das reações 

pró-inflamatórias desencadeadas, por exemplo, por padrões moleculares associados a 

patógenos (pathogen-associated molecular patterns – PAMPs), como produtos de 

origem bacteriana ou viral, ou padrões moleculares associados a danos (damage- or 

danger associated molecular patterns – DAMPs), liberados por células submetidas a 

algum tipo de dano ou injúria [64].  

A participação dos membros da família da IL-1 no processo de recrutamento dos 

componentes do sistema imune em resposta a danos ou infecções é associada à 

homologia entre seus receptores e os receptores do tipo Toll (TLR), o que caracteriza 

estas citocinas como importantes componentes da resposta imune inata [62].  

O domínio intracitoplasmático do receptor do tipo I de IL-1 (IL-1R1), denominado 

Toll interleukin-1 receptor (TIR) domain, é muito semelhante estrutural e funcionalmente 

ao observado nos receptores do tipo Toll. A ativação de ambos induz, como resposta, a 

produção de citocinas, quimiocinas, ciclooxigenase-2 (COX-2), moléculas de adesão, 

óxido nítrico (NO), entre outras moléculas [62]. As vias de sinalização intracelular 

iniciadas pela ativação dos receptores da família da IL-1 e TLR é apresentada na figura 

11. 
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Figura 11 - Mapa da cascata de sinalização de IL-1, IL-18 e TLR. O’NEILL & BOWIE, 2007 [65]. 

 

1.7.1. Interleucina-1 alfa e interleucina-1 beta 

As citocinas da família da IL-1 são importantes mediadores da inflamação, 

principalmente da resposta imune inata. O envolvimento de IL-1α e IL-1β (pró-

inflamatórias) em doenças de base inflamatória, autoimunes e câncer já foi descrito [64].  

Os genes que codificam para IL-1α e IL-1β localizam-se em sequência, no 

cromossomo 2. Embora com homologia menor que 30%, apresentam estrutura 

tridimensional semelhante, ligam-se aos mesmos receptores de superfície celular e 

medeiam atividades biológicas similares. São produzidas, principalmente, por monócitos 

e macrófagos ativados, além de neutrófilos, queratinócitos, linfócitos, células do músculo 

liso, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais [66]. 

Ambas as citocinas são sintetizadas na forma de seus precursores de 31kDa. A 

maturação do precursor de IL-1β para sua forma ativa de 17kDa ocorre pela ação da 

caspase-1, regulada por um complexo proteico multimérico citosólico chamado 

inflamassoma. O inflamassoma é composto pela caspase-1, pela proteína adaptadora 

ASC, e por um domínio proteico pertencente à família dos NOD-like receptors (NLR), 

ativado por padrões moleculares de dano celular ou associados a patógenos [67][68].  
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Em contrapartida, IL-1α parece não requerer a ativação do inflamassoma, e tanto 

seu precursor quanto a forma clivada apresentam atividade [66] [68]. Embora a maioria 

das células não produza IL-1α constitutivamente em condições normais, os 

queratinócitos são uma exceção, e podem armazenar esta citocina em quantidades 

importantes, disponíveis para liberação local em caso de infecção ou lesão [69]. 

Enquanto IL-1α é encontrada principalmente associada à membrana, embora a 

secreção desta citocina tenha sido relatada por alguns autores [69], IL-1β apresenta 

atividade autócrina, parácrina e sistêmica. Ambas as citocinas compartilham os mesmos 

receptores: receptor do tipo I de interleucina-1 (IL-1R1), constitutivamente expresso em 

diversos tipos celulares; e o receptor acessório de IL-1 (IL-1RAcP), também fundamental 

na resposta mediada por esta via [62].  

Outras duas proteínas estão envolvidas na inibição da via da IL-1: o antagonista 

do receptor de IL-1 (IL-1Ra), que compete com os agonistas da via (IL-1-α e IL-1β); e o 

receptor do tipo 2 de IL-1 (IL-1R2), ou receptor decoy, que carece do domínio TIR 

intracitoplasmático, e cuja ligação às formas ativas da IL-1 não induz resposta celular. O 

equilíbrio entre reguladores positivos e negativos da via exerce papel importante no 

controle da inflamação induzida pela IL-1 [70].  

Todos os receptores são, também, encontrados na forma solúvel. Neste caso, 

sua ligação à IL-1 não implica na sinalização da via, e atua como forma de controle da 

resposta inflamatória. Os receptores da via da IL-1 são representados na figura 12. 

 

 

Figura 12 - Receptores solúveis e de membrana da via da IL-1. 
 
  

 Em condições não efetivas, a atividade pró-inflamatória da IL-1 está relacionada 

ao seu papel na promoção da carcinogênese e iniciação e progressão tumoral. Neste 

caso, a citocina favorece o desenvolvimento de um microambiente inflamatório crônico e 

induz angiogênese, recrutamento de macrófagos associados ao tumor e de células 
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supressoras mieloide derivadas (MDSC), indução da resposta Th17, invasão e 

metástase. Estudos indicam que o bloqueio de IL-1 pode reduzir as complicações 

sistêmicas, além de prevenir a incidência e mortalidade relacionadas a alguns tipos de 

câncer [71][72][73].  

 
1.7.2. Interleucina-18 

Outra citocina pró-inflamatória de grande importância, que faz parte da família da 

IL-1, é a interleucina-18 (IL-18). Assim como IL-1β, IL-18 está relacionada a uma 

variedade de processos inerentes à resposta imune inata e adaptativa. Também 

produzida sob a forma de seu precursor de 24kDa (inativo), sua ativação ocorre de 

forma semelhante à da IL-1β, através da ação da caspase-1 via complexo do 

inflamassoma, que origina a proteína madura de 18kDa [74].  

O complexo que forma o receptor de IL-18 (IL-18R) é constituído por duas 

cadeias denominadas IL-18Rα e IL-18Rβ. A proteína ligante de IL-18 (Interleukin-18 

Binding Protein - IL-18BP), que é secretada, atua como regulador negativo da via, 

ligando-se à IL-18 e impedindo sua interação com o receptor (Figura 13) [74].  

 

 

Figura 13 - Ligantes e receptores de IL-18. Adaptado de Dinarello et al., 2013 [74].  

 

A IL-18 é produzida por uma diversidade de células de origem linfoide e não 

linfoide, inclusive queratinócitos. Desempenha importante papel na regulação dos 

processos inflamatórios, e há evidências de seu envolvimento tanto nas respostas Th1 

quanto Th2. Em combinação com a interleucina-12 (IL-12), ativa linfócitos T citotóxicos 
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(CTLs) e células NK, induzindo a produção de interferon gama (IFNγ). Dessa forma, é 

importante nos mecanismos de defesa contra vírus e bactérias intracelulares, e pode 

contribuir para a resposta imune tumoral, o que já foi apontado em alguns estudos 

envolvendo modelos animais, nos quais a administração de IL-18 foi associada à 

regressão do tumor [75][76][77].  

No entanto, estudos também associam a IL-18 à progressão tumoral, promoção 

da angiogênese e desenvolvimento de metástases, através da supressão de CD70, que 

favorece a evasão do sistema imune pelo tumor, e aumento de CD44 e do fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), enfatizando a dualidade de suas funções no 

contexto tumoral [78].  

1.8. HPV e via da interleucina-1 

 Embora várias publicações discutam a relação entre as citocinas da via da IL-1 e 

o câncer, os resultados ainda são contraditórios. Em se tratando da relação entre IL-1 e 

HPV, no entanto, os dados da literatura apontam para o controle da expressão desta 

citocina pelo vírus como uma estratégia de evasão imunológica, que culmina na 

persistência viral e maior propensão ao desenvolvimento do câncer. Considerando a 

magnitude de mediadores inflamatórios, além da IL-1, envolvidos na resposta à infecção 

(TNF, IFN, TGFβ, entre outros), fica clara a complexidade das interações e o potencial 

tanto de prevenir e eliminar infecções quanto de promover a persistência viral e a 

progressão de lesões associadas [79] 

 Merrick e colaboradores, em 1996, demonstraram que a indução da expressão 

de IL-1α e IL-1β em linhagens tumorais associou-se à inibição moderada da 

tumorigênese. Quando co-injetadas linhagens não tumorais produtoras de IL-1 e 

linhagens tumorais em camundongos, a formação do tumor foi inibida, demonstrando a 

importância da expressão contínua destas citocinas no controle da progressão do 

câncer cervical [80]. 

 De acordo com o trabalho publicado por Niebler et al. (2013), a oncoproteína E6 

de HPV está envolvida na redução da ativação e secreção de IL-1β através da indução 

da degradação da citocina mediada pela ubiquitina-ligase E6-AP e indução do 

proteassoma [68].   

 Na mesma direção, mas com o envolvimento de outras vias de sinalização 

celular, Ainouze e colaboradores (2018) mostraram que a infecção dos queratinócitos 
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humanos pelo HPV induz a secreção de IL-1β, mas a expressão dos oncogenes virais 

induz o bloqueio da transcrição da citocina via inibição de IRF6 [81].  

 Com relação à IL-18, foi demonstrado que E6 e E7 de HPV16 inibem a produção 

de INFγ induzida por IL-18 em células mononucleares do sangue periférico e células NK 

[82].  Além disso, a oncoproteína E7 de diversos tipos de HPV aumentou a produção do 

antagonista natural da citocina, IL-18BP. Uma das consequências seria o 

comprometimento da ativação de linfócitos TCD4+, uma possível estratégia de evasão 

imunológica [83]. 

 A análise dos níveis de RNA mensageiro de IL-1β e IL-18 em biópsias cervicais 

de pacientes diagnosticadas com lesões intraepiteliais de baixo grau, alto grau e câncer 

apontou para o aumento do risco de progressão tumoral em 2,5 e 2,08 vezes em 

mulheres com baixa expressão de IL-1β e IL-18, respectivamente [84]. 

 Por fim, estudo desenvolvido por Pontillo e colaboradores (2016), demonstrou 

que determinados polimorfismos em IL1 e IL18, assim como em outros genes 

associados ao inflamassoma, podem interferir na suscetibilidade à infecção pelo HPV, 

persistência viral e progressão tumoral [85].   

1.9. Opções terapêuticas para o tratamento do câncer cervical relacionadas à IL-

1 e IL-18 

 O envolvimento de IL-1 e IL-18 em diversos tipos de tumores além dos cervicais já 

foi descrito na literatura, e abriu uma gama de possibilidades para o uso terapêutico 

destas citocinas no tratamento do câncer. [86][87]. As tabelas abaixo apresentam alguns 

estudos clínicos que incluem potenciais terapias envolvendo as citocinas discutidas 

acima (Tabelas 4 e 5). 
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Tabela 4 – Ensaios clínicos envolvendo inibidores da IL-1 

 

 
(continua)  
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Tabela 4 – Ensaios clínicos envolvendo inibidores da IL-1 (continuação) 

 
*mAb: anticorpo monoclonal, NSCLC: câncer de pulmão de células não pequenas, CRC: câncer 
colorretal, TNBC: câncer de mama triplo negativo, PDAC: adenocarcinoma ductal pancreático. 
Fonte: Adaptado de Litmanovich et al., 2019 [86].  
  

Tabela 5 – Ensaios clínicos envolvendo a IL-18 

 
Fonte: Adaptado de Fabbi et al., 2014 [87].  
 

 No que tange ao câncer cervical, os protocolos atuais de condutas em oncologia 

padronizam o tratamento com cisplatina, na dose de 40mg/m
2 

de superfície corpórea, 

administrada semanalmente via intravenosa (IV). A quimioterapia deve ser iniciada no 

D1 da radioterapia (associada à braquiterapia a depender do caso) por seis semanas, 

em dose total mínima de 200mg/m
2
. Em pacientes com contraindicação à cisplatina, 
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pode ser indicada a carboplatina (AUC 2, IV). Para pacientes debilitados ou que 

apresentem recidiva da doença, podem ser utilizados paclitaxel (80mg/m
2
, IV, semanal) 

e vinorelbina (25mg/m
2
, IV, semanal). A depender do caso, são indicados tratamentos 

cirúrgicos como a conização (para mulheres que desejam manter a fertilidade), 

histerectomia radical e linfadenectomia pélvica [88].  

 De acordo com o exposto acima, a avaliação da interação entre o HPV e o sistema 

imune tem muito a acrescentar na compreensão da infecção, tumorigênese e tratamento do 

câncer cervical. Embora muito tenha sido alcançado até o momento, grande parte em 

função do desenvolvimento de vacinas contra o vírus, ainda há muito a ser feito, 

principalmente no que tange à assistência às populações mais carentes, nas quais se 

encontram grande parte dos casos que fazem do câncer cervical a quarta causa de morte 

associada a tumores, a despeito dos avanços alcançados em sua prevenção, rastreio e 

tratamento.  

 Além disso, muito do que se tem descoberto no campo do câncer cervical e sua 

interação com o microambiente tumoral pode ser extrapolado para outros tumores, e sem 

dúvida, contribuir para os avanços atuais no campo da imunoterapia, o que justifica o 

desenvolvimento deste estudo. 
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2.  Objetivos 
 
 
2.1. Objetivo geral 

Realizar a análise funcional da via da IL-1 em queratinócitos transduzidos com os 

oncogenes de HPV16 e linhagens tumorais HPV positivas, bem como em amostras de 

pacientes diagnosticadas com lesões intraepiteliais cervicais e câncer cervical. 

2.2. Objetivos específicos 

Nas linhagens celulares acima mencionadas, avaliar: 

▪ A expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1α, IL-1β e IL-18; 

▪ Os níveis dos antagonistas naturais das vias ativadas por IL-1 e IL-18, a saber: IL-1Ra 

e IL-18BP, respectivamente; 

▪ A expressão dos receptores IL-1R1, IL-1RAcP, IL-1R2, IL-18Rα e IL-18Rβ; 

▪ O efeito do silenciamento de IL-18 na proliferação, capacidade de formação de 

colônias, migração, invasão e indução da angiogênese; 

▪ Viabilidade, citotoxicidade e indução da apoptose nas linhagens tumorais silenciadas 

para IL-18 após tratamento com cisplatina. 

Nas amostras provenientes de pacientes diagnosticadas com câncer cervical, 

avaliar: 

▪ Os níveis de IL-18 em amostras de tecido de pacientes diagnosticadas com câncer 

cervical e seu potencial prognóstico; 
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3.  Material e Métodos 
 

3.1. Culturas celulares 

Queratinócitos primários humanos normais (PHK), queratinócitos que expressam 

os principais oncogenes de HPV16 (que codificam para as oncoproteínas E6 e E7) e 

linhagens tumorais derivadas de carcinoma do colo do útero positivas para HPV de alto 

risco foram cultivadas. A partir das referidas culturas (células e sobrenadantes), foram 

realizadas as análises referentes à via da IL-1 e demais citocinas propostas neste 

estudo. 

3.1.1. Culturas de queratinócitos 

Foram utilizadas culturas de queratinócitos primários humanos obtidos a partir de 

prepúcios de recém-nascidos (Primary Human Keratinocytes, Lonza, Basel, Suiça). As 

culturas de PHK foram mantidas em meio KSFM (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, 

MD) suplementado com fator de crescimento epidérmico (5 ng/ml) e extrato de pituitária 

bovina (50 ug/ml), em estufa a 37°C, com 5% de CO2.  

3.1.2. Culturas de linhagens tumorais 

As linhagens celulares C33, SiHa e HeLa foram cultivadas em meio mínimo 

essencial Eagle (#12000022, MEM; Gibco
®
, MD, USA), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (#F063, SFB; Cultilab, Campinas, SP, Brasil), e mantidas em estufa a 37°C, 

com 5% de CO2. Segue a descrição das linhagens tumorais utilizadas: 

▪ C33A: Linhagem derivada de carcinoma escamoso cervical, negativa para HPV. 

Possui mutações nos genes p53 e pRb (ATCC
®
HTB31™). 

▪ SiHa: Linhagem derivada de carcinoma escamoso cervical contendo genoma de 

HPV16 (ATCC
®
HTB35™). 

▪ HeLa: Linhagem derivada de adenocarcinoma cervical contendo genoma de HPV18 

(ATCC
®
CCL2™). 
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3.2. Inserção dos oncogenes do HPV 

3.2.1. Vetores retrovirais 

Queratinócitos primários humanos normais foram transduzidos com vetores 

retrovirais que codificam para as proteínas E6 e/ou E7 de HPV16. Os vetores foram 

gentilmente cedidos pela Dra. Denise A. Galloway (Fred Hutchinson Cancer Research 

Center, Seattle, USA) e estão devidamente caracterizados [89]. As sequências virais 

foram inseridas no vetor pLXSN (No. de acesso M28248, GeneBank), sob controle do 

promotor presente na LTR (Long Terminal Repeat) retroviral.  

▪ pLXSN: vetor retroviral contendo sítio de múltipla clonagem (Clonitech). 

▪ pLXSN16 E6: vetor retroviral contendo a sequência do gene E6 de HPV16 [89]. 

▪ pLXSN16 E7: vetor retroviral contendo a sequência do gene E7 de HPV16 [89]. 

▪ pLXSN16 E6/E7: vetor retroviral contendo as sequências dos genes E6 e E7 de 

HPV16 [89]. 

 

Figura 14 - Mapa do vetor retroviral pLXSN. As sequências dos genes E6 e E7 de HPV16 foram 
inseridas no sítio múltiplo de clonagem (MCS). O vetor contém sequências que conferem resistência 
à ampicilina, para seleção em bactérias, e à neomicina, para seleção de células transduzidas.  
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3.2.2. Transdução 

Inicialmente, células Bosc23 foram transfectadas com os vetores retrovirais 

acima descritos, contendo os genes que codificam para as oncoproteínas E6 e/ou E7 de 

HPV16. Para a transfecção foi utilizado o reagente FuGENE
® 

HD Transfection Reagent 

(#E2311, Promega Corporation, Madison, USA), segundo as orientações do fabricante. 

A seguir, as células foram incubadas a 37°C e 5 % de CO2  por 48 horas.  

Após este período, o sobrenadante contendo os retrovírus produzidos foi 

coletado, filtrado através de filtro de 0,45 µm, e gotejado sobre a cultura de células 

Am12, acrescido de 10 µg/mL de polibreno (#TR-1003, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), de forma a possibilitar a transdução das mesmas. As células permaneceram em 

cultura por 24 horas, quando o meio foi substituído por meio DMEM contendo 10% de 

SFB e antibiótico específico, de acordo com o vetor utilizado. Após uma semana de 

seleção, as células Am12 foram mantidas em meio fresco para recuperação até que 

fosse observada a formação de colônias.  

Para a transdução das PHK foi utilizado o sobrenadante das Am12 contendo os 

retrovírus produzidos, como já descrito anteriormente. Em seguida, as células foram 

selecionadas em meio KSFM (#17005-042,  Keratinocyte Serum Free Medium, Gibco, 

Waltham, MA, USA) com antiobiótico por 48h, e utilizadas nos diversos experimentos 

realizados.  

Os queratinócitos, tanto normais quanto transduzidos, foram mantidos em cultura 

por no máximo 10 passagens, evitando que principalmente os PHK normais ou 

transduzidos com o vetor vazio entrassem em processo senescência e morte. As células 

transduzidas com E6/E7 simultaneamente, mantidas por até 10 passagens, são 

descritas no decorrer do trabalho como “não imortalizadas”.  

Após este período em cultura (cerca de 10 passagens), os queratinócitos 

contendo ambos os oncogenes virais passam por uma fase de crise, com diminuição da 

velocidade de crescimento. Em seguida, as células recuperam a capacidade de 

proliferação, podendo ser cultivadas por tempo indeterminado. Estas linhagens são 

descritas como “imortalizadas”. Cabe ressaltar que o processo de imortalização é 

resultado das alterações celulares causadas pela presença dos oncogenes E6 e E7 de 

HPV16 nestas células.  
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A expressão proteica foi confirmada por ensaio de western blot de forma a 

permitir o uso das linhagens celulares (Figura 15). 

 

Figura 15 - Expressão proteica de E6 e E7 observada após reação de western blot. 1: PHK 
pLXSN Φ; 2: PHK pLXSN16 E6; 3: PHK pLXSN16 E7; 4: PHK pLXSN16 E6/E7 (não imortalizada); 5: 
PHK pLXSN16 E6/E7 (imortalizada); C-: Controle negativo (Extrato celular de SiHa incubado apenas 
com anticorpo secundário). Os níveis de tubulina foram utilizados para normalizar os resultados. 

 

3.3. Sistema CRISPR-Cas9 para knockout gênico 

3.3.1. Cultura de células  

As linhagens celulares SiHa (ATCC® HTB-35™) e HeLa (ATCC® CCL-2™) 

foram cultivadas em meio MEM suplementado com 10% de SFB. Para a produção de 

lentivírus, foram utilizadas células 293T (ATCC® CRL-3216™) cultivadas meio MEM 

suplementado com 10% de SFB. Todas as culturas celulares foram mantidas em estufa 

com condições padronizadas de 5% de CO2 a 37°C. Todas as linhagens foram 

cultivadas em meios contendo 100 µg/mL de estreptomicina e 100 µg/mL de penicilina.  

3.3.2. Desenho do gRNA 

A abordagem utilizada para o silenciamento da interleucina-18 teve como objetivo 

promover um indel e consequentemente a geração de uma proteína truncada não 

funcional ou mesmo um stop códon precoce. Para isso foi desenhado um gRNA (guide 

RNA) que alvejasse o início da CDS do gene em uma região da proteína ativa (éxon 3), 

já que a Il-18 é traduzida em uma forma precursora inativa, que deve ser posteriormente 

clivada para apresentar atividade biológica (Tabela 6).  

Tabela 6 – Desenho dos oligonucleotídeos utilizados para a edição de IL-18 via CRISR-Cas9 
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Para o design dos oligonucleotídeos foi utilizada uma ferramenta online 

(http://crispr.mit.edu) capaz de gerar guides com base em um algoritmo que prevê 

possíveis off-targets indesejáveis (Figura16). Devem estar presentes sequências 

nucleotídicas acessórias para a clonagem no vetor conforme esquema abaixo. 

 

Figura 16 - (a) Esquema do gene da IL-18 dividido em seus 5 éxons. (b) Esquema do desenho do 
gRNA em seu respectivo alvo (note que a sequência do oligo IL-18 F é complementar à sequência 
gênica destacada em (b). 

 

3.3.3. Clonagem dos gRNAs nos vetores para o sistema CRISPR  

Para a utilização do sistema CRISPR, utilizou-se o plasmídeo comercial fornecido 

pela Addgene lentiCRISPR v2 (#52961) que apresenta o gene de resistência à 

puromicina como marca de seleção (Figura 17). 

 

Figura 17 - Representação do vetor lentCRISPR v2 com os sítios de restrição para a enzima 
BsmBI, localização da Cas9 e do gene de resistência para a puromicina. 

http://crispr.mit.edu/
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Os oligonucleotídeos liofilizados foram reconstituídos na concentração de 100µM 

e 1µL de cada oligo com seu complementar foram submetidos às reações de 

fosforilação e anelamento utilizando a enzima T4 polinucleotídeo quinase (PNK) 

(Promega) utilizando 1 µL do Buffer da enzima T4 ligase em uma reação final de 10µL. 

As condições da reação foram de 37°C por 30 minutos, inativação da enzima a 95°C por 

5 minutos, seguida de um rampdown para 25°C com taxa de 5°C por minuto para o 

anelamento dos mesmos. Após esse processo, faz-se necessária uma diluição de 100x. 

Para a inserção dos guides nos plasmídeos foram utilizados 100ηg do vetor em 

questão (lentiCRISPR v2), 2µL dos oligos anelados e diluídos, 2 µL de Tango Buffer 

10X, 1µL de Ditiotreitol (DTT – 10mM), 1µL de ATP (10mM), 0,5 µL de enzima de 

restrição do tipo IIS BsmB I, 0,5µL da enzima T4 ligase (Promega) em uma reação final 

de 20µL. As condições para a reações foram otimizadas em 24 ciclos de 37°C por 5 

minutos seguidos de 21°C por 5 minutos. Foram utilizados 5µL da reação anterior para 

transformar 50µL de bactérias competentes por eletroporação, seguido de recuperação 

em 1 mL de meio SOC sob agitação a 37°C por 1 hora. Em seguida foram plaqueados 

50µL do produto em placas de LB ágar com 100µg/mL de ampicilina. 

Após incubação overnight, 5 colônias foram submetidas a uma PCR utilizando 

um oligonucleotídeo da região promotora U6 do plasmídeo como forward (5’-

GACTATCATATGCTTACCGT-3) e o oligo complementar do guide como reverse primer. 

As reações foram realizadas em um volume final de 25μL contendo uma concentração 

final de 1x TaqGold PCR Buffer® (Applied Biosystems, Texas, USA), 250μM de cada 

dNTP, 2,5mM de MgCl2, 1U de AmpliTaqGold DNA polimerase (Applied Biosystems, 

Texas, USA) e 300nM de cada iniciador no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 

(Applied Biosystems, Texas, USA).  

Cada ciclo incluiu 30 segundos de desnaturação a 95°C, 30 segundos de 

anelamento do primer F a 49°C, 30 segundos de anelamento do primer R a 60°C e 30 

segundos para o alongamento a 72°C. O primeiro ciclo foi precedido por 10 minutos 

para a ruptura da célula bacteriana e desnaturação a 95°C e o último ciclo estendido por 

7 minutos de alongamento a 72°C. Foi incluído como controle negativo o DNA plasmidial 

antes do processo de restrição e ligação. Essa reação gera um fragmento de 99 pares 

de bases para plasmídeos cujo guide foi corretamente inserido. Após confirmada a 

inserção do guide, seguiu-se com a amplificação do vetor através de Midiprep 

(Sambrook, 2012) e purificação com o kit Reliaprep® (Promega). 
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3.3.4. Obtenção de vírus para o sistema lentiviral 

As células HEK 293T foram transfectadas utilizando o reagente Mission™ 

Lentiviral Pack Mix (Sigma-Aldrich) que consiste de um conjunto de vetores para a 

produção de lentivirus. Foram utilizados 26μL do reagente Mission com 16μL do 

reagente de transfecção Fugene®HD (Promega) e 2,6μg do vetor para o sistema 

CRISPR em placas de 100mm. Foram feitas coletas em 24, 48 e 72 horas. 

As linhagens celulares SiHa e HeLa foram, então, transduzidas com o meio 

contendo lentivírus produzidos com o vetor para o sistema CRISPR-Cas9. Para a 

otimização do processo, foram utilizados 6ug/mL de Polibreno por 48 horas seguido de 

um período de seleção de 72 horas com 2,5µg/mL de Puromicina. Passado o processo 

de seleção, o pool de células resistentes à puromicina foi expandido e coletados DNA, 

RNA e proteína para a caracterização do Knockout e demais ensaios. 

3.4. Tratamento com IL-1β, IL-18, LPS e cisplatina 

As linhagens celulares incluídas neste estudo foram tratadas com IL-1β, IL-18 e 

LPS. As linhagens celulares cultivadas nas condições anteriormente descritas foram 

semeadas em placas de Petri. Ao atingirem confluência de 40% a 50%, o meio de 

cultura foi substituído por meio fresco contendo 1ng/mL de IL-1β recombinante humana 

(#11457756001, Roche, Mannheim, Germany), 100 ou 200ng/mL de IL-18 recombinante 

Humana (#9124-IL, R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 5ug/mL de LPS (#tlrl-pb5lps, 

InvivoGen, San Diego, CA, USA). Tais concentrações foram utilizadas com base em 

estudos prévios do grupo e dados da literatura. Após 24 horas de tratamento, foram 

coletados os sobrenadantes das culturas e extraídas proteínas e RNA celular.  

À semelhança de uma das opções de tratamento do câncer cervical na prática 

clínica, as células foram, também, tratadas com cisplatina. A concentração utilizada de 

4ug/ml durante 48h foi definida após realização de ensaios para a definição da IC50 e 

confirmada por dados da literatura. O quimioterápico foi preparado e fornecido pelo 

Serviço de Farmácia Oncológica do Instituto do Câncer do estado de São Paulo, ICESP. 

3.5. Análise dos níveis proteicos 

3.5.1. Extração de proteínas 

A extração de proteínas das culturas celulares foi realizada mediante lise celular 

em tampão de extração (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,5% NP40 e 0,1 mM 
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EDTA), suplementado com inibidores de proteases (#11836153001, Complete Mini, 

Roche Diagnostics, Basel, Suíça) e posterior separação da fração proteica. A 

concentração proteica foi determina pelo método de Bradford (#5000006, Bio-Rad 

Protein Assay Dye, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).  

3.5.2. Western Blot 

Os extratos proteicos foram submetidos à eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida utilizando-se o sistema mini-Protean II Cell (Bio-Rad, CA, USA), 

transferidos para membrana de polivinilidene difluoreto (PVDF) (#10600023 Hybond-P, 

GE Healthcare, UK) e analisados na presença de anticorpos específicos para as 

proteínas de interesse (Tabela 7). Após incubação com anticorpo secundário, foi 

observada a expressão proteica mediante reação de quimioluminescência utilizando-se 

o kit ECL Prime (#RPN2232, GE Healthcare, UK).  

Tabela 7 – Anticorpos primários utilizados para a detecção das proteínas de interesse. 

 
 

3.5.3. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

A produção de citocinas foi avaliada nos sobrenadantes das culturas celulares. 

Antes e após o tratamento com IL-1β, IL-18 e LPS, conforme mencionado 

anteriormente, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 1800rpm por 2 minutos e 

30 segundos. A porção superior do meio foi armazenada a -80ºC até o momento da 

execução dos ensaios. Foram utilizados os kits Human Total DuoSet ELISA (R&D, 

Minneapolis, USA) para a detecção de IL-6 (#DY206), IL-8 (#DY208) e IL-18 (#DY318), 

de acordo com as instruções do fabricante. 
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3.5.4. Detecção de citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares via plataforma 

Luminex 

Os ensaios via plataforma Luminex foram realizados utilizando-se o painel de 

citocinas humanas Human Cytokine/Chemokine (HCYTOMAG-60K-30, Merck, 

Darmstadt, Germany) e o painel e receptores solúveis de citocinas humanas Human 

Soluble Cytokine Receptor (HSCRMAG-32K-11, Merck, Darmstadt, Germany), que 

permitem escolher uma variedade de citocinas de interesse e seus receptores, a serem 

pesquisadas nos sobrenadantes das culturas celulares. As reações foram processadas 

em equipamento Luminex 200. 

 

3.6. Imunohistoquímica 

3.6.1. Seleção de casos 

Amostras (biópsias) provenientes de pacientes diagnosticadas com câncer 

cervical avançado (estágio IIB) foram incluídas neste estudo. As pacientes foram 

atendidas no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti – CAISM, e a 

utilização das amostras foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP), CAAE: 55014816.5.0000.5404, parecer: 3.275.945.  

Inicialmente, foram selecionadas amostras provenientes de uma coorte composta 

147 por mulheres diagnosticadas com carcinoma cervical epidermoide estágio IIIB, 

acompanhadas de forma prospectiva por até sete anos. As pacientes foram tratadas 

com cisplatina concomitante a radioterapia e braquiterapia de alta taxa de dose (CRT-72 

pacientes) versus radioterapia isolada (RT-75 pacientes).  

No geral, todas as mulheres receberam teleterapia com uma dose de 45Gy para 

a região pélvica em 25 frações, 14,4Gy de reforço nos parâmetros comprometidos e 

braquiterapia com alta taxa de dose em quatro frações semanais de 7Gy. Mulheres no 

grupo CRT também receberam quimioterapia semanal com cisplatina (40mg/m
2
) 

concomitante à teleterapia. A resposta ao tratamento foi avaliada um mês após a sua 

conclusão. O acompanhamento das mulheres tratadas foi realizado a cada quatro 

meses nos dois anos iniciais após o tratamento, a cada seis meses no terceiro ano e, 

posteriormente, uma vez por ano. O período de acompanhamento estendeu-se até 

junho de 2013. 
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No momento da execução do presente trabalho, das 147 mulheres incluídas no 

estudo, 49 não possuiam tecido fixado e parafinado suficiente para ensaios 

imunohistoquímicos adicionais, e 35 mulheres não possuiam tecido fixado e parafinado 

disponível visto que seu diagnóstico foi estabelecido em outros centros de saúde. 

Assim, após cuidadosa seleção, este estudo incluiu 63 mulheres. As amostras 

disponíveis foram novamente cortadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE) para 

verificar o tecido correspondente e a qualidade do componente do tumor. Uma amostra 

foi, ainda, excluída durante os ensaios, restando 62 blocos. 

3.6.2. Metodologia utilizada na coloração 

As amostras foram avaliadas quanto à marcação para IL-18, CD4, CD8, FOXP3 e 

NCAM1 (CD56). Para tal, foram realizados cortes de 4uM para a confecção das lâminas, 

que foram analisadas através de reação automatizada utilizando-se os anticorpos: anti-

IL-18 humano (#ab137664, 1:300, Abcam, Cambrige, UK); anti-CD4 humano 

([EPR6855], #ab13361, 1:200, Abcam, Cambrige, UK); anti-CD8 humano (#ab4055, 

1:200, Abcam, Cambrige, UK); anti-FOXP3 humano ([236A/E7], #ab2003, 1:200, 

Abcam, Cambrige, UK); e anti-NCAM1 humano ([EP2567Y], #ab75813, 1:200, Abcam, 

Cambrige, UK). Para coloração foi utilizado o kit ultraView Universal DAB Detection Kit® 

(#  760-500, Ventana Medical Systems, Inc., Roche, Tucson, Arizona) em equipamento 

Ventana BenchMark GX (Roche Diagnostics, Mannhein Germany), conforme instruções 

do fabricante.  

As lâminas foram avaliadas por patologista quanto à localização da marcação 

(núcleo, citoplasma e membrana citoplasmática), intensidade - negativa, fraca, 

moderada e forte - e extensão - negativas, +1(menos que 5% do tecido marcado),  +2 

(entre 5% e 50% do tecido marcado) e +3 (mais que 50%do tecido marcado). Os 

escores foram determinados multiplicando-se a leitura da intensidade pela extensão em 

cada caso. Também foi avaliada a intensidade da marcação na borda do tumor e no 

infiltrado inflamatório. Quanto à localização, o infiltrado foi classificado como peritumoral 

(margem de invasão do tumor), intratumoral, ou localizado no estroma. 

3.7. Análise dos níveis de mRNA  

3.7.1.  Extração de RNA 

O RNA das culturas celulares foi extraído utilizando-se TRIzol Reagent 

(#15596026, Invitrogen, Calrsbad, CA, USA) conforme as instruções do fabricante.  
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3.7.2.  PCR em tempo real 

A expressão de mRNA foi determinada através de PCR em tempo real. Após 

extração do RNA das culturas celulares, foi realizada a reação de transcrição reversa 

para obtenção do cDNA utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System 

(#A5003, Promega Corporation, Madison, USA). As reações de PCR em tempo real 

foram realizadas utilizando-se o reagente GoTaq® qPCR Master Mix System (#A6001, 

Promega Corporation, Madison, USA). Foram utilizados iniciadores específicos para os 

genes E6 e E7 de HPV16 e para as sequências humanas da IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-1R1, 

IL-1R2, IL-1RAcP, IL-1RA, IL-18R (α e β) e IL-18BP. A reação foi processada em 

equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, USA). 

3.8. Ensaios funcionais 

3.8.1. Ensaio de proliferação celular 

A proliferação celular foi avaliada através de uma curva de crescimento, na qual 

10 mil células por poço foram plaqueadas em uma placa de 24 wells, em triplicata, e 

contadas diariamente, durante 8 dias, utilizando-se uma câmara de Neubauer.  

3.8.2. Ensaio clonogênico 

A formação de colônias em baixa densidade foi analisada através do 

plaqueamento de 200 células, em seis replicatas experimentais, em uma placa de 6 

wells, a qual foi incubada por 7 dias para a formação de colônias. Após isso, as células 

foram fixadas (3,7% Formaldeído) e coradas com cristal violeta por 20 minutos. As 

colônias formadas foram quantificadas através da fórmula:  

 

3.8.3. Ensaio de fechamento de ferida (wound healing) 

Para este ensaio, 500.000 células foram plaqueadas em sextuplicata em placas 

de 12 poços e cultivadas por até 24 horas até que fosse atingida a confluência de 90 a 

100%. Antes da realização da ferida, as células foram tratadas com 2uM de mitomicina 

C (#M4287, Sigma Aldrich, Missouri, USA) por 2h. Após este período, a ferida foi 

realizada horizontalmente, de uma borda à outra de cada poço, com o auxílio de uma 

ponteira de 200uL. Os poços foram lavados com PBS, cobertos com meio de cultura e 
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as placas incubadas por 24h. As culturas foram visualizadas e fotografadas em 

microscópio Primo Vert (Zeiss, Jena, Alemanha) nos tempos 0h e 24h após a execução 

da ferida. A migração celular foi quantificada com base nas áreas inicial e final da ferida, 

com o auxílio do software Image J. 

3.8.4. Ensaio de invasão 

O potencial de invasão das linhagens celulares foi analisado através da 

capacidade de invadir uma barreira de Matrigel
®
 Membrane (#356234, Corning, NY, 

USA) a partir de esferóides. Para a formação dos esferóides, 50 µl de agarose 1% foram 

adicionados em cada poço de uma placa de 96 wells com fundo em “U”. Em seguida, 5 

mil células por poço foram plaqueadas sobre a agarose, em quintuplicata, e a placa foi 

centrifugada por 5 minutos, a 1200rpm, com aceleração e desaceleração médias.  

As placas foram incubadas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 durante quatro dias 

para a formação dos esferoides. Após esse período, foram retirados, cuidadosamente, 

100uL de sobrenadante de cada poço, e substituídos pelo mesmo volume de matrigel. A 

placa foi novamente incubada em estufa, nas mesmas condições acima mencionadas, 

para acompanhamento do potencial de invasão por 96 horas. A invasão foi mensurada 

calculando-se a área dos esferoides juntamente com as ramificações formadas a cada 

24 horas, com auxílio do software AxioVision Rel 4.8. 

3.8.5. Ensaio de indução da angiogênese  

Para o ensaio de indução de angiogênese, células HUVEC (Human umbilical vein 

endothelial cell) foram cultivadas sobre substrato de matriz de Matrigel
®
 Membrane 

(#356234, Corning, NY, USA), na presença de sobrenadante das culturas de esferoides 

das linhagens SiHa ou HeLa, silenciadas ou não para IL-18 via CRISPR-Cas9. Após 6h 

de incubação a 37
o
C em atmosfera de 5% de CO

2
, a formação de estruturas 

semelhantes a tubos foi avaliada.  

As culturas foram visualizadas e fotografadas em microscópio Primo Vert (Zeiss, 

Jena, Alemanha) e analisadas com auxílio do software ImageJ (Angiogenesis Analyzer 

for ImageJ). As análises comparativas levaram em consideração a quantificação de 

estruturas componentes da malha de tubos formada, a saber: segmentos; bifurcações; 

junções (pontos formados pela junção de 3 ou mais segmentos); ramos; tubos/área dos 

tubos. 
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3.9. Ensaio de viabilidade, citotoxidade e apoptose 

Para a avaliação da viabilidade, citotoxicidade e apoptose foi utilizado o kit 

ApoTox-Glo™ Triplex Assay (#G6320, Promega Corporation, Madison, USA). Para tal, 

10.000 células/poço foram plaqueadas em placas de 96 poços. Após 24h, as células 

foram tratadas com cisplatina isoladamente ou juntamente com IL-18, conforme 

mencionado anteriormente. Em seguida foi dada sequência ao ensaio de acordo com as 

instruções do fabricante. A leitura das placas foi realizada em equipamento GloMax® 

Discover Microplate Reader (Promega Corporation, Madison, USA).  

3.10. Análise estatística 

3.10.1. Imunohistoquímica 

Para a descrição do perfil da amostra foram feitas tabelas de frequência das 

variáveis categóricas (tratamento, grau histológico, etc.), com valores de frequência 

absoluta (n) e percentual (%), e estatísticas descritivas das variáveis numéricas (idade, 

sobrevida, etc.), com valores de média, desvio padrão, valores mínimo e máximo, 

mediana e quartis. 

A comparação das variáveis categóricas entre grupos foi realizada utilizando-se 

os testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que 5). 

Para comparação das variáveis numéricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney (2 

grupos) e o teste de Kruskal-Wallis (3 ou mais grupos), devido à ausência de 

distribuição normal das variáveis. 

O ponto de corte para os escores de núcleo e citoplasma como preditor de óbito 

e recidiva foi obtido utilizando-se a análise da curva ROC. Para análise da curva de 

sobrevida livre de doença e global foi utilizado o método de Kaplan-Meier, e para a 

comparação das curvas foi usado o teste log-rank. Para estudar os fatores associados à 

sobrevida foi utilizada a análise de regressão de Cox, simples e múltipla. O nível de 

significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou seja, p<0.05. 

3.10.2. Demais experimentos 

Para a comparação entre os grupos nos demais experimentos, foi utilizada a 

análise de variância (ANOVA). O nível de significância adotado para os testes 

estatísticos foi de 5%, ou seja, p<0.05. 
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4. Resultados 
 

4.1. Avaliação dos componentes da via da IL-1 nas linhagens celulares: IL-1α, 

IL-1β, IL-1Ra, IL-1R1, IL-1RAcP e IL-1R2  

A expressão das proteínas da via da IL-1 foi avaliada nos queratinócitos normais, 

transduzidos com os oncogenes E6 e/ou E7 de HPV16 e linhagens tumorais de origem 

cervical.  

4.1.1. Redução dos níveis de IL-1α e IL-1β, transcrito e proteína 

A avaliação da via da IL-1 iniciou-se pela mensuração dos níveis proteicos das 

citocinas IL-1α e IL-1β, ambas agonistas dos receptores de IL-1 e indutoras da 

sinalização pró-inflamatória por eles mediada. Chama atenção a não detecção da 

expressão proteica nas linhagens tumorais, ao contrário do observado nos 

queratinócitos normais e transduzidos com os oncogenes do HPV (Figura 18a).  

A seguir, visando verificar se a regulação negativa observada ocorreu ao nível 

transcricional ou pós-transcricional, foram avaliados os níveis de RNA mensageiro das 

citocinas acima mencionadas.  Conforme apresentado na figura 18b e 18c, a expressão 

dos transcritos de IL-1α e IL-1β é praticamente inexistente nas linhagens tumorais.  
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Figura 18 - Expressão de IL-1α e IL-1β em queratinócitos normais, transduzidos com E6/E7 de 
HPV16 e linhagens tumorais. (a): Níveis proteicos nos extratos celulares. Imagem representativa, 
western blot. (b) e (c): Níveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK: queratinócitos normais; Ø: 
queratinócitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratinócitos transduzidos com o 
oncogene E6 de HPV16; E7: queratinócitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7: 
queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5; E6/E7 imort: 
queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 imortalizados; C33: linhagem 
tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem 
tumoral cervical HPV18 positiva. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.Teste 
estatístico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. 

 

4.1.2. Redução dos níveis dos receptores IL-1R1, IL-1RAcP e IL-1R2, transcrito e 

proteína 

A expressão dos receptores de IL-1α e IL-1β também foi avaliada. Os níveis 

proteicos do receptor IL-1R1, cuja ativação induz a sinalização da via, também estavam 

significativamente reduzidos nas linhagens tumorais em relação aos queratinócitos 

normais e transduzidos. De forma semelhante, IL-1R2, receptor cuja ativação não induz 

a via, apresentou expressão reduzida nos queratinócitos imortalizados com E6/E7 e 

praticamente inexistente (mRNA e proteína) nas linhagens tumorais. No que se refere 

ao transcrito de IL-1R1, verifica-se a produção de mRNA pelas linhagens tumorais, 

sugerindo a regulação pós-transcricional deste gene (Figura 19).  



49 
 

O receptor acessório IL-RAcP, também necessário à indução da sinalização, foi 

avaliado quanto à expressão proteica. Foi verificada a expressão ligeiramente menor 

deste receptor nos queratinócitos transduzidos com E6 e E7. Nas linhagens tumorais, 

apenas C33 (HPV-) apresentou níveis proteicos significativos (Figura 19b).  

 

Figura 19 - Expressão de IL-R1, IL-1R2 e IL-1RAcP em queratinócitos normais, transduzidos 
com E6/E7 de HPV16 e linhagens tumorais. (a) e (b): Níveis proteicos nos extratos celulares. 
Imagem representativa, western blot. (c) e (d): Níveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK: 
queratinócitos normais; Ø: queratinócitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratinócitos 
transduzidos com o oncogene E6 de HPV16; E7: queratinócitos transduzidos com o oncogene E7 de 
HPV16; E6/E7: queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5; 
E6/E7 imort: queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 imortalizados; C33: 
linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: 
linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
Teste estatístico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. 

 

4.1.3. Redução dos níveis do antagonista IL-1Ra, transcrito e proteína 

A ligação de IL-1Ra, antagonista natural da via da IL-1, aos respectivos 

receptores celulares, bloqueia a resposta pró-inflamatória iniciada por IL-1α e IL-1β. 

Conforme apresentado na figura 20, a presença dos oncogenes do HPV nos 

queratinócitos transduzidos foi responsável pela redução da expressão proteica de IL-

1Ra em relação às células contendo o vetor vazio. Nas linhagens tumorais, a expressão 

tanto de mRNA quanto de proteína, foi significantemente reduzida. 
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Figura 20 - Expressão de IL-1Ra em queratinócitos normais, transduzidos com E6/E7 de HPV16 
e linhagens tumorais. (a): Níveis proteicos nos extratos celulares. Imagem representativa, western 
blot. (b): Níveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK: queratinócitos normais; Ø: queratinócitos 
transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratinócitos transduzidos com o oncogene E6 de 
HPV16; E7: queratinócitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7: queratinócitos 
transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5; C33: linhagem tumoral cervical 
HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral cervical 
HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.Teste estatístico aplicado: 
ANOVA. (**): p<0,01. 

 

4.1.4. Impacto do tratamento com 5-AZA na transcrição dos genes da via da IL-1 

Visto que a expressão dos genes da via da IL-1 encontra-se, de forma geral, 

reduzida nas linhagens tumorais cervicais, buscou-se verificar qual a contribuição do 

processo de metilação gênica em tal redução. Os níveis de mRNA observados após o 

tratamento com o agente demetilante 5-aza-2’-deoxitidina (5-AZA) são apresentados na 

figura 21. Quanto maior o aumento da expressão de mRNA após tratamento, maior a 

importância da metilação no controle da expressão gênica. 
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Figura 21 - Expressão de IL-1α, IL-1β, IL-1R1, IL-1R2 e IL-1Ra nas linhagens tumorais cervicais 
após tratamento com 5uM de 5-AZA. Níveis de mRNA, PCR em tempo real. C33: linhagem tumoral 
cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral 
cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Teste estatístico 
aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p<0,0001. 

 

4.1.5. Secreção de citocinas da via da IL-1 pelos queratinócitos transduzidos 

Visto que os componentes da via da IL-1, mesmo os receptores, são também 

secretados, o sobrenadante de queratinócitos transduzidos com os oncogenes de 

HPV16 foram analisados por Luminex para a detecção de IL-1β, IL-1Ra, IL-1R1 e IL-

1R2 (figura 22). 

 

Figura 22 - Expressão de citocinas secretadas nos queratinócitos transduzidos. Luminex. Ø: 
queratinócitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratinócitos transduzidos com o 
oncogene E6 de HPV16; E7: queratinócitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7: 
queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5. Teste estatístico 
aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001. 
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4.1.6. Ativação da via da IL-1 nas linhagens tumorais HPV após indução 

Com o objetivo de verificar se a síntese dos componentes da via da IL-1 poderia 

ser estimulada nas linhagens tumorais, as mesmas foram tratadas com IL-1β 

recombinante humana e LPS recombinante humano. Conforme apresentado a seguir, a 

síntese de IL-6 e IL-8, citocinas conhecidamente induzidas por IL-1β, foi 

significantemente maior quando PHK, SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+) foram tratadas 

com IL-1β (Figura 23). 

 

Figura 23 - Expressão de IL-6 e IL-8 após estímulo das células com IL-1β (1ng/mL) e LPS 
(5ug/mL). Níveis proteicos no sobrenadante das culturas, ELISA. PHK: queratinócitos normais; C33: 
linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: 
linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
Teste estatístico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001. 

 

4.2. Avaliação dos componentes da via da IL-1 nas linhagens celulares: IL-18, 

IL-18BP, IL-18Rα e IL-18Rβ 

A expressão de IL-18, outra importante citocina pró-inflamatória da via da IL-1, 

também foi avaliada nos queratinócitos normais, transduzidos com os oncogenes E6 

e/ou E7 de HPV16 e linhagens tumorais de origem cervical, conforme resultados a 

seguir. 

4.2.1. IL-18 e IL-18BP: atividade do promotor, níveis de transcrito e proteína 

Ao contrário do observado para os demais componentes da via da IL-1, cuja 

expressão encontra-se significativamente reduzida nas linhagens tumorais cervicais em 

relação aos queratinócitos normais, a citocina pró-inflamatória IL-18 é produzida por C33 
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(HPV-), SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+), mesmo quando não induzidas. Nota-se que a 

expressão em C33 (HPV-) é significativamente superior às demais linhagens. A 

atividade do promotor reflete o observado em termos de mRNA e proteína (Figura 24). 

O efeito resultante de IL-18, no entanto, é dependente do balanço entre os níveis 

da citocina e de seu antagonista natural, IL-18BP. Em C33 (HPV-), ambos os transcritos 

são expressos de forma semelhante. No caso de SiHa (HPV16+), embora a expressão 

de IL-18 seja a menor entre as três linhagens, os níveis de IL-18BP são os maiores 

considerando-se as mesmas células. HeLa (HPV18+), no entanto, produz mais IL-18 e 

menos IL-18BP, quando comparada às demais linhagens tumorais (Figura 24). 

 

Figura 24 - Expressão de IL-18 e IL-18BP nos queratinócitos e linhagens tumorais cervicais. 
(a): Atividade do promotor de IL18, ensaio de luciferase. (b): Níveis de IL-18 (mRNA), PCR em tempo 
real. (c): Níveis proteicos de IL-18, western blot. (d): Níveis de IL-18BP (mRNA), PCR em tempo real. 
PHK: queratinócitos normais; Ø: queratinócitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: 
queratinócitos transduzidos com o oncogene E6 de HPV16; E7: queratinócitos transduzidos com o 
oncogene E7 de HPV16; E6/E7: queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 
em passagem 5; E6/E7 imort: queratinócitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 
imortalizados; C33: linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 
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positiva; HeLa: linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados 
em triplicata.Teste estatístico aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p<0,0001. 

4.2.2. Receptores de IL-18 

A figura 25 apresenta os níveis de expressão de transcritos dos receptores 

celulares necessários à sinalização induzida por IL-18. Tanto o receptor IL-18Rα quanto 

o co-receptor IL-18Rβ são expressos em PHK e nas linhagens tumorais, principalmente 

SiHa e HeLa. 

Figura 25 - Expressão dos receptores de IL-18 nas linhagens tumorais cervicais. (a): Níveis de 
IL-18Rα (mRNA), PCR em tempo real. (b): Níveis de IL-18Rβ (mRNA), PCR em tempo real. PHK: 
queratinócitos normais; C33: linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral 
cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos 
foram realizados em triplicata.Teste estatístico aplicado: ANOVA. (**): p<0,01.  

 

4.3. Ativação do Inflamassoma 

Tanto IL-1β quanto IL-18 são produzidas sob a forma de pró-citocinas, e 

precisam ser clivadas para a liberação da proteína madura, clivagem esta mediada pelo 

complexo do inflamassoma. A figura 26 apresenta os níveis de mRNA relativos aos 

componentes dos diferentes tipos de inflamassomas nas linhagens tumorais cervicais. 

Em C33 (HPV-), predomina a expressão de NOD1, seguido de NLRP3. Em SiHa 

(HPV16+) destacam-se NOD1, AIM2 e NLRP3, seguidos de NLRP1 e PYCARD em 

níveis mais baixos. Em HeLa (HPV18+), além de NOD1, é observada a expressão de 

NLRP1 e NLRP3. 
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Figura 26 - Expressão dos componentes do complexo do inflamassoma nas linhagens 
tumorais cervicais. (a): Inflamassomas, diferentes componentes (mRNA), PCR em tempo real. (b): 
Caspase-1 e proteína adaptadora (ASC) (mRNA), PCR em tempo real. C33: Linhagem tumoral 
cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral 
cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.Teste estatístico 
aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. (**): p<0,01. (***): p<0,001. 

 

4.4. Edição gênica de IL-18 por CRISPR-Cas9 

Visto que a IL-18 é constitutivamente expressa tanto nos queratinócitos normais 

quanto nos tumorais, decidiu-se por silenciar a citocina e avaliar os efeitos do 

silenciamento. Na figura 27 são apresentados os níveis proteicos de IL-18 no pool de 

células correspondente à cada uma das linhagens tumorais HPV positivas, transduzidas 

com o vetor vazio (Ø) ou editadas geneticamente (Crispr). 

 

Figura 27 - Expressão proteica de IL-18 nas linhagens tumorais cervicais após edição gênica. 
Western Blot. SiHa wt: linhagem tumoral cervical HPV16+ selvagem; SiHa Ø: SiHa transduzida com 
o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa wt: linhagem 
tumoral cervical HPV16+ selvagem; HeLa Ø: HeLa transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 
Crispr: HeLa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. 
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4.4.1. Ensaios Funcionais 

4.4.1.1. Ensaio de proliferação celular 

Os efeitos do silenciamento de IL-18 na proliferação celular são demonstrados na 

figura 28. Verifica-se que a ausência de IL-18 compromete a proliferação em ambas as 

linhagens tumorais avaliadas. A adição exógena da citocina recombinante não foi capaz 

de reverter o efeito do silenciamento. 

 

Figura 28 - Ensaio de proliferação celular. (a) SiHa; células transduzidas com o vetor vazio, 
silenciadas para IL-18 e silenciadas para IL-18 tratadas com 200ng/mL de IL-18 recombinante 
humana. (b) HeLa; células transduzidas com o vetor vazio, silenciadas para IL-18 e silenciadas para 
IL-18 tratadas com 200ng/mL de IL-18 recombinante humana. Experimentos realizados em triplicata. 
Teste estatístico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. (**): p<0,01. (***): p<0,001. 
 
 

4.4.1.2. Avaliação da viabilidade, citotoxicidade e apoptose 

As linhagens tumorais silenciadas para IL-18 ou contendo o vetor vazio foram 

tratadas com cisplatina (4ug/mL) ou cisplatina e IL-18 recombinante humana 

(4ug/mL+100ng/mL) por 48h e analisadas quanto à viabilidade, citotoxicidade e 

apoptose (kit ApotoxGlo Promega). O objetivo foi avaliar o impacto do silenciamento nos 

parâmetros acima mencionados, bem como a resposta ao tratamento com cisplatina, 

que é uma das opções terapêuticas disponíveis para o câncer cervical (Figura 29). 
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Figura 29 - Avaliação de viabilidade, citotoxicidade e apoptose nas linhagens silenciadas ou 
não para IL-18. Kit ApotoxGlo Promega. (a) viabilidade; (b) citotoxicidade; (c) apoptose. As células 
foram tratadas por 48h com cisplatina (4ug/mL) ou cisplatina + IL-18rh (4ug/mL + 200ng/mL). 
Experimentos realizados em triplicata experimental. Teste estatístico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. 
(**): p<0,01. (***): p<0,001. (****): p<0,0001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 

4.4.1.3. Ensaio clonogênico 

A formação de colônias a partir de células plaqueadas isoladamente também foi 

avaliada nas linhagens editadas geneticamente. Seguindo a tendência observada no 

experimento anterior, as células silenciadas mostraram menor capacidade de formar 

colônias (coradas em azul escuro com cristal violeta) em comparação àquelas contendo 

o vetor vazio, embora apenas HeLa tenha apresentado diferença significativa (Figura 

30). 

 

 

 

Figura 30 - Ensaio clonogênico. (a) Aspecto das colônias, observadas a olho nu, coradas com 
cristal violeta. (b) Quantificação do número de colônias. SiHa Ø: SiHa transduzida com o vetor vazio. 
SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa Ø: HeLa transduzida com o 
vetor vazio. HeLa IL-18 Crispr: HeLa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representação gráfica 
de três experimentos distintos. Teste estatístico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05.  

 

4.4.1.4. Ensaio de fechamento da ferida (wound healing assay) 

O ensaio de fechamento da ferida permite inferir a capacidade de migração 

celular. De acordo com exposto na a seguir, não foi possível estabelecer evidência 

estatística capaz de diferenciar o comportamento das células nas diferentes condições. 

Foi observada tendência à maior migração em SiHa (HPV16+) silenciada em 

comparação à contendo o vetor vazio. Quando considerada apenas SiHa silenciada, 

houve uma tendência à maior migração nas linhagens tratadas com IL-18 recombinante 

humana. Nota-se a capacidade migratória bastante superior de Hela (HPV18+) em 

relação à SiHa (HPV16+) (Figura 31).  
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Figura 31 - Ensaio de fechamento da ferida. (a) SiHa; transduzida com o vetor vazio, silenciada 
para IL-18 e silenciada para IL-18 tratada com 100ng/mL de IL-18 recombinante humana. (b) HeLa; 
transduzida com o vetor vazio, silenciada para IL-18 e silenciada para IL-18 tratadas com 100ng/mL 
de IL-18 recombinante humana. SiHa Ø: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: 
SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa Ø: HeLa transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-
18 Crispr: HeLa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representação gráfica de três 
experimentos distintos. Teste estatístico aplicado: ANOVA.  
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4.4.1.5. Ensaio de proliferação e invasão em matrigel a partir de esferoides 

O potencial de invasão das linhagens celulares editadas geneticamente foi 

avaliado. Inicialmente foram produzidos esferoides, cuja estrutura representa de forma 

mais fidedigna o observado nos tumores sólidos. Em seguida, foram avaliados o 

aumento da área do esferoide e a habilidade de invasão da matriz de matrigel adjacente 

(através da medida das projeções celulares de invasão). Os resultados encontram-se na 

figura 32.  

No caso de SiHa (HPV16+), apenas a área do esferoide foi avaliada, visto que tal 

linhagem não apresentou, no modelo utilizado, capacidade de invasão. Observou-se o 

aumento significativo da área dos esferoides formados pela linhagem silenciada em 

relação à contendo o vetor vazio. Em HeLa (HPV18+), da mesma forma, observou-se o 

aumento significativo da área dos esferoides formados pela linhagem silenciada em 

relação à contendo o vetor vazio, bem como uma tendência à maior capacidade de 

invasão. 

 

Figura 32 - Ensaio de invasão. (a) Gráficos representando a variação na área dos esferoides (SiHa 
e HeLa) e projeções de invasão (HeLa). (b) Aspecto dos esferoides de SiHa de acordo o tempo. (c) 
Aspecto dos esferoides de HeLa de acordo o tempo. Podem ser observadas projeções celulares 
associadas à invasão. SiHa Ø: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa 
silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa Ø: HeLa transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 
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Crispr: HeLa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representação gráfica de três experimentos 
distintos. Teste estatístico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001. 
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 A área e as projeções de invasão dos esferoides formados pelas linhagens 

tumorais silenciadas ou contendo o vetor vazio também foram avaliadas na presença de 

100ng/mL de IL-18 recombinante humana. Da mesma forma, SiHa (HPV16+) não 

apresentou capacidade de invasão importante, ao contrário de HeLa (HPV18+). Em 

ambas as linhagens tumorais o tratamento com a citocina exógena reduziu o 

crescimento dos esferoides e a capacidade invasora, nas células silenciadas ou não 

(Figura 33). 

 

 

Figura 33 - Ensaio de invasão com adição de 100ng/mL de IL-18 recombinante humana. 
Gráficos representando a variação na área dos esferoides (SiHa e HeLa) e projeções de invasão 
(HeLa). SiHa Ø: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 
via CRISPR-Cas9. HeLa Ø: HeLa transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 Crispr: HeLa silenciada 
para IL-18 via CRISPR-Cas9. Teste estatístico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001. 
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4.4.1.6. Ensaio de angiogênese 

Com o objetivo de avaliar a importância de IL-18 na angiogênese, células HUVEC 

foram cultivadas em matriz de matrigel na presença de sobrenadante de culturas de 

HeLa e SiHa (ambas esferoides), silenciadas para a citocina em questão ou contendo o 

vetor vazio (Figura 34).  

Verificou-se que, embora sem diferença estatística, a mensuração da maioria dos 

elementos associados à angiogênese apontou para uma tendência à maior formação de 

estruturas tubulares na presença dos sobrenadantes das linhagens silenciadas para IL-

18. A análise da soma das áreas das circunferências delimitadas pelos tubos formados 

apresentou diferença significativa no mesmo sentido (Figura 34d). 
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Figura 34 - Ensaio de indução da angiogênese. Estruturas semelhantes a tubos formadas por 
células HUVEC em matriz de matrigel após 6h em cultura. A imagem à esquerda corresponde à 
visualização em microscópio óptico (aumento 1000X). A imagem à direita corresponde à marcação 
gerada pelo software ImageJ para identificação das estruturas componentes dos tubos, a saber: 
segmentos (linhas em amarelo); bifurcações (pontos em vermelho); junções (pontos circulados em 
azul, formados pela junção de 3 ou mais segmentos); ramos (linhas em verde); tubos/área dos 
tubos (regiões circulares delimitadas por linhas azul ciano); (a) HUVECs cultivadas sem e com 
adição de 100ng/mL de IL-18 recombinante humana. (b) HUVECs cultivadas com sobrenadante de 
SiHaØ e SiHa IL-18 Crispr. (c) HUVECs cultivadas com sobrenadante de HeLaØ e HeLa IL-18 Crispr. 
(c) Quantificação dos elementos componentes das estruturas semelhantes a tubos (número de nós, 
junções, tubos, soma das áreas dos tubos e comprimento) quantificados pelo software ImageJ. SiHa 
Ø: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-
Cas9. HeLa Ø: HeLa transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 Crispr: HeLa silenciada para IL-18 
via CRISPR-Cas9. Representação gráfica de três experimentos distintos. Teste estatístico aplicado: 
ANOVA. (****): p<0,0001. 
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4.5. Avaliação histopatológica: IL-18 em amostras de câncer cervical  

Amostras de 62 pacientes com câncer cervical avançado foram analisadas por 

imunohistoquímica quanto à expressão de IL-18 no tecido tumoral e infiltrado 

inflamatório. 

 

Figura 35 - Imunohistoquímica para a detecção de IL-18. (a) Epitélio normal. Marcação 
citoplasmática e nuclear. (b) Câncer cervical, marcação de intensidade fraca, predominantemente 
nuclear. Presença de infiltrado inflamatório em pequena quantidade. (c) Câncer cervical, marcação de 
intensidade fraca. Infiltrado presente em grande quantidade, localização principalmente peritumoral. 
(d) Câncer cervical, marcação de intensidade forte, nuclear e citoplasmática. Infiltrado presente em 
pequena quantidade. (e) Câncer cervical, marcação de intensidade forte, predominante nas bordas 
do tumor, nuclear e citoplasmática. Infiltrado presente em grande quantidade, localização 
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principalmente peritumoral. (f) Câncer cervical, marcação de intensidade forte, predominantemente 

nuclear. Infiltrado presente em grande quantidade, localização principalmente peritumoral. 

 A seguir são apresentadas as tabelas referentes à análise estatística dos dados 

obtidos após avaliação das lâminas pelo patologista (Tabelas 8 a 17).  

Foi observada diferença significativa quando comparada a sobrevida global dos 

pacientes em cujas amostras o infiltrado inflamatório era peritumoral (maior sobrevida 

global, media de 3,98 anos; p=0,047) versus peritumoral e intratumoral (media de 2,96 

anos) (Tabela 13).  

Verificou-se, também, diferença significativa quando avaliada a intensidade da 

marcação para IL-18 na borda do tumor. Tumores negativos ou com marcação mais 

itensa nas bordas foram associados à resposta completa ao tratamento (p=0,027). A 

ocorrência de recidiva linfática foi mais frequente nos tecidos negativos para IL-18, e a 

menor ocorrência foi associada a bordas mais intensamente marcadas (p=0,034) 

(Tabela 11). 
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Tabela 8 - Análise descritiva das variáveis categóricas (pacientes e amostras) 

 
*DA: dado ausente 
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Tabela 9. Análise descritiva das variáveis categóricas (marcação das amostras com IL-18) 

 
*DA: dado ausente 
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Tabela 10 - Análise descritiva das variáveis numéricas 
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Tabela 12 – Análise das variáveis categóricas (infiltrado inflamatório) 

 
*DA: dado ausente 
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Tabela 13 - Comparação das variáveis numéricas (localização do infiltrado) 

 
*Valor p referente ao teste de Mann-Whitney para comparação dos valores entre 2 grupos. 
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Tabela 14 - Análise de regressão de Cox univariada para sobrevida livre de doença (n=61). 

 
*HR (Hazard Ratio) = Razão de risco para recidiva; (n=36 Censuras e n=25 Recidivas). IC 95% HR = 
Intervalo de 95% de confiança para a razão de risco. Ref.: nível de referência. 
 
 
 
 
Tabela 15 - Análise de regressão de Cox multivariada para sobrevida livre de doença (n=53). 

 
* HR (Hazard Ratio) = Razão de risco para recidiva; (n=32 Censuras e n=21 Recidivas). IC 95% HR = 
Intervalo de 95% de confiança para a razão de risco. Critério Stepwise de seleção de variáveis. Ref.: 
nível de referência. 
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Tabela 16 – Análise de regressão de Cox univariada para sobrevida (n=62). 

 
* HR (Hazard Ratio) = Razão de risco para óbito; (n=37 Censuras e n=25 Óbitos). IC 95% HR = 
Intervalo de 95% de confiança para a razão de risco. Ref.: nível de referência. 
 
 

 
Tabela 17 - Análise de regressão de Cox multivariada para sobrevida (n=54). 

 
*HR (Hazard Ratio) = Razão de risco para óbito; (n=33 Censuras e n=21 Óbitos). IC 95% HR = 
Intervalo de 95% de confiança para a razão de risco. Critério Stepwise de seleção de variáveis. Ref.: 
nível de referência. 
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 As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doença em relação à 

localização do infiltrado inflamatório e escore de marcação para IL-18 nuclear e 

citoplasmática são apresentadas abaixo (Figura 36). Embora não tenha sido observada 

diferença significativa, verificou-se tendência a melhores resultados quando a 

localização do infiltrado era peritumoral ou quando os escores de marcação para IL-18 

eram maiores. 

 
Figura 36 - Análise de sobrevida global e sobrevida livre de doença. *HR (Hazard Ratio)=Razão 

de risco. IC 95%= Intervalo de 95% de confiança. Kaplan-Meier. 
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4.6. Avaliação histopatológica: caracterização do infiltrado inflamatório 

Considerando-se a importância do microambiente tumoral e seus componentes 

imunes, bem como a participação da IL-18 como citocina mediadora das interações 

entre eles, decidiu-se por caracterizar o infiltrado inflamatório nas mesmas 62 amostras 

de câncer cervical avançado já avaliadas quanto à marcação por IL-18. A seguir são 

apresentados resultados preliminares, visto que a análise estatística ainda será 

realizada. 

Apenas para fins descritivos, a figura 37 representa uma amostra proveniente de 

uma paciente de 64 anos, diagnosticada com carcinoma cervical de células escamosas 

estágio IIIB, grau histológico 3. A paciente foi submetida ao tratamento por radioterapia 

(exclusivamente), por 64 dias. Apresentou recidiva linfática e foi a óbito por câncer 

cervical.  

Quanto à marcação para IL-18, apresentou escore nuclear e citoplasmático igual 

a 8, maior intensidade de marcação nas bordas do tumor, e infiltrado fortemente 

marcado para a mesma citocina, de localização principalmente peritumoral (Figura 37a).  

Quanto à caracterização do infiltrado inflamatório, a leitura realizada pelo 

patologista apontou para importante marcação para CD4 nas margens de invasão do 

tumor e estroma (Figura 37b), marcação para CD8 de localização intratumoral (tumor 

inflamado), peritumoral e estroma (Figura 37c), coloração bastante rara para FOXP3 

(marcador células T reguladoras; Figura 37d) e positiva para NCAM1 (CD56; marcador 

células NK) na margem de invasão e estroma (não mostrado). 
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Figura 37: Imunohistoquímica para a detecção de IL-18, CD4, CD8 e FOXP3. Imagens obtidas em 

microscópio óptico, aumento de 100x. 

Ainda para fins descritivos, a figura 38 representa uma amostra proveniente de 

uma paciente de 59 anos, diagnosticada com carcinoma cervical de células escamosas 

estágio IIIB, também de grau histológico 3. A paciente foi submetida ao tratamento por 

radioterapia e quimioterapia associadas, por 79 dias. Não apresentou recidiva e não foi 

a óbito.  

Quanto à marcação para IL-18, apresentou escore nuclear e citoplasmático igual 

a 8, marcação mais intensa nas bordas do tumor, e infiltrado inflamatório fracamente 

marcado para a mesma citocina, de localização peritumoral e intratumoral (Figura não 

apresentada).  

Quanto à caracterização do infiltrado inflamatório, a leitura realizada pelo 

patologista apontou marcação fraca para CD4 de localização intratumoral, peritumoral e 

estroma (Figura 38a), marcação intensa para CD8 de localização intratumoral (tumor 

inflamado) e fraca na região peritumoral e estroma (Figura 38b), coloração negativa para 

FOXP3 (marcador células T reguladoras; Figura 38c) e positiva para NCAM1 (CD56; 

marcador células NK) no estroma (Figura 38d). 
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Figura 38: Imunohistoquímica para a detecção de CD4, CD8, FOXP3 e NCAM1. Imagens obtidas 
em microscópio óptico, aumento de 200x. Em (a) e (b) são mostrados quadros em destaque com 

menor aumento (100x).  
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5. Discussão 
 

A atuação do sistema imune no contexto tumoral é alvo de diversos estudos. Se 

por um lado a relação entre inflamação e câncer já foi bem estabelecida, principalmente 

no que se refere ao papel da inflamação crônica na promoção e progressão tumoral, em 

outro extremo, a utilização de componentes do sistema imune para o tratamento do 

câncer tem se mostrado uma alternativa promissora [90][91]. Este talvez seja um dos 

maiores desafios em se tratando de imunidade e câncer: muitas vezes, as mesmas 

células e até mesmo mediadores inflamatórios semelhantes, contribuem para um 

resultado anti ou pró-tumoral. Como contornar a habilidade das células tumorais de 

recrutar, a seu favor, instrumentos de defesa do organismo? 

 Hoje sabe-se que o câncer é uma doença heterogênea, e que sua progressão é 

resultado da interação dos diversos componentes do microambiente tumoral, incluindo 

células tumorais, potencialmente heterogêneas entre si, sistema imune, estroma, e as 

diversas proteínas relacionadas, refletindo sua complexidade de compreensão e 

tratamento. O aprofundamento em cada uma dessas áreas básicas tem possibilitado, 

como resultado de anos de estudos, a construção de conhecimentos sólidos que 

sustentam os avanços no diagnóstico e tratamento desta doença que tanto impacto 

causa na sociedade. 

 Quadros de inflamação crônica podem preceder o desenvolvimento tumoral, 

promovendo um microambiente instável que, juntamente com outros cofatores, favorece 

o surgimento de alguns tipos de câncer, comprovadamente associados à inflamação 

inicial. Em outras situações, a instabilidade genômica típica de tumores já estabelecidos 

favorece o desenvolvimento de um quadro inflamatório crônico, capaz de comprometer 

a resposta antitumoral e recrutar células imunossupressoras como células supressoras 

de origem mieloide, macrófagos M2 e linfócitos T regulatórios. Em ambos os casos, o 

resultado é pró-tumoral [92]. 

 De forma geral, as citocinas são importantes mediadores da interação entre 

resposta imune e tumor. Muitas são produzidas não apenas pelas células imunológicas, 

mas também pelas tumorais e outras presentes no microambiente imune tumoral, como 

fibroblastos. No caso específico dos mediadores da inflamação, uma família de citocinas 
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merece destaque: a família da IL-1. Neste trabalho foram abordadas a IL-1α, IL-1β e IL-

18, além de seus receptores e antagonistas. Tais proteínas têm sido alvo de muitos 

estudos que envolvem desde doenças inflamatórias, autoimunes e câncer, 

desempenhando, neste último caso, papel anti ou pró-tumoral, a depender do contexto, 

modelo experimental e tipo de tumor [92].  

 Algumas das questões iniciais deste estudo envolviam avaliar a função da IL-1 

nos tumores cervicais, citocina já identificada como diferencialmente expressa em dados 

anteriores do grupo de pesquisa envolvido neste trabalho [93] . Conforme demonstrado 

na figura 18, tanto IL-1α quanto IL-1β são expressas pelos queratinócitos normais, 

conforme já demonstrado na literatura [20], mas também pelos queratinócitos 

transduzidos com os oncogenes de HPV16. Nota-se que a expressão, principalmente de 

IL-1β, encontra-se reduzida na presença do oncogene E6, quando comparada com E7, 

ambos isoladamente, apresentando-se em nível intermediário quando transduzidos os 

dois oncogenes simultaneamente (Figura 18a).  

Em estudo publicado por Ainouze e colaboradores (2018), foi demonstrado que a 

infecção por HPV16 induz a produção de IL-1β pelos queratinócitos. No entanto, a 

expressão dos genes precoces do vírus, em especial E6, leva à degradação de p53, 

inibição da transcrição de IRF6 e regulação negativa do promotor de IL-1β, consistindo 

em um mecanismo de evasão da resposta imune antiviral [81]. Niebler et al. (2013) já 

haviam demonstrado a regulação pós-traducional de IL-1β na presença de E6 de 

HPV16, por meio da degradação via proteassoma [68]. 

 Nos queratinócitos imortalizados pelos oncogenes E6 e E7 de HPV16, mantidos 

em cultura por mais de 100 passagens (neste estudo), observa-se uma tendência à 

redução dos níveis das citocinas, de forma discreta para IL-1α e drástica para IL-1β, 

tendência esta, mantida nas linhagens tumorais de origem cervical C33 (HPV negativa), 

SiHa e HeLa (contendo HPV16 e 18 respectivamente).  

Além do acúmulo dos transcritos virais, acredita-se que o processo e 

transformação celular possa, também, estar envolvido. Cabe ressaltar que, neste caso, 

foram avaliados os níveis do precursor de IL-1β (31kD). A figura 18b mostra que a 

redução dos níveis de IL-1α e IL-1β nas linhagens tumorais se dá ao nível transcricional, 

concordando com o apresentado pelo estudo supracitado, bem como por trabalhos 

desenvolvidos por outros autores [81][68]. 

 Quando se trata dos receptores de IL-1, também é observada a redução da 
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expressão ao nível proteico, no caso de IL-1R1 e já ao nível transcricional no caso do 

receptor decoy IL-1R2, nas linhagens tumorais. O receptor acessório, IL-1RAcP, 

também se encontra menos expresso, com exceção de C33, apontando para um efeito 

potencialmente atribuído ao HPV (Figura 19).  

Ainda no que tange aos receptores, é interessante notar que, nos queratinócitos 

imortalizados por E6/E7, nos quais foi notada a redução de IL-1α e IL-1β, pode ser 

observado o aumento de IL-1R1 (indutor da via) e a redução de IL-1R2 (inibidor da via), 

possivelmente um ajuste à menor disponibilidade dos agonistas nesse caso.  

Finalmente, neste sentido, a proteína IL-1Ra, antagonista natural de IL-1, 

apresentou redução significativa nos queratinócitos transduzidos com E6 e E7 em 

relação ao vetor vazio, e foi praticamente indetectável nas linhagens tumorais (Figura 

20).  

 Considerando-se os resultados obtidos neste estudo e o demonstrado pelos 

demais trabalhos encontrados na literatura, a regulação da expressão dos componentes 

da via da IL-1 se dá por mecanismos variados. Conforme apresentado na figura 21, o 

tratamento com o agente demetilante 5-AZA promoveu o aumento da transcrição, de 

forma variada a depender da célula e gene envolvido, sugerindo o papel de alterações 

epigenéticas, neste caso a metilação, na regulação da via de IL-1. Convém que tais 

dados sejam mais profundamente investigados, bem como a participação do HPV neste 

processo. Não se deve excluir a possibilidade de que a presença do 5-AZA, por si só, 

tenha sido reconhecida pelos receptores celulares de danos (DAMPs) levando ao 

estímulo as respectivas vias imunes. 

 Visto que, de forma geral, a expressão de IL-1α, IL-1β, seus receptores e 

antagonistas naturais é praticamente inexistente, buscou-se avaliar a importância da IL-

18, outro importante mediador pró-inflamatório, pertencente à mesma família de 

citocinas, e cujo papel no contexto tumoral ainda não está bem estabelecido. 

 Os resultados de diversos estudos convergem para o fato de que a IL-18 

interfere, de forma relevante, no microambiente tumoral. No entanto, a depender do 

contexto, sua atuação pode induzir ou conter aspectos importantes dos tumores como 

proliferação, migração e invasão. A interação com o microambiente imune também pode 

variar, estimulando a resposta contra as células tumorais ou favorecendo o 

desenvolvimento de características imunossupressoras [92][94].  
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 Conforme apresentado na figura 24, ao contrário do observado para IL-1, IL-18 

permanece expressa nas linhagens tumorais cervicais, a nível de transcritos e proteína. 

Já foi descrito que, diferentemente de IL-1β, o precursor de IL-18 é constitutivamente 

pelos queratinócitos e por praticamente todas as células epiteliais [74]. A atividade de 

seu promotor é bem maior em C33 quando comparada a SiHa e HeLa, o que se reflete 

nos níveis da proteína precursora de 24kD. Os resultados mostram a produção da 

proteína madura (18kD) nas mesmas linhagens, bem como a expressão do antagonista 

natural da via, IL-18BP.  

 Em comparação à linhagem C33, os níveis de IL-18 nas linhagens SiHa e HeLa, 

são significativamente menores. Cabe lembrar que uma das atividades desta citocina é 

a indução da produção de IFNγ, importante componente da imunidade antiviral [95]. 

Dessa forma, a redução da produção de IL-18 nas células tumorais HPV positivas pode 

representar, mais uma vez, um mecanismo de evasão do sistema imune por parte do 

vírus.  

Quanto aos receptores de IL-18, verificou-se a expressão elevada de IL-18Rβ, 

principalmente em SiHa e HeLa. IL-18Rβ, o receptor acessório da citocina, é 

constitutivamente expresso, enquanto IL-18α é o componente induzível [96]. A presença 

de ambos é necessária para a indução da sinalização. Considerando que neste caso as 

células não foram previamente induzidas, a baixa expressão de IL-18Rα é justificável 

(Figura 25).  

 Conforme anteriormente mencionado, IL-1β e IL-18 são produzidos na forma de 

seus precursores, que precisam ser clivados em sua porção N-terminal para se 

tornarem ativos. O complexo do inflamassoma está classicamente envolvido neste 

processo, ativando a caspase-1, responsável pela clivagem propriamente dita dos 

precursores. Formas não canônicas de ativação das citocinas em questão foram 

descritas, e envolvem a ação de serino-proteases e metaloproteinases, além da 

caspase-8 [97][98].  

Na figura 26 são apresentados os níveis de mRNA relativos aos genes 

envolvidos na síntese das proteínas componentes dos diferentes tipos de inflamassoma, 

bem como da caspase-1 e da proteína acessória ASC. Observam-se transcritos de 

NLRP3 nas três linhagens tumorais estudadas, bem como de NLRP1, este último 

principalmente em HeLa. Verificam-se níveis significantes de transcritos de AIM2 em 

SiHa, em acordo com dados da literatura que apontam para a ativação desse tipo de 
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inflamassoma pelo HPV16 [99]. Interessantemente, a expressão de NOD1 (mRNA) em 

C33, SiHa e HeLa foi bastante importante. Estudos prévios não incluem NOD1 entre os 

principais inflamassomas envolvidos na resposta antiviral, na qual destacam-se NLRP3, 

RIG-1 e AIM2 [100].  

 Considerando-se os resultados acima expostos, verificou-se que, embora 

presentes nos queratinócitos normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16, IL-

1α, IL-1β, IL-1RA e seus receptores são modulados negativamente de forma importante 

nas linhagens tumorais de origem cervical, talvez em consequência de um mecanismo 

de evasão imunológica viral, que acaba por favorecer o desenvolvimento tumoral. Ao 

contrário, IL-18, IL-18BP e seus receptores continuam sendo expressos nas mesmas 

células. Dessa forma, buscou-se avaliar sua importância no contexto do câncer do colo 

do útero. 

 Visando à avaliação da função de IL-18 no câncer cervical, umas das estratégias 

utilizadas foi o silenciamento desta citocina através da edição gênica pela técnica de 

CRISPR-Cas9. Uma vez comprovado o silenciamento, foram realizados ensaios 

funcionais para avaliar o impacto desta citocina na proliferação, capacidade de formação 

de colônias, migração, invasão e indução da angiogênese no modelo de estudo 

utilizado. 

 Com relação à proliferação celular, o silenciamento de IL-18 reduziu 

significativamente a capacidade proliferativa, tanto de SiHa quanto de HeLa. O 

tratamento das células com IL-18 recombinante humana não foi suficiente para reverter 

os efeitos do silenciamento (Figura 28). Da mesma forma, houve uma tendência à 

redução da capacidade de formação de colônias nas linhagens editadas, significativa 

em HeLa (Figura 30). O silenciamento de IL-18 não interferiu de forma relevante na 

migração celular (Figura 31). 

  Os ensaios envolvendo esferoides foram desenvolvidos com o objetivo de criar 

condições mais próximas às observadas nos tumores sólidos. Este modelo foi utilizado 

para a avaliação da invasão e indução da angiogênese. Tanto em HeLa quanto em 

SiHa, a área dos esferoides formados pelas células silenciadas foi maior, o que pode 

sugerir, mas não comprovar, maior proliferação celular em seu interior. Quanto à 

invasão, HeLa silenciada apresentou maior capacidade invasiva, embora sem 

significância do ponto de vista estatístico. Os esferoides de SiHa não foram avaliados 

pois não apresentaram projeções de invasão na matriz de matrigel (Figura 32). O 
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tratamento com IL-18 recombinante humana pareceu reduzir a capacidade de invasão 

(Figura 33). 

 Para a avaliação da angiogênese, foram consideradas diferentes variáveis que 

contribuem para a quantificação da malha formada pelas células endoteliais (HUVECs). 

Para todas as variáveis houve uma tendência à indução da angiogênese quando as 

células endoteliais foram cultivadas com o sobrenadante das linhagens tumorais 

silenciadas para IL-18. Foi observada diferença significativa quando avaliada a área total 

relativa à soma das áreas delimitadas por cada um dos tubos formados (Figura 34). 

 O papel da IL-18 na biologia tumoral é controverso e dependente do contexto e 

do microambiente [87]. A observação da elevada expressão desta citocina associada a 

piores prognósticos em determinados tipos de tumores, como carcinoma hepatocelular, 

câncer gástrico e pancreático, aponta para seu possível papel pró-tumoral 

[101][102][103].  

Foi demonstrado, por exemplo, que IL-18 pode induzir a produção de fatores pró-

angiogênicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que por sua vez, 

pode induzir a expressão e o processamento de IL-18 [104][105][106]. A migração 

celular também pode se favorecida por esta citocina através do estímulo à polimerização 

de filamentos de actina, da promoção de alterações na expressão de moléculas de 

adesão e proteínas constituintes das tight junctions [105][107][108]. Da mesma forma, a 

associação entre IL-18 e o aumento da capacidade de migração e invasão foram 

previamente reportados, inclusive através do aumento da produção de 

metaloproteinases [113][114]. Neste sentido, estudos também demonstraram que a 

redução da expressão de IL-18 em um modelo de câncer de estômago resultou em 

menor crescimento tumoral, angiogênese e metástase in vivo [109]. 

Ao contrário, outros trabalhos indicam um papel protetor de IL-18. Nilkaeo & 

Bhuvanath (2006) mostraram que o tratamento de linhagens celulares de carcinoma oral 

com a citocina em questão implicou na redução da proliferação de forma dose-

dependente [110]. No que tange à indução da angiogênese, a maioria dos trabalhos 

aponta para o papel indutor de IL-18. No entanto, alguns estudos indicam que esta 

citocina pode desempenhar função contrária, por exemplo, ao estimular a morte de 

células endoteliais.  

Chandrasekar et al. (2005), demonstraram que o tratamento com IL-18 induz à 

morte por apoptose de células endoteliais cardíacas via ativação de PTEN dependente 
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de NF-κB [111]. Resultados semelhantes foram demonstrados em outros trabalhos, 

onde a apoptose foi acelerada pela indução do receptor 2 de leucotrieno. Renhai et al. 

(1999) também mostraram a ação antiproliferativa da citocina sobre células endoteliais 

in vitro e antiangiogênica in vivo [112].  

Em um estudo utilizando células-tronco mesenquimais, a indução da produção de 

IL-18 levou à supressão da proliferação, migração e invasão de linhagens celulares de 

câncer de mama [115]. A associação entre IL-18 e IL-12 também foi relacionada à 

inibição da angiogênese e capacidade e invasão em modelo de carcinoma mamário 

murino [116].   

 Até este momento, foram discutidos os resultados dos ensaios considerando 

exclusivamente o efeito da IL-18 nas células tumorais. Para tal, decidiu-se pela 

utilização de duas estratégias: o silenciamento da citocina por edição gênica e a adição 

exógena de IL-18 recombinante humana. Acredita-se que esta seja uma abordagem 

válida para avaliar os impactos desta citocina no comportamento celular, inclusive por se 

tratar de um mediador com ação autócrina e parácrina. Dessa forma é esperado que, 

nas culturas de células silenciadas, a ausência da produção, maturação e liberação da 

citocina, com consequente ausência da ativação dos receptores de IL-18 nas células em 

cultura, implique nas alterações observadas e mencionadas nos resultados acima 

discutidos.  

No entanto, não se pode descartar a possibilidade de que a IL-18 possa agir ao 

nível intracelular, interferindo em vias de sinalização, ou até mesmo atuando como fator 

de transcrição. Essa pode ser uma possibilidade, principalmente em se tratando de 

queratinócitos, células nas quais, conhecidamente, a citocina em questão é encontrada 

de forma constitutiva, e cujo silenciamento pode interferir na homeostase celular Além 

deste estudo, outros dados da literatura mostram a marcação nuclear relativa à 

presença de IL-18, e esta hipótese merece ser melhor investigada [117]. 

Outra questão que merece ser discutida é o tipo de HPV envolvido em cada uma 

das situações avaliadas neste estudo, representada pela utilização de linhagens 

tumorais contendo e expressando genes de HPV16 (SiHa) e HPV18 (HeLa). Além das 

propriedades inerentes a cada tipo viral, as linhagens são derivadas de tumores de 

diferentes origens (SiHa é derivada de carcinoma de células escamosas e HeLa é 

originada de adenocarcinoma).  

Neste estudo, observou-se a maior sensibilidade de HeLa (HPV18+) ao 
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silenciamento do gene IL18, inferida através dos resultados dos ensaios funcionais, nos 

quais tal linhagem apresentou maiores variações nos quesitos capacidade de formação 

de colônias, migração e invasão, além de viabilidade, citotoxicidade e apoptose após 

tratamento com cisplatina. 

Cabe ressaltar, mais uma vez, a importância do microambiente. São as 

interações entre seus diversos componentes e o tumor as principais responsáveis pelo 

desfecho observado. Provavelmente, os efeitos mais importantes da IL-18 no contexto 

tumoral são os originados através de sua atuação como mediador entre células do 

sistema imune e células tumorais. Mais uma vez, a depender do contexto, do tipo de 

tumor e de características especificas dos pacientes, a citocina pode exercer atividade 

pró ou antitumoral.  

 IL-18 desempenha um papel importante na imunidade mediada por células. Além 

dos queratinócitos, células dendríticas e macrófagos são fontes importantes, as 

principais inclusive, desta citocina [118]. Sua ação promove a ativação e proliferação de 

células T e NK, potencializam sua atividade citotóxica e a produção de INF-γ [118][119]. 

A administração de IL-18 recombinante foi capaz de induzir a resposta imune 

antitumoral através da ativação de células NK e TCD4+ em modelo de melanoma in 

vivo, reduzindo o crescimento tumoral e metástase [120]. A presença de números 

elevados de células NK intratumorais foi relacionada a melhores prognósticos. Ao 

contrário, pacientes com menor atividade destas células, apresentam maior risco de 

desenvolverem câncer [121][122][123].  

 Outra demonstração da importância da interação entre os diferentes 

componentes do microambiente tumoral, é a indução de células NK chamadas de 

cytokine-induced memory-like NK cells, resultado da incubação de células NK com IL-

18, mas também com IL-12 e IL-15. A produção de INF-γ é potencializada em tais 

células, bem como o efeito antitumoral, consistindo em uma estratégia terapêutica 

promissora [124][125][126]. De forma semelhante, a coadministração de IL-18 e IL-12 

via adenovírus oncolíticos, promoveu o surgimento de uma importante área de necrose 

tumoral e a infiltração de células NK, CD4+ e CD8+ em modelo de melanoma murino 

(B16-F10) [127]. 

 Considerando os dados da literatura e os resultados iniciais deste trabalho, 

buscou-se avaliar o papel da IL-18 em um modelo que contemplasse a interação entre 

IL-18, sistema imune, tumor e microambiente tumoral. Par tal, foram analisadas biópsias 
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de 62 pacientes diagnosticadas com carcinoma cervical epidermoide estágio IIIB, 

tratadas com cisplatina e radioterapia simultaneamente versus apenas radioterapia. 

  

A análise descritiva das variáveis numéricas (Tabela 10), mostra que a idade 

média das pacientes incluídas no estudo foi de 53,55 anos, o tempo de tratamento 

médio foi de 89,81 dias e as médias de sobrevida livre de doença e sobrevida global 

foram de 3,23 e 3,46 anos, respectivamente. 

 Com relação à marcação para IL-18, 72,58% das amostras apresentou marcação 

nuclear e 63,13% apresentou marcação citoplasmática no tecido tumoral, de intensidade 

fraca ou forte. Com relação ao infiltrado inflamatório, em 78,69% das amostras foi 

detectada a expressão de IL-18 por células do sistema imune. Outros achados 

relevantes foram a maior intensidade da marcação na borda da maioria dos tumores 

positivos para IL-18, bem como a distribuição do infiltrado inflamatório, encontrado 

apenas na borda do tumor (48,18%) e no interior e borda do tumor (50,82%). 

 Não foi observada diferença estatística nas comparações entre intensidade da 

marcação nuclear ou citoplasmática e grau histológico do tumor, tipo de tratamento, 

resposta ao tratamento e recidiva (local, sistêmica ou linfática). Quando avaliadas 

extensão e distribuição da marcação, houve uma forte tendência à maior chance de 

recidiva linfática nos tumores negativos (p=0,059 e 0,034, respectivamente) (Tabela 11). 

 Quanto à relação entre distribuição da marcação por IL-18 e resposta ao 

tratamento, que apontou para maior chance de resposta completa nas amostras 

negativas ou em cuja marcação tenha se concentrado predominantemente nas bordas 

do tumor (p=0,027), deve ser considerado que o baixo número de pacientes que 

apresentaram resposta parcial (n=3) faz com que tal dado deva ser avaliado com 

cautela (Tabela 11).  

 No que tange à localização do infiltrado inflamatório, a avaliação das variáveis 

categóricas não permitiu estabelecer nenhuma relação significante. Já a comparação 

com a variáveis numéricas apontou para uma maior sobrevida global para as pacientes 

em cujos tumores o infiltrado era predominantemente peritumoral (p=0,047). Neste caso, 

seria interessante identificar o tipo de células imunes envolvidas. Tais ensaios já foram 

realizados e estão sendo analisados quanto à estatística. 

 Quanto à distribuição do infiltrado inflamatório no tecido tumoral, foram propostas 
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três classificações pela literatura [6]. A primeira engloba tumores nos quais se observa a 

exclusão de linfócitos T citotóxicos do core tumoral. Ao contrário, verifica-se sua 

presença ao longo das bordas da lesão, onde tais células podem estar em contato com 

macrófagos associados ao tumor, que podem, potencialmente, impedir sua migração 

para o interior do tumor. A hipótese é de que sejam tumores pouco imunogênicos [128]. 

 A segunda classificação inclui tumores caracterizados pela infiltração de células 

citotóxicas e linfócitos no core tumoral. Há também elevada expressão de PD-1 pelas 

células imunes e PD-L1 por parte do tumor, o que implica em melhor resposta ao 

tratamento com inibidores de checkpoints imunes [6].  

Há ainda uma terceira classe, enquadrada como uma subclasse da mencionada 

anteriormente, caracterizada pela presença de agregados linfoides, cuja composição 

celular é semelhante à dos linfonodos, incluindo linfócitos T naive e ativados, linfócitos 

Treg e células dendríticas. Geralmente presentes nas margens de invasão do tumor e 

no estroma, atuam como sítios de recrutamento e ativação imune, geralmente, mas não 

sempre, associados a melhores prognósticos [6][129][130][131].  

Considerando-se as curvas de sobrevida (Figura 36), verifica-se que a 

positividade para a marcação com IL-18 está associada a uma tendência à obtenção de 

melhores desfechos, embora sem que tenha sido obtida diferença significativa. O 

aumento da amostragem seria uma opção para a confirmação do dado, que é bastante 

interessante, e pode conferir à IL-18 utilidade como biomarcador. 

A aplicação dos efeitos antitumorais da IL-18 tem sido observada em diversos 

estudos clínicos, que buscam comprovar seu potencial terapêutico, de forma isolada ou 

em conjunto com outras drogas. Estudos de fase I, envolvendo pacientes 

diagnosticados com tumores sólidos avançados e linfomas, evidenciaram que a IL-18 

apresenta atividade imunomodulatória, além de toxicidade limitada [87].  

No entanto, cabe sempre ressaltar a necessidade da avaliação do microambiente 

tumoral como um todo, composto por diversos componentes cuja interação é a principal 

responsável pelo desfecho obtido. Cada tumor constitui uma entidade particular, cuja 

abordagem depende de vários aspectos, o que justifica a necessidade de buscas e 

colaborações contínuas entre as diversas áreas de pesquisa em saúde. 

 A compreensão do funcionamento de cada um desses componentes de forma 

isolada e em conjunto fornece conhecimentos valiosos com enorme potencial 
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terapêutico e prognóstico, não somente para o câncer cervical. A junção de cada “peça” 

deste “quebra-cabeça”, possível apenas com estudos colaborativos, tem permitido 

alcançar avanços incríveis no tratamento do câncer, gerar esperança e reduzir o 

sofrimento de tantos pacientes. 
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6. Conclusões 
 

 
De forma geral, observou-se modulação importante da via da IL-1, provavelmente 

associadas tanto à presença dos oncogenes do HPV e às estratégias virais de evasão 

da resposta imune, quanto ao processo de transformação celular.  

▪ Verificou-se a expressão de IL-1α e IL-1β, importantes citocinas pró-inflamatórias, nos 

queratinócitos normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16. Nas linhagens 

tumorais C33 (HPV-), SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+), os níveis de tais citocinas é 

praticamente inexistente nas células não induzidas. Os resultados apontam para 

possível papel da metilação gênica neste caso. IL-18, no entanto, foi encontrada 

constitutivamente expressa em todas as linhagens avaliadas, inclusive as tumorais, 

embora em menores níveis nas células HPV positivas.  

▪ A expressão do antagonista natural de IL-1α e IL-1β, IL-1Ra, seguiu os mesmos 

padrões dos agonistas da via. IL-18BP foi detectado em todas as linhagens tumorais 

avaliadas. O balanço entre IL-18 e IL-18BP sugere maior atividade de IL-18 em HeLa 

(HPV18+) do que em SiHa (HPV16+); 

▪ A expressão dos receptores IL-1R1, IL-1RAcP e IL-1R2 foi, também, indetectável nas 

linhagens tumorais cervicais, apontando para a modulação negativa da via. Os 

receptores de IL-18 permaneceram expressos. 

▪ O silenciamento de IL-18 nas linhagens tumorais implicou em: menor capacidade 

proliferativa e de formações de colônias; maior capacidade invasiva e tendência à maior 

indução da angiogênese.  O tratamento com IL-18 recombinante humana não foi capaz 

de reverter os efeitos da edição gênica quanto à proliferação celular, mas reduziu de 

forma significante a capacidade de invasão; 

▪ A viabilidade de todas as linhagens foi reduzida após tratamento com cisplatina, 

principalmente em HeLa (HPV18+) silenciada para IL-18. Foi observada maior 

citotoxicidade após o tratamento com platina em HeLa, também de forma mais 

expressiva nas células editadas. A apoptose foi praticamente indetectável nas linhagens 

não tratadas, aumentando consideravelmente após adição de cisplatina. Em nenhum 
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dos casos o tratamento concomitante com IL-18 recombinante humana implicou na 

alteração dos resultados obtidos com o uso do fármaco isolado; 

▪ Foi observada uma tendência à melhor prognóstico associado à expressão de IL-18 

nos tumores cervicais analisados. A intensidade da marcação para a citocina nas bordas 

dos tumores e a localização do infiltrado inflamatório parecem ser aspectos importantes 

a serem avaliados. 
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Anexo A – Aprovação Comitê de Ética em Pesquisa da FMUSP
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