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RESUMO

A imunoterapia em pacientes com cancer € um tratamento muito promissor e o
desenvolvimento de novos protocolos e o estudo dos mecanismos de regressao € uma
realidade. Os interferons (IFNs) sdo glicoproteinas pertencentes a familia das citocinas
que por sua vez desempenham importante acdo antiviral, antitumoral, imunomoduladora
e atividades antiangiogénicas. Objetivo € tracar os perfis imunoldgicos Thl e Th2
envolvidos em lesdes cervicais de alto grau NIC II/NIC IIl por dosagem sérica de
citocinas pelo método de Elisa em amostras de soro colhidos durante o tratamento por 6
semanas com IFN Peguilado 2-b administrado por via subcutanea. O perfil de resposta
das pacientes foram analizadas em trés intervalos de coleta sanguinea e avaliadas as
citocinas IL-1g, IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-12, TGF-beta, IL-12. Os grupos de
analise foram divididos em boa e mé resposta e comparados utilizando-se a mediana por
Mann-Whitney test, Wilcoxon Matched Paires test e Kruskal-Wallis test pelo software
GraphPad Prism 6%, e os valores de p menores que 0,05 (p<0.05) foram considerados
estatisticamente significantes. Os resultados mostram que no grupo que houve regressao
0S pacientes apresentaram um aumento na quantidade de IFN-y durante toda a
imunoterapia, com significancia estatistica p=0,0123. Por outro lado, também mostrou
um aumento da IL-6, IL-10 e TGF (perfil Th2) no grupo sem resposta. Amostra geral
(n=17), houve uma regressdo de 47% das lesbes de alto grau. Concluimos que a
regressdo das lesdes cervicais depende do perfil imunoldgico de cada paciente como

também as mudancas nas respostas imune para um perfil Thl.

Palavras-chave: Imunoterapia, neoplasia intraepitelial cervical, interleucinas.



ABSTRACT

Immunotherapy in cancer patients is a very promising treatment and the
development of new protocols and the study of the mechanisms of regression is a
reality. Interferons (IFNs) are glycoproteins that belong to the family of
cytokines, which have an important antiviral, antitumor, immunomodulatory and
antiangiogenic activities. The objective of this study was to determine which
immunological profile (Thl or Th2) could be involved in high-grade cervical lesions
(CIN 11 / CIN HI) through the serial dosing of cytokines by the Elisa method collected
from peripheral blood samples in patients during a six weekly treatment with
subcutaneously administered Pegylate 2-b IFN. The profile of the responses were
analyzed in three blood samples and the cytokines of IL-15, IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-y,
IL-10, IL-12, TGF-beta , IL-12. The analyzed groups were divided into good and bad
response and were compared using non-parametric methods using the Mann-Whitney
test, Wilcoxon Matched Paires test and Kruskal-Wallis test by GraphPad Prism 6®
software, and the values observed for significance with P less than 0.05 (p <0.05). The
results show that in the regression group the patients presented a increase in the amount
of IFN-y during the entire immunotherapy, with statistical significance p=0,0123. On
the other side, also showed an increase of IL-6, IL-10 and TGF (Th2 profile) in the
group without a responde. In the general sample (n = 17), there was a 47% regression of
high-grade lesions. Concluded that the regression of the lesions depends on the
immunological profile of each patient as well as the change in the immune response to a
Th1 profile.

Keywords: Immunotherapy, cervical intraepithelial neoplasia, interleukins.
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1- INTRODUCAO:

1.1- O CANCER DE COLO DE UTERO

O céncer de colo uterino € uma das maiores causas de morte no mundo.
Publicagdes (WHO, 2015), apontam o cancer de colo uterino como o terceiro mais
comum dos tipos de cancer entre as mulheres, e 0 segundo de maior prevaléncia sendo

considerado hoje um problema de saude publica em todo mundo.

O cancer de colo uterino caracteriza-se pela replicagdo desordenada do epitélio
de revestimento do 6rgdo, com consequente comprometimento do tecido subjacente, o
estroma, e possivel invasdo de estruturas e 6rgaos proximos ou a distancia. Trata-se de
uma doenca de desenvolvimento lento, com fase inicial assintomatica com quadros de
sangramento vaginal intermitente ou apds a relacdo sexual, secrecdo vaginal anormal e
dor abdominal associada com queixas urindrias ou intestinais nos casos mais avangados
da doenca (INCA, 2010).

1.2 - HISTORIA NATURAL DA DOENCA

Os primeiros conhecimentos sobre a historia natural e patogénese envolvendo as
etapas pré-invasivas do cancer de colo de Utero iniciaram-se em 1943, com 0s primeiros
esfregacos citolégicos vaginais colhidos por George Papanicolaou que apartir de entéo
definiu-se a classificacdo citooncolégica. Observou-se que a historia natural da doenca
compreendia a infec¢cdo pelo HPV, que acometia jovens no inicio da atividade sexual e
que aparentemente se comportaria como fenémeno transitorio. Entretanto, a persisténcia
do virus poderia propiciar alteragdes no epitélio cervical e a evolugdo para a
transformacdo maligna. As infeccOes persistentes por tipos virais de alto risco do HPV
demonstram a relacdo com o desenvolvimento do cancer de colo do Utero
(RICHARDSNO, H.; FRANCO, E.; PINTOS, J.; BERGERON, J .; ARELLA, M,;
TELLIER, 2000).

Geralmente, essas lesdes precursoras progridem lentamente por anos, antes de
atingir o estagio invasor da doenca, quando a cura se torna mais dificil e alguns casos

impossivel. A maioria das lesdes do tipo Neoplasia Intraepitelial Cervical Grau | (NIC
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1), que representam apenas a manifestagdo da infecgdo pelo HPV, regridem em periodos
entre 12 a 24 meses em 85-90 % dos casos, porém, quando ndo regridem, progridem
para lesdes de alto grau, como NIC Il ou NIC 111 (INCA, 2010).

Hoje, considera-se o HPV (Papiloma Virus Humano) como uma das principais
causas de Neoplasia Maligna da regido anogenital sobretudo de colo de Utero além de
ser encontrado em lesdes verrucosas cutaneas, condilomas e epidermodisplasia. (D.
Souza et. al. 2007) sugere que o HPV esteja intimamente implicado em uma parcela
importante de casos de cancer de vagina, vulva, anus, pénis além da mucosa oral,

orofaringe e laringe.

Seguindo esse raciocino, viu-se nos Ultimos anos, cientistas estudando a
associagdo entre o cancer cervical e infecgdo por papiloma virus humano (HPV) em
bidpsias realizadas em céncer cervical, sendo encontradas cerca de 90% DNA viral de
HPV. Observou-se também que certas proteinas virais de HPV interferem com a
transmisséo de proteinas e genes relacionados com a resposta imunitéaria, tais como E6 e
E7, tais como sintese de interleucinas favorecendo a evolucdo das lesées (MICHELIN
et al., 2015a).

Sabe-se que o HPV 16 e HPV 18 sdo os dois tipos soroldgicos de HPV
altamente carcinogénicos, sendo responsaveis por 70% do céancer cervical e
aproximadamente 50% da neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (SMITH, ET. AL,
2007); em contraste, HPV 6 e HPV 11 sédo responsaveis por aproximadamente 90% das
verrugas genitais (Schiffman, M. Et. Al., 2007).

Em relacdo aos tipo histoldgico do cancer de colo Gtero, aproximadamente 80%
sdo carcinoma de células escamosas (SCC), 10 a 15% constitui um adenocarcinoma
(ADC), 3% carcinoma adenoescamoso (ADSC) e 1 a 2% o carcinoma neuroenddocrino
(BASKARAN et al., 2015).

1.3- RASTREAMENTO DO CANCER DE COLO DE UTERO

O rastreamento do cancer do colo do utero no Brasil, recomendado pelo

Ministério da Saude, ¢ feito pelo exame citopatologico em mulheres de 25 a 64 anos. A
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rotina é a repeticdo do exame Papanicolau a cada trés anos, apds dois exames normais
consecutivos realizados com um intervalo de um ano. A efetividade do programa de
controle do cancer do colo do Utero depende da organizacdo, da integralidade e da
qualidade dos servicos, bem como do tratamento e do seguimento das pacientes. Para
isso, 0 Ministério da Saude disponibiliza de mecanismos de notificagdo nacional através
do cadastro nacional (SISCOLOQ). Sabe-se que esse tumor apresenta alto potencial de

prevencdo e cura quando diagnosticado precocemente (INCA, 2016).

O rastreio das lesdes precursoras do cancer do colo uterino dar-se-4 por meio da
realizacdo da colpocitologia oncotica. A colheta deverd ser realizada com a espatula de
Ayre e a escova “Cito-Brush”, e o material devera conter células da zona de

transformacao.

De acordo com estudo de metanalise realizado por Fahey, Irwig, Macashill
(1995), a média da especificidade encontrada para a citologia oncética foi de 98% e a da
sensibilidade de 51%. Portanto, de acordo com este estudo, deixa-se de diagnosticar
metade das lesbes, fato que precisaria ser profundamente analisado na busca da
melhoria da eficacia do método. Também, Cohn & Herzog (2001), em rigorosas
revisdes, relatam indices de sensibilidade da ordem de parcos 51 a 58%. Outras técnicas
menos invasivas tém sido desenvolvidas para a triagem rapida de cancer de colo do
Utero. Essas técnicas incluem inspecéo visual com écido acético e inspecdo visual com

solucgéo de Lugol (colposcopia) (Idowu et.al., 2016).

Apdbs o rastreamento e diagnostico, atualmente o tratamento convencional das
lesbes de alto grau constitui-se no método ablativo excisional (laser) ou conizacdo. No
entanto, varios estudos tém indicado que as mulheres que tiveram estes procedimentos
tém algumas complicacfes obstétricas, tais como trabalho de parto prematuro, recém
nascidos de baixo peso ao nascer e ruptura prematura de membranas (MICHELIN et al.,
2015a).

1.4-  ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O cancer do colo do atero é considerado um importante problema de saude

publica. Foi estimada a ocorréncia de 527 mil casos novos em mulheres, no mundo, em
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2012, configurando assim, 0 quarto tipo de cancer mais comum nessa populacdo. Cerca
de 70% dos casos diagnosticados de cancer do colo do Utero ocorrem em regides menos

desenvolvidas e, quase um quinto ocorre na india (WHO, 2015).

A taxa de incidéncia do cancer do colo do Utero vem diminuindo, ao longo das
ultimas trés décadas, na maioria dos paises em processo de transi¢cdo socioecondmica.
Tal fato reflete, principalmente, a implementacdo de programas de prevencao.
Geralmente a doenca comeca a partir dos 30 anos e aumenta seu risco rapidamente até
atingir as faixas etarias acima de 50 anos. No Brasil o0 nimero de casos novos esperados
para 2016 é de 16.340, 7,9% de todos os casos, e é considerado o 3° em incidéncia logo
apos o cancer de mama e o de colon/retal, excluindo os tumores de pele néo-

melanociticos (Inca 2016).

De acordo com a Ultima estimativa mundial, essa neoplasia foi responsavel por
de 265 mil ébitos em mulheres em 2012, sendo que 87% desses Obitos ocorreram em
paises em desenvolvimento. A Ultima informacéo para mortalidade no Brasil aponta que
ocorreram, em 2013, 5.430 mortes por cancer do colo do utero em mulheres (INCA,
2016). A sobrevida em cinco anos para esse tipo de cancer obteve melhora ao longo dos
anos, variando de menos de 50% para mais de 70% em todo o mundo, de uma forma

geral. No Brasil, para o periodo de 2005 a 2009, a sobrevida ficou em torno de 61%.

Aproximadamente 291 milhdes de mulheres no mundo apresentam infecgédo por
HPV em algum periodo da vida, correspondendo a uma prevaléncia de 10,4%.
Entretanto, mais de 90% dessas novas infeccdes por HPV regridem espontaneamente
entre 6 a 18 meses. Existem hoje 13 tipos de HPV reconhecidos como oncogénicos pela

Organizacdao Mundial da Salude. Desses, 0s mais comuns sdo o HPV16 e o HPV18.

Os estudos que avaliam a presenca de DNA do HPV por PCR mostraram alguma
variabilidade na distribuicdo etaria. Eles tém geralmente confirmado a prevaléncia mais
elevada em grupos de jovens. Alguns estudos tém apoiado um segundo pico aos 45 anos
OU mais ao passo que, outros estudos observaram uma simples queda por idade
(MONEY et al., 2007).
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Quando avaliamos o Brasil, 16340 novos casos sdo esperados para o ano de
2016 de cancer de colo do Utero, com um risco estimado de 15,85 casos a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo de Gtero
€ o primeiro mais incidente na Regido Norte 23,97/100 mil. Ocupando a segunda
posicdo vem as Regides Centro-Oeste 20,72/100 mil e Nordeste 19,49/100 mil, na
terceira e quarta posicOes a Regido Sudeste com 16,30/100 mil e a Regido Sul com

15,17 /100 mil respectivamente.

(KHAN et al., 1993) identificaram vérios fatores de risco que contribuem ao
desenvolvimento de lesBes precursoras da neoplasia do colo uterino e o proprio cancer.
Estas incluem infeccdo por certos tipos oncogénicos de papilomavirus humano (HPV),
relacdo sexual precoce, multiplos parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongado de
anticoncepcionais orais, tabagismo, baixo nivel socioecondémico, infeccdo por
Chlamydia trachomatis, deficiéncia de micronutrientes e uma dieta deficiente em

vegetais e frutas.

Anualmente, cerca de 5-15% das mulheres previamente sem o virus HPV sao
infectadas com qualquer tipo de HPV de alto risco e aproximadamente 25% da
incidéncia da infecgdo se concentra na faixa etaria dos 15-19 anos (SELLORS JW,
KARWALAJTYS TL, KACZOROWSKI J, MAHONY JB, LYTWYN A, CHONG S,
2007). Estudos foram feitos em grupos de jovens, acompanhando-as antes e apos iniciar
a vida sexual, para averiguar o inicio da infec¢@o. A incidéncia de infecgdo foi de 20%
nos primeiros 12 meses, decaindo para 14% e 9%, no segundo e terceiro ano
respectivamente, mostrando que a infeccdo ocorre com maior freqiiéncia no inicio da
vida sexual. A duragdo média da infecg@o pelo HPV foi de 8 meses e apds 12 meses da
incidéncia da infec¢do, 70% das mulheres ja ndo estavam infectadas; apds 24 meses,
apenas 9% continuaram infectadas, revelando que a maioria das infec¢des sdo

transitorias (OH J-K, JU Y-H, FRANCESCHI S, QUINT W, 2008).

1.5- PAPILOMA VIRUS HUMANO —HPV

O HPV é um virus da familia Papillomaviridae, de formato icosaédrico sem
envelope, com cerca de 55 nm de diametro e 8.000 pares de base. Apresenta um DNA
circular de fita dupla, com oito regides de leitura aberta e uma regido regulatoria. Os

genes séo designados como E (do inglés Early) ou L (do inglés Late) de acordo com o
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estagio de diferenciacdo, na qual sdo expressos: E1 e E8, no inicio, e L1 e L2, que s&o
expressos durante os estagios finais da diferenciacdo (LIMBERGER et al., 2012).
Quanto aos genes, 0s mais estudados sdo o E6 e o E7 presente no subtipo 16, que é o
mais prevalente (DEVILLIERS ET AL., 2004). Figura 1.

(Jeon et al., 1995; Jeon & Lambert, 1995) mostram que essa integracdo faz
aumentar a expressdo de E6 e E7 (Jeon et al., 1995; Jeon & Lambert, 1995) e essas
oncoproteinas levam a alteracbes dos genes supressores tumorais, p53 e pRb
respectivamente, sendo essenciais para inducdo da transformacdo celular e

carcinogénese (Narisawa-Saito & Kiyono, 2007).

Com base na variacdo da sequéncia dentro da proteina do capsideo L1 de subtipos
de HPV, a familia papilomavirus foi agrupada em de alto risco oncogénico (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59, 68, 73 e 82) e baixo risco oncogénicos, que levam ao
desenvolvimento de lesdes ndo malignas (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e 89);
e outros com dados epidemioldgicos limitados que sdo classificados como provaveis
tipos oncogénicos (MORENO et al., 2002).

Tabela 1 - Tipos de HPV segundo o nivel de evidéncia sobre a carcinogenicidade do
colo uterino

Grupo Tipo de HPV Comentarios
Maior potencial oncogénico, causa cancer em varias

1 16 .
topografias.
18, 31, 33, 35,
1 39, 45, 51, 52, Evidéncia suficiente para causar cancer do colo do utero.
56, 58, 59
Evidéncia limitada em humanos; forte evidéncia de
2A 68 . ~ ,
mecanismo capaz de causar o cancer do colo do ttero.

B 26, 53, 66, 67, Evidéncia limitada em humanos para causar cancer do colo do

70, 73, 82 utero.
Classificados, por analogia filogenética, para os tipos de HPV
2B 30, 34,69, 85,97 e evidéncia suficiente ou limitada em humanos para causar
cancer do colo do utero.

3 6, 11 Nao oncogénicos.

Fonte: (Bouvard, 2009) Adaptado.

Dos 15 sorotipos de risco elevado, os 16 e 18 representam cerca de 70% dos casos
de céncer de colo uterino e canceres cervicais (Castro-Vasquez, M. C.; Arellano-
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Galvez, 2010). A expressao clinica mais conhecida da infecgdo pelo HPV é conhecida
por condilomas ou verrugas genitais, e, em 90% dos casos, ha envolvimento de infec¢do
pelos subtipos de HPV 6 e 11, e, mais raramente, pelos tipos 16 e 42. Tem sido
relatados que estes sorotipos virais podem ser transmitidos verticalmente durante o
parto (Pique, X. C.; José, 2008).

A incidéncia de pacientes com infec¢des por HPV de alto risco é mais elevada do
que a de baixo risco. Um exemplo disso € o caso do HPV tipo 16 que ¢ o mais
prevalente nas infecgdes do trato genital chegando até 66%, seguido dos tipos 18(15%),
45(9%) e 31(6%) sendo que os 4 tipos juntos, podem corresponder a um total de até a
80% dos casos (MUNOZN, ET. COL., 2004). O tipo 16 também ¢ o tipo mais comum
detectado no carcinoma cervical invasor e o tipo mais prevalente em quase todas as
partes do mundo, sendo também, 0 mais persistente, com duragdo de 12 meses ou mais,
enquanto infecgdes por outros tipos de HPV duram 6-8 meses (CANCER., 2005).
Portanto, mulheres com HPV 16 e 18 tém um risco aumentado de desenvolver cancer
cervical quando comparadas com as que tém outros tipos. Mulheres infectadas quando
comparadas com mulheres sem infec¢do, tém risco relativo (RR) maior para
desenvolver lesdo precursora chegando a 10,2. Estudos recentes tém demonstrado que

existem diferencas de risco de desenvolver o cancer cervical de acordo com as variagoes

do virus HPV tipo 16 (HILDESHEIM A, ET. COL., 2001).
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Virus penetram nas células epiteliais e provocam manifestagdes clinicas como
lesdes em peles e mucosas, entretanto essas infecgdes ndo necessariamente causam os
carcinomas € as verrugas, também denominadas condilomas acuminados ou
popularmente conhecidas como crista de galo. O individuo infectado pode nao
apresentar manifestagoes clinicas, sendo isento de lesdes macroscopicas, a esse tipo de

infecgdo chamamos de assintomatica, latente ou subclinica (XAVIER ET. AL., 2007).

Quando avaliamos a maioria das mulheres infectadas pelo HPV nao observamos
manifestagdes clinicas. Essa infeccdo comumente cresce de forma limitada, evolui
lentamente, ¢ autorresolutiva, transiente, geralmente involui naturalmente (NORONHA
ET AL., 2005) sem nenhum método terapéutico em até 80% dos casos, sendo bastante
baixa a quantidade de infec¢Ges com lesdes aparentes — 1 a 2% (XAVIER ET AL.,
2007). Ja quando temos a presenca de lesbes, observamos uma maior prevaléncia em
individuos imunodeprimidos por conta de transplantes, uso de corticosterdides,
radioterapia ou quimioterapia, bem como nos pacientes HIV-soropositivos (Belsito et
al., 1982; Chopra & Tyring, 1997; Southern & Herrington, 1998).

1.6 - NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL

Em 1967, Richart definiu, com base em seu estudo sobre a historia natural da
doenca, o conceito de NIC para as alteracdes histolégicas. Ele considerou esse conjunto
de alteracBes como etapas de um Unico fendmeno, continuo e progressivo, que se
caracterizava por graus de atipias celulares abrangendo parte ou toda a espessura do
epitélio cervical. O autor dividiu essas lesGes em trés graus: NIC |, caracterizada por
atipias celulares localizados no terco do epitélio escamoso mais proximo da membrana
basal; NIC Il, em que as atipias ocupam 0s dois tercos mais proximo da membrana
basal desse epitélio; e NICIII, em que as células atipicas comprometem mais de dois
tercos ou toda a espessura do epitélio. NIC I, NIC Il e NIC Il correspondem,
respectivamente, a displasia leve, displasia moderada e displasia acentuada/carcinoma

in situ.

Em 1998 foi criado, na cidade de Bethesda (Maryland/EUA), um novo sistema
de classificacdo citoldgica para o colo de Utero com o objetivo de unificar a

terminologia e incorporar novos conceitos sobre a historia natural do cancer nesse sitio.
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Esse mesmo sistema foi revisto em 2001 e € utilizado até o presente. A classificagéo foi
dividida em dois modos, lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL)
correspondentes a NIC |, e lesdes escamosas de alto grau (HSIL) correspondentes as
NIC Il e Il de acordo com os achados histologicos e os diferentes graus de
diferenciacdo celular. Para atipias escamosas de significado indeterminado foram
criados os termos ASCUS, mas se encontrado células escamosas atipicas, o termo ASC-
H foi introduzido afim de que nédo se exclua a possibilidade de leséo de alto grau
(SOLOMON, 2002)(Nayar, R.; Wilbur, 2015). Figura 2.

;%;_ W :'j : E MF " fj-_".'-: 4
NICI NICII NICIII IN SITU

Figura 2. Alteracdes nos padrdes de expressdo que acompanham a progressao para o
cancer cervical. Fonte: (John Doorbar, 2006) adaptado.

Tabela 2 - Analogia entre as nomenclaturas citopatologicas e histopatologicas das
lesdes cervicais.

Classificacao
citopatologica de
Papanicolaou

Classificacao
citopatologica Brasileira
(2006) (Adaptada de

Classificacao Classificaciao
histologica da  histologica de
OMS (1952) Richart (1967)

(1941) Bethesda)
Classe | - - -
Classe Il - - Alteragdes benignas
Atipias de significado
) i indeterminado
Lesao intraepitelial
Displasia leve escamosa de baixo grau
NIC | (LSIL)
Classe Il11 Displasia
moderada e NIC Il e NIC Il Lesao intraepitelial
acentuada escamosa de alto grau
(HSIL)
Lesao intraepitelial
. - escamosa de alto grau
Classe IV Carcinoma in situ NIC HI (HSIL) Adenocarcinoma in
situ (AIS)
Classe V _Carcmoma Carcinoma invasor Carcinoma invasor
invasor
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Fonte: INCA, 2011.

De acordo com Solomon et al. uma mulher com citologia de ASC tem chance de
apresentar lesdo de alto grau em torno de 5 a 17% dos casos (SOLOMON, 2002). Por
outro lado, a NIC II e a NIC III estdo presentes em 24 a 94% dos resultados citologicos
de ASC-H. Em relagdo aos laudos citologicos de lesdes intraepiteliais escamosas de
baixo grau, estima-se que 15 a 30% representem, na verdade, NIC II ou NIC IIL
Todavia, um diagnoéstico citologico de lesdes intraepiteliais de alto grau traduz a
presenca de NIC II ou NIC Il em 75% dos casos e de carcinoma em 1 a 2% (WRIGHT
TC, MASSAD S, 2007).

Quanto a progressdo ou regressao das Neoplasias Intra-epiteliais Cerivcais, (Ostor
et. al., 2007) analisando a historia natural das neolpasias intraepiteliais cervicais por
meio de uma revisdo da literatura, verificou que as taxas de regressdo de NIC I foi de
57% enquanto que a persisténcia, progressao para NIC III, e de progressdo para invasio
foram de 32%, de 11% e de 1%, respectivamente. Ja a taxa de regressdo de NIC II e de

progressao para invasdo foi 32% e 12%, respectivamente (AG., 1993).

Figura 3 - A progressdo da infeccdo do HPV até o cancer do colo do utero. Fonte:
(Shulzhenko, 2014) adaptado.

NIC 1 NIC 2/3  Cancer invasivo
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O diagnostico precoce das lesdes precursoras pode ser inicialmente suspeitado a
partir de uma simples coleta da citologia cérvico-vaginal de rotina e confirmado pela
bidpsia guiada pela colposcopia, o que possibilita o tratamento dessas lesdes de forma
precoce, impedindo sua progressao para o cancer. O padrao-ouro para o diagndstico das
neoplasias intraepiteliais cervicais continua sendo a histopatologia. Apesar de os
aspectos colposcopicos poderem sugerir que uma lesdo intraepitelial seja de baixo ou de
alto grau de forma satisfatoria, na maioria dos casos € dificil diagnosticar uma invasdo

incipiente por meio da colposcopia. Portanto, o diagndstico de invasdo incipiente requer
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a combinagdo de ambos os indicadores, colposcopicos e histologicos (SUSANA AIDE,

GUTEMBERG ALMEIDA, ISABEL DO VAL, NELSON VESPA JUNIOR, 2009).

1.7- RESPOSTA IMUNE AO PAPILOMA VIRUS HUMANO

Os virus sdo microorganismos que obrigatoriamente infectam as células através de

varias moléculas de superficie celular e de outros receptors (Goncalves e Gonadi, 2004).

O controle da infeccdo por HPV quando caminha para a neoplasia cervical
depende tanto da resposta imunitaria inata quanto da adaptativa. Os dados disponiveis
sobre respostas imunitarias humorais indicam que apenas metade das mulheres
naturalmente expostas ao HPV desenvolverdo respostas imunes ao virus (Stanley M,
2003).

Véarios componentes da resposta imune inata e adaptativa sdo mobilizados para o
reconhecimento das infec¢Bes por HPV e para eliminar as células infectadas pelo virus.
A primeira linha de defesa consiste na resposta imune inata que ocorre na epiderme e no
epitélio das mucosas (TIRONE et al., 2009). Estudos recentes descrevem como o0 HPV
interage com o sistema imune e como o virus pode evadir ou inativar a resposta imune
adquirida (FRAZER, 2004). Existem varias razdes para isto, que estdo diretamente
ligadas ao ciclo de vida do virus. Primeiro, o virus ndo tem uma fase de disseminacao
sanguinea; segundo, ndo causa lise dos queratindcitos, e portanto, ndo induz uma
resposta inflamatoria; e terceiro, a producdo e liberacdo do virus se d& nas células
escamosas diferenciadas que estdo distantes das citocinas e células imuno-competentes
na submucosa (HOULIHAN et al., 2012).

O complexo imune do epitélio de revestimento é representado pelas respostas
imunes inata e adaptativa como também pelas imunoglobulinas segregadas localmente
que sdo importantes na defesa. Infelizmente, os estudos clinicos de IgA e IgG e controle

HPV continuam a mostrar resultados mistos e controversos (Nguyen Hh, et. al., 2005).

Pacientes com infec¢des transitorias por HPV sdo menos propensas a desenvolver
respostas imunes de memoria do que as que tém infeccOes persistentes, De forma

consistente, a identificacdo dos anticorpos no soro contra péptidos derivados de
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proteinas do HPV estdo mais presentes em mulheres com cancer do colo de Utero do
que em mulheres saudaveis ou que tiveram infeccdes transitorias (MOSCICKI et al.,
2006).

1.7.1: A Imunidade Inata e HPV

A Imunidade Inata corresponde a primeira defesa do organismo a um dano
tecidual. Compreende-se em wum processo bioldgico complexo que envolve
componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias soluveis, além de
apresentar como sinais clinicos caracteristicos COmo rubor, calor, edema, dor e prejuizo
funcional. Assim, a finalidade desse processo ¢ remover o estimulo indutor da resposta

e iniciar a recuperagdo tecidual local (ABBAS AK, 2003).

Nesse raciocinio, mulheres expostas transitoriamente a infeccdes por HPV, séo
menos propensas a desenvolver respostas de anticorpos ou respostas mediadas por
células, do que as mulheres com infeccdes persistentes, 0 que sugere que a resposta
imune inata pode eliminar rapidamente antigenos antes que haja uma chance de se

desenvolver resposta de memdria (KONYA J, 2001).

1.7.2: Resposta Humoral e HPV:

As respostas humorais as infecgdes ocorrem naturalmente e exercem pouco efeito
protetor contra a persisténcia do HPV ou da doenca. O desenvolvimento de anticorpos
especificos contra 0 HPV é encontrado em mulheres com histéria cronica de exposicao
ao virus. Isso favorece outros mecanismos de escape do virus e ao mesmo tempo a
progressao da lesdo (MOSCICKI et al., 2006).

Entre as mulheres que desenvolvem esta resposta, existe um atraso de varios
meses que reforca a capacidade do HPV para evadir a resposta imune por um periodo de
tempo (De Jong A et. al., 2004).

1.7.3: Resposta Imune Adaptativa e HPV

O aparecimento de infeccdo persistente por HPV demonstra que o sistema imune
inato € muitas vezes contornado. O periodo entre a infec¢do dos queratindcitos basais e

0 aparecimento de lesGes é muito variavel em estudos de historia natural, demonstrando
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assim, a capacidade do HPV em iludir de forma eficaz o sistema imunitario durante
varios meses ou mesmo anos (Moscicki et. al.,, 2001).

Estudo evidénciam boas respostas clinicas quando as respostas imunes sdo
medeiadas por células favorecendo a eliminagdo do virus apés a infecgdo ser
estabelecida. Alvos que aparecem ser importantes no controle do HPV incluem as
oncoproteinas E6 e E7 e da E2 gene (M, 2005)

1.7.4: Citocinas e Perfil de Resposta Imune (Thl/Th2) e HPV:

O modelo de regulacdo imune Thl / Th2 agora bem estabelecida, descreve uma
dicotomia fenotipica entre linfocitos T na identificacdo de subconjuntos de células
TCD4+, T auxiliar ou T helper (Th) que diferem nas citocinas que produzem e nas suas
funcoes efetoras (ZHU, J. & PAUL, 2008).

Tipo de thl (Th1) células efetoras/memoria produzem predominantemente IFN-
y € promovem respostas dirigidas contra agentes patogénicos intracelular e um papel
particularmente importante na resisténcia a infeccdes por micobactérias como também
algumas doencas auto-imunes. Além do IFN- y, sdo responsaveis também pela producéo
dalL-10e IL-2 (ZHU, J. & PAUL, 2008) (Abbas, A.K.; Lichtman, A.H.; Pillai, 2008) .

As células do tipo Th2, sdo responsaveis pela producdo de IL-4, IL-5 e IL-13
(mas ndo IFN- y) e promovem respostas humorais (De Jong A, et. al., 2004). Elas sdo
importantes na inducdo e persisténcia de doencas alergicas, estimulam células B e
inibem ativacdo de macrdfago, resultando em infeccdo progressive (ABBAS, AK.;
LICHTMAN, A.H.; PILLAI, 2008).

Sabendo que os subconjuntos Thl e Th2 se desenvolvem dos mesmos
precursores que sdo os linfocitos TCD4, o padrdo de diferenciacdo é determinado por
estimulos presentes ao longo da cadeia de resposta imunoldgica que podem amplificar
ou mesmo regularizar reposta cruzada entre os subconjuntos. Dessa forma, uma vez que
a resposta imunologica se desenvolve ao longo de uma via, ela pode se polarizar e se
diferencia em um subconjunto. Quanto se avalia o estimulo da inducdo para a
diferenciacéo, interleucinas séo responsaveis tais como IFN- y e a IL-2 sdo indutores do
perfil Thl, e a IL-4, de células Th2 (ABBAS, A.K.; LICHTMAN, A.H.; PILLAI, 2008)
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(ZHU, J. & PAUL, 2008).

Além dos perfis Thl e Th2, outros subtipos como, Th9, Thl7 ou Treg, que
constituem 5-10% do total populacional de células Linfocitos T CD4, estdo envolvidos
na modulacdo das respostas imunoldgicsa, sendo estes principalmente envolvidos na

regressdo de doencas auto-imunes (MICHELIN et al., 2015b).

A resposta imune pode ser evidenciada em certos estudos em que mulheres
assintomaéticas infectadas com DNA de HPV apresentavam resposta Thl contra os
antigenos do HPV enquanto as Tregs foram encontradas em mulheres com cancer. Os
linfocitos de mulheres assintomaticas secretam INF-y, TNF, IL-2, IL-5 em resposta aos
antigenos do HPV. No entanto, linfocitos de mulheres com tumor tinham respostas
muito fracas e secretavam apenas IL-10 em resposta aos mesmos antigenos (De Jong,
A. et. al., 2004). A IL-10 é uma citocina indutora do fen6tipo regulador das células T
(NIEDERKORN, 2008).

Os avangos na compreensdo do sistema imunoldgico como também a definicdo
dos perfis Thl1 e Th2 vem oferecendo novas estratégias terapéuticas. Assim, a
imunoterapia tem o potencial para se tornar uma modalidade de tratamento para
tumores. A imunoterapia com Interferon (IFN) tem sido recentemente usado em lesbes
intra-epiteliais de colo do Utero e cancer cervical invasivo com resultados promissores
(Murta & Tavares-Murta, De 2004; Ferrantini Et Al., 2000); ((MACHADO;
MICHELIN; MURTA, 2011).

1.8- CITOCINAS

As citocinas sdo proteinas produzidos durante a fase de ativacdo e efetora da
imunidade inata e especifica. Sdo secretadas por varios tipos celulares (macréfagos,
leucdcitos, células natural Killer e outras) e agem de maneira autocrina (quando afeta a
propria célula que a produz), paracrina (quando altera céluas vizinhas) e, &s vezes,
endocrinas (quando altera células & distancia, via hematogénica) (LUCEY DR,
CLERICI M, 1996). As respostas imunes sdo mediadas pela liberacdo de diferentes
citocinas que podem influenciar na sintese e na acdo umas das outras formando um

sistema de interrelagdo das citocinas imunorregulatorias.
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As citocinas produzidas ap6s uma infeccdo sdo classificadas como imuno-
estimulante do tipo Thl que sdo os interferons (IFNs), fator de necrose tumoral alfa
(TNF), Interleucina-2 (IL-2) e interleucina-12 (IL-12) que induzem principalmente
imunidade celular, e citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10) que sdo
inibidoras da resposta imune mediada por células e predominantemente induzem

resposta humoral (Clerici et. al., 1994; Mosmann et. al., 1996; Spellberg et. al., 2001).

Figura 4: Perfil das citocinas.

IL: INTERLEUCINAS; INF: INTERFERON; TNF: FATOR DE NECROSE TUMORAL; LT: LINFOTOXINA

Virios estudos demonstram uma mudanga no padrdo do perfil de citocinas em
diregdo ao perfil Th2 a medida que a lesdo promovida pelo HPV se agrava. (SCOTT M,
STITES DP, 1999) (De Jong, A. et. al., 2004) mostram que a resposta Th1 parecem ser
mais importantes no controle da infeccdo do HPV (Anna Barbara Moscicki et. al.,
2006).

As citocinas tipo | que incluem IL-2, a IL-12 e Interferon gama (IFN- y) séo
potentes ativadores da resposta celular imune e tem se demonstrado uma acgéo
antitumoral e anti-metastatica contra os tumores (Clerici M, et. col., 1994).
Adicionalmente, a IL-12 pode regular positivamente (isto é) aumentar a producdo de
IFN- v (Gately MK, et. col., 1994). A IL-2, IL-12 e IFN- y juntamente com Linfécitos T
Citotoxicos (CTL) e células naturais assassinas (Natural Killer -NK) assumem resposta
citolitica mediada por células que fornecem mecanismos de defesa eficaz antitumoral.
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Além disso, a IL-2 pode induzir a transformacdo e ativacdo de células NK que passam
a destruir as células tumorais, melhorando assim a resposta imune(CLERICI et al.,
1997). Quadrol.

Em contraste, as Interleucinas tipo Il (IL-10 em particular) foram associadas
com crescimento e desenvolvimento tumoral. Assim, a producdo de IL-10 encontra-se
aumentada em certos tumores, incluindo canceres Linfociticos B, cutaneas basais e
carcinomas de células escamosas. Além disso, o turmor derivado da resposta tipo I,
apresentam uma acdo antitumoral menor inibindo assim a apresentacdo do antigeno

tumoral as células da resposta inata (Bost K, Bieligk Sc, 1995).

Adicionalmente, as células regulatdrias da resposta imune que expressam as
moléculas CD4 e CD25 e produzem IL-10 e/ou TGF, chamado perfil Th3 e Treg, estdo
também envolvidos em modular a resposta imune, impedindo ou diminuindo as
consequéncias das reacdes de hipersensibilidade e de doencas auto-imunes (Lee et. al.,
2004).

E finalmente, a funcdo das células T auxiliares pode ser analisada em
profundidade, estimulando as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) com
antigenos que ativam a resposta imune através de diferentes T-Helper (CLERICI et al.,
1997).

Figura 5: Citocinas relacionadas com a Neoplasia Intraepitelial Cervical e Infeccdo
pelo HPV. Fonte: (Linsingen, 2008) adaptado.

Resposta

Citocina Acdo Referéncia
Imune
Th1 LTh1 Predisposi¢do as lesdes de alto grau Lee et al, 2004
Th2 LTNF Susceptibilidade a persisténcia viral Kirckpatrick et al., 2004
Th2 TIL-10 Progresséao da les&o cervical Fernandes ef al., 2004
Progressdo da lesdo cervical associada .
Th1 LIFN-y 20 HPV El Sherif ef al., 2001
Progressao da les&o cervical associada
Th2 TIL-10 a0 HPV Stanczuk ef al., 2001
TIL-2, IFN-y , TNF Regressdo de verrugas genitais
Th1 Tartour et al., 1998
L IFN=y Pior prognostico CC
Th2 TIL-4, 1L10 Pior prognéstico em pacientes com NIC Clerici et al 1997
Th1 LIL-2, IFN e HPV '
Th1 L2 F’ro?u;éo diminui com a progress3o da Tsukui ef al. 1996
lesdo
Th2 IL-10 Egﬂ,‘”ag% de infec¢do latente pelo Garzetti et al 1996

——
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1.9-MECANISMOS QUE LIGAM A INFLAMACAO AO CANCER

O meio inflamatorio é ocupado por células tais como macréfagos residentes e
recrutados, DCS, células T, e células NK. Entre estes, macrofagos associados a tumores
(TAMs) e as células T estdo presentes num tumor. As células do sistema imunoldgico
infiltrados neste meio podem exercer efeitos bastante paradoxais durante o

desenvolvimento do cancer (Mantovani et al., 2002).

Dados atuais apontam que a inflamacdo aguda desencadeada por leucdécitos, ndo
exercem mecanismos imuno protetores normais que levem a erradicacdo e a evolugédo
do cancer (imunidade antitumoral). Em contraste, observa-se que mediadores pro-
inflamatdrios produzidos excessivamente e cronicamente podem contribuir para a

promocdo e progressdo tumoral (Smyth et.al., 2004).

No microambiente do tumor, existe um equilibrio delicado entre a imunidade
antitumoral e a atividade pro-inflamatoria originaria do tumor, o que enfraquece a
imunidade antitumoral. Estas atividades vdo depender de diferentes mediadores que séo
liberados pelas células inflamatérias hospedeiras, células cancerosas e outros tipos de
células hospedeiras associados ao tumor (tais como os fibroblastos e células endoteliais)
(Kim, R., Emi, M., Tanabe, K., And Arihiro, 2006). Quando a atividade antitumoral
mediada pelo hospedeiro € mais fraca do que a atividade imunossupressdao mediada por

tumor, as células tumorais sofrem um escape imunolégico e crescem rapidamente.

Em contraste, quando a imunidade antitumoral mediada por hospedeiro € mais
forte do que a atividade imunossupressora mediada por tumor, as células tumorais séo
eliminadas. O resultado liquido desse microambiente inflamatorio persistente é
reforcado pela progressao de tumores, invasdo dos tecidos adjacentes, a angiogénese e
muitas das vezes, a metastases. A ligacdo molecular chave entre a inflamacdo e a
progressao tumoral estd na via de sinalizacdo, a qual € ativada por muitas citocinas pro-
inflamatorias (Lin, W.J., And Yeh, 2005).

1.10- INTERFERON

Interferons (IFNs) foram primeiramente descritos por Isaacs e Lindenmann em
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1957. Sao um grupo de proteinas imunoreguladoras sintetizadas por linfocitos T,
macrofagos, fibroblastos e outros tipos de células, em resposta as infecgdes virais,
exposicdo ao RNA de cadeia dupla, certos polissacarideos, toxinas microbianas e outros
estimulos, tais como varios antigenos tumorais. Eles se ligam a receptores especificos
nas membranas celulares e exibem seus efeitos aumentando a capacidade dos
macrofagos para destruir células tumorais, virus e bactérias e refor¢ando a atividade

citotoxica dos linfocitos T (Yan J, Chen SI, Wang Hn, 2006).

Os IFNs representam um grupo de citoquinas que desempenham importantes
acOes antiviral, antitumoral, imunomoduladora e atividades antiangiogénicas no sistema
imunolodgico. Esta ultima funcdo é de fundamental importancia para a inibicdo da
formacdo de metastases (Woodwort Cd, 1993)(MACHADO; MICHELIN; MURTA,
2011).

Os IFNs podem ser divididos em trés classes principais (alfa, beta, gama) de
acordo com as propriedades fisico-quimicas, as células de origem, o modo de indugéo ¢
de reagdes de anticorpos. Todos esses tipos de IFN tem a funcdo de inibir a expressdo
do RNAm através das proteinas E6 e E7 em células infectadas com o HPV. Estudos in
vitro demonstram a ocorréncia de eventos intracelulares, tais como induc¢do de
determinadas enzimas; supressao da proliferacao celular; atividades imunomoduladoras
como reforco da atividade fagocitica dos macrofagos e aumento da citotoxicidade
especifica de linfocitos para células-alvo e a inibi¢do da replicagdo do virus em células
infectadas. Devido a agdo imunoestimulante e antiviral, o tratamento com IFN ¢
indicado para verrugas, sendo administrado localmente (inje¢des intralesionais e

aplicagdes topicas) ou sistemicamente (injegdes subcutanea e intramuscular) (Yang et.
al., 2009).

Grandes avancos tecnoldgicos tém facilitado a visualizacdo dos mecanismos de
acdo do IFN tipo I. Efeitos antitumorais podem ser mediados através de agdes diretas
sobre a proliferacdo e composicdo de células tumorais e antigenos, ou através de acoes
indiretas, como modulacdo das interacbes de populagdes de células efetoras imunes,
como as células T citotoxicas e células dendriticas, com células tumorais especificas
(Kufe et al., 2003). Os IFNs podem induzir também a apoptose e a ativacdo da cascata

de citotoxicidade especifica de linfocitos para células-alvo (Thyrell L et. al., 2002).
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Além disso, alguns estudos sugerem que o IFN tipo | pode produzir um efeito
anti-tumoral importante, favorecendo o aumento da presenca de células T citotoxicas,

células assassinas naturais (NK) e de células dendriticas (LINDNER, 2002).

Avancos na compreensdo do sistema imunologico e na defini¢do de antigenos de
células tumorais tém levado a novas estratégias terapéuticas. Assim, a imunoterapia tem
0 potencial para se tornar uma extraordinaria modalidade especifica de tratamento para
tumores. A imunoterapia com o interferon (IFN) tem sido recentemente usado nas
lesBes intra-epiteliaias de colo do Utero e céncer cervical invasivo com resultados

promissores (Machado et. al., 2011).

Quanto ao uso de Interferon para o tratamento de NIC iniciou-se nos primeiros
anos de 1980 e talvez, devido as dificuldadesde se obter uma boa resposta clinica,
estudos que abordavam este tipo de tratamento foram praticamente restritos aquela
década. No entanto, depois de alguns anos, verificou-se que certas linhagens de células
eram extremamente sensiveis a este mediador. IFN-o induz apoptose de determinadas
linhas de células, incluindo as células de melanoma, celulas de carcinoma do ovério e
células de mieloma multiplo (CHAWLA-SARKAR, M.; LEAMAN, D.W.; BORDEN,
2001).

1.11: TRATAMENTO E IMUNOTERAPIAS

Segundo o Conselho Federal de Medicina (2002) o tratamento de lesdes de alto
grau busca a reducdo ou a eliminacdo das lesbes causadas pelo HPV. Pode ser feita
através da retirada da lesdo, por métodos fisicos ou quimicos que destroem a mesma, ou
através da imunomodula¢do. Em alguns casos a combinagdo de uma ou mais dessas
opcoes de terapias é recomendada (SNOECK, R; ANDREI, G; DE CLERRQ, 1998).

A escolha da terapia deve ser feita a partir de critérios que levem em conta a
localizacdo da leséo, sua extensdo e agressividade, assim como o estado imunoldgico, a

idade do paciente, a eficicia e os possiveis efeitos colaterais pois, a maioria dos
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tratamentos disponiveis, apesar de possuir alguma eficacia, apresenta uma alta taxa de

recorréncia (Passos, 2008).

Estudos visando a compreensdo de como a tolerancia, a imunidade e a
Imunossupressao regulam a respostas antitumorais, aliadas a terapia alvo, sugerem que a
ativacdo imunolodgica seja o caminho para obter uma resposta longa e duravel nos

pacientes com cancer (Mellman, I.; Coukos, G.; Dranoff, 2011).

O conceito de imunoterapia contra o cancer foi introduzido no final do século
XIX, quando pela injecdo de produtos bacterianos em volta do tumor. Desde entéo,
observacdes como a maior incidéncia de cancer em pacientes imunodeprimidos e uma
maior identificacdo de antigenos e linfdcitos especificos do tumor estimularam
pesquisas visando induzir respostas imunes especificas (LESTERHUIS; HAANEN;
PUNT, 2011).

Desde o inicio de 1980, vérios estudos tém usado Interferon no tratamento de
cancer ginecoldgico com respostas diferentes (Nomelini, et. al.,2007). No caso do
interferon-2a, alguns estudos mostraram remissdo da neoplasia intraepitelial cervical,
variando de 30% a 80% dos casos (Choo et. al., 1986). No caso de cancer invasivo, ha
relatos de cura do carcinoma invasivo da vagina usando Interferon intralesional a-2b
(MURTA, E.F.C.; TAVARES MURTA, 2004).

A utilizacdo de imunomoduladores como tratamento do cancer tem sido muito
empregado atualmente pela capacidade de estimular resposta imune efetora do préprio
hospedeiro a reconhecer os antigenos tumorais e a combater as células infectadas
(NELSON, R. P.; BALLOW, 2003)

2- JUSTIFICATIVA

A necessidade de se desenvolver novos tratamentos clinicos para leses de alto
grau em colo e utero, tem crescido nas ultimas décadas, uma vez que, estdo presentes
cada vez mais em paciente jovens. Observa-se também que a gravidez, tornou-se um
evento cada vez mais tarde na vida das mulheres (MOSCICKI, 2007). Pensando nisso, o

tratamento conservador com Interferon Peguilado subcutaneo pode estar entre as opgdes
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terapéuticas para pacientes em idade fértil, j& que observa-se uma facilidade terapéutica
e posologica além de ndo alterar a anatomia do colo do Utero, fator mais importante,
sendo responsavel pela geracdo de complicacdes durante a gravidez (MICHELIN et al.,
2015a).

O nosso estudo baseou-se na necessidade de avaliarmos o comportamento das
interleucinas durante o tratamento com aplicacdes semanais de IFN Peguilado 2b
subcutaneo através da analise do soro periférico das pacientes com diagndstico de NIC
Il e NIC Il

Esperamos que a partir dos nossos estudos, possamos avaliar os resultados e
facilitar o entendimento das causas que levam determinados organismos a néo
eliminarem as infecgdes por HPV e ao mesmo tempo evoluirem para lesGes pré-

neoplasicas e posteriormente para o cancer.

3- OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é avaliar a resposta imunoldgica atraves da
dosagem seriada de citocinas pelo método de Elisa colhidas de amostras de sangue
periférico em pacientes previamente diagnosticadas com lesdes de alto grau (NIC Il e

NIC I1) durante o tratamento semanal com IFN Peguilato 2-b administrado subcuténeo.

Avaliaremos também:
- Quais vias inflamatorias houveram alteracdes;
- Quantas pacientes obtiveram boa resposta ao tratamento e

- Quantas ndo responderam até o final do tratamento.

4- PACIENTES E METODOS
4.1  CASUISTICA
O presente estudo foi realizado no Ambulatério Maria da Gléria no setor de

Ginecologia e Obstetrica do Hospital de Clinicas da UFTM com pacientes selecionados
aleatoriamente com o diagndstico histoldgico de Neoplasia Intraepitelial Cervical de
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alto grau NIC 1l e NIC 11I.

A triagem e o seguimento das pacientes foram realizados pelo servico de
colposcopia oncologica no qual eram oferecidos a paciente varias formas de tratamento,
incluindo desde LEEP/CAF, Conizagdo, Histerectomia em alguns casos ou o IFN
Peguilado 2b. O trabalho obteve aprovacdo do comité de ética em pesquisa da
Universidade e a analise das amostras foram realizadas pelo Instituto de Pesquisa em

Oncologia (IPON) e pelo servico de Patologia.

As pacientes foram selecionadas seguindo os critérios de inclusdo e exclusao
observados e aprovados pelo Comité de Etica. Para atender aos objetivos do estudo para
o tratamento com IFN as pacientes respondiam a um questionario como pré-requisito. e
as informacdes eram passadas de forma didatica e suscinta para que ndo houvesse erro
de interpretacdo. Estando esclarecidas e de acordo em participar, assinavam o “Termo
de Consentimento Livre” (Anexo-1). Uma cOpia ficava com a paciente e uma outra em

anexo ao trabalho como também arquivadas em prontuério médico (SAME).

Os critérios para inclusao no estudo séo:
- Auséncia de sangramento durante o exame;
- Colposcopia satisfatoria;
- Nao utilizacdo de antibidticos orais, fungicidas ou cremes vaginais durante
o0s 30 dias anteriores;
- Sem atividade sexual por dois dias que antecedem a coleta de amostra;

- Ssem historico prévio de tratamento para HPV.

Os critérios de exclusdo no estudo sdo:
- Doencas imunossupressoras;
- Fumantes;
- Cardiopatias graves, alteracGes na funcédo renal ou hepaética;
- Gravidez;

- Intolerancia relatada ao IFN.

O estudo compreendeu 17 pacientes as quais foram submetidas incialmente a

colheta de 2 tubos a vacuo contendo 4ml de sangue por paciente contendo
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anticoagulante EDTA, esse material foi encaminhado ao Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON).

Apbs a colheta de sangue para obtencdo do soro, a mesma era submetida a exame
ginecoldgico com exposi¢do do colo do Utero através da introducdo de um espéculo
vaginal sendo coletado secrec¢do vaginal como também biodpsia dirigida do colo uterino

pela colposcopia. Material também encaminhado para o IPON e para a Patologia.
Em seguida era feito a aplicacdo do IFN Peguilado 2b a uma dosagem de 80 mcg
/0,5 ml por via subcutaneo abdominal sendo administradas 01ampola semanal durante 6

semanas sob orientacdo e acompanhamento médico.

Figura 6: Descricdo das etapas do procedimento.

12 Colheta de
Sangue / 12

32 Colheta de
Sangue/ 62

22 Colheta de Néo hé Coleta
Sangue /32 de Sangue/ 42

Aplicagdo de
I[FN

Aplicagdo de Aplicagdo de
IFN IFN

Aplicagdo de
IFN

Todas as 17 pacientes selecionadas aderiram e passaram por todas as etapas do

estudo sem que houvesse desisténcia ou perda de seguimento.

4.2  APLICACAO DO INTERFERON

Foi usado neste trabalho o Interferon Alfa-2b 80 mcg/0,5 ml (Shering-
Phough®). Cada caixa da medicacdo € composta de um frasco-ampola com pé
liofilizado acompanhado de ampola com diluente de 1,0 ml que foram acondicionados
em geladeira a temperatura de 4° C. O medicamento foi mantido fora do refrigerador
porcerca de 15 minutos antes de sua utilizagéo.

Para a reconstituicdo foram adotados os seguintes passos (orientados na bula da

medicaco):
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1-Retirou-se o lacre de plastico do frasco-ampola pé liofilizado;

2- Fez-se a limpeza da superficie da tampa com algod&o umedecido com alcool;
3- Abriu-se a ampola de diluente e, com auxilio de uma seringa, retirou-se a
agua da ampola de diluente;

4- Perfurou-se a parte central da tampa do frasco-ampola do liofilizado e injetou-
se o diluente vagarosamente;

5- Agitou-se suavemente aguardando a completa dissolucédo do liofilizado;

6- Retirou-se com o auxilio de uma seringa de 1ml a solucéo reconstituida.

As aplicagOes foram feitas utilizando-se seringa de 1,0 ml e agulha 13 x 0,45
uma vez por semana durante 6 semanas consecutivas, perfazendo um total de 6

aplicacdes.

Antes de iniciarem o tratamento, foram solicitadas as dosagens de marcadores da
funcdo renal (Ureia e Creatinina), funcdo hepatica (AST e ALT), Hemograma,
sorologias (HIV, AG-HBS, ANTI-HCV E VDRL) juntamente com B-HCG uma vez

que haveria a possibilidade de influéncia do interferon nestes fatores.

4.3 COLPOSCOPIA

Hinselmann, pioneiro da colposcopia na Alemanha, publicou o primeiro artigo
sobre esta técnica em 1925, tendo descrito as principais lesdes benignas e malignas do
colo do Utero (H.VERBESSENUNG, 1925).

Nesta técnica, provido de um colposcépio (microscépio binocular constituido por
um sistema de lentes e uma poderosa fonte de luz) e com o colo uterino visualizado,
aplicava-se incialmente &cido acético a 5% no cérvix. Neste momento a localizacéo da
juncéo escamocolunar é um passo importante na interpretacdo da colposcopica. O acido
acético provoca edema dos tecidos e coagulacéo superficial das proteinas intracelulares,
reduzindo a transparéncia do epitélio e nos casos de lesdes de alto grau (NIC Il e
NICIII) o branqueamento.
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Ap0s o &cido acético, aplica-se solucdo iodada a 1%, formada por 2 g de iodo e 4
g de iodeto de potéssio, diluidos em 200 ml de agua destilada (LUGOL). Este provoca

uma coloracéo acastanhada escura proporcional a concetracédo de glicogénio.

E por fim, o uso de Bissulfito como método de realce das lesdes previamente
identificadas pelo LUGOL e Acido Acético.

A classificacdo colposcépica utilizada no presente estudo seguiu a normatizacao
da Internacional Federation for Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC)
determinada em Roma, no ano de 1990 (STAFL & WILBANKS, 1991). De acordo com
essa classificacdo, sdo considerados achados normais o epitélio pavimentoso original, o
epitélio cilindrico e zona de transformacdo normal. Os critérios de anormalidade sdo
divididos, de acordo com a sua gravidade, em lesdes maiores e lesdes menores. S&o
consideradas lesGes menores as que apresentam epitélio acetobranco fino, mosaico
regular, leucoplasia fina e vasos tipicos. JA as lesbes maiores caracterizam-se por
epitélio branco espessado, mosaico irregular, pontilhado irregular, leucoplasia espessada

e vasos atipicos.

Observados os critérios de inclusdo e excluséo, as pacientes selecionadas acima,
ja biopsiadas para lesdo de alto grau, foram devidamente encaminhadas para a
realizacéo de colposcopia em nosso servi¢o de Colposcopia da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro (UFTM) para a coleta de material na 1% 3% e na 6% semana. Tudo
documentado em prontuario médico (SAME) e no sistema de imagem integrado a

colposcopia através de videocolposcopio (Programa “Software” Video Diagnose®).

As bidpsias, 1% e 62 semanas, foram realizadoas com auxilio de pincas de Thomas
Gaylor de 24 cm, 2 mm. Os fragmentos foram imersos em solucdo de formaldeido e
encaminhados para estudo anatomo-patolégico para avaliacdo da resposta ao

tratamento.

4.3.1- IMAGENS DA COLPOSCOPIA (2014-16).

Todas as imagens colpocépicas foram salvas em um banco de fotos no

Laboratorio de Colposcopia do Departamento de Ginecologia do Hospital de Clinicas.
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Foram feitas no sistema de imagem integrado a colposcopia atraveés de

Videocolposcopio (Programa “Software” Video Diagnose®).

Figura 7: “Grupo Boa Resposta”: Visdo Colposcopica direta com preparo do colo do
utero, sem e com Lugol (Teste de Schiler). Observa-se Boa Resposta ao tratamento com
IFN 2b Peguilado, sendo as imagens 1 e 2 pré-tratamento e 3 e 4 pos-tratamento.
Visualiza-se a regressdo da area Aceto Branco e Teste de Schiler positivo.
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Figura 8: “Grupo Boa Resposta” Visdo Colposcopica direta com preparo do colo do
utero, sem e com Lugol (Teste de Schiler). Observa-se Boa Resposta ao tratamento com
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IFN 2b Peguilado, sendo as imagens 1 e 2 pré-tratamento e 3 e 4 pos-tratamento.
Visualiza-se a regressdo da area Aceto Branco e Teste de Schiler positivo.

Figura 9: “Grupo Ma Resposta”Visdo Colposcépica direta com preparo do colo do
Gtero, sem e com Lugol (Teste de Schiler). Observa-se Ma Resposta ao tratamento com
IFN 2b Peguilado, sendo as imagens 1 e 2 pré-tratamento e 3 e 4 pos-tratamento.
Manteveram-se inalteradas. Areas acebrancas sem regresséo. Teste de Schiler negativo.

& Al

Figura 10: “Grupo Ma Resposta”Visdo Colposcopica direta com preparo do colo do
tero, sem e com Lugol (Teste de Schiler). Observa-se Ma& Resposta ao tratamento com
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IFN 2b Peguilado, sendo as imagens 1 e 2 pré-tratamento e 3 e 4 pds-tratamento.
Manteve-se inalteradas. Areas acebrancas sem regresséo. Teste de Schiler negativo.

4.4 ANATOMO-PATOLOGICO

Foi realizado estudo anatomo-patolégico dos fragmentos de bidpsia de colo uterino
embebidos em parafina, pelo Servi¢o de Patologia Cirdrgica do Hospital Escola-UFTM.
Todos os dados clinicos, laboratoriais e histologicos tanto da 12 quanto da 6 bidpsia
foram devidamente arquivados em banco de dados especifico para o estudo e analizados
conjuntamente na resposta final de cada paciente submetidas ao tratamento.

4.5 DADOS CLINICOS

As informacdes clinicas, tais como o historico de cada paciente, foram obtidos da
revisao dos prontuarios médicos. Dados como o passado obstétrico, sorologias, idade,
doengas de base, medicagdes, entre outros, foram observadas antes do tratamento. A
cada aplicacdo semanal do IFN, as pacientes eram vistas e acompanhadas com

anamnésia médica e anotadas em prontuario.

4.6 COLETA DO SANGUE PERIFERICO

As pacientes selecionadas para este trabalho foram submetidas a coleta de
sangue periférico através de puncao venosa supercial de vasos em membros superiores
com o0 uso de escape n° 23. As amostras eram idendificadas pelo Nome e RG do
Hospital de Clinicas. Apds a coleta, o material era acondicionado em estantes e

armazenado sob refrigeracéo.

O sangue era acondicionado em tubos e em seguida identificado, garantindo
assim maior confiabilidade nas amostras colhidas. Logo em seguida o material era
transportado ao laboratério (IPON).

4.7  METODOLOGIA

4.7.1 ELISA
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As citocinas presentes no soro das pacientes, previamente identificadas, foram
dosadas pelo método ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) tipo sanduiche,
utilizando pares de anticorpos monoclonais comerciais disponiveis da BD OptEIATM.
Foram analisadas as citocinas (IL-1pB, IL-2, IL-12, TNF, IFN-y, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-8
e IL-10).

Os ensaios foram realizados seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.
Para tanto, foram utilizadas placas com 384 pocos de fundo chato sensibilizadas com 25
ul de anticorpos monoclonais especificos para a captura da citocina. Posteriormente a
cada poco foi adicionado 25 ul de ocitocina padrédo recombinante seguindo diluigdes
seriadas 1:2 com solucdo base seguindo as concentracdes iniciais indicadas para cada

citocina.

Nas outras fileiras foram adicionados 25 ul por pogo de amostra de soro das
pacientes. As placas foram incubadas em temperature ambiente por 2 horas e
posteriormente lavadas por cinco vezes com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) + Tween 20%. Logo em seguida foram adicionados 25ul por poco do anticorpo

detector da citocina a ser dosada.

As placas foram incubadas novamente por 1 hora em temperature ambiente e
novamente lavadas por cinco vezes com PBS + Tween 20 %. Na etapa seguinte foram
adicionadas 25 ul/poco de TMB Substrato Reagente Set (BD 23 OptEIATM) com
incubacdo de 30 minutos e em seguida foram adicionados 12,5 ul/pogo de é&cido
fosforico para bloqueio da reacdo. Apos adicdo do &cido fosforico a leitura da placa de
Elisa foi realizada através do leitor automatic Spectramax 384 Plus, sendo os resultados

obtidos pela diferenca entre as absorbancias 450 e 570nm.
A concentracdo de citocinas encontrada foram determinadas em pg/ml através da
comparagdo com as absorvancias obtidas em uma curva padrdo da respectiva citocina

recombinante a ser realizada simultaneamente.

4.8 ANALIE ESTATISCA
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Através da analise dos dados obtidos e armazenados pelo médoto ELISA, com a
dosagem sérica de citocinas colhidas de forma seriada, obtivemos quatro tabelas que
mostram a evolucdo do tratamento sendo que algumas pacientes responderam bem
enguanto que outras mantiveram o mesmo diagnostico. Em um total de 17 pacientes, na
Tabela 4, verifica-se 4 pacientes com NIC Il (24%) contra 13 com NIC Il (76%) figura
5. Ja na Tabela 5, completa, com todos os dados pré e pds tratamentos, temos uma
melhor avaliacdo do tratamento, podendo dividi-las em pacientes com boa e ma
resposta. Para tanto, fez se o uso da média Wilcoxon Matched Paires Test e Mann
Whitney test pelo software GraphPad Prism 6%, e os valores observados a significancia
com p menor que 0,05 (p<0.05).

Tabela 3 - Diagnostico e nimero de pacientes iniciamente selecionadas para o estudo.

Diagnéstico Pacientes Numero (n)
NIC I 4 n=4
NIC Il 13 n=13
Total 17 n=17

Fonte: Do Autor, 2016

NUMERO DE PACIENTES

ENICII
ENICIII

Figura-11 Distribuicdo dos Pacientes conforme a lesdo inicial.

Tabela 4- Diagnostico Inicial e Final das bidpsias de todas as pacientes e conduta
tomada em cada caso, ap0s 0 termino do tratamento
Diagnéstico Diagnostico
Inicial Final

1 38 NIC 11 NIC /HPV BOA RESPOSTA  SEGUIMENTO

Pacientes Idade Resposta/Falha Conduta
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14
15

16
17

34
47

60
32
82
37
34
33
26
18
35

36

42
54

28
35

NIC I

NIC III

NIC III
NIC III
NIC III
NIC I
NIC III
NIC III
NIC III
NIC I
NIC III

NIC III

NIC I

NIC I

NICII

NIC I

NIC IT

CERVICITE
CRONICA/
METAPLASIA

NIC III
NIC III
NIC III
NICII
NIC II/HPV
NIC III
HPV
NIC IT

NIC III

CERVICITE
CRONICA
LEVE/
ESCAMOSA

NIC I/ HPV

MUCOSA
ESCAMOSA/
HPV
CERVICITE
CRONICA
ESCAMOSA

NIC III

MARCO AURELIO TROVO

SEM RESPOSTA

BOA RESPOSTA

SEM RESPOSTA
SEM RESPOSTA
SEM RESPOSA
SEM RESPOSTA
BOA RESPOSTA
SEM RESPOSTA
BOA RESPOSTA
SEM RESPOTA
SEM RESPOSTA

BOA RESPOSTA

BOA RESPOSTA

BOA RESPOSTA

BOA RESPOSTA

SEM RESPOSTA

CAF/LEEP
SEGUIMENTO

CAF/LEEP
CONIZACAO
CONIZACAO

CAF/LEEP

CAF/LEEP
CONIZACAO

SEGUIMENTO

CAF/LEEP

CAF/LEEP

SEGUIMENTO

CAF/LEEP

SEGUIMENTO

SEGUIMENTO

CAF/LEEP

Fonte: Do Autor, 2016

5- RESULTADOS

5.1- DIRECIONAMENTO DO ESTUDO.

A Tabela 4, mostra o0 panorama geral de todas as pacientes pré e pds tratamento,

com as suas respectivas respostas. Foram colocadas em ordem cronoldgica de

didgnostico e tratamento as quais foram submetidas. Ao término do tratamento, as

pacientes com ou sem resposta, voltaram a seguimento colposcépico de origem e foram

submetidas as condutas preconizadas pelo servigo de Onco-Colposcopia da UFTM. As

que tiveram uma boa resposta, foram para o seguimento cito-colposcopia de 6/6 meses

e, as que ndo tiveram resposta adequada, foram indicadas procedimentos como

CAF/LEEP (Ambulatorial) ou Conizacdo (Bloco Cirurgico). Todos realizados nas

dependéncias do Hospital de Clinicas da UFTM.
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Tendo por base os resultados obtidos durante a evolugdo como também a
regressdo das lesdes, podemos enquadrar as pacientes em dois grupos: “Grupo 17 - as
que tiveram boa resposta ao tratamento com IFN 2b peguilado e “Grupo 2” - as que ndo
responderam ao tratamento proposto (falha terapéutica). Disponibilizamos para tanto de
duas tabelas, Tabela 5 e Tabela 6, respectivamente, com o nimero de pacientes e as suas
repostas. Nessas tabelas temos o diagndstico inicial e ao final do tratamento.

Tabela 5- Relacdo das pacientes selecionadas do “Grupo Boa Resposta”.

. Diagnostico Pré- Diagndstico Pos-
Paciente
tratamento tratamento

1 NIC 1l NIC I/HPV
3 NIC II CC/ Mt
8 NIC Il NIC lI/HPV
10 NIC 1l HPV

13 NIC 1l CC/Mi
14 NIC 1l NIC I/ HPV
15 NIC 1l HPV / ME2
16 NIC 1l CCL / MEM3

Fonte: Do Autor, 2016

ICervicite cronica/metaplasia imatura

2 Mucosa escamosa

3Cervicite cronica leve/Metaplasia escamosa madura

A Tabela 5, “Grupo Boa Resposta” com um total de 8. Dessas que tiveram boa
resposta, 2 evoluiram para CAF/LEEP por regredirem de NIC IIl para NIC Il e 1
paciente, lesdo de baixo grau (NIC 1), seguimento ambulatorial de 6/6 meses.

Tabela 6- Relagdo das pacientes selecionadas com “Grupo Ma Resposta”.

Paci Diagnéstico Pré- Diagnéstico Pos-
aciente
tratamento tratamento
2 NIC Il NIC I
4 NIC I NIC I
5 NIC 11l NIC 11l
6 NIC 11l NIC 11l
7 NIC I NIC I
9 NIC 11l NIC 1lI
11 NIC I NIC I
12 NIC 11l NICIII
17 NICIII NICIII

Fonte: Do Autor, 2016
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A Tabela 6, “Grupo Ma Resposta”, incluiu 9 pacientes, nas quais se observou
falha terapéutica e que, apds o término do tratamento com IFN 2b Peguilado, foram

submetidas a procedimentos cirargicos (CAF/LEEP ou Conizacao).

Numero de Pacientes

i Boa Resposta & Ma Resposta

Figura-12. Representa a proporc¢ao de pacientes com Boa e M& Resposta.

Numero de Pacientes

i Conizagdo @ CAF/LEEP

Figura-13. Representa a proporcéo de procedimentos realizados ao final do tratamento
com as pacientes que persistiram com a lesdo de alto grau tanto NIC Il quanto NICIII.
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TRATAMENTO COM IFN-2B

14
12
10

oS N OB O
|

NICI NICII NICIII AUSENCIA

u PRE-TRATAMENTO  ® POS-TRATAMENTO

Figura-14. Representa a evolucdo diagndstico do inicio ao final do tratamento.

5.2.  ANALISE DAS CONCENTRAGCOES SERICAS DAS INTERLEUCINAS.

As figuras abaixo monstram as variagdes das Concentracbes Seéricas das
Interleucinas colhidas das pacientes durante o estudo. Por meio de métodos estatisticos,
através de graficos, avaliou-se a Média e a Mediana. Didaticamente foram separados em
quatro grupos representados por letras de A-D:

A: Grupo Amostra Geral,

B: Grupo Boa Resposta;

C: Grupo Ma Resposta;

D: Grupo Boa X M& Resposta
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Figura 15: Concentracdo Sérica da IL-10 Amostra Geral A) Concetracdo da I1L-10
nas amostras de soro colhidas de todos os pacientes em um total de 3 amostras durante o

tratamento com IFN 2b Peguilado.

Na figura acima, na Amostra Geral, pelo método de Kruskal-Wallis test, as
concentragfes da IL-10 apresentaram significancia estatistica p=0,0337. Avaliando-se
por outro método, Wilcoxon matched-pairs signed rank test, as concentracdes
apresentaram entre a 1% e a 22 colheta de amostra uma significancia estatistica
*p=0,0313. Fato que nao foi observado quando se comparaa 12 e a 32 ou entre a 22 e 32

amostra pelo mesmo teste.

IL-10 Amostra Geral

10000 A
*p=0,0313

5000
1137,59

Concentragdo (IL-10 pg/mL)

Al Amostras
Figura 16: 1 A’): Média e Tendéncia do IL-10 na Amostra Geral. A’) O Grafico das

médias e tendéncias da IL-10. O aumento da concentracdo da interleucina IL-10,
observado sobretudo entre 12 (0,00) para a 22 (1137,59) amostras *p=0,0313.
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Figura 17: Concentracdo Sérica da IL-10 Boa e Ma Resposta. Nesta figura a
concentracdo da IL-10 avaliada em dois grupos, Boa (B) e Ma Resposta (C) ao uso de
IFN. Em ambos, com analise com Kruskal-Wallis test, sem significancia estatistia.

Analisando as amostras nos dois grupos de IL-10, as concentracfes dos grupos
B e C, ndo foram evidenciadas significancias estatisticas entre eles como também no
grupo D. No grupo de B, Kruskal-Wallis test p= 0,1545 enquanto que C p=0,1319.

Quando analizamos as concentracfes da I1L-10 pelo método de Mann Whitney
test ndo tivemos signficancia estatisticas, entre todas as relacées de Boa e Ma respostas.
No grupo D, relagdo 1% amostra Boa e M& Resposta Mann Whitney test p>0,9999; 22
amostra p=0,6769 e na 32 amostra p=0,1353.

400 A
300

200 A

100 A |

EE—

Concentragdo (IL-4 pgimL)

n ] L )
~ 2% 5
A

A mostras

Figura 18: Concentracdo Sérica da IL-4 Amostra Geral. Nesta figura as
concentracdes da IL-4 durante as aplicacdes de IFN peguilhado 2b por seis semanas,
através da coleta do soro 12, 22 e 3 2 amostras. Ndo houve significancia estatistica.

A IL-4 na Amostra Geral, na avaliagdo da concentragédo, ndao houve significancia
estatistica Kruskal-Wallis test p=0,8200.
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Figura 19: Concentragdo Sérica da IL-4 Boa e M& Resposta. Nesta figura a
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concentracédo da IL-4 em dois grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com analise

com Kruskal-Wallis test sem significancia estatistica.

Wilcoxon matched-pairs signed rank, a concentragéo de IL-4, ndo se observou

signifcancia estatistica entre os grupos B e C.

Analisando pelo método Mann Whitney, o grupo D néo se obervou significancia

entre as concentragfes, com 1% amostra Boa e Ma Resposta p=0,7906; 22 amostra

p=0,1662 e na 3% amostra p=0,3148.
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Figura 20: Concentracdo Sérica da IL-8 Amostra Geral. Avalia a Concentracao da
IL-8 entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
coletado durante as 6 aplicacdes. Na Amostra Geral sem significancia estatistica.

O gréfico, sem significancia Estatistica, Kruskal-Wallis test p=0,8667.
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Figura 21: Concentragdo Sérica da IL-8 Boa e Ma Resposta. Avalia a concentragao
da IL-8 em dois grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com andlise Kruskal-

Wallis test sem significancia estatistica.
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Kruskal-Wallis test nas amostras do grupo B p=0,9116 e C p= 0,9468.

Mann Whitney test no grupo D auséncia de significancia estatistica. Na relacéo
12 amostra Boa e Ma Resposta Mann Whitney test p=0,9336; 22 amostra Boa e Ma
Resposta p=0,8619 e na 3% amostra Boa e Ma Resposta p=0,7214.
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Figura 22: Concentracdo Sérica da IL-2 Amostra Geral. Grupo A) Concentracdo da
IL-2 entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
durante as 6 aplicacdes.

N&o houve significancia estatistica com Wilcoxon matched-pairs signed rank
test e Kruskal-Wallis test com p=0,2770.
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Figura 23: Concentracdo Sérica da IL-2 Boa e Ma Resposta. Concentracdo da IL-2
em trés grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com andlise Kruskal-Wallis test
sem significancia estatistica.
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Amostras do Grupo B Kruskal-Wallis test p= 0,7730 e grupo C p=0,2743.
Quando se compara no grupo D, Boas e Ma resposta, Mann Whitney, ndo houve
significancia estatistica. Na relacdo 1* amostra Boa e M& Resposta (p=0,7278); 22

amostra Boa e Ma Resposta p=0,1097 e na 3% amostra Boa e Ma Resposta p=0,4976.
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Figura 24: Concentracdo Sérica da IL-13 Amostra Geral Grupo A) Concentracao da
IL-1; entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
durante as 6 aplicagdes.

A concentracdo da IL-1 na Amostra Geral, ndo tivemos significancia estatistica
com Kruskal-Wallis test p=0,7771.
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Figura 25: Concentracdo Sérica da IL-13 Boa e Ma Resposta: Concentracao da IL-1
em trés grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com andlise Kruskal-Wallis test
sem significancia estatistica. Amostras no grupo B Kruskal-Wallis test p= 0,5636 e C
p=0,8759.
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Quando comparamos as concentracdes dos dois grupos (Boa e Mé& Resposta) D
ndo observamos significancia estatistica. Na relacdo 1* amostra Boa e M& Resposta
Mann Whitney p=0,5765; 2% amostra Boa e Ma Resposta p=0,7719 e na 3% amostra Boa
e Méa Resposta p=0,4244
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Figura 26: Concentracdo Sérica da IL-6 Amostra Geral. Grupo A) Concentracdo da
IL-6 entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
durante as 6 aplicacdes. Significancia estatistica na amostra geral com p=0,0241.

No grupo A, observa-se significancia estatistica com p=0,0241 kruskal-Wallis

test e entre a 12 e a 32 amostras mais evidente com **p=0,0084 Mann-Whitney test.
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Figura 27: Concentracdo Sérica da IL-6 Boa e Ma Resposta. Concentracéo de IL-6
em trés grupos, B, C e D ao uso de IFN. Nas pacientes do grupo C houve significancia
estatistica, fato também encontrado ao analisar o grupo D. Na amostra do grupo C,
kruskal-Wallis test p=0,0331 e entre a 12 para a 3* amostra, uma significancia estatistica
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com *p=0,0106 Mann-Whitney test. Pelo método Mann Whitney test grupo D, observa-
se significancia estatistica com p=0,0213 entre a comparac¢do das 3% amostras do Grupo
Boa e Ma Resposta com *p=0,0359.
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Figura 28: Média e Tendéncia da IL-6 Ma Resposta Verifica-se um aumento da
concentragéo da IL-6.

Neste gréafico, nas pacientes com Ma& Resposta, observa-se aumento da
concentracdo da IL-6 com p=0,0331 kruskal-Wallis e p=0,016 Mann-Whitney entre 12 e
a 3% amostra.
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Figura 29: Concentracdo Sérica da IL-12 Amostra Geral. Grupo A) Concentracdo
da IL-12 entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do
soro durante as 6 aplicagfes. No grupo A, quando se avalia a concentragdo das amostras
12 e 22 observa-se uma tendéncia estatistica com *p= 0,0577 Wilcoxon matched-pairs
signed rank test.
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Figura 30: Concentracdo Sérica da IL-12 Boa e Ma Resposta. Concentracdo da IL-
12 em trés grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com analise (Kruskal-Wallis
test) sem significancia estatistica. No Grupo B, a concentracdo de IL-12 entre a 12 e a 22
amostra, apresentou p=0,0781 Wilcoxon matched-pairs signed rank.

Mann Whitney test no grupo D auséncia de significancia estatistica. Na relacao

12 amostra Boa e M& Resposta p=0,9319; 22 amostra Boa e Ma Resposta p=0,9826 e na
3% amostra Boa e M& Resposta p>0,9999.
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Figura 31: Concentracdo Sérica da IFN Amostra Geral. Grupo A) Concetracdo de
IFN nas amostras colhidas de todos os pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3
amostras colhidas do soro durante as 6 aplicagdes. Com significancia estatistica. No
gurpo A Kruskal-Wallis test p=0,0123. Aumento na concentracdo de IFN, com um
importante ganho estatistico entre a 2% com a 3% amostra Wilcoxon matched-pairs signed
rank test **p=0,0046. Entre a 12 com a 3% amostra auséncia de significancia com p=
0,0887.
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Figura 32: Média e Tendéncia do IFN na Amostra Geral. Verifica-se aumemto da
concentracéo da 22 (60,9429 pg/ml) com a 32 (149,049 pg/ml) amostra **p=0,0046.
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Figura 33: Concentracdo Sérica da IFN Boa e Ma Resposta. Concentracdo de IFN
em trés grupos, B, C e D com uso de IFN.

No primeiro grafico, grupo B, observa-se aumento da mediana, com um
aumento da concentragcdo do IFN com Kruskal-Wallis p= 0,0475. Ao passo que, nas
pacientes do grupo C, M& Resposa, observou-se aumento da concentracdo, com
aumento da mediana, entre a 2% com a 32 amostra com Wilcoxon matched-pairs signed
rank *p=0,0195.

No grupo D auséncia de significancia estatistica. Na relagdo 1% amostra Boa e
Ma Resposta p=0,4791; 22 amostra Boa e Ma Resposta p=0,4170 e na 3% amostra Boa e
Ma Resposta p=0,5893 pelo Mann Whitney test
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Figura 34: Media e Tendéncia do IFN Boa Resposta Verifica-se aumemto da

concentracdo da 22 (51,6744 pg/ml) para a 3% (114,949 pg/ml) amostra com significancia
*p=0,0278 Mann Whitney test.
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Figura 35: Concentracéo Sérica da TNF Amostra Geral. Grupo A) Concentracdo de

TNF entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
durante as 6 aplicacdes.

Na avaliacdo das concentracbes de TNF na Amostra Geral, ndo houve
significancia estatistica com Wilcoxon matched-pairs signed rank test e Kruskal-Wallis
test p=0,5889.

44

——
| —



MESTRADO MARCO AURELIO TROVO

TNF Boa Resposta TNF M& Resposta TNF Boae Méa Resposta

801 1501 1501

60

1004 1007

401

201 &

Concentracdo (TNF pg/mL)

Concentracao (TNF pg/m L)

Concentracdao (TNF pg/mL)

éééﬁ

N
'\f’b'b BOA MA

B Amostras Amostras D Amostras

Figura 36: Concentracdo Sérica da TNF Boa e Ma Resposta. Avalia a Concentracdo
de TNF em trés grupos, B, C e D ao uso de IFN. Em ambos, com anélise Kruskal-
Wallis test sem significancia estatistica.Kruskal-Wallis test nas Amostras do grupo B
p=0,4831 e C p= 0,5426. Mann Whitney test no grupo D auséncia de significancia
estatistica. Na relacdo 1* amostra Boa e Ma Resposta p=0,9336; 22 amostra Boa e Ma
Resposta p=0,5947 e na 3% amostra Boa e M& Resposta p=0,1981.
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Figura 37: Concentragdo Sérica da TGF Amostra Geral.Grupo A) Concentracdo de
TGF entre as pacientes tratadas com IFN 2b Peguilado, nas 3 amostras colhidas do soro
durante as 6 aplicagdes.

Amostra geral, grupo A Kruskal-Wallis test p= 0,1143. Entre a 1% com a 22
amostra, avaliando a concentracdo do TGF, houve significancia estatistica Mann
Whitney *p=0,0400.
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Figura 38: Média e Tendéncia do TGF na Amostra Geral. Verifica-se aumento da
concentracdo da 12 (695.495 pg/ml), 22 (1033.42) até 32 (1414,23 pg/ml).

Amostra geral sem significancia estatistica p=0,1143, porém quando se analisa a
concentracdo da 1% (695.495) com a 22 (1033.42) evindencia significancia estatistica
com p=0,0400.
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Grafico 39: Concentracdo Séerica da TGF Boa e Ma Resposta. Concentracéo do TGF
em cada grupo, B, C e D com aplica¢do semanal do IFN 2b Peguilado.

No grupo B, sem significancia estatistica com Kruskal-Wallis test p=0,0954 e no
grupo C Kruskal-Wallis test p=0,2054.
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Mann Whitney test no grupo D, sem significAncia, 12 amostra Boa e M4
Resposta p=0,2941; 22 amostra Boa e M& Resposta p=0,9390 e na 3% amostra Boa e Ma
Resposta p=0,0808.
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Figura 40: Média e Tendéncia do TGF Ma Resposta. Verifica-se aumento da
concentracdo da 12 (953,407), 22 (1.003,77 pg/ml) até 32 (1655,04 pg/ml) amostra com
p=0,2054.

6.0 DISCUSSAO

Diante da eficacia do uso de interferon (IFNa-2b) intra-lesional demonstrada em
alguns estudos como Murta e Tavares (2004); Misson (2010); Ramos (2010) optou-se
entdo por fazer o uso de IFN 2b Peguilado subcutdneo por varios motivos e vantagens
como a maior facilidade e compreencéo das pacientes, sem necessidade de exposic¢ao do
colo uterino, reducdo do numero de doses semanais, comodidade posoldgica, maior
assiduidade da paciente ao tratamento independente do periodo menstrual e maior

controle da coleta do material.

Sabendo que os estagios pré-invasivos do cancer do colo uterino tém uma
relacdo direta de fatores virais envolvidos ao nivel molecular, o IFN serve como um
bom modelo para investigar os tratamentos alternativos usando a imunoterapia. Assim,
0 nosso estudo visou avaliar a influéncia da terapia imunologica em pacientes com
lesGes de alto grau NIC II/11l dosando e avaliando o comportamento das interleucinas

no soro periférico de pacientes durante o tratamento com IFN 2b Peguilado.
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Com a andlise dos dados colhidos neste trabalho, com um grupo total (n=17)
pacientes, todas com lesfes de alto grau NIC II/111, tratadas com IFN Peguilado 2-b
subcuténeo (periumbilical), tivemos 8 pacientes (47,05%) com boa resposta ao passo
que 9 pacientes (52,95%) ndo responderam ao tratamento, na avaliacdo histologica das
amostras. Foram avaliadas a expressdo das citocinas: 1L-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, TNF, IFN e TGF de uma forma geral como também em dois grupos: Boa e
Ma resposta. Tivemos respostas muito semelhantes quando comparadas aos trabalhos

realizados anteriormente.

Avaliou-se as concentracGes das citocinas no estudo separadamente em quatro
grupos (A, B, C eD). O grupo A representou a concentracdo da citocina na Amostra
Geral (com todas as pacientes); grupo B, pacientes que tiveram Boa Resposta; grupo C,

Ma Resposta e grupo D a relagéo entre os grupos B e C.

De uma forma geral, observou-se que, que algumas citocinas com perfil Thl
tiveram aumento na concentracdo nas pacientes com “Boa Resposta” o que por outro
lado, nas pacientes do grupo “Ma Resposta”, um aumento de algumas citocinas perfil
Th2. (Clerici M, 1994) ja descrevia um aumento da secrecéo de citocinas de padrao Th2

e redugdo de citocinas de padrdo Thl em pacientes com lesdes de alto grau.

Diante das citocinas avaliadas em nosso estudo, como de esperado em outras
analises, houve um aumento progressivo da sintese de IFN-y pelos linfocitos T
auxiliares no soro apds uso de IFN 2b Peguilado. Esta é uma importante citocina
responsavel para a inducdo de um perfil de resposta imunitaria celular através do
aumento da atividade de macréfagos e por induzir mecanismos de amplificacdo e

evolugdo do Linfécito CD4+ para o perfil Thl.

Em alguns trabalhos como (Lee Bn et. al., 2004) encontraram menor propor¢ao
de células T CD4 que produziam IL-2, IFN-y e TNF-o. em lesdes de alto grau quando
comparadas com um grupo controle. Estes autores também observaram que pacientes
com ASCUS, LSIL e HSIL tinham uma porcentagem menor de células T CD8 que

produziam IL-2 quando comparadas ao grupo controle.

Bais et. al., (2007) encontraram mudangas no padrédo das citocinas em relagao ao
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perfil Th2 a medida que a lesdo se agrava NIC Il para NIC Il em concordancia com
outros autores. Sharma A et. al., (2007) também mostraram uma mudanca do padréo de

resposta imunoldgico em direcdo ao perfil Th2 a medida que a doenca se agrava.

Outros trabalhos (ElI-Sherif, A.M, et. al., 2001) tém demonstrado que a
progressdo das lesbes, em doentes com lesdes de alto grau NIC II/NIC Ill, esta
relacionada com uma reducéo sistémica das interleucinas tipo Thl (IFN-y, TNF-a e IL-
2).

Em nosso estudo, as interleucinas ILA-10 e TGF observamos uma signficancia
estatistica na amostra geral e especificamente na TGF com um aumento nas pacientes
com ma resposta o que reforca a hipotese de que o tumor quando nao evolui de forma
favoravel, caminha para a resposta Th2. Roteli-Martins, et. al., (2009), em um estudo
coorte, avaliaram a expressdo da IL-10 em lesbes do colo uterino. Observou-se a
existéncia de fatores que implicavam no resultado da infec¢cdo HPV induzindo ou ndo a
progressdo da doenca para NIC e chegaram a conclusdo que a IL-10 pode desempenhar
um papel importante na criacdo de um microambiente que favoreca a progressao da
doenca cervical.

A IL-4, considerada um dos principais estimulos para desenvolvimento de
células Th2, pode antagonizar os efeitos ativadores de IFN sobre os macrofagos e, desse
modo, inibir rea¢des imunes mediadas por células (Abbas & Litchman, 2005). Em nossa
estudo, ndo houve significancia estatistica. (Sharma et. al., 2007) fizeram um estudo de
coorte que avaliou a producdo de citocinas por células mononucleares do sangue
periférico de mulheres que possuiam cancer do colo uterino e neoplasia intraepitelial
(baixo e alto grau), sendo 60 mulheres com cancer, 35 NIC e 30 controles e, observaram
que, entre as pacientes com cancer do colo uterino e NIC Ill, estavam aumentados 0s
niveis de IL-4 e IL-10 quando comparados aos casos controle e NIC de baixo grau,
indicando haver agravamento da doenca.

Clerici et al., (1997); Seo et al., (2001), sugerem que o aumento da producdo de
IL-10 seria um mecanismo usado por células tumorais para escapar do reconhecimento
do sistema imune. Em nossa anélise, a IL-10, apresentou significancia estatistica na
amostra geral com p=0,0337 e mais fortemente evidénciado quando se compara a 12
com a 22 amostras com p=0,0313. Segundo (Bais et. al., 2005), a resposta imune nas

pacientes com lesdes de alto grau, o perfil de resposta da IL-10 é predominantemente
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imunoinibitdrio e supressor, com um aumento nas concentracfes, ja que é observado
uma alteracdo na imunovigilancia, favorecendo progressao das lesdes e para o cancer

cervical.

Ao analisarmos a IL-2, ndo obtivemos valores significativos, tanto na Amostra
Geral quanto no comparativo de Boa e Ma Resposta. Em um estudo, caso-controle
Mindiola R, et. al., (2007), determinaram a expressdao de IL-2 em diferentes graus de
Neoplasia Intraepithelial Cervical NIC I/ 11/ 111, e sua relacdo com 0s niveis séricos
desta citocinas e o estado da infeccdo pelo virus HPV, tendo encontrado aumento da
concentracdo de IL-2 e IL-2R em cérvix uterina de pacientes com NIC associado ao
grau da lesdo e isso poderia estar condizente com a progressdao da neoplasia

intraepitelial.

Trabalhos como de Bais et al., (2007); Lee et al., (2004); El-sherif et al., (2001)
observaram uma diminui¢do da concentracdo de interleucinas Thl (IFN, TNF e IL-2)
guando se caminhava para lesdo de alto grau. Em contraste, em nosso estudo,
observamos. Um aumento da expresséo do IFN, tanto na “Amostra geral” quanto na
“Boa resposta” (grupo B), o que era de esperar ja que induz o perfil Thl. Os resultados
obtidos na aAmostra geral teve significancia estatistica *p=0,0123 como também nas

pacientes com Boa resposta *p=0.0475.

Outro dado importante, ainda a respeito do IFN, quando comparamos as
pacientes do grupo C, “Ma Resposta”, entre 22 e a 3% amostras observa-se significancia
estatistica *p=0,0195. Isso pode ser visto em outras anélises feitas em outros trabalhos
como (Pardo-Govea, et. al., 2005) os quais encontraram elevadas taxas de IFN em
pacientes com lesdo cervical de alto grau quando comparadas aos controles. Assim,
nesse mesmo estudo observou-se a existéncia de uma relagéo direta entre a progressao
da lesdo e 0 aumento do IFN. A super-expressdo dessa citocina pode ser devido a uma
resposta das células cervicais a gravidade da lesdo, o que sugere que o perfil Thl seria o
tipo de resposa das células cervicais anormais, em reacdo a presenca do HPV. Estes
dados corroboram com os reportados por outros autores como Scott, Stites E Moscicki
(1999).

Porém, (Pao, C.C., et. al. 1995) ja evidénciava que uma reducgédo na expressdo do
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IFN poderia influenciar nos mecanismos inflamatorios e imunoldgicos no céncer
cervical. Watanabe, Y. & Jacob, (1991), em estudos in vivo ja sugeriram que TNF e IFN
sdo dependentes do estagio de diferenciacdo e maturacao celular como por exemplo o
TNF que podem tanto aumentar quanto inibir a expressdo de moléculas HLA de classe

Il induzida por IFN.

Quanto a IL-6, na aAmostra Geral, observa-se significancia estatistica com
p=0,0241 e entre a 1 e a 3% amostras mais evidente com **p=0,0084. Na amostra do
grupo C, ma resposta, p=0,0331 e entre a 1* para a 3* amostra, uma significancia
estatistica com *p=0,0106. Valores semelhantes foram observados por (PARDO-
GOVEA, T.; CALLEJAS, D.; NUNEZ-TROCONIS, J.; ARAUJO, M.; COSTA, L.;
PONS, H.; DELGADO, M.; MONSALVE, 2005) com elevacdo da concentracdo de IL-
6 em pacientes com lesdo em colo uterino e em pacientes com lesdes pré-malignas de
alto grau (Al-Saleh W, et. al., 1998).

Quando avaliado a IL-8, ndo foi obtida significancia estatistica em nossas
andlises, tanto na amostra geral quanto analisados separadamente. Alguns estudos,
(Kemp Tj e. al.,, 2010) mostraram aumento da concentracdo de IL-8 no sangue
periférico em pacientes com lesdo de alto grau, demonstrando baixa resposta
linfoproliferativa e persisténcia viral. (TAVARES-MURTA et al.,, 2008) em seus

trabalhos, mostraram niveis elevados de IL-8.

Quando avaliamos a IL-12 observamos uma tendéncia estatistica tanto na
amostra geral (p=0,0577) quanto nas pacientes com boa resposta (p=0,0781). Estes
resultados corroboram a de alguns autores ja que 1L-12 induz a producdo de IFN pelos
macrdfagos, proliferacdo e atividade citolitica de NK e células TCD8+, além de ter
atividade antiangiogénica mediado pelo IFN, prevenindo portanto, infeccbes virais,
progressdo tumoral e inibicdo da atividade metastatica (DEL VECCHIO, M.
BAJETTA, E.; CANOVA, S.; LOTZE, M.; PARMIANI; ANICHINI, 2007).

Ao analisarmos a IL-1g ndo obtivemos significancia estatistica na avaliagéo da
amostra geral quanto nas pacientes com Boa e Ma respostas. Outros autores (Niebler et.

al., 2013), avaliaram a resposta imune anti-viral precoce da IL-1g, que € um fator
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importante para o inicio da inflamacdo e ativacdo de células imunes, tais como
macrofagos e células T na respota Thl, e observaram que a E6 potencializa a
degradacéo da IL-1b, fugindo da resposta citotocica, favorecendo a progressao da leséo
cervical. Sabe-se que o HPV, através de suas oncoproteinas E6 e E7 interagem e
induzindo a degradacgéo de p53 (reguladores do ciclo celular) e a pRb, imortalizando a

transformacgéo maligna.

O TNF, analisado em nosso estudo, ndo mostrou significancia estatistica nem na
amostra geral quanto no grupo Boa e M& resposta. I1sso pode ser evidénciado em outro
estudo (Pardo Govea et. al., 2005) que ndo encontrou diferenca estatistica e portanto,

esta citocina ndo modifica sua expressao de acordo com a gravidade.

O papel critico do TNF em doencas inflamatdrias crénicas ja estd bem
estabelecida tais como o seus efeitos de promocédo de tumors (LIN, W.J., AND YEH,
2005). TNF produzido por células de tumor ou células inflamatorias no microambiente
tumoral pode promover a sobrevivéncia de células tumorais através da inducdo de genes
que codificam para NF-KB-dependentes de moléculas anti-apoptdticas. Outras agdes do
TNF que favorecem a progressao do tumor, em oposi¢éo a iniciagdo do tumor, incluem
a promocdo da angiogénese e metastase, assim como também a diminuicdo da
capacidade de vigilancia imunolégica por fortalecer as reagfes imunosupressores nas
respostas de células T e na atividade citotdxica dos macréfagos ativados (MOCELLIN,
S., ROSSI, C.R., PILATI, P., AND NITTI, 2005).

Duarte et. al., (2005) em um estudo com 195 pacientes com lesdo de alto grau e
244 controles saudaveis relataram uma expressdo aumentada do TNF em 2,5x no grupo
com lesdo de alto grau. O mesmo € descrito por (Kirckpatrick et al. 2004) que também
observaram menor expressdo dessa citocina no grupo de pacientes com NIC do que no

grupo controle.

Por outro lado, diversas evidéncias sugerem que o TNF estd direta e
indiretamente envolvido em mecanismos efetores mediados pelas células imunes para o
combate da infeccdo pelo HPV. Hagari et.al., (1995), presenciou altos niveis de
expressdo dessa citocina, correlacionando com 0s mecanismos de eliminagéo viral,

como a apoptose e a regressdo espontanea de lesdes associadas ao HPV.
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E sabido que TGF tem uma agio supressora sobre macrofagos contrapondo os
efeitos do IFN na ativacdo da atividade citotdcica e dessa forma poderia contribuir para
a perpetuacdo da infeccdo pelo HPV (BERMUDEZ, 1993). Em nosso estudo, o TGF,
Amostra geral, sem significancia estatistica p= 0,1143, porém, quando se avalia a 1?
com a 22 amostra, significancia estatistica *p=0,0400. No grafico de média e tendéncia
do TGF na Ma Resposta, verifica-se aumento da concentracdo da 12 (953,407), 22
(1.003,77 pg/ml) até 32 (1655,04pg/ml) amostra, sem significancia estatistica, p=0,2054.
Postula-se que a inducdo precoce do TGF seria essencial para estabelecer o curso da
infeccdo na auséncia de IFN, determinando assim a proliferagdo do HPV dentro do
macrofago e esta proliferacdo descontrolada, promoveria o desenvolvimento do padrao
Th2 que é visto em algumas pacientes com lesdo de alto grau e neoplasia invasiva, com
inibicdo da resposta Th1 (Duarte et. al.,2005).

O aumento do conhecimento da importancia da imunidade celular na resolugéo
da infeccdo pelo HPV tem levado a realizacdo de estudos terapéuticos com Interferons e
em pacientes portadores de lesfes de alto grau NIC I1/11l. Comparagdes entre pacientes
que respondem e que ndo respondem ao tratamento com Interferon tém contribuido para

0 conhecimento da resposta efetiva contra o HPV (Tyring, S. K., et. al., 1998).

Diante dos nossos resultados, podemos afirmar que a imunoterapia com IFN 2b
Peguilado altera o padrdo e o comportamento sistémico das citocinas produzidas pelos
linfocitos T auxiliares (MICHELIN et al., 2015a). Estes dados estdo de acordo com a
sugestdo de (SCOTT M, STITES DP, 1999) a qual postula que a persisténcia viral de

infeccdo pelo HPV poderia ocorrer por falhas na expresséo de citocinas perfil Thl.

Concluimos ainda que cada paciente apresenta um perfil imunoldgico especifico
e gue a sua expressdo € uma resultante de varidveis imunoldgicas. A expressdo e
secrecdo de diferentes niveis e perfis de citocinas, parece ser de extrema importancia na

resposta imune contra a infecgdo pelo HPV e na oncogénese das lesdes cervicais.
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7. CONCLUSOES

1

O tratamento das Lesdes de Alto Grau NIC II/lIl com Interferon Alfa-2b
Peguilado subcutaneo apresentou 47 % de “Boa Resposta”.

Houve aumento na concentracdo IFN observado tanto na “Amostra Gera” e
quanto nas pacientes com Boa Resposta.

Houve aumento da concentracdo sérica da IL-10 nas pacientes da “Amostra
Geral” durante o tratamento, 0 que corrobora com resposta Th2.

Observou-se aumento da concentracdo sérica de TGF nas pacientes com “Ma
Resposta” caminhando para a resposta Th2.

Houve aumento da concentracdo da IL-6 nas pacientes que tiveram uma “Ma
Resposta”.
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TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé tem um tipo de doenca denominada neoplasia intra-epitelial cervical

(NIC) de alto grau e esta sendo convidada a participar do estudo “Uso do IFN

peguilhado, resposta clinica e inflamatdria, em pacientes com neoplasia intra-epitelial

cervical de alto grau apds tratamento com IFN a-2b”. Os avangos na area de saude

ocorrem através de estudos como este, por isso sua participacdo é importante. O

objetivo do estudo é:

Tratar a doenca com uma medicacdo denominada IFN a-2b que sera
administrada no subcutaneo, ou seja, injecdo “debaixo da pele” com auxilio
de uma seringa e agulha.

Sera avaliada a resposta ao tratamento (por exemplo, se houve melhora ou
ndo da lesdo) e se analisard a importancia do sistema de defesa durante o

tratamento.

E caso vocé participe, sera necessario coletar material para estudo que estamos

propondo, além dos que ja sdo normalmente coletados para os exames de rotina. E

também importante que:

e A medicacdo sera aplicada 1 vez por semana por 6 semanas (total de 06

aplicacdes);

E de suma importancia o comparecimento nos dias das aplica¢cdes para nio
prejudicar o tratamento;

Vocé devera usar método anticonceptivo durante o tratamento, pois a
medica¢do pode acarretar varios danos para o bebé em caso de gestacao no
curso do tratamento.

A medicacdo pode ocasionar alguns efeitos colaterais como:

Febre, calafrios, mal-estar geral, mialgia, diminuicdo do apetite, diminuicao
dos leucdcitos e plaquetas.

No caso de nao ocorrer melhora da doenga ou mesmo se houver apenas
melhora parcial vocé serd prontamente encaminhada para tratamento

cirdrgico complementar.

Vocé podera obter todas as informagdes que quiser e podera ndo participar da

pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu

atendimento. Pela sua participagdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em
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dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer

momento do estudo, pois vocé sera identificada com um nimero.

ANEXO 2
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , i e/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha
decisdo e que isso ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome nao sera divulgado,
que nao terei despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo

em participar do estudo.

Uberaba, ............. /ZS— Z——

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de
identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador
orientador

Telefone de contato dos pesquisadores:

Em caso de divida em relagao a esse documento, vocé pode entrar em contato com o
Comité Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone
3318-5854.
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ANEXO 3

PROTOCOLO INTERFERON

Critérios de Inclusao:

1. Lesdo de alto grau - NIC Il e/ou IIl a CO confirmada por bidpsia
2. Nao tabagista

3. Menor 50 anos (ndo precisa se a JEC for visivel)

4. Lesdo no colo uterino > 1 cm?

5. JEC visivel

e Registrar as fotos para avaliar a extensdo da lesdo. Deve-se tirar uma foto antes
e outra ap0s cada tratamento. Colocar um papel com 1 cm e depois fazer uma
inferéncia.

e A citologia e bidpsia devem ser realizadas no inicio e final do tratamento, ap6s
1 semana da ultima injecdo com boa ou ma resposta.

e 0O soro e a secre¢do vaginal sdo coletados antes, na terceira aplicacao, e uma
semana apos a ultima aplicacdo. Se ndo tiver lesdo colposcdpica, fazer a bidpsia
no mesmo ponto da bidpsia anterior.

e Todas as pacientes deverao ter seus dados registrados no caderno ja
organizado e proprio para esse fim, com endereco e telefone para
contato.

e Todos os atendimentos e aplicagdes devem ser anotados no prontuario e
na ficha de colposcopia.

Em resumo:

Ha uma citologia e bidpsia inicial: Diagndstica. Avaliagdo dos critérios de inclusao.

A paciente é encaminhada para mim. Neste momento sera orientada.

Retornard em 1 semana. Neste momento: Assinara consentimento; documentar

extensdo da lesdo e visualizacdo da JEC; Coleta de secrecao em fundo de saco

vaginal; Coleta de citologia e bidpsia (trizol e formol); coleta de soro.

Retornara em 1 semana: inicio das aplicacdes de interferon: 6 aplicacdes semanais.

o 12 semana: aplicagdo de IFN a-2b administrado no subcutaneo com

auxilio de uma seringa e agulha; colhido 12 amostra de sangue periférico,

colposcopia e biopsia de colo do utero.
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22 semana: aplicacdo de IFN a-2b administrado no subcutaneo com auxilio de
uma seringa e agulha

32 semana: aplicagdo de IFN a-2b administrado no subcutdneo com auxilio de
uma seringa e agulha; colhido 22 amostra de sangue periférico

42 semana: aplicacdo de IFN a-2b administrado no subcutaneo com auxilio de
uma seringa e agulha;

52 semana: aplicacao de IFN a-2b administrado no subcutdneo com auxilio de
uma seringa e agulha;

62 semana: aplicacdo de IFN a-2b administrado no subcutaneo com auxilio de
uma seringa e agulha; colhido 32 amostra de sangue periférico, colposcopia e
bidpsia de colo do utero.

e Registrar as fotos para avaliar a extensao da lesao.
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ANEXO 4: Concentragdes de cada citocina, por paciente, em

MARCO AURELIO TROVO

amostras colhidas durante o tratamento com IFN 2b Peguilado.

Paciente | Citocina Concentragao em pg/ml
1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra
1]IL-10 0 0 0
2 | IL-10 0 0 0
3| 1IL-10 0 0 0
4 | IL-10 0 0 0
5] IL-10 0 0 0
6 | IL-10 0 2829,749 0
7 | IL-10 0 0 0
8 | IL-10 0 0 0
9 | IL-10 0 2089,115 1546,834
10 | IL-10 0 1931,785 16325,04
11| IL-10 0 0 0
12 | IL-10 0 38,478 0
13 | IL-10 0 7947,499 1796,047
14 | IL-10 0 0 0
15| IL-10 0 0 0
16 | IL-10 0 4485,359 2762,931
17 | IL-10 0 0 0
1|I1L-4 21,018 136,802 13,938
2 |IL-4 11,725 45,642 48,588
3|IL-4 31,838 87,201 20,476
4 1L-4 22,534 10,61 154,622
5IL-4 14,24 123,013 34,876
6 |IL-4 45,479 51,216 55,134
7 | 1L-4 380,03 23,704 58,282
8 |I1L-4 24,134 25,663 56,748
9|IL-4 55,258 13,863 62,275
10 | IL-4 26,804 37,046 37,046
11 | IL-4 103,9568 41,9176 56,4164
12 | IL-4 84,816 71,993 109,413
13 | IL-4 135,23 132,633 181,161
14 | IL-4 70,983 75,196 99,87
15 | IL-4 103,926 68,799 44,867
16 | IL-4 48,875 45,234 56,417
17 | IL-4 138,647 56,707 103,883
1]|IL-8 20,699 19 23,52
2| IL-8 34,606 28,096 99,028
3|IL-8 163,775 9,034 14,955
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4|IL-8 271,944 8,344 12,858
5 1L-8 142,51 42,337 19,553
6| IL-8 8,441 14,256 1,717
7| IL-8 30,357 24,395 41,07
8| IL-8 13,728 43,083 11,232
9 IL-8 0 24,039 135,362
10 | IL-8 40,581 0 29,237
11 | IL-8 13,5416 26,7134 44,4988
12 | IL-8 16,476 26,246 10,607
13 | IL-8 19,051 40,917 51,487
14 | IL-8 2,595 47,001 91,466
15 | IL-8 20,385 5,837 36,957
16 | IL-8 33,113 76,303 15,753
17 | IL-8 155,561 241,99 308,364
1]IL-2 69,616 21,087 17,222
2| IL-2 16,944 4,517 25,607
3|12 7,846 10,722 0
4|IL-2 8,31 3,981 11,666
5| IL-2 25,374 46,59 39,677
6| IL-2 192,411 0 0
7|12 18,806 9,064 5,003
8| IL-2 4,827 7,549 15,267
9| IL-2 4,383 0 18,055
10 | IL-2 34,032 346,968 64,675
11 | IL-2 52,43129 56,701 14,71429
12 | IL-2 0 2,979 10,475
13 | IL-2 26,304 36,095 45,224
14 | IL-2 21,205 4,07 10,887
15 | IL-2 15,507 15,307 23,509
16 | IL-2 16,306 9,439 11,544
17 | IL-2 15,067 7,803 14,906
1IL-1B 0 0 0
2 | IL-1B 0 0 2,966
3|IL-1B 0 48,204 35,882
4| IL-1B 6,95 62,256 85,496
5| IL-1B 3,097 0 0
6| IL-1B 65,167 0,155 0
7 | IL-1B 0 0 0
8 | IL-1B 0 7,111 0
9| IL-1B 0 0 0
10 | IL-1B 0 255,175 29,157
11 | IL-1B 0 0 0
12 | IL-1B 0 0 0
13 | IL-1B 0 0 0
14 | IL-1B 175,068 0 0
(o)
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15 | IL-1B 0 0 0
16 | IL-1B 0 0 87,06
17 | IL-1B 0 29,157 0
1/]IL-6 0 0 37,802
2| IL-6 0 33,378 10,988
3]1L-6 21,187 85,167 40,084
4|IL-6 9,452 36,442 88,457
5 IL-6 35,73 333,901 343,805
6| IL-6 40,309 72,814 98,292
7| IL-6 1,231 33,163 223,481
8| IL-6 50,974 46,556 46,055
9| IL-6 77,186 23,864 122,997
10 | IL-6 39,898 75,58 67,035
11 | IL-6 42,99871 69,91029 186,16884
12 | IL-6 47,735 54,637 34,912
13 | IL-6 22517 19,682 19,282
14 | IL-6 22,914 34,315 45,959
15 | IL-6 18,439 17,541 57,726
16 | IL-6 20,683 21,629 20,521
17 | IL-6 62,18 30,99 220,117
1| IFN 38,76 0 38,358
2 | IFN 2,535 4,276 35,308
3| IFN 0 18,503 189,185
4 | IFN 12,842 0 78,68
5| IFN 2,239 0 54,575
6| IFN 7,4315 19,55429 58,59613
7 | IFN 66,197 233,845 538,503
8 | IFN 0 25,129 150,481
9 | IFN 91,287 82,534 32,428
10 | IFN 168,075 27,988 86,726
11 | IFN 48,669 72,999 398,974
12 | IFN 86,94114 90,34872 194,0019
13 | IFN 144,952 0 19,489
14 | IFN 0 320,434 67,255
15 | IFN 15,545 21,341 314,668
16 | IFN 16,183 0 53,429
17 | IFN 381,18 119,061 223,176
1| TNF 6,75 6,975 13,025
2 | TNF 11,35 130,913 9,701
3 | TNF 8,385 10,967 29,815
4 | TNF 7,909 6,84 12,859
5 | TNF 13,14 6,207 7,875
6 | TNF 9,222 20,392 5,425
7 | TNF 6,207 9,809 5,543
8 | TNF 10,635 12,163 8,819
()
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9 | TNF 6,141 7,28 5,436
10 | TNF 15,907 7,794 10,16
11 | TNF 13,076 11,387 22,763
12 | TNF 21,677 46,005 16,267
13 | TNF 10,208 15,92 71,528
14 | TNF 9,485 25,39 8,245
15 | TNF 7,45 31,503 7,932
16 | TNF 18,655 14,054 11,487
17 | TNF 13,795 8,973 8,455
1| TGF 3242,763 1877,629 2908,128
2 | TGF 2237,389 390,943 2180,000
3| TGF 0 0 0
4 | TGF 0 504,038 909,980
5| TGF 0 366,335 801,090
6 | TGF 0 595,504 1880,884
7 | TGF 1520,353 1140,183 1236,307
8 | TGF 0 838,305 3034,247
9 | TGF 2645,953 1706,625 1647,076
10 | TGF 0 690,591 0
11 | TGF 0 2210,513 1871,340
12 | TGF 0 93,104 1763,980
13 | TGF 0 1127,749 0
14 | TGF 0 531,512 0
15 | TGF 0 0 0
16 | TGF 0 3468,465 0
17 | TGF 2176,965 2026,68 2566.670
1]IL-12 235,432 196,03 324,476
2| IL-12 386,64 106,933 0
3| 1L-12 313,846 183,992 0
4 |1L-12 140,622 141,036 531,601
5| IL-12 222,0358 128,0888 219,0537
6| IL-12 84,283 244,344 0
7| IL-12 334,704 251,726 165,02
8 | IL-12 113,065 32,832 197,958
9| IL-12 313,136 154,957 284,145
10 | IL-12 80,528 90,3 0
11 | IL-12 145,161 304,947 0
12 | IL-12 290,985 0 0
13 | IL-12 136,051 212,87 600,496
14 | 1L-12 209,447 187,892 0
15 | IL-12 1795,128 244,344 0
16 | IL-12 442,8833 169,4747 100,0827
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