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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DO COLO UTERINO

Com aproximadamente 500 mil casos novos por anmurado, 0 cancer do
colo do utero é o segundo tipo de cancer mais coentne as mulheres e o responsavel
pelo o6bito de, aproximadamente 250 mil mulheres guy, sendo sua incidéncia duas
vezes maior em paises menos desenvolvidos (PAAVQRBOI). No Brasil, foi esperado
para o ano de 2008, 18.680 novos casos de canoalaldo Utero, com um risco estimado
de 19 casos para cada 100 mil mulheres (INCA-Estimde cancer 2008).

O cancer do epitélio pavimentoso cervical desemveb/geralmente a partir de
uma lesdo pré-maligna ou precursora denominada las@pintra-epitelial cervical
(WOODMAN et al, 2007). Esse termo Neoplasia Intra-Epitelial @atNIC) foi criado
por Ralph Richart em 1967 e dividiu as lesbes &® graugNIC I, NIC II, NIC Il ou
carcinoman situ) de acordo com a severidade da lesdo (TRANBAL@OZR

A classificacdo de Bethesda em 2001 dividiu as las@s intra-epiteliais
cervicais em: leséo intra-epitelial escamosa deobgiiau (LSIL) que inclui displasia leve
(NIC 1) associada a infeccédo pelo HPV e lesGes-igpiteliais escamosas de alto grau
(HSIL) que inclui displasia moderada (NIC Il) eql#ssia severa, carcinonma situ (NIC
[Il) (CUSCHIERI & CUBIE, 2005; LAlet al, 2008).

A NIC | regride na maioria dos casos, enquanto 2%-4las lesbes NIC Il e
NIC Il progridem para o cancer cervical quando tr@badas. Estima-se uma progressao

de NIC para cancer cervical geralmente de 10-15 @@0OZICKet al, 2008).

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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Atualmente esta bem definido o papelmhpilomavirus humano (HPV) como
fator causal para o surgimento do cancer cervisals lesbes precursoras (PAAVONEN,
2007; BEHTASH & MEHRDAD, 2006). Embora na maioriasdcasos de NIC IIl ou
cancer cervical contenham HPV de alto risco onciogéipara que esses causem alguma
leséo, vérios fatores parecem estar envolvidoss etes: relacdo sexual precoce, multiplos
parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongadocodéraceptivos orais, tabagismo, baixo
nivel s6cio-econdmico, infeccdo pBlamidia trachomati® deficiéncia de micronutrientes
(SYRJANEN, 2008;ASHRAFUNNESSA & KAMAL, 2008; VANAKANKOVIT &
TANEEPANICHSKUL, 2008; BOSCH & DE SANJOSE, 2007; M®Z et al,
2006 MARKOWSKA etal., 2005; DA SILVAet al, 2004; FREG/Aet al., 2003).

O exame citolégico do colo do utero ou esfregacoPaganicolaou foi
introduzido como método de deteccdo do cancer do do Utero e suas lesdes
precursoras. A identificagdo através do microscdgi@élulas malignas ou pré-malignas é
uma das estratégias mais bem sucedidas para axpéievdo cancer cervical (NAUCLER
et al, 2007).

Histologicamente, a NIC | se caracteriza pela preseade atipias celulares
leves acometendo apenas 1/3 do epitélio basal; I8alNobservam-se anormalidades
nucleares mais acentuadas e mitoses numerosa® @steadem até os 2/3 proximais do
epitélio; na NIC Ill as anormalidades nucleares endoses sao intensas e estao presentes
em toda a espessura do epitélio. Na colposcopidNI@G apresenta uma zona de
transformacdo anormal representada por epitélidob@nco, mosaico, pontilhado,
leucoplasia &asos atipicos (ROKITA, 2006).

Varias técnicas sdo usadas no tratamento das s&piatra-epitelial cervical,
incluindo conizagdo, crioterapia, vaporizacdo &rlas procedimento eletro-cirdrgico em

alca (MATHEVET et al,2003). Vérios estudos mostram sucesso no tratanaimico

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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utilizando interferon em pacientes com NIC assaciadnfeccédo pelo HPV. Entre suas
vantagens esta a preservacdo do colo uterino eutdwofreprodutivo das pacientes
(CHAKALOVA & GANCHEV, 2004; SIKORSKI & ZRUBEK, 2003 KOROMILAS et

al.,2001).

1.2 PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus sdao membros da familiRapovaviridae com
aproximadamente 55nile didmetro, com capsideo icosaédrico de 72 capeémsem
envelope, sendo seu genoma composto de DNA circdlar dupla fita, com
aproximadamente 8000 pares de bases nitrogenai@sregides conhecidas como ORFs
Open Reading Frame$ZHENG & BAKER, 2006; HEBNER & LAIMINS, 2006;

BRENNA & SYRJANEN, 2003).

Figura 1. Esquema representativo do genoma do HRwite: BURD, 2003.

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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O HPV esté dividido em regido precoé&eafly), com proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA viral, regulacdo transcricionalr@asformacao; regiao tardiaate),
gue codifica as proteinas dos capsidios virais, reg#o longa ou reguladorddng
Control Region—-LCR) responsavel pela transcricdo e replicacdoDMA. A regido
precoce contém as proteinas E1, E2, E4, E5, E@, &7egido tardia as proteinas L1 e L2
(PRETETet al,2007; BURD,2003).

A proteina E4 promove a quebra do citoesqueletoedatina. E1 e E2 estdo
envolvidos na replicagdo do DNA viral e na regutada transcri¢ao inicial. E5, E6 e E7
S80 oncogenes virais e sua expressao induz adramgfao e a imortalizagao celular. Em
particular E6 e E7 sdao duas oncoproteinas viragsnguitralizam, respectivamente, p53 e
pRB, duas proteinas supressoras de tumor celulaRIBAWA-SAITO & KIYONO,
2007;GARNETT & DUERKSEN-HUGHES,20060ONGWORTH & LAIMINS, 2004).

A funcéo dos produtos dos genes E6 e E7, durangeinfecgéo por HPV de
alto risco, é modificar o ambiente celular paralifac a replicacéo viral (WISE-DRAPER
& WELLS, 2008). O gene E6 do HPV se liga a protgdd& conduzindo a uma rapida
degradacdo através de uma ubiquitina ligase ceduks atividades normais da p53 que
governam a parada em G1, apoptose, e reparo dedabAnuladas. O produto do gene
E7 do HPV se liga a forma hipofosforilada da faan®B das proteinas interrompendo o
complexo entre pRB e o fator de transcricdo celd¥, resultando na liberacdo de E2F,
com transcricdo de genes promotores de tumor eedesgenvolvidos na progressao do
ciclo celular e na sintese de DNA (ARVANITIS & SPBNDOS, 2008; CALDEIRAet

al., 2005).

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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1.2.1 Epidemiologia do HPV

A principal via de transmissdo do HPV se da pelatato sexual com pessoa
infectada. Em gestantes, o virus pode ser tramomitara o feto durante a gestacdo ou no
momento do parto (LJUBOJEVI& al.,2008).

Até o momento foram identificados mais de 100 gpoétdiferentes desse
virus, dos quais 40 infectam o trato genital imfiere desses, 15 sdo identificados como de
alto risco ou oncogénico, sendo os principais cuss do cancer cervical e da neoplasia
intra-epitelial cervical(CASTELLSAGUE, 2008; DOORBAR, 2007; SYRJANEN &
PURANEN, 2000).

O virus pode desaparecer apds o contagio vencide gefesas do organismo,
ou permanecer latente por longo periodo de tempoers, presenca de fatores
predisponentes ligados ao hospedeiro e/ou ao iV, desenvolver fase ativa de
expressdo (MUNOZ2t al,2003).

As infecgfes clinicas mais comuns ocorrem na reggfutal e séo facilmente
transmitidas sendo representadas pelas verrugasrmliomas acuminados. Ja as lesGes
subclinicas ndo apresentam sintomatologia, podendgredir para o cancer do colo do
Gtero caso ndo sejam identificadas e tratadas @e@nt GROSSet al.,2007).

Segundo MUNOZet al. (2006) o HPV se adapta perfeitamente ao tecido
hospedeiro em células epiteliais diferenciadas ela pu mucosa. As particulas virais
infectam, em particular, as células metaplasicagiazs, que Ihe sdo suscetiveis através
do contato sexual com parceiro portador da infecgéa em suas formas clinica e
subclinica, desencadeando um processo de hiperplasiélulas basais. O genoma viral é

transportado para o nudcleo, onde é traduzido esdrim. Inicialmente, o DNA viral

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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1 permanece extracromossdmico (corpo epissomal)rparéna vez iniciada a ceratinizacao

2 da areainfectada, ocorre a replicacdo do DNA (H&%)a incorporagdo ao DNA celular.

3 A figura a seguir mostra a progressao da neopiaseepitelial cervical para

4  cancer invasivo:

Colo normal Lesdo intra-epitelial escamosa Céancer invasivo

I 1T T 1T 1
Baixo-grau Alto-grau

Neoplasia intra-epitelial cervical

T T
Grau | Grau Il Grau lll

particulas virais
infectadas

epitélio escamoso

zona média

camada basal |:
L

derme

Epissomo

@@ Nicleo com DNA
viral epissomal

Y EG Int =
& Nucleo com DNA LCR E7 ntegracao

viral integrado

& Nicleo normal L1 E1

. L1 L2 LCR E7 E2
— Super-expressao L2 E2 D e s s s s |

E4
ES I I I
de E6 e E7 E6 E1.

3 Expressao dos genes DNA DNA
iniciais e tardios

o 01

para cancer invasivé-onte: WOODMAN et al., 2007.

Hospedeiro ! Hospedeiro

Figura 2. llustracdo adaptada mostrando a progressdo daaseopitra-epitelial cervical
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O HPV acessa as células basais através de micasés® no epitélio cervical.
ApOs a infeccdo, ocorre a expressao de genesisndwaHPV, E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e
replicagdo do DNA viral a partir do DNA epissomidhs camadas superiores do epitélio
(zona média e zona superficial), o genoma virapdicado novamente, e 0s genes tardios
L1 e L2, e E4 séo expressos. L1 e L2 integram-segaoomas virais para formar virions
de progénie no nucleo. Entdo, o virus eliminadoianima nova infecgdo (WOODMASL
al.,2007).

Os genodtipos do HPV sdo classificados como de babalto risco. Esta
classificagdo baseia-se no espectro da lesdo pomn@lizida. Os tipos de baixo risco
induzem apenas verrugas genitais benignas e indieYh6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70,72 e 81. O grupo de alto risco contém HPVs 8631, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 e 82 e estdo associados a varios canoal@gnos, entre eles 0s anogenitais e a
99% dos canceres cervicais (KANODE4 al,2007; GUOet al, 2007; MUNOZet al,
2003).

O 16 e 0 18 sao os tipos mais carcinogénicos do, dBMlo responsaveis por
70% de céancer cervical e por 50% de neoplasia-aqi&lial cervical de alto grau. Ao
contrario, o HPV 6 e 11 sdo responsaveis por 90% w#arugas genitais benignas
(SHIFFMAN et al,2007). O HPV 18 é o tipo mais fortemente assaciab
adenocarcinoma do colo e o HPV 16 é o tipo magufsatemente detectado quando é

diagnosticado o carcinoma de células escamosa$&FCQRDet al, 2003).

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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1.2.2 Mecanismos de evaséao imunolégica do HPV

A resposta imunoldgica de cada individuo pareceo gmincipal determinante
para a ocorréncia, progressdo e recorréncia da&céde pelo HPV. No entanto, 0s
mecanismos exatos que disparam uma resposta iffiaieate contra lesdes relacionadas
ao HPV podem estar relacionados a ativacdo donssimunoldgico ou & composicéo
genética do hospedeiro (NGUYEM al, 2005).

A infeccdo pelo HPV apresenta resolugédo espontanea/0% a 90% dos
casos, sendo eliminada 12 a 24 meses ap0s o dimgndscial (GONCALVES &
DONADI, 2004). No entanto, em individuos sem resp@snune efetiva, o cancer cervical
pode desenvolver-se (SHEYal, 2007).

O HPV eficientemente evade da resposta imunoldgata e atrasa a ativacao
da resposta imunoldgica adaptativa (KOBAYAS#H kL, 2004). O préprio ciclo infeccioso
do HPV é um mecanismo de evasdo imunoldgica quee iai deteccdo do virus pelo
hospedeiro. A replicacéo e a liberagdo do HPV rd@ics@m morte celular, visto que o
gueratinécito diferenciado ja estd programado paoarer, € esta “morte” por causas
naturais ndo representa um sinal de perigo parat@en® imunoldgico. Para permitir a
replicagdo do virus, as proteinas virais retardaroralensacdo nuclear nos queratinocitos
infectados formando o coil6cito; o queratindcitpleto de virus morre assim de causas
naturais (KUPPER & FUHLBRIGGE, 2004).

A infeccdo pelo HPV ndo é acompanhada por inflamag@do ha nenhum
“sinal de perigo” para alertar o sistema imunolégsobre a presencga do virus, resultando
em uma infeccdo crénica e persiste(@ULIANO et al,2002). As células dendriticas
hospedeiras sao expostas aos baixos niveis deima®t@irais em um meio nao-

inflamatério e, como resultado, a auséncia de wstapimunoldgica local pode ser
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estabelecida na mucosa infectada. Nesse meiortdesa antigeno do HPV, as defesas do
hospedeiro tornam-se irrevogavelmente comprometidaas células efetoras antigeno-

especificas do HPV ou ndo sdo recrutadas paraaairdexztada ou sua atividade € infra-

regulada (STANLEY, 2006).

A maioria dos estudos sugere que a infeccao por gi#hital € muito comum
em mulheres jovens sexualmente ativas, com presialée até 80% em certas populagfes
adolescentes (BROWABt al,2005). A média de tempo necessario para a renaedipos
de HPV de alto risco, particularmente o 16, é del18 meses, um tempo maior quando
comparado aos tipos de HPV de baixo risco que ® @al® meses. Contudo, se a resposta
imunoldgica ndo conseguir remover ou controlarfacgéo, entdo sera estabelecida uma
infeccdo persistente, com altos niveis de replwagéd DNA do HPV de alto risco
(STANLEY, 2006). Pessoas persistentemente infestagaesentam maior probabilidade
de evolugdo para neoplasia intra-epitelial cervidal alto grau e carcinoma invasivo

(STANLEY et al,2007).

1.3 CITOCINAS

Citocinas séo proteinas soluveis secretadas pafasétlo sistema imune e
funcionam como mensageiros para ajudar na reguldgdona resposta imune, auxiliando
e regulando outras células. Nas respostas imuraasinas citocinas sédo produzidas
principalmente pelos macréfagos e, na imunidadetatiea, sdo secretadas pelas células
T. As citocinas podem agir na mesma célula queradugiu (acdo autdcrina) ou nas
células vizinhas (acdo paracrina). Além disso,itaginas podem apresentar propriedades

pleiotropicas, quando cada citocina apresenta svaagbes bioldégicas e propriedades
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redundantes, quando varias citocinas apresentamidaatés bioldgicas iguais ou
semelhantes (ABBAS & LITCHMAN, 2007).

As células T auxiliares CD4+ podem se diferenciar gubpopulacdes de
células efetoras que produzem grupos distintostdeirtas, como as subpopula¢des Thl,
Th2 e Th3 (ABBAS & LITCHMAN, 2007).

As células Thl secretam IFN-TNF-, IL-2 e IL-12 e estimulam respostas
mediadas por fagoécitos e o exterminio de microasgaws, promovendo imunidade
mediada por células. As células Th2 secretam IL:=45, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 e
estimulam a imunidade independente de fagdcitosliada por eosinéfilos e atuam na
producéo de anticorpos IgE (LE& al,2004;TAYLOR et al, 2000; OHTSUKA &
SANDERSON, 2000).

Uma terceira categoria de célula T, células T widubs (Tregs) com o
fenotipo CD4+ CD25+, expressa o fator de transorl€dxP3 que secreta IL-10 e TGF-
Essas células podem reconhecer auto-antigenosmregspostas para antigenos exdégenos
e provocar infecgfes virais crénicas e imunopaicdsy(ROUSE & SUVAS, 2004).

Varios estudos vém sendo desenvolvidos buscandlarawa producdo de
citocinas pelo colo uterino em pacientes com nesiplmtra-epitelial cervical associada a
infeccdo pelo HPV e buscando avaliar o papel deratadas citocinas na progresséao das
NICs (EL-SHERIFet al,2001; DE GRUIJLet al,1999; SONGet al.,2007; TAVARES-

MURTA et al, 2007).
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1.4 INTERFERON NO TRATAMENTO DAS NEOPLASIAS INTRA-EPITE LIAL

CERVICAL

Descoberto em 1957, como uma substancia secretad&lplas infectadas por
virus, os interferons (IFNs) constituem a famila aitocinas pleiotrépicas com potente
atividade antiviral, antiproliferativa, antitumoral imunomoduladora (MAHERet al,
2007). Os IFNs sao classificados em trés grupdisellll (RANDALL & GOODBOURN,
2008).

O IFN tipo | est4 associado a agéo antiviral euma IFNa e IFN; o IFN
tipo Il incrementa a atividade imunolégica e inclapenas o IFN- (BRIDEAU-
ANDERSENZet al, 2007; SAMUEL,2001); ja o IFN tipo Il compreenddFN-AL,- A2, -

A3 e também apresenta acao antiviral (Adtkal, 2006; ONOGUCHEt al, 2007).

Todos os IFNs tipo loff) se ligam ao mesmo receptor, que é composto de
duas subunidades IFNAR1 e IFNAR2. O IFN tipo }) ée liga ao receptor IFNGR,
composto de duas subunidades IFNGR1 e IFNGR2 (SQHEROet al,2004). Os
receptores de IFN tipo | estdo associados a entnmsina- quinase (TYK) que séo
fosforiladas em outras tirosina-quinases (Janusages) JAK1 e JAK2, que por sua vez
fosforilam Stat 1 e Stat 2 (MURRAY, 2007). EssaatS(transdutor de sinal e ativador da
familia de transcricdo) recrutadas, formam o corwpldenominado fator genético 3
estimulador de IFN (ISGF3), que é direcionado ademie induz a transcricdo dos genes
portadores do elemento responsavel pela estimuldgaaterferon (ISRE) e da sequéncia

ativadora de IFN- (GAS) (SCHINDLER & PLUMLEE, 2008).
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Figura 3. Mecanismos de A¢ao do IFN

Os interferons ativam inumeros genes, inclusives doim atividade antiviral
direta: a proteina cinase de 67 kDa que inibe fariteszdo de elF-2 e bloqueia a traducdo
de proteinas; a’ B oligoadenilato sintetase que ativa uma endonueleasolvida na
degradacéo do RNA viral (MALATHet al, 2005).

Um dos papéis mais importantes dos interferons roan@cdo de respostas
imunoldgicas protetoras € a capacidade de reguldgd@xpressdo das proteinas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC)n#aioria dos antigenos tumorais que
promovem respostas imunolégicas sdo proteinasétitas sintetizadas de maneira
endogena, apresentadas como peptideos associadwid@ale classe |. Portanto, esses
antigenos séo reconhecidos por CTLs CD8+ restibo8IHC da classe I, cuja funcdo é a

lise das células tumorais (YORK & ROCK, 1996).
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Os interferons podem afetar a proliferacdo dadaktancerigenas ou induzir
a diferenciacdo das células do tumor (NOMEL&EL,2007). Os efeitos antitumorais do
IFN resultam de uma ac¢éo direta na proliferacdacamuposicdo antigénica das células
blogueando parcialmente a translocagéo celular woin significativa redugcédo da sintese
protéica, particularmente mRNA, com inibicdo dauitéb dos fatores de crescimento
celular especificos, podendo também ter efeitoisatus, tais como a imunomodulacgéo e a
inibicdo da angiogénese do tumor (KUFE & WEICHSEWBW, 2003; PENNA et
al.,1994).

O IFN pode induzir a apoptose, ativando a casoateadpases (MUSCA@t
al., 2006; SAIDlet al,2006). A apoptose induzida por IFNfoi associada a ativacdo de
caspases 1, 2, 3, 8 e 9 (THYREe&tal, 2002). O IFN tipo | tem efeito antitumor por mei
do aumento nas células T citotoxicas, células ahtHiiller e células dendriticas
(LINDNER, 2002).

O IFN-u ja foi usado no tratamento de doengcas como argacde células
pilosas (LCP) e a leucemia mieldide cronica. Atwalte é utilizado no tratamento de
alguns linfomas de células T e B, melanoma maligetastatico, carcinoma celular renal,
carcinoma celular basal, sarcoma de Kaposi, paptiose laringea, doencas virais como a
hepatite C e em enfermidades ginecoldgicas (MAKER.,2007;CRISTINAet al,2007).

Na maioria das vezes o interferon é co-administaho outras drogas anticancerigenas na
esperanca de se obter efeitos aditivos ou siné&rgiobre o crescimento antitumoral, seja
via anti-proliferacdo ou apoptose, ou via mecanismealiado pela imunidade (DUNHAM
et al,1990).

Registros demonstram que o IENé a citocina de uso mais longo da

oncologia clinica (FERRANTINet al,2007) e varios estudos ja foram desenvolvidos
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administrando interferon no tratamento das neqdagntra-epiteliais cervicais com
resultados promissores.

Vérios trabalhos (CHOG®t al, 1986; SLOTMANEet al,1988; DUNHAMet
al.,1990; STELLATO,1992), mostraram bons resultadasn co uso do IFNx no
tratamento das NICs.

Trabalhos utilizando interferoh-(CINEL et al, 1991; PENNAet al, 1994;
ROTOLA et al,1995; KATESMARK et al, 1999; MICHELETTI et al,1992;
GRISMONDI et al, 1995; CAZORLAet al, 2005) e IFNy (IWASAKA et al, 1990;
SIKORSKI & ZRUBEK, 2003) também mostraram resultadatisfatorios no tratamento
das NICs.

No tratamento de uma paciente com carcinoma epadanwvasivo de vagina
usando IFNa-2b intralesional MURTA & MURTA (2004) obtiveram ogpleta regressao
da lesao vaginal.

Interferone. e 4cido retindico podem ter efeito anti-proliferatacumulado,
melhorando a sensibilidade das células a radidgerap tratamento de cancer do colo do
Utero (BASUet al, 2006). No tratamento do cancer cervical assoc@dnfeccao pelo
HPV, foi feita outra associacao, a qual consistelleéNy e cisplatina, ativando a cascata
de caspases e promovendo a apoptose (HOUGARRY, 2005).

Os meétodos excisionais (a conizagdo classica agdo alca diatérmica e a
laser) sdo as técnicas cirdrgicas mais empregadlasatamento das neoplasias intra-
epitelial cervical de alto grau. Essas técnicasnjiem descartar neoplasias invasoras,
avaliar margens de ressecc¢édo e detectar a pecsst@nm a recidiva da neoplasia intra-
epitelial cervical (RAMOSet al,2008).

A literatura mostra como é frequente a infeccéto HPV em mulheres

jovens (SCHEUNGRABERet al,2009; LAWSON, 2008; VETRANOet al,2007;
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FRANCESCHI et al, 2006). Esse fato expressa a necessidade deatecamservadoras
como o interferon, o qual ndo altera a anatomiaddo e preserva o futuro reprodutivo das
pacientes (MURTA & MURTA, 2004; PENNAt al, 1994; IWASAKA et al,1990). A
eficacia do uso do interferon em pacientes com lasi@pintra-epitelial cervical associada
a infeccdo pelo HPV, ja foi descrita em varios eéstu (GRISMONDI et al, 1995;
STELLATO,1992; SIKORSKI & ZRUBEK, 2003; CAZORLAt al, 2005) no entanto,
em nenhum deles avaliou-se a resposta imunoldgicakatamento com IFN. Entender
como O sistema imune atua na terapéutica com IFN pgimeiro passo na busca de

tratamentos que possam controlar ou combater as. NIC
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2. HIPOTESES

1- Pacientes com neoplasia intra-epitelial cervimlalto grau, com resposta clinica
satisfatéria ao tratamento com IFN2b intralesional, podem expressar citocinas

Thl no estroma cervical.

2- Pode ocorrer diminuigdo significativa na cargalvdo HPV de alto risco nas
pacientes com neoplasia intra-epitelial cervicalalte grau, com resposta clinica

satisfatéria ao tratamento com IleNPb intralesional.
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3. OBJETIVOS

1- Avaliar a expressao do RNA mensageiro das ciesc(IFNy, TNF-, IL-2, I1L-12,
IL-4, IL-10, TGF$1, TGF$2 e TGFB3) no estroma do colo uterino de pacientes

com NIC de alto grau, antes e ap0s o tratamentolEbi-2b intralesional.

2- Avaliar a presenca do HPV de alto risco nasgmaes com neoplasia intra-epitelial

cervical antes e ap0s o tratamento com dF2b intralesional.
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4. CASUISTICA E METODOS

Para atingirmos nossos obijetivos, fizemos um espudspectivo transversal,
que foi realizado no Ambulatério Maria da Gloria daiversidade Federal do Triangulo
Mineiro, pelas Disciplinas de Ginecologia e Ob&t&tr Imunologia, Patologia Cirlrgica e
pelo Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON).t&estudo incluimos pacientes com
neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau.e€iudo foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federdkiangulo Mineiro (Anexo A).
Além disso, cada paciente forneceu, por escritos@atimento livre apds esclarecimento

(Anexo C).

4.1 CASUISTICA

O grupo de estudo foi composto de 10 pacientesidade entre 18 e 50 anos
com diagnostico de Neoplasia Intra-epitelial Cealvigrau Il elll ndo submetidas a
nenhum tratamento prévio. De cada paciente foratidasb informacdes sobre idade,
hébitos e condi¢cbes de vida (tabagismo, uso deadragimero de parceiros), métodos
contraceptivos usados, tendo sido orientado o esmddon durante todo o tratamento. A
identificacdo das pacientes foi feita por nUmesesdo que a primeira paciente a participar
do trabalho recebeu a identificacéo “1”, a segutaa terceira “3” e assim por diante.

Os critérios para inclusdo foram: auséncia de samgnto durante o exame;
ndo utilizagcdo de antibidticos orais, fungicidas @ames vaginais durante os 30 dias
anteriores; nenhuma atividade sexual, pelo mends dlas antes do dia da coleta das

amostras; nenhuma historia prévia de tratament@ IJEE; colposcopia satisfatoria; leséo
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maior que 1 cm? e ndo utilizacdo de antiinflamaou imunodepressores 15 dias antes
do inicio do tratamento, até o término do mesmo.

Os critérios para exclusdo foram: pacientes poreadode doencas
imunodepressoras, cardiopatias graves ou com glierda funcdo hepatica ou renal;
gestantes; relato de intolerabilidade ao interfepatientes cujo uso de antiinflamatérios
ou imunodepressores nao poderiam ser suspensageloraratamento com interferon e
auséncia de lesao visivel a colposcopia ou lesadm mequena (inferior a 1 cm?).

As pacientes selecionadas de acordo com os csitddecritos anteriormente
foram encaminhadas pelo ambulatério de ColposcaliaUniversidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) e ja tinham bidpsia posdi para lesdo de alto grau. As
pacientes com alteragbes no exame colposcogm@am submetidas, mediante
consentimento livre e esclarecido, a coleta dadmoplo estroma cervical. Antes da
primeira e da ultima aplicacdo, as pacientes fosabhmetidas a exame colposcépico e
tiveram as imagens fotografadas através de vidgosobpico (Programa “Software”
Video Diagnos€).

Os fragmentos coletados foram imersos em 1,0 MRIZOL® (Invitrogen™
life tecnologies, Carlsbad, Califérnia, USA), panracdo do RNA, conforme protocolo

do fabricante e armazenado em freezer a -20°C.
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4.2 APLICACAO DO INTERFERON

Foi usado neste trabalho o Interfexe2b humano recombinante 3.000.000 U
(Blauferon B¥Blausiegel). A caixa da medicacdo é composta ddraseo-ampola com
po liofilo acompanhado de ampola com diluente @enll, acondicionada em geladeira a
temperatura 4°C. As aplicacGes foram realizadéigardo seringa de 1,0 ml e agulha 13 x
0,45 trés vezes por semana em dias alternadosn(iegjuquartas e sextas-feiras), por 6
semanas consecutivas, perfazendo um total delt8@jes, sendo que em cada aplicacdo
era administrada a dose de 3.000.000 U .

A exposicdo do colo uterino foi realizada atravésirdroducdo de espéculo
vaginal com antissepsia do colo e paredes vago@s gaze embebida em polvidine
topico usando, para isso, pinca dee@on. Procedia-se entdo a aplicacdo da medicacéao.
Em les6es multiplas ou ocupando mais de um quaddantolo, as aplicagfes foram feitas
alternadamente em cada lesao (no caso de lesd@$aspou em cada quadrante (no caso

de lesbes continuas).

4.3 EXTRACAO DE RNA DOS FRAGMENTOS ARMAZENADOS EM T RIZOL ®

UTILIZANDO O PROTOCOLO DA INVITROGEN ™ L|IFE TECNOLOGIES.

As amostras imersas em TRIZ®Lforam submetidas & sonicacdo por
aproximadamente 30 minutos por 50 Watts em temyreraimbiente para a decomposigéo
da arquitetura da peca. Ap6s esse processo, fiiadsptodo o TRIZOE sonicado
transferindo-o para um novo tubo plastico estéicndo somente a parte da peca que néao
se decompds no tubo anterior.

Nesse novo tubo foi realizada a separacao das &bemnando 200 ul de
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cloroférmio para cada 1,0 ml de TRIZ®toletado na amostra, com posterior agitacdo em
vortex por 15 segundos, incubacéo a temperaturgeatelpor 3 minutos e centrifugacao a
12.000 x g por 15 minutos a 4°C. ApOs centrifugagdmistura separou-se numa fase

vermelho-fenol-cloroférmio e em outra incolor agaoside se encontra 0 RNA.

4.3.1 Obtencao do RNA

No tubo com fase aquosa foi adicionado 500 ul @®cdhlisopropilico e
incubado por 10 minutos a temperatura ambientejig@gela centrifugacdo a 12.000 x g
por 15 minutos a 4° C. O RNA ficou precipitado nado do tubo.

A fase aquosa foi desprezada e o RNA lavado. Adlziese 1,0 ml de Etanol
75%, com posterior homogeneizacdo em vortex eiftegacdo a 7.500 x g por 5 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi desprezado deixando seBdMA do tubo em geladeira por

aproximadamente 12 horas.

4.3.2 Transcricdo Reversa de RNA para DNA compleméar (RT-PCR)

O RNA extraido das amostras foi submetido a sirlesBNA complementar
(c-DNA), que consiste na transformacgéo da fita diARRara c-DNA, utilizando reagentes
da Invitrogef™ conforme protocolo do fabricante.

O RNA seco era, entdo, homogeneizado novamentedirullde HO tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC). Posteriormente, foieparada uma mistura de
substancias (mix) para a transcricao reversa. Ommlfinal do mix foi de 14,5 ul para

cada amostra, sendo que essa solucéo foi compmsta p
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(O] (oo Jo | S 0,5 ul
RNA. .. 10,0 ul
DNt .o 1,0 ul
HO DEPC......ooi 3,0 ul

Inicialmente a solugdo para transcricdo reversateodo o RNA foi
desnaturada a 65°C por 5 minutos, seguida de igéobam gelo por 1 minuto. Apds esse
procedimento, a solugcao foi adicionada ao tubaubde uma solugcéo contendo a enzima
(Superscrip 1P First-Standart System Synthesis for RT-PCR), respeel pela

transformacao do RNA em c-DNA (transcri¢cao reversa)

Componentes para a solu¢cdo mix de Superscripdtdry volume final de 6,0 ul:

Tampao Kit 5X .....c.cccevvneeeenn. 4,0 ul
DTT 0,2mol ....eevviiiiiiis 1,0 ul
Enzima Superscrip llirt ........ 1,0 ul

A amostra foi incubada por 5 minutos a 25°C, semydiel nova incubacéao por

60 minutos a 50°C. A reacéo foi inativada a 70°C&ominutos.

4.4 PROTOCOLO DE PCR

Para as reacdes de PCR foi utilizado um protocata pada citocina, (IFM-

TNF-q, IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGFg1, TGF2 e TGFB3). Para controle da reagao foi

analisado o gene da Beta-actina. A reacdo de acaghio do c-DNA foi realizada
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utilizando kit Invitroger?. O c-DNA obtido foi adicionado a uma solucdo cadte os

componentes abaixo relacionados.

Componentes utilizados para amplificagéo do {Fdm volume final de 50 ul:

Tampao 10X .......ceevvnvevennnnnnn. 5,0 ul
dntp 10nM.......cccoeevivineenn. 0,32 ul

MgCI2 50mM........ccoeeevenens 1,5ul

Taq DNA polimerase ........... 0,2 ul
primerl ......c.coooiiieiiinneeennnn. 1,0 ul
PrMEr2 .....ccooevevveeiiineeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneeineennnnnns 1,0 ul
H20 DEPC p/50 ul .......... 39,98 ul

Componentes utilizados para amplificacdo da BNfem volume final de 25 ul:

Tampao 10X .......ccevvnveeeennnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM ......ccoeeiiiienn. 0,15 ul

MgCI2 50mM..........cceeuenn.n. 0,75 ul

Tag DNA polimerase............ 0,3 ul
primerl ........cooooiiiiiiiieiennnn. 1,0 ul
PrMEr2 .....ccooeeeviiieveineeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneinneennnnnns 1,0 ul
H20 DEPC p/25 ul ............ 18,3 ul
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Componentes utilizados para amplificagéo da IL+2 @olume final de 25 ul:

Tampao 10X .......ccevvnveveennnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......cccooevivineenn. 0,15 ul

MgCI2 50mM..........cceeuenn.n. 0,75 ul

Tag DNA polimerase............ 0,3 ul
primerl ......c.cooeiieeiiiinneeennnn. 1,0 ul
Primer2 ......cccooovviiiiiiiiiiiies 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneeinainnnnnns 1,0 ul
H20 DEPC p/25 ul............. 18,3 ul

Componentes utilizados para amplificacéo da IL-di2 @olume final de 25 ul:

Tampao 10X ......cccevvnvevennnnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......cccoeevivineennn. 0,15 ul

MgCI2 50mM..........cceeuenn.n. 0,75 ul

Tag DNA polimerase............ 0,3 ul
primerl ......c.ccoooiiiiiiinnenennnn. 1,0 ul
PrMEr2 .....ccooevevieeiiiieeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneiineinnnnens 1,0 ul
H20 DEPC p/25 ul............. 18,3 ul

Componentes utilizados para amplificagéo da IL+# @olume final de 25 ul:

Tampao 10X .......ccevvnveeennnnnnn. 2,5 ul

dntp 10nM.......cccoeevevnnieeenn. 0,16 ul
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MgCI2 50mM..........cceeuunn.n. 0,75 ul
Tag DNA polimerase............ 0,5 ul
primerl ........coooeiieiiiinnenennnn. 1,0 ul
PrMer2 .....ccooeeeviveeveineeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneerneinnnnnns 1,2 ul
H20 DEPC p/25 ul........... 17,89 ul

Componentes utilizados para amplificacéo da IL-df @olume final de 25 ul:

Tampao 10X ......cccevvnvevennnnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......ccoeevevnneennn. 0,15 ul

MgCI2 50mM........c.cceeunnnnn. 0,75 ul

Tag DNA polimerase............ 0,3 ul
primerl ......ccoooeiiviiinnenennnn. 1,0 ul
PrMEr2 .....ccooeeevieeviineeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvneiineinnnnens 1,0 ul
H20 DEPC p/25 ul............. 18,3 ul

Componentes utilizados para amplificacdo do P&Eom volume final de 25 ul:

Tampao 10X ......cccevvnvevennnnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......cccooevivnneeenn. 0,15 ul
MgCI2 50mM..........cceeuunn.e. 0,75 ul
Tag DNA polimerase........... 0,5 ul
primerl .......ccoooiiiiiiiiieiennnn. 1,0 ul

46
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PrimMer2 ......cccoeeveevevnnneeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng .....ccvneeeenaennn. 2,0 ul
H20 DEPC p/ 25 ul............ 17,1 ul

Componentes utilizados para amplificacdo do Paom volume final de 25 ul:

Tampao 10X .......ccevvnvevennnnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......ccooeviiineennn. 0,15 ul

MgCI2 50mM..........ccceuunn.e. 0,75 ul

Tag DNA polimerase........... 0,5 ul
primerl ........ccoooviiiiiiiieiennnn. 1,0 ul
PriMer2 .......ccooeveevevneeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ...ccvneevneennnnens 2,0 ul
H20 DEPC p/ 25 ul........... 17,1 ul

Componentes utilizados para amplificacdo do TdF<eom volume final de 25 ul:

Tampao 10X .......ccevvnveeeennnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......cccoeevivineennn. 0,15 ul

MgCI2 50mM..........cceeuenn.e. 0,75 ul

Tag DNA polimerase............ 0,5 ul
primerl ......cccccoiiieiiinnenennnn. 1,0 ul
PrMer2 .....ccooeeeviieeveiineeeennnn. 1,0 ul
CDNA 100Ng ....ccvueinnaennnnens 2,0 ul
H20 DEPC p/25 ul............. 17,1 ul
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Componentes utilizados para amplificacdo da Betiaaa¢controle-positivo) com volume

final de 25 ul:

Tampao 10X ......cccevvnveeeennnnnn. 2,5 ul
dntp 10nM.......cccoeevivineeenn. 0,16 ul

MgCI2 50mM..........cceeuenn.n. 0,75 ul

Taq DNA polimerase............ 0,2 ul
primerl ......c.coooeiieiiiinnenennnn. 1,0 ul
PrMEr2 .....ccooeeeviieeiiiiieeeennnn. 1,0 ul
Keld48 mm ..., 1,61 ul
CDNA 100Ng ....ccvueennaennnnnns 1,0 ul
H20 DEPC p/ 25 ul.......... 16,78 ul

Os tubos com a solugdo mix foram homogeneizadosolecados no
termociclador-eppenddttom 64 orificios. O equipamento foi programado dguinte
forma: 40 ciclos de 94 °C por 5 minutos e 40 segan(lesnaturagédo); 45 segundos
(anelamento) sendo a temperatura especifica pdegpcaner (Quadro 1), 72 °C por 10
minutos e 45 segundos (polimerizacdo). Ao final dolbs de amplificagdo, a reacéo foi
interrompida por resfriamento a 16 °C e os produgwsplificados retirados do
termociclador. No Quadro 1 estdo descritos a seiélos iniciadores, a temperatura de

anelamento e o tamanho do produto amplificado pagh cadg@rimer.
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Tamanho
) . Temperatura de
Primers Sequéncia do Produto
Anelamento B
Amplificado
(F):TCT GCATCG TTT TGG GTT CTC
IFN-vy 55 321pb
(R:TCAGCT TTT CGA AGT CAT CTC
(F): GAG TGA CAA GCC TGT AGC CCA TGT TGT AGC
TNF-0 _ 73 444 pb
(R): GCA ATG ATC CCA AAG TAG ACCTGC CCAGAC T
(F): ATG TAC AGG ATGCAACTCCTGTCTT
IL-2 66 457pb
(R): GTC AGT GTT GAG ATGATGCTTTGAC
(F): AGT GTC AAA AGC AGC AGA GG
IL-12 66 363 pb
(R): AAC GCA GAATGT CAGGGAG
(F):CCTCTGTTCTTC CTG CTA GCA
IL-4 56 300 pb
(R): GCC GTT TCA GGA ATC GGA TCA
(F): ACA GCT CACCACTGC TCT GT
IL-10 58 327pb
(R): AGT TCA CAT GCG CCTTGA TG
F): ACC AACTATTGC TTC AGC TC
TGF-p1 ) 55 198 pb
(R): TTATGC TGG TTG TAC AGG
F): CTGTCCCTGCTG CACTTT TGT
TGF- p2 ) 60.4 227pb
(R): TCT TCC GCC GGT TGG TCT GTT
F): CCT TTC AGC CCA ATG GAG AT
TGF- p3 ) 61.2 241pb
(R): ACA CAG CAGTTC TCC TCC AA
Beta- | (F): CAC TCT TCC AGC CTT CCT TCC
actina 64 311pb

(R): CGG ACTCGT CATACTCCTGCTT

Quadro 1. Caracteristicas dos iniciadores sinttiggara a amplificacdo de fragmentos
especificos de c-DNA.

4.5 DETECCAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e csadm prata. Foi utilizado um padréo

Apls as reacbes de PCR, os produtos amplificadeemfesubmetidos a

como controle positivo 50 bp DNA ladder da Inviteod.

10,0 ul de amostra amplificada em 5,0 ul de tampadicionado em cada orificio do gel

Para preparo da amostra a ser aplicada no gélpfoogeneizado e adicionado
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de poliacrilamida a 10%. A corrida eletroforéticarealizada com corrente de 90 volts por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

ApGs a corrida eletroforética, o gel foi colocadun solucéo fixadora por 15
minutos e, a seguir, essa solucao foi desprezathcmnada solugdo de nitrato de prata
por 15 minutos sob agitacdo mecéanica, seguido de lamagem em agua MILLI-Q e
incubacéo em solucéo reveladora por aproximadaménteinutos, retornando o gel para
a solucdo fixadora. Os géis foram colocados emaplate vidro e fotografados apos

secagem.

4.6 PESQUISA DO DNA DO HPV POR CAPTURA HIBRIDA (CH)

Para a pesquisa do HPV foi realizado técnica detucaphibrida. O
procedimento de coleta foi realizado com base nwalade orientacdo da empresa Digene
do Brasil, fornecedora dd€its e equipamento utilizado no teste de captura hibRdaa
coleta foi utilizadoKit coletor especial, composto de um tubete com solagéaservadora
para acido desoxirribonucléico (DNA) e uma esc@vaolo uterino foi exposto através da
introducdo de um espéculo vaginal, sendo introduziccm da escova no canal cervical,
realizando movimentos de rotacdo por trés vezesembido horario, escovando-se a
ectocérvix e as paredes vaginais. Apos a colescava foi inserida no tubete, dentro de
solucéo tampdao; a haste da escova foi quebradabete fechado. Movimento de agitacao
do mesmo foi realizado por 30 segundos a fim denpuver homogeneizagcdo da amostra.
Apbs esse procedimento o material foi congeladma temperatura de 70 graus negativos
para fins de conservacéo.

O aparelho utilizado é da marca Captura Hibfidd System DML 2000,

sistema de microplaca com amplificacdo de sinal poafmioluminescéncia. As
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informagdes e a metodologia abaixo descritas consta manual de instrugao fornecido
pela Digen€ do Brasil.

Para a deteccdo do HPVKat possui 18 tipos virais agrupados em gmisls
de sondas. As sondas para os virus de baixo nsdoem os tipos 6,11,42,43 e 44,
representando aproximadamente 70% desse grupouwde Eim relacdo aos virus de alto
risco, o sistema contém as sondas com os tipo$,88,83,35,39,45,51,52,56,58,59 e 68,
representando aproximadamente 99% desse grupoude Aisensibilidade da microplaca
€ de 1 pg/ml, equivalente a 0,1 coépia de virus q@ula. A primeira etapa do teste
consistiu na realizagdo de digestdo e desnatuig@g@doram feitas ao mesmo tempo no
proprio tubo de coleta. Adicionou-se a amostrasaestapa, uma solucdo contendo
hidroxido de sédio, que, além de digerir qualquetra estrutura, desnaturava o DNA,
separando as pontes de hidrogénio que unem as h#ssgenadas para facilitar a
hibridizacdo. Na etapa de desnaturacdo, o DNAubiretido a altas temperaturas e a pH
alcalino, deixando as bases nitrogenadas livres g&ibridizagcéo. Para esse procedimento
necessitou-se de banho-maria a 65° C durante uraa A0s a digestdo e a desnaturacao,
75 ul da amostra foram transferidos para os mibadgu a fim de se proceder a
hibridizacdo. Nessa etapa, as sondas de RNA foriduidak em diluente préprio e
aliquotadas na quantidade de 25 ul nos microtubdsbridizagcdo demandou banho-maria
a 65° C durante uma hora. Depois de hibridizadmaterial foi transferido para uma
microplaca com paredes recobertas por anticorposochmnais, a fim de eliminar a
possibilidade de reacdo cruzada, “anti-RNA: DNAUegiriam reagir com os hibridos
formados anteriormente. Essa etapa € denominatlaradpbrida e se fez com umtary-
shakera temperatura de 20-25° C durante uma hora. Arp#atcaptura, quando ja se
formou um complexo “anti-RNA: DNA-hibrido” passoa-para a fase de deteccdo. Toda a

solucdo contida na microplaca foi desprezada, eatticionado “anti-RNA: DNA”
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conjugado a fosfatase alcalina que reagiria comnaptexo ligado a parede da microplaca.
Essa fase teve duracdo de 30 minutos a temperd¢u0-25° C. ApOs esse periodo,
novamente desprezou-se o material liquido da miacape uma Unica lavagem do ensaio
foi feita. Com ela retirou-se o excesso de fostat@salina que ndo formou complexo
anticorpo-hibrido-anticorpo. O substrato Emerald &wlicionado e degradado pela
fosfatase alcalina durante 15 minutos. O grau dpad@cédo do substrato dependeu da
guantidade de enzima ligada ao complexo, o queugnodliferentes intensidades de cor,
lidas por quimioluminescéncia, em equipamento apdp. Todo o teste de captura
hibrida contou com controles negativos e posititestados em triplicata. O ensaio usou as
leituras dos controles para validacdo e calculecwtoff. A validagdo do teste e o calculo

do cut off foram feitos baseados em alguns critérios:

a) o coeficiente de variacdo das leituras entren@sowellsdos controles negativos
ou positivos nao deveria ultrapassar 25%;

b) a divisdo das médias das leituras de RLU (unidetidiva da luz) dos controles
positivos pelos negativos deveria ser superior a 2;

c) os controles negativos deveriam respeitar o limiéximo debackgroundde 250
RLU;

d) o valor docut off da reacdo seria expresso pela média dos conpadits/os.

Houve ainda dois outros controles intra-teste. hgaro quando se fez a
adicao do reagente de desnaturacdo. Todas as asndstiem tornar-se de cor roxa, o que
da certeza de que todas elas foram desnaturadagu@do, quando da adi¢cdo das sondas
a coloracdo deve mudar de roxo para amarelo, assefu que todas as amostras

receberam a quantidade ideal de sonda. A leitutat@mmente automatizada, uma vez que

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

53
MARISA DE CARVALHO RAMOS

0 quimiolumidmetro é comandado por waftwareque analisa os niumeros recebidos de
leitura e faz todos os calculos de validagdo daien®© relatério final do teste foi feito
pelo software, ndo havendomargem de erro nos calculos. As etapas de digestéao
desnaturacdo foram realizadas uma Unica vekit @ara deteccdo do HPV permitiu a
realizacdo de 96 testes, sendo 42 testes paradeiraito grau, 42 testes para virus de baixo
grau, 3 controles negativos e 3 controles positpas virus de alto grau e 3 controles

negativos e 3 controles positivos para virus dedbgiau.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Confeccionou-se uma tabela de contingéncia contarfdequéncia de ocorréncia
das bandas de cada citocina avaliada. Comparoygsit&vidade para cada citocina antes
e apOs o tratamento, entre 0os grupos de pacientesapresentaram sucesso e falha
terapéutica. Usou-se o teste exato de Fischer @ead"n" amostral e considerou-se o
valor de p<0,05 como significativo. Os dados fodigitados e analisados utilizando-se o
programa estatistico GraphPad Prism 5 for Wind@vaghPad Software, Inc.).

O teste de Wilcoxon foi usado para comparar a caigd, antes e apds o
tratamento com IFNi-2b, nos grupos com resposta e falha terapéuticsigrificancia

estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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5. RESULTADOS

Participaram deste estudo 10 pacientes. A idadeénmaifioi de 22 anos e
méaxima de 50 anos com média de idade de 32,4 anos.

Quanto aos habitos e condigbes de vida questionadogrotocolo inicial
(paridade, tabagismo e namero de parceiros sexcaistatou-se que 70% (n=7) eram
multiparas, 60% (n=6) eram tabagistas, 50 % (n&X)jnham tido 3 ou mais parceiros
sexuais e a idade média da sexdocde 16,6 anos (minima de 14 e maxima de 18 anos)

No diagndéstico inicial 60% (n=6) das pacientes eNdf@ Il (1,4,5,6,8 e 9) e
40% (n=4) eram NIC 1l (2,3,7 €10). Das pacienté€ N, 66,6% (n=4) responderam ao
tratamento com IFN-2b e 33,4% (n=2) tiveram falha terapéutica. Daseuaes NIC III,
50% (n=2) responderam ao tratamento com Il&¥b e 50% (n=2) tiveram falha
terapéutica.

Efeitos colaterais foram observados em todas derias tratadas e consistiam
em: mialgia, febre baixa (em torno de 38° C) eragtesendo esses sintomas relatados
pelas pacientes apenas nos dias da aplicacd@nidecem média 2 horas apos a aplicagédo
com duracdo de até 8 horas, mas em nenhum case hongcessidade de suspender o

tratamento.
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5.1 AVALIACAO DA RESPOSTA CLINICA E DA CARGA VIRAL DAS

PACIENTES, ANTES E APOS O TRATAMENTO COM IFN a-2b.

O diagnéstico inicial e final de todas as paciemtatadas com IFN-2b, bem
como a idade (anos), a resposta clinica ao tratame@ conduta tomada em cada caso
estao presentes na tabela 1. Em nosso estudo, &)¥@adientes apresentaram diminuicao
da lesé@o de alto grau ap6s o tratamento comoH2N; falha terapéutica foi observada em
40% das pacientes (Figura 5). As pacientes comos&spao tratamento foram
encaminhadas para o seguimento trimestral no abdibiolale colposcopia enquanto das
que tiveram falha (n=4), trés foram submetidas @izegdo e uma foi submetida a alca
diatérmica. A carga viral de HPV de alto risco dda paciente esta expressa na tabela 2.
Nas pacientes com resposta satisfatéria houve cgigddicativa da carga viral do HPV
(p= 0,0313, teste de Wilcoxon) apds o tratamentn HeN a-2b. No grupo das pacientes
com falha terapéutica ndo houve significancia essizd (p= 0,1250, teste de Wilcoxon)

(Figura 6).
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1 Tabela 1.Diagndstico inicial e final por bidpsia de todaspmcientes e conduta tomada
2 em cada caso, ap0s o término do tratamento conu{EN

Paciente Idade (anos) Diagnostico inicial Diagnéstico final  Resposta/Falha Contu

1

2

3

10

23

22

36

50

25

30

38

28

28

44

NIC 1l NIC | Resposta Seguimento
NIC 1l NIC | Resposta Semuito
NIC 1lI Infecgéo pelo HPV Resposta Seguimento
NIC 1l NIC | Resposta Semuito
NIC 1l NIC llI Falha Alcatdirmica
NIC 1l Infeccéo pelo HPV Resposta Seguimento
NIC 1l NIC Il Falha Cagao

NIC Il NIC Il Falha Cagao

NIC 1l Infecgéo pelo HPV Resposta Seguimento
NIC 11l NIC 1lI Falha Cawido

Critérios clinicos segundo MARDEGAN, 2008.

3 Tabela 2. Carga viral do HPV de alto risco, em amostras dakhiantes e apés o
4 tratamento com IFNx-2b, nos grupos de pacientes que apresentaramstaspofalha

5 terapéutica.

Pacientes com boa

resposta ao

Antes do pos o Pacientes Antes do Apos o
tratamento  tratamento com falha tratamento  tratamento

tratamento terapéutica
Paciente 1 156,0 72,0 Paciente 5 110,0 264,0
Paciente 2 38846,0 6302,0 Paciente 7 2181,0 602,0
Paciente 3 40230,0 1378,0 Paciente 8 16682,0 251482,0
Paciente 4 102,0 94,0 Paceh® 4558,0 14905,0
Paciente 6 62,0 54,0

Paciente 9 279971,0 887,0
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52 PERFIL DA EXPRESSAO DE CITOCINAS ANTES E APOS O

TRATAMENTO COM IFN a-2b INTRALESIONAL

A figura 4 mostra a expressédo do RNA mensageiracitiasinas (IFNy, TNF-
a, IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGFB1,TGFB2 e TGFB3) e também do gene da beta-actina,
pelo estroma do colo uterino, de pacientes com d@lto grau, tratadas com IFN2b
intralesional. As 10 pacientes tratadas foram ifleatlas por nimeros, e de cada paciente
foram colhidas amostras no inicio do tratamenttesada 1° aplicacéo (identificada pela
letra “i” inicial) e no final do tratamento, ap0sl8° aplicacdo (identificada pela letra “f”
final), sendo no total 20 amostras (2 amostrasada paciente).

A analise da expressdo do IFNwostra a presenca do fragmento em 321 pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente €raifimwal (6f), apresentou positividade
(Figura 4A).

A andlise da expressdo do TNFRwnostra a presenca do fragmento em 444 pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente dtyarfimal (1f), apresentou positividade
(Figura 4B).

A andlise da expressdo da IL-2 mostra a presendeagmento em 457 pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente dtrarfimal (1f), apresentou positividade
(Figura 4C).

A andlise da expressao da IL-12 mostra a presemgeagmento em 363 pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente Strarfimal (7f), apresentou positividade
(Figura 4 D).

A andlise da expressdo da IL-4 mostra a presendeagmento em 300 pb.

Das 20 amostras analisadas foi observado posiigida pacientes 4, amostra inicial (4i);
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na paciente 5, amostra final (5f); na pacientenfstra inicial (6i); na paciente 8, amostra
inicial (8i); e na paciente 10, amostra inicial ifiFigura 4E).

A analise da expresséao da IL-10 mostra auséncfeagmento em 327 pb, das
20 amostras analisadas (Figura 4F).

A andlise da expresséo do TGE-mostra a presenca do fragmento em 198 pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente gtyarfimal (4f), apresentou positividade
(Figura 4G).

A andlise da expresséo do TEE-mostra a presenca do fragmento em 227 pb.
Das 20 amostras analisadas foi observado positigidas pacientes 4, amostra final (4f), e
na paciente 7, amostra f (7f) (Figura 4 H).

A andlise da expressao do T@EF-mostra a presenca do fragmento em 241pb.
Das 20 amostras analisadas apenas a paciente &raifimal (5f), apresentou positividade
(Figura 4 1).

A andlise da expressao do gene da Beta-actinacpateole da reagdo mostra a
presenca do fragmento em 311pb estando positivdthamostras analisadas (Figura 4 J).

A andlise estatistica pelo teste exato de Fiscl&r mostrou diferenca
significante na expressao das citocinas no estaamacal das pacientes com NIC de alto

grau, antes e apods o tratamento comdF2b intralesional (Tabelas 3 e 4).
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A) IFN-vy

B) TNF-a

7i f7 8i 8f

5i 5f 6i 6f
9i of 10i  10f

F) IL-10

1i 1f 2i 2f  3i  3f 4i 4f

5i 5f 6i i 7f

9i of

60

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM



A WDN P

61

MARISA DE CARVALHO RAMOS

) TGF-p1 (H) TGF-p2

2f 3i 4i

0 TGF-B3 %) Beta Actina

1i 1f 2i 2f 3i  3f 4i  4f

1f i 2f 3 3f 4i  4f

Figura 4. Perfil dos produtos amplificados por PCR apds dareletroforética em gel de
poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata.bAsdas observadas correspondem aos
produtos amplificados: IFN-(4A), TNF- (4B), IL-2 (4C), IL-12 (4D), IL-4 (4E), IL-10
(4F), TGF$1 (4G), TGFB2 (4H), TGFB3 (41) e Beta-actina (4J).
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Tabela 3.Expressao de citocinas nas pacientes que respomaerando, antes e apos o
2 tratamento com IFN -2b.

Boa Resposta Falha
Antes Tto  ApoOs Tto *p Antes Tto Apoés Tto *p

Pos 0 1 0 0

IFN- 1,000 n.d.
Y Neg 6 5 4 4
Pos 0 1 0 0

- 1,000 n.d.
TNF-o - Neg 6 5 4 4
Pos 0 1 0 0

IL-2 1, d.

Neg 6 5 000 4 4 :

L2 oS 0 0 n.d. 0 ! 1,000
Neg 6 6 4 3
Pos 2 0 2 1

IL-4 0,454 1,000
Neg 4 6 2 3
Pos 0 0 0 0

IL-1 d. d.

0 Neg 6 6 n.d 4 4 :

Pos 0 1 0 0

TGF- 81 1,000 n.d.
B Neg 6 5 4 4
Pos 0 1 0 1

TGF- B2 1,000 1,000
GF-B Neg 6 5 4 3
Pos 0 0 0 1

TGF- n.d. 1,000
GF-B3 Neg 6 6 4 3

3 *Teste exato de Fisher. **n.d. = ndo determinadwjdb aos valores iguais a zero.
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1 Tabela 4.Expresséo de citocinas, antes e apds o tratamemdFN o-2b nas pacientes
2 que responderam ou ndo ao tratamento.

Antes Tratamento Apb6s Tratamento
Resposta Falha *n Resposta Falha *n
IEN-y zzz 2 2 w4n.d. é Z 1,000
TNF-a zzz 2 2 n.d. ; 2 1,000
1 0
IL-2 zzz 2 2 n.d. c , 1,000
0 1
IL-12 zzz 2 2 n.d. : , 04
IL-4 ZZZ i ; 1,000 2 ; 0,4
0 0
IL-10 ZZZ 2 2 n.d. 6 4 n.d.
1 0
TGF-p1 zzz 2 2 n.d. c , 1000
1 1
TGF- B2 zzz 2 2 n.d. c ;1000
0 1
TGF- B3 ZZZ 2 2 n.d. X , 04
3 *Teste exato de Fisher. **n.d. = ndo determmalevido aos valores iguais a zero.
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Resposta Clinica

B Resposta terapéutica

Falha terapéutica

1 Figura 5. Numero de pacientes que responderam ou ndo aménatia com IFNy-2b.

m respostas antes
B2 respostas ap6s
E=] falhas antes
m falhas apo6s

______ |

Respostas  Respostas Falhas Falhas
antes apos antes apos

Carga viral de HPV de alto risco (n°de copias)

Amostras das pacientes antes do tratamento e ao seu término

2 Figura 6. Médias + DP da carga viral de HPV de alto risco,anostras colhidas antes e
3 apols o tratamento com IFN-2b, nas pacientes que apresentaram resposta & falh
4  terapéutica.
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6. DISCUSSAO

Os beneficios da imunoterapia com interferon jarfordescritos em varios
trabalhos e entre suas vantagens esté a presed@ag@do uterino e do futuro reprodutivo
de pacientes com NIC de alto grau (MURTA & MURTA)02; PENNAet al,1994;
IWASAKA et al, 1990). Em nosso estudo, 60% das pacientes réspon ao tratamento
com IFN a-2b, com diminuigdo da leséo de alto grau. Um fatoitante foi o nimero de
pacientes, no entanto, ndo impediu a interpretdgéagesultados.

Vérios estudos (SYRJANEN, 2008SHRAFUNNESSA & KAMAL, 2008;
VANAKANKOVIT & TANEEPANICHSKUL, 2008; BOSCH & DE SANJOSE, 2007;
MUNOZ et al, 2006 MARKOWSKA et al., 2005; FREGAet al, 2003) mostram que
muitos fatores podem aumentar o risco de infecedw PV e o desenvolvimento da NIC,
dentre eles pode-se citar a paridade e o tabagiSMBJANENet al, 2007;TROTTIER
& FRANCO, 2006 CASTELLSAQUE & MUNOZ, 2003), a relacio sexual goee e 0
namero de parceiros sexuais (DOMIN@Oal, 2008; VETRANCOet al, 2007). Em nosso
trabalho, todos esses fatores foram observadopatgntes: 70% (n=7) eram multiparas,
60% (n=6) eram tabagistas, 50 % (n=5) ja tinhara fidou mais parceiros sexuais e a
idade média da sexarca foi de 16,6 anos.

Um dado importante observado foi que todas as pkeSeque néo
responderam ao tratamento com IFN2b eram fumantes (n=4). O tabagismo é
considerado um dos principais fatores associadgseraisténcia da atividade viral,
aumentando o risco de progressao ou recidiva daegeem pacientes com neoplasia intra-
epitelial cervical associada a infec¢do pelo HBW¥is mecanismos pelos quais o habito de

fumar contribui para a oncogénese cervical incleeposicdo direta do DNA de células
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epiteliais cervicais a nicotina e a cotidina, asisjypodem ser encontradas em altas
concentragbes no muco cervical, induzindo mutac&mteracdo na atividade génica.
Indiretamente essas substancias inibem a respadtdarc do sistema imunoldgico,
induzindo a replicagdo viral e a infec¢éo de célaldjacentes, aumentando a possibilidade
de incorporacao do virus ao genoma celular (RUNCE\ECal, 1997).

Interferons foram descritos pela primeira vez camma substancia capaz de
“interferir’ no processo de replicacdo viral, notao, varios estudos colocaram em
evidéncia outras acdes biolégicas dos IFNs, era® & acdo inibidora do crescimento
celular (BORDENet al, 2007).

Varios trabalhos foram realizados utilizando IFN tnatamento das NICs
(CHOO et al, 1986; SLOTMANet al,1988; DUNHAM et al,1990; IWASAKA et al,
1990; STELLATO,1992; CINELet al, 1991; MICHELETTIet al,1992; PENNAet al,
1994; ROTOLAet al,1995; GRISMONDIet al, 1995; KATESMARK et al, 1999;
SIKORKI & ZRUDE, 2003; MURTA & MURTA, 2004; CAZORLAet al, 2005).

Utilizando IFN a-2b, em pacientes com NIC, STELLATO (1992) obteve
resposta completa em 33% dos casos, regressaalmmncb8% e falha terapéutica em 8%.
MURTA & MURTA (2004) também obtiveram resultadogisatérios utilizando 1FNu-
2b no tratamento de paciente com carcinoma epideniasivo de vagina, com regressao
total da leséo.

Administrando IFNB intralesional em pacientes com NIC, MICHELET&t
al. (1992) observaram remissao completa da lesao (@m das pacientes. PENN&t
al.(1994) avaliaram a eficacia da terapia com [FiNtralesional em 41 pacientes com NIC
e obtiveram cura em 33 (80%) das pacientes. CIBIEL, (1991) usando gel de interferon
B topico em pacientes com NICs, obtiveram regrestfidesdo em 85,36% (NIC ),

84,20% (NIC II) e em 37, 5% (NIC III).
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A administracdo de IFN- também obteve resultados satisfatorios no
tratamento de 8 pacientes com NIC, com respostpleta em 5 pacientes (62,5%) e
resposta parcial em 1 paciente (12,5%) (IWASAKAal, 1990). Em outro trabalho
utilizando IFN-y, SIKORSKI & ZRUBEK (2003) tratarad3 pacientes com diagndstico
de NIC | e NIC II, obtiveram resposta completa ema8os e em 4 casos foi observado
resposta parcial, no entanto, o resultado a longmogfoi inferior ao tratamento cirdrgico.

Observamos em nosso grupo de estudo (n=10) que @&&8opacientes
apresentaram boa resposta ao tratamento com r@grdaslesdo de alto grau, enquanto
40% das pacientes tiveram falha terapéutica.

Febre, cefaléia, mialgia e astenia foram efeitdatemis observados em 100%
das pacientes durante o tratamento com BlauferdiBBusiegel, sendo esses efeitos
abordados em outros trabalhos (MAHER al, 2007; STELLATO,1992). Efeitos
colaterais como diarréia, ndusea, erupcao cut@nema, mielodepresséo, cardiopatia e
alteracao no sistema nervoso central ndo foranmedad®@s em nenhum caso.

Trabalhos avaliando a expressao de citocinas monestcervical de pacientes
com neoplasia intra-epitelial cervical de alto grtaatadas com IFN-2b intralesional, ndo
existem na literatura.

Através do método de RT-PCR, varios trabalhos sar@in a expressédo de
citocinas Thl, Th2 e Th3 no estroma cervical daepses com NIC (EL-SHERIEt al,
2001; DE GRUIJLet al, 1999; PARDO-GOVE/4et al, 2005; BAISet al,2005; SONGet
al., 2007; SCOT et al,2009).

Em um trabalho recente SONgB al (2008) observaram regressao do HPV de
alto-risco em pacientes com displasia leve ou nam#erque expressavam IRN-A
infeccdo pelo HPV leva a imunidade de células Ttreoa proteina E6 expressa durante a

infeccdo. As células T produtoras de IfNeirculantes no sangue periférico séo
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importantes contra a persisténcia da infec¢do IHBNd associado ao desenvolvimento de
malignidades. Estudos observaram que defeitosadupéo de IFN-pode estar associado
a persisténcia da infeccdo pelo HPV e ao desemueitio de neoplasias (SCOET al,
2001; SONGet al,2007).

TNF-a apresenta um papel importante nas reac¢fes infieiasite pode estar
envolvido na regulacdo do crescimento e na difémeéio dos queratindcitos infectados
pelo HPV, inibindo a expressao dos genes E6 e EEGARWAL, 2003; MAJEWSKIet
al.,1991; SCOTTet al, 2001). A expressao do TNFpode favorecer o recrutamento de
células natural killer, promovendo mecanismos twriehcao de células tumorais (GLAS
et al,2000). No entanto GAIOTTEt al. (2000) relataram que o TNE-promove a
progressao do ciclo celular pelo aumento da ex@oeds RNA mensageiro do HPV-16
E6/E7 e consequente imortalizacdo dos queratirgtifectados pelo HPV.

A auséncia do RNA mensageiro da IL-2 em lesbGesHitW pode explicar a
fraca resposta de linfocitos TCD8+ de memoria nasiemtes com NIC e carcinoma
cervical (RESSINGet al,1996). Ainda a demonstracdo de que linfocitosutamtes
produzem IL-2 especifica contra antigenos do HR)éique a auséncia da expressao de
IL-2 no colo uterino seja um fendmeno local (TSUKWRL,1996).

A associagao entre a expressdao do RNA mensageirh-#ia in situ e a
regressao das lesdes de NIC grau lll, sugere gespasta imune Thl mediada pela IL-12
esteja relacionada a cura da infeccdo pelo HPVGBBIJL et al,1999).

Sabe-se que a expressao de IL-12 pode ser indymfta HPV in vitro
(MULLER et al,1994), porém a sua producéo por células decasitlepende de outros
fatores como GM-CSF, TNE&-e IL-13 que, por sua vez, encontram-se diminuidos no
carcinoma cervical (WOODWORTH & SIMPSON, 1993). mndhuicdo da atividade de

células dendriticas devido a baixa producdo de €NE-1 pode ser responsavel pela
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reduzida expressdao do RNA mensageiro da IL-12 ecrepi@s com carcinoma cervical
associado a infecgéo pelo HPV (PETER &L, 1996).

PARDO-GOVEA et al(2005) concluiram que a resposta imune tipo Thl é
predominante nas lesGes pré-malignas associadadoa infeccdo pelo HPV e estudos
observaram decréscimo dessas citocinas em relacdonaento do grau da NIC (BAK
al.,2007; EL- SHERIFet al,2001).

Em nosso trabalho, observamos auséncia da expréagsaitocinas Thl (IFN-

v, TNF-, IL-2 e IL-12) antes do tratamento com Ik&MR2b nas pacientes que responderam

e também nas que falharam ao tratamento. No entapds o tratamento com IRN2b,
observamos que pacientes que responderam ao tratameressaram IFN{6f) e IL-2/

TNF-a (1f). Esses resultados sugerem que essas citopodsm ter blogueado o
crescimento dos queratinécitos infectados pelo HRMbindo a expressao das
oncoproteinas virais, 0 que promoveu a regresssatedaes de alto grau.

Citocinas produzidas pelas células Th2 podghir a ativacdo de macrofagos,
de linfocitos T citotoxicos e suprimir a imunidanhediada pelas células Thl (ABBAS &
LITCHMAN, 2007; PARDO-GOVEAet al,2005). A IL-10 inibe funcbes de macréfagos
ativados e a IL-4 pode antagonizar os efeitos @bikes de IFN¢ sobre os macréfagos,
inibindo reacBes imunes mediadas por células (ABRASTCHMAN, 2007).

Sabe-se que o aumento da producao de IL-4 e ILetl@ per um mecanismo
usado pelas células tumorais para escapar do meciordnto imune (CLERICEt al,
1997) estando esse aumento associado a persisErgigprogressdo das lesdes pré-
malignas (EL-SHERIFet al, 2001; BAISet al., 2005). No entanto, resultados contrérios
tem sido relatados (FARZANEEt al, 2006; WU & KURMAN,1997).

Segundo DONALISIOet al (2008), a IL-4 apresenta papel importante na

eliminacao viral e no controle da infec¢ao pelo HP®dendo inibir a transcricdo do HPV
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16, sendo importante no controle das infec¢des HiBY e também no controle do
desenvolvimento dos carcinomas associados com HEMBO et al, 2006).

A diminuicdo da expressao da IL-10 e o aumentoxpaessdo de FoxP3, foi
observado em pacientes com NIC Il e NIC Il (SCCOatTal, 2009). O polimorfismo da
IL-10 na posicdo-1082 esta associada a eliminagéofelcgdo pelo HPV (FARZANEIet
al, 2006).

Em nosso trabalho, observamos auséncia da expréasfelO (Th2) em todas
as pacientes, antes e apG0s o tratamento conu{EN A IL-4 (Th2) estava expressa antes
do tratamento com IFN-2b em 2 pacientes que responderam ao tratamento Gy e
também em 2 pacientes que falharam ao tratameirtcl(H).

A expresséo da IL-4, antes do tratamento com dF2b, em pacientes com
falha terapéutica, sugere que o padréo de respostee Th2 pode ter contribuido para a
persisténcia da lesdo de alto grau e para a edasBi®V a vigilancia imunolégica. Além
disso, a expressao concomitante da IL-4 e PGEm paciente com falha terapéutica (5f)
apo0s o tratamento com IFN2b, sugere que a resposta imune Th3 pode ter auwla
resposta imune Th2, impedindo uma resposta cléatiafatoria.

Os mecanismos pelos quais as células T reguladub&sn a resposta imune
in vivo,ainda € discutido. Algumas células reguladorasyxenh citocinas, como o TGF-

e a IL-10, que bloqueiam a ativacao dos linfocasacrofagos e também podem suprimir
outros linfécitos ou APCs, por mecanismos indebfisidque ndo envolvem citocinas
(ABBAS & LITCHMAN, 2007).

O TGF4 inibe a proliferacdo celular epitelial e a traiggs dos genes E6/E7
do HPV. Além disso, os niveis de RNA mensageiroT@&F1, TGF$2 e TGFB3
estavam diminuidos em amostras de NIC positivaa p@V 16, em relagdo as amostras

do colo normal (EL-SHERIEt al, 2000). Outro estudo mostrou que a expressadzde T
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B1 e TGF-B2 nas biopsias de NIC ndo estdo claramente assscéxigrau da lesdo e ao
curso clinico da infeccéo pelo HPV (TERVAHAUT& al,1994). No entanto, em outro
trabalho foi observada expressdo do RNA mensagkird GF- f1 e de seu receptor
TGHR1 no colo uterino que apresentou transformacaagnaalem pacientes com NIC
(SOUFLAZet al.,2005).

Em nosso estudo nado foi possivel correlacionar presgdo do RNA
mensageiro do TGB1, TGF$2 e TGFB3 com a resposta clinica ao tratamento com IFN
a-2b, uma vez que 1 paciente com resposta satisfatdf) apresentou expressao
concomitante do TGB4 e TGFB2 apds o tratamento com IFN2b, enquanto outras duas
pacientes que nao responderam ao tratamento (Bf expressaram TGB2 e TGFB3,
apos o tratamento com IFRN2b. As citocinas Th3 expressas ap6s o tratamentolEN
a-2b em uma paciente que respondeu ao tratamergeresinibicdo da proliferacéo de
células do epitélio transformadas o que resultowEa resposta clinica satisfatoria.

Observamos também que pacientes com falha terepéi@i e 7f) tiveram
expressdo concomitante de IL/IBFB2 (7f) e IL-4TGFB3 (5f), sugerindo que a

resposta imune Th3 pode ter modulado a respostaeimbl e Th2 durante o tratamento
com IFN e por isso houve falha terapéutica.

Nessa discussdo podemos observar que resultadosoversos sao
encontrados em trabalhos que analisam a presergitodmas Thl, Th2 e Th3 em lesbes
pré-malignas do colo uterino.

Neste estudo, observou-se que citocinas Th3 podedular a resposta imune
Thl e Th2, apos o tratamento com I&2b, resultando em falha terapéutica. No entanto, a
expressao de citocinas Thl em pacientes com respatsfatdria apds o tratamento com
IFN a-2b, sugere que esse padrao de resposta imure eséejonado a regressao da lesao

de alto grau.
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Estudos mostram que a carga viral do HPV aumemtaacprogressao do grau
da NIC (Xl et al, 2008; WOODMANet al, 2007; FONTAINE et al,2005. Em nosso
trabalho avaliou-se a carga viral do HPV em todapagientes, antes e apos o tratamento
com interferoru-2b intralesional. Os resultados mostram quedafigtiva da carga viral
nas pacientes que responderam ao tratamento ([{3),08sses dados sugerem que 0O
tratamento com IFN-2b intralesional, pode diminuir a carga viral dB\Hem pacientes
com neoplasia intra-epitelial cervical, favorecead®gressao das lesdes de alto grau.

A ampliagdo do numero de pacientes é fundamented pana melhor
compreensao do padrao de resposta imune no trataem IFNa-2b e pode contribuir

para que novas estratégias terapéuticas sejamdasgcéduscando sempre resultados

satisfatérios no tratamento de lesGes pré-maligeascal.
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7. CONCLUSOES

1- O tratamento com IFNi-2b intralesional nas pacientes com NIC de altaugra

obteve resposta clinica satisfatéria em 60% daiepias.

2- A resposta imune Thl (IFN-TNF-, IL-2) parece estar relacionada a diminuigéo

do grau da NIC, apés o tratamento com H-Rb nas pacientes com boa resposta.

3- A expressdo de TGE-apos o tratamento com IFIN2b, nas pacientes com falha
terapéutica, sugere um papel imunomodulador destaira inibindo a resposta

protetora Thl.

4- Houve diminuic&o significativa na carga viral HPV de alto risco nas pacientes

que responderam ao tratamento com ¢FRb.
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8. RESUMO

Introducdo: O céncer do colo do Utero é o segundo tipo de camces
comum entre as mulheres, responsavel pelo ébitagteximadamente 250 mil mulheres
por ano sendo sua incidéncia duas vezes maior esespanenos desenvolvidos.
Atualmente estd bem definido o papel do HPV contor faausal para o surgimento do
cancer cervical e suas lesbes precursoras, seniétodos excisionais bastante utilizados
no tratamento dessas lesdes. A infeccdo pelo HR¥ s tornando cada vez mais
frequente em pacientes jovens. Esse fato exprasseeasidade de terapias conservadoras
como o interferon, que ndo altera a anatomia do egireserva o futuro reprodutivo das
pacientes.

Objetivos: Avaliar a expressdo do RNA mensageiro das citoc{ihaN-y,
TNF-a, IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGFg1, TGF$2 e TGFB3) no estroma do colo uterino
de pacientes com NIC de alto grau, antes e ap@santento com IFN -2b intralesional e
avaliar a presenca de HPV de alto risco nas paserm resposta satisfatoria e com falha
terapéutica, antes e ap0s o tratamento.

Casuistica e MétodosO grupo de estudfoi composto por 10 pacientes com
idade entre 18 e 50 anos com diagnéstico de neapldsa-epitelial cervical de alto grau
nao submetidas a tratamento prévio. Neste tralfaihdgilizado o interferoru-2b humano
recombinante 3.000.000 U (Blauferon"Blausiegel) intralesional. As aplicacdes foram
realizadas utilizando seringa de 1,0 ml e agulha 0345 trés vezes por semana em dias
alternados (segundas, quartas e sextas-feirash p@manas consecutivas, perfazendo um
total de 18 aplicacdes. A coleta da biopsia folizada antes da 1° aplicagdo e apds a 18°

aplicacéo do IFN«-2b. Para andlise da expressdo do RNAm das cifinaealizada a
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técnica de PCRutilizando-se iniciadores especificos para cada&sra das citocinas
estudadas. ApOs as reacdes de PCR, os produtosficadps foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e awsambm prata. A avaliacdo da carga
viral do HPV foi feita por Captura Hibrida.

Resultados: No diagndstico inicial, 60% (n=6) das pacientes eral@ N e
40% (n=4) das pacientes eram NIC Ill. Quanto aastspao tratamento: 60% (n= 6)
tiveram resposta enquanto que 40% (n= 4) tiverdina feerapéutica. Quanto aos habitos e
condi¢des de vida questionados no protocolo inig@aridade, tabagismo e nimero de
parceiros sexuais) constatou-se que 70% (n=7) erarhiparas, 60% (n=6) eram
tabagistas, 50 % (n=5) tinham tido 3 ou mais passeiexuais e a idade média da sexarca
foi de 16,6 anos (minima de 14 e maxima de 18 af@snto a expressao de citocinas
antes e apos o tratamento com &b, observamos: auséncia da expressao das ciocina
Thl (IFN<y, TNF-, IL-2 e IL-12), antes do tratamento com IEA2b nas pacientes que
responderam e também nas que falharam ao tratanidatentanto, apés o tratamento
com IFNa-2b, observamos que pacientes com resposta satisfakpressaram IFN-1L-
2, TNF- sugerindo um potencial Thl relacionado a curaxpressao da IL-10 (Th2)
estava ausente em todas as pacientes, antes ® aggiamento com IFN-2b. A IL-4
(Th2) estava expressa antes do tratamento comdE® em 2 pacientes que responderam
e também em 2 pacientes que falharam ao tratam@nexpressao da IL-4, antes do
tratamento com IFMNi-2b, em pacientes com falha terapéutica, sugereogpadréo de
resposta imune Th2 pode ter contribuido para aspénsia da les@o de alto grau. Ainda, a
expressdo concomitante da IL-4 e TEF-em paciente com falha terapéutica apos o
tratamento com IFN-2b, sugere que a resposta imune Th3 pode ter aumlal resposta
imune Th2, impedindo uma resposta satisfatériarat@mrhento. Quanto a expressédo do

RNA mensageiro das citocinas TRE; TGF2 e TGFB3, ndo foi possivel correlacionar
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os resultados com a resposta clinica ao tratanwemol FN a-2b, uma vez que 1 paciente
com resposta satisfatéria apresentou expressaomitacte do TGHB1 e TGFB2 apds o
tratamento com IFNo-2b, enquanto outras duas pacientes que nao resaomdao
tratamento expressaram TGE-e TGFB3, apds o tratamento com IFN2b. Observamos

também, que essas pacientes com falha terapéintgcanh expressao concomitante de IL-
12/TGF$2 e IL-4TGF3, sugerindo que a resposta imune Th3 pode ter ladaia

resposta imune Thl e Th2 durante o tratamento déh ¢ por isso houve falha
terapéutica. Resultados controversos séo encostrado trabalhos que analisam a
presenca de citocinas Thl, Th2 e Th3 em lesGesnpli@§nas do colo uterino. Queda
significativa da carga viral do HPV de alto risoo dbservado nas pacientes com resposta
terapéutica satisfatéria (p=0,0313, teste de Widodxapos o tratamento com IEN2b.
Conclusdes:O tratamento com IFN -2b intralesional nas pacientes com NIC
de alto grau, obteve resposta clinica satisfagEmat0% das pacientes. A resposta imune
Thl (IFN+<y, TNF-, IL-2) parece estar relacionada com a diminuicagrao da NIC, apos
o tratamento com IFN- 2b nas pacientes com boa resposta. A expressaGBg, apos
o tratamento com IFNu-2b nas pacientes com falha terapéutica, sugerepapel
imunomodulador desta citocina inibindo a respostatepora Thl. Houve diminuig&o
significativa na carga viral do HPV de alto riscasnpacientes que responderam ao

tratamento com IFN-2b.
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9. ABSTRACT

Introduction: Uterine cervix cancer is the second most commore tgp
cancer among women, being responsible for the defthpproximately 250 thousand
women a year, and its incidence twice higher is tsveloped countries. Nowadays, HPV
role is very well defined as a causative factortf@ appearance of cervical cancer and its
precursor lesions, being the excised methods udetlia the treatment of these lesions.
HPV infection is becoming more and more frequengdang patients. This fact expresses
the need for conservative therapies such as interfevhich does not alter the anatomy of
the cervix and preserves the reproductive fututdefpatients.

Objectives: Evaluate the expression of messenger RNA of thekayes (IFN-

v, TNFa, IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGFg1, TGF$2 e TGFB3) at the stoma of the uterine
cervix of patients with high level of CIN, beforachafter the treatment with IFix-2b
intralesional and evaluate the presence of HPVigh hisk in responsive patients and
therapeutical failure, before and after the treatme

Casuistry and Methods: Study group was composed by 10 patients ranging
from 18 to 50 years with a diagnosis of high-gradevical intraepithelial neoplasia who
did not underwent previous treatment. In this wdrkvas used Intralesional Human
recombinant Interferon-2b 3.000.000 U (Blauferon BBlausiegel). Applications were
done using a 1,0 ml syringe and 13 x 0,45 needkethmes a week on alternate days
(Mondays, Wednesdays and Fridays), for 6 consexuiteeks, resulting in 18
applications. Biopsy collection was done beforefttst application and after the 18th one
of IFN a-2b. For analyzing the RNAm expression of the citek it was used the PCR

technique, using specific primers for each sequericeytokines studied. After the PCR
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reactions, amplified products were submitted toyaalylamide gel electro-phoresis at
10% and stained in silver. Evaluation of the vicad of HPV was done by hybrid capture.
Results: At initial diagnosis 60% (n=6) of the patients w&N Il and 40%
(n=4) of them were CIN Ill. Related to the treatts¥sponse: 60% (n=6) had an answer
while 40% (n=4) had therapeuthical failure. Accagdito the habits and life conditions
guestioned in the initial protocol (parity, smokiagd number of sexual partners) its was
seen that 70% (n=7) were multiparas, 60% (n=6) vwanekers and 50% (n=5) have
already had 3 or more sexual partners and the @mgamf sexual intercourse was of 16,6
years (minimum of 14 and maximum of 18 years). Aldbe expression of the cytokines
before and after the treatment with IlA2b we observed: lack of expression of cytokines
Thl (IFN<y, TNF-, IL-2 e IL-12), before the treatment with IFRN2b in patients who
answered and also in those who failed the treatrhtowever, after the treatment with IFN
a-2b, we observed that responsive patients expre§deédy, IL-2, TNF-o suggesting a
Thl potential related to the healing. IL-10 expi@sgTh2) was absent in all patients,
before and after the treatment with IFN2b. IL-4 (Th2) was expressed before the
treatment with IFNa-2b, in 2 responsive patients and also in 2 patievito failed the
treatment. IL-4 expression, before the treatmenth wFN a-2b, in patients with
therapeutical failure, suggests that the Th2 imnm@sponse might have contributed to the
persistence of the high level lesion. Yet, concantitexpression of IL-4 and TGR in
patient with therapeutical failure after the treabm with IFN a-2b, suggests that the
immune response of Th3 may have modulated the mune response, avoiding a
satisfactory answer to the treatment. Related ® Messenger RNA expression of
cytokines TGR31, TGF2 e TGF3, it was not possible to correlate the results whie
clinical response to the treatment with IleN2b, since one responsive patient presented

concomitant expression of TGR- and TGH32 after the treatment with IFd-2b, while
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other two patients who did not answer to the treatmexpressed TGF2 and TGH3

after the treatment with IFN-2b. We also observed that these patients withtafsartical
failure had concomitant expression of ILFTIGF-82 and IL-4TGF-$3, suggesting that the

immune response of Th3 may had modulated the immesponse of Thl and Th2 during
the treatment with IFN and, because of that, tikexg a therapeutical failure. Controversial
results are found in works that analyze the presericThl, Th2 and Th3 cytokines in
premalignant cervical lesions. It was observedgaiicant fall of the viral load of high-
risk HPV in responsive patients (p=0,0313, Wilcosamest), after the treatment with IFN
a-2b.

Conclusions: Treatment with Intralesional IFN-2b in patients with High-
level CIN had satisfactory clinical response in 606f4he patients. Thl immune response
(IFN-y, TNF, IL-2) seems to be related to the decrease of thel lef CIN, after the
treatment with IFNx-2b in responsive patients. T@GFexpression after treatment with IFN
a-2b in patients with therapeutical failure suggestsimmunomodulatory role of this
cytokine inhibiting the Thl protector response. rEhe/as a significant decrease on the

HPV viral load of high risk in patients who answetbe treatment with IFN-2b.
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS
1-Avaliar a resposta clinica de pacientes com Neoplasia Intraepitelial (NIC) de alto grau tratadas com
interferon o-2B através de exame colposcépico e bigpsia;

2-Correlacionar a resposta clinica destas pacientes com parfmetros imunologicos, como populagio
celular presentes nas biopsias, antes, durante e apos o tratamento, € com as citocinas produzidas pelas mesmas
(produgéo de citocinas IL-4, IL-10, IL-12, TL-2, TFN-a, IFN-g, TNF-o, TGF-B pelo corion cervical ).

2. JUSTIFICATIVA

A imunidade inata a0 HPV é mediada por varios mecanismos, dentre eles, a sintese de interferon (IFN), a
ativagéo de macrofagos e de células natural Killer. O HPV pode interagir com o sistema imune (STANLEY et
al, 2001; STERN ef a/,2000, KONYA and DILLNER,2001) e evadir ou inativar a resposta imune (TINDLE ef
al,2002; FRAZER et al,1999). SZo multiplos os mecanismos de evasdo do virus: 1-o0 HPV nfio tem fase de
disseminagdo sangliinea;, 2-nfio causa lise de queratindcitos n#io induzindo assim resposta inflamatéria; 3- a
produggo e liberagdo do virus ocorrem nas células escamosas diferenciadas, distantes das citocinas e células
imunocompetentes da submucosa.

Estudos envolvendo o y- Interferon no tratamento das NICs  apresentaram sucesso terapéutico(
IWASAKA T et al., 1990) mas o resultado a longe prazo foi inferior ao tratamento cirtrgico { SIKORKI. M. et
al..2003).

Em se tratando de neoplasia invasiva, MURTA et al.(2004) obteve cura de paciente com carcinoma
invasivo de vagina tratado com interferon- ¢-2 intralesional.

Resende A D. e cols. estudando citocinas em secregfio vaginal de pacientes com NIC e de pacientes
com vaginose bacteriana observaram que houve um aumento significante de TL6 e IL8 no grupo de pacientes
com NIC quando comparadas com o grupo com vaginose bacteriana

Nenhum estudo, entretanto, avalia as alteragdes imunologicas ocasionadas pelo interferon no epitélio
cervical e a relagdo dessas alteragBes com a resposta clinica ao tratamento.

3, DESCRICAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
Os grupos de estudo serfio compostos por pacientes com idade entre 18 e 50 anos com diagnéstico de
Neoplasia Intraepitelial Cervical de alto grau néio submetidas a tratamento prévio.

4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAQ

Os critérios para inclusdo sera auséncia de sangramento durante o exame, néo utilizagdo de antibibticos orais,
fungicidas ou cremes vaginais durante os 30 dias anteriores, nenhuma atividade sexual por pelo menos dois
dias antes do dia da coleta das amostras; e nenhuma histéria prévia de tratamento para HPV. Nas biopsias
coletadas, também serdo realizadas PCR para tipagem de HPV, e Obtengaio  cultura de células para avaliagio
da resposta imune. Serdo critérios de exclusdo pacientes portadoras de doengas imunodepressoras, cardiopatias

Avenida Frei Paulino, 30 - 2", andar ~CEA — Abadia - 38023-180-Uberaba-MG - Telefax (0%*34)3318-5854
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graves, alteraciio da fung@o hepética ou renal, gestantes, relato de intolerabilidade ao interferon ou auséncia de
lesdo visivel & colposcopia.

5. ADEQUACAO DA METODOLOGIA

Serdio feitos os seguintes procedimentos que foram minuciosamente descritos no projeto original.

Aferigiio do pH vaginal

Colposcopia

Aplicacio do interferon

Avaliagdo da resposta clinica

Aplicagdo do interferon

Avaliagio da resposta clinica

PCR para tipagem do HPV

Protocelo de PCR

Ciclo de Amplificagio de DNA

Técnica de Realizagdo do Teste de Captura Hibrida

Obtengdo e cultura de células das biopsias

Citometria de Fluxo

Andlise Estatistica; Sera feita entre as amostras pré e pos tratamento através dos testes de Wilcoxon ou T
pareado. Da mesma forma, nas comparagBes entre 0s grupos com boa ou ma resposta, sera feita entre as
amostras pré ¢ pds tratamento através dos testes de Mann-Whitney ou T de Student. O nivel de significincia
sera < 0,05.

6. ADEQUACAO DAS CONDICOES

Para atingirmos nossos Objetivos, pretendemos realizar um estudo prospectivo, que serd

realizado no Hospital Escola da Universidade Federal do Trifngulo Mineiro, Ambulatério Maria da Gléria
pelas Disciplinas de Ginecologia e Obstetricia , Imunologia e Patologia Cirtwgica. Neste estudo iremos incluir
pacientes com Neoplasia Intraepitelial Cervical néo submetidas a nenhum tratamento prévio.

7. ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS )
O interferon 0-2B pode levar a alteragSes nos niveis séricos dedesidrogenase latica e fosfatase alcalina e nos
niveis de hemoglobina, leucécitos, plaquetas e, por isso essas substéncias serdio dosadas uma vez por semana
durante o tratamento para detecgio precoce e se necessario interrupgao imediatado tratamento.

A medicagio pode ocasionar alguns efeitos colaterais como:
febre, calafrios, mal esta geral, mialgia, diminuig&o do apetite, diminuigio dos leucécitos e da plaquetas,que se
intensos levardo a suspensdo imediata do tratamento.

Para manter a confidencialidade, as pacientes serdc identificadas por nimeros , nac aparecendo em
nenhum momento 0 nome das mesmas.

Avenida Frei Pauline, 30 — 2", andar —CEA — Abadia - 38025-180-Uberaba-MG - Telefas (0**34)3318-5854
E mail cep@prodepe.fmim.br
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ANEXO A: Parecer consubstanciado aprovado pelo CEFolha 3/3)

3/3

MINISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP
Parecer Consubstanciado
. _PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS
IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA E CLINICA DE PACIENTESCOM

NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL DE ALTO GRAU TRATADAS COM INTERFERON a-2B
INTRALESIONAL

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Eddie Fernando Céndido Murta
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 23-06-2006
PROTOCOLO CEP/UFTM: 759

8. RETORNO DE BENEFICIOS PARA O SUJEITO E/OU PARA A COMUNIDADE
Apesar dos possiveis efeitos colaterais com o uso da medicagdo, o sucesso terapéutico poupard a pacientede
uma intervencdo ciriirgica e dos riscos inerentes da mesma.

9. JUSTIFICATIVA DE SUSPENSAO TERAPEUTICA (“Wash out”) — Néo pertinente.
Este projeto serd encerrado quando de sua conclusdo ou se algum procedimento proposto passar a representar
risco para O paciente.
10. JUSTIFICATIVA DO USO DE PLACEBO — Nio pertinente.
11. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA
TOTAL 48.060,00
O Projeto sera financiado pela Fapemig .

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAOQ DO PESQUISADOR
Apenas o salario de professor titular da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.

13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO FORMA DE OBTE-LO

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO — O protocolo foi adequado para atender as determinagdes da
Resolugao CNS 196/96.

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/9 E

COMPLEMENTARES
PARECER DO CEP
Aprovado
(O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apés o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO

Avenida Frei Paulino, 30 — 2", andar —CEA - Abalia - 38025-180-Uberaba-MG - Telefax (0++34)3318-5854
E mail cep@prodepe.fmatm.br
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ANEXO B: Protocolo do Projeto (folha 1/2)

Protocolo de Pesquisa

Expressao de citocinas no estroma cervical de paetes com neoplasia intra-epitelial
cervical de alto grau apds tratamento com interfern a-2b intralesional.

Nome ' RG
Endereco: . Te
Idade: Paridade : DUM : Data:

Tabagisma ( ) Sim ( ) Nao

Uso de Antibiéticos orais, antifangicos ou cremesaginais nos ultimos 30 dias
() Sim( ) Néo

Uso de antiinflamatdrios ou imunodepressores nostirhos 15 dias:

() Sim( ) Néao

Método anticonceptivo em usp
Relacdo sexual nos ultimos 2 dia¢ ) Sim ( ) Nao
N° de parceiros sexuais: Sexarca:

Inicio da aplicacdo do interferon (data):
Fim da aplicacao do interferon (data):

Sintomatologia relatada durante o tratamento:
() cefaléia

() mialgia

() hipertemia

() astenia

() outros

VCE n° e laudo:
Biopsia n° e laudo:

Resposta Clinica: () Boa resposta () Falha Teréptica
No caso de falha terapéutica tratamento posterioracomendado:

Carga Viral do HPV de alto risco:

Antes do tratamento com IFNa-2b Apos o tratamento com IFNa-2b

MESTRADO EMCIENCIAS - PATOLOGIA GERAL — UFTM
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ANEXO B: Protocolo do Projeto (folha 2/2)

Resultado (X) da expressao das citocinas pelo estra do colo uterino de pacientes

com NIC de alto grau, tratadas com IFNa-2b intralesional.

P (1) P (2 P (3 P (4) P (5 P (6) P (7) P (8) P (9 P (10)

I F || FII  F]I FII F I Fll Fll F|l Fll F

IFN-y

TNF-

IL-2

IL-12

IL-4

IL-10

TGF-
p1

TGF-
p2

TGF-
B3

Beta-

actina

P (Paciente) e Numero de identificacdo
| (Inicio do tratamento, antes da 1°aplicacdo do IN a-2b)
F (Final do tratamento, apos a 18° aplicacdo do IFM-2b)
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ANEXO C: Termo de Consentimento Livre e Esclareciddfolha 1/2)

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé tem um tipo de doenga denominada neoplaseamitelial cervical (NIC) de
alto grau e esta sendo convidada a participar ol@SExpresséo de citocinas no estroma
cervical de pacientes com neoplasia intra-epitekavical de alto grau apos tratamento
com IFN a-2b intralesional’. Os avancos na area de saudeeanoatravés de estudos
como este, por isso sua participacdo € import@ntsjetivo do estudo é:

e Tratar esta doenca com uma medicagcdo denominada oH2B que sera
administrada dentro da lesdo no colo do Utero aotili@a de uma seringa e agulha.

e Serd avaliada a resposta ao tratamento (por exesploouve melhora ou ndo da
lesé@o) e se analisara a importancia do sistemafdsaldurante o tratamento.

E caso vocé participe, sera necessario coletarrimlgpara o estudo que estamos
propondo, além dos que ja sdo normalmente coletatasos exames de rotina. E também
importante saber que:

e A medicacado seré aplicada 3 vezes por semana enalthkanados por 6 semanas
(total de 18 aplicacoes);

e E de suma importancia o comparecimento nos dias agidisacdes para n&o
prejudicar o tratamento;

e Vocé deverd usar método anticonceptivo durantatartrento, pois a medicacao
pode acarretar varios danos para o bebé em casgestacdo no curso do
tratamento.

e A medicacdo pode ocasionar alguns efeitos colatecano:

Febre, calafrios, mal estar geral, mialgimiaduicdo do apetite, diminuicdo dos
leucocitos e de plaquetas.

e No caso de néo ocorrer melhora da doenga ou mesrhower apenas melhora
parcial vocé serd prontamente encaminhada paraamgato cirdrgico
complementar.

Vocé poderé ter todas as informacdes que quiseoder@ ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquememim sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, wdeé receberd qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as sEespecessarias para a realizacdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Sea ném aparecerd em qualquer
momento do estudo, pois vocé serd identificadawonmimero.
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ANEXO C: Termo de Consentimento Livre e Esclareciddfolha 2/2)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , li_elou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que seegtudo e qual procedimento a
que serei submetido. A explicacdo que recebi estdaos riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interrompi@hanparticipacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que issoaf@ara meu tratamento. Sei
gue meu nome ndo sera divulgado, que nao teregsies@ ndo receberei dinheiro
para participar do estudo. Eu concordo em particdpaestudo.

Assinatura do voluntario ou seu Documento de identidade
Representante legal

Assinatura do pesquisador Responsavel
Marisa de Carvalho Ramos

Assinatura do pesquisador Orientador
Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta

Telefone de contato dos pesquisadores: 3318-532&-3565

Em caso de dlvida em relagdo a este documento peaieentrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade &ederTriangulo Mineiro, pelo
telefone 3318-5854.
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ANEXO D: Fotos

BLAUFEF.ON-B
alfainterferona 2b
3 MILHOES DE U.I.
Po Liafilo Injetavel

LIBC) ADULTEO

Blausiegel

e A s TS R
Aparelho para Eletroforese (IPON)

Kit coletor para realizacdo de Captura Hibrida (IPON)
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ANEXO E: Imagens colposcopicas das lesfes antespds 0 tratamento

*-

Paciente 1 Ap6s o Trtamento (a

Paciente 2 Antes do Tratamento Paciente 2 Apds o Tratamento (Rexgia)

Paciente 3 Antes do Tratamento

Y

Paciente 4 Antes do Tratamento Paciente 4 Apés o Tratamento (Resposta)

Paciente 5 Antes do Tratamento Paciente 5 Ap6s o Tratamento (Falha)
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Paciente 6 Antes do Tratamento

Paciente 8 Antes do Tratamento

Paciente 10 Ap6s o Trataento (Fpeel)

Paciente 10 Antes do ratamento
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