UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
MARA ROSA

PERFIL DE CITOCINAS NA SECRECAO ENDOCERVICAL E NO SORO
PERIFERICO DE PACIENTES COM LESOES PRECURSORAS E CANCER
CERVICAL

UBERABA- MG
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO
MARA ROSA

PERFIL DE CITOCINAS NA SECRECAO ENDOCERVICAL E NO SORO
PERIFERICO DE PACIENTES COM LESOES PRECURSORAS E CANCER
CERVICAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Ciéncias da Saude, area
de concentracdo Patologia Humana, da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro,
como obtencdo do titulo de mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof2. Dr2 Marcia Antoniazi
Michelin

Coorientador: Prof. Dr. Eddie Fernando
Céandido Murta.

UBERABA- MG
2018






Dedicatdria

Aos meus pais Arnaldo e Conceicdo que muitas vezes se doaram e
renunciaram aos seus sonhos, para que eu pudesse realizar os meus. Tudo que
consegui so6 foi possivel gracas ao amor, ao apoio e a dedicacdo que vocés sempre
tiveram por mim. Sempre me ensinaram a agir com respeito, simplicidade,
dignidade, honestidade e amor ao proximo. Agradeco pela paciéncia e compreensao
pela minha auséncia durante essa longa jornada. Muitissimo obrigada. Amo vocés!

Aos meus irméaos Rafael e Gabriela pela amizade, carinho e companheirismo
de sempre; por estarem sempre torcendo pelas minhas conquistas. Pelo apoio e

incentivo incondicionais.



Agradecimentas aspeciais

A Pro2, Dr2 Marcia Antoniazi Michelin

Mais que uma orientadora, uma amiga. Minha sincera gratiddo, ndo sO pelos
ensinamentos e pela oportunidade de poder desenvolver este trabalho, mas também
por todo o incentivo, pela convivéncia, confianga, paciéncia e, principalmente, pela

amizade, pelo companheirismo e por toda compreensao nos momentos dificeis.

Ao Prof. Dr. Eddie Fernando Céandido Murta
Muito obrigada pelo apoio, coorientacdo e esclarecimentos prestados no decorrer do

Curso.



A gradiscimentos

A Deus por me guiar durante todos os passos da minha vida e por permitir a

realizacdo desse trabalho.

A minha querida amiga Andjara, da qual a principio tinha muito receio em me
aproximar, mas que o tempo me mostrou que € uma pessoa de coracao do tamanho
do mundo e que ndo mede esforgcos para ajudar. Sempre de bracos abertos e capaz
de adivinhar os gostos e 0s desejos. Agradeco toda ajuda com a minha dissertacéo.

Ao Dr. Mério Sérgio pela amizade, pelo companheirismo, pela confianga no meu
trabalho. Agradeco todas as DRs — “discussdes de relacionamento”. Vocé faz parte

da minha vida ha muito tempo.

A Dra. Ana Cristina, agradeco a ajuda na coleta das amostras das pacientes. Mas,
acima de tudo, por se tornar minha amiga e minha médica preferida. Tenho muito
orgulho de ter “trabalhado” com vocé, pois passei a admira-la mais ainda. Obrigada

por todos os ensinamentos.

Aos médicos pelos ensinamentos dentro da Ginecologia e Obstetricia, em especial

aos amigos Dra. Fernanda, Dra. Karina, Dra. Farida, Dr. Trovo e Dr. Takeo.

A Sueli Riul e & Marcia Tasso: eternas professoras e profissionais exemplares. Ao
longo da caminhada de graduacédo tornaram-se amigas. Compartilhamos alegrias e

conquistas. Amo vocés.

Aos colegas do IPON, obrigada pela ajuda e ensinamentos. Em especial & Angela e
a Leticia pelo auxilio no desenvolvimento do artigo gerado a partir desse trabalho.
Aos técnicos do IPON Luan e Claudio. Em especial ao Claudio por toda a paciéncia
e auxilio na realizacéo dos procedimentos de ELISA.



As meninas da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia — Andrea, Fatima, Simone e
Angela. Muito obrigada pelo carinho, sempre que ia buscar a chave do IPON do
ambulatorio, e pelas vezes que atrasaram o horario de almogo para que eu pudesse

devolver a chave.

As meninas da Citologia — Nilva, Nair, Daniela e Rosa: obrigada pelo
companheirismo e pela amizade. Vocés se tornaram parte da minha familia. Amo

vocés de coracao.

Aos médicos da Citologia, Dra. Vera e Dr. Jodo, obrigada pela atencdo e pelos

ensinamentos sempre que eu estava no Ambulatério.

A todos os amigos, em especial Ana Paula Beleli, Fernando, Getulio, Rogério,
Valeska e Willian Manzan. Agradeco pela paciéncia e pela compreensdo com minha

auséncia durante essa longa jornada.

Aos colegas da FATCHUS - obrigada pelo incentivo e apoio durante a caminhada.
Em especial a Tati Marques, pela ajuda com o inglés; ao Douglas Abdalla, pela
ajuda com os resultados e ao George e a Dayana, pela compreensdo e pelo

incentivo.

As pacientes — as principais protagonistas. Agradeco pela colaboracdo com a

Ciéncia e, ao mesmo tempo, pela licdo de vida que me ensinaram.

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.

Cora Coralina



RESUMO

A evolucéo do cancer cervical, na maioria dos casos, se da de forma lenta, passando por
fases pré-clinicas detectaveis e curaveis. Como mediadores das respostas imunologica e
inflamatdria, as citocinas podem atuar de forma antagénica (inibindo o efeito de outra) e
sinérgica (duas ou mais citocinas potencializando seus efeitos). Possuem, também,
funcBes de crescimento e diferenciacdo de linfocitos (fase de ativacdo); ativacdo das
células efetoras (imunidade inata e adquirida) e o desenvolvimento de células
hematopoiéticas. O objetivo deste estudo foi comparar o perfil de citocinas (TGF-8, IL-4,
IL-10, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a) no soro e na secregéo endocervical de mulheres com
leséo de baixo, lesdo de alto grau e cancer cervical invasor. Foi avaliada, por ensaio
imunoenziméatico (ELISA), a presenca dessas citocinas na secrecao endocervical € no
soro periférico de 100 mulheres com alteragbes no colo uterino, sendo 15 com cancer
cervical invasivo, 45 com lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL) e 40 com leséao
intraepitelial de alto grau (HSIL). Como andlise estatistica, foram realizados o teste de
Mann Whitney, considerando o p<0,05 como amostragem significante. Quanto ao perfil
Treg (estudo da TGF-B), percebe-se dosagens de citocinas na secrecdo vaginal
semelhante entre os trés grupos estudados, enquanto que no soro periférico dosagem foi
maior no grupo LSIL. Ao relacionar as citocinas do perfil Th2 (IL-4 e IL-10), houve
aumento dessas citocinas na secrecdo endocervical de acordo com a progressao da
doenca. J& no soro periférico dessas mesmas citocinas houve uma concentracdo maior
de IL-4 no grupo HSIL e uma concentragdo maior de IL-10 no cancer cervical. No estudo
das citocinas do perfil Thl (IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a) tem-se um aumento na secrecao
endocervical de IL-2 e IL-12 no grupo com céancer cervical e o TNF-a teve seu aumento
com a progressdo da doenca. Na dosagem dessas citocinas do perfil Thl no soro
periférico, a IL-2 mostrou-se maior concentracdo no grupo com cancer, ja a IL-12, e o
IFN-y e o TNF-a estdo em maior concentragao no grupo LSIL, polarizando para um perfil
Thl com caracteristicas antitumorais. Na analise da secrecdo endocervical, nota-se
aumento de IL-4, IL-10 e TNF-a de acordo com a progresséao da leséo, nao encontrando
um padrdo de citocinas especificas para cada tipo de diagndstico, ou seja, na secregdo
endocervical observa-se tanto um padrdao Thl quanto Th2 e essa dicotomia pode induzir

a persisténcia da infecdo e promover, assim, a progressao das lesdes cervicais.

Palavras chaves: Citocinas, cancer cervical, lesdo cervical



ABSTRACT

Uterine’s cancer evolution, in most cases, occurs slowly, passing through pre-clinical,
detectable and curable phases. As mediators of immune and inflammatory responses,
cytokines can act antagonistically (inhibiting others effect) and synergistically (two or more
cytokines potentializing each other effects). They also have a role in lymphocyte growth
and differentiation (activation phase); activation of effector cells (innate and acquired
immunity) and development of hematopoietic cells. The aim of this study was to compare
cytokines profile (TGF-, IL-4, IL-10, IL-2, IL-12, IFN-y and TNF-a) in serum and
endocervical secretion of low, high grade and invasive cervical cancer. These cytokines
levels were evaluated by immunoenzymatic assay (ELISA) in endocervical secretion and
in peripheral serum of 100 women with alterations in uterine cervix were 15 of them with
invasive cervical cancer, 45 with low grade intraepithelial lesion (LSIL) and 40 with
intraepithelial lesion high-grade (HSIL). As statistical analysis, Mann Whitney test was
performed considering p < 0.05 as significant sampling. RESULT. As a result, the Treg
profile (TGF-B study) shows similar cytokine concentrations in the vaginal secretion
between the three groups studied as a higher peripheral serum dosage in the LSIL group.
As results, about Treg profile (TGF-B study), it was realized similar cytokine concentrations
in vaginal secretion between the three groups, on the other hand, it was observed higher
peripheral serum dosage in LSIL group. Relating Th2 profile cytokines (IL-4 and IL-10), it
was verified that these cytokines increased in endocervical secretion according to disease
progression. On peripheral serum dosage of these same cytokines, higher IL-4
concentration were detected in HSIL group followed by higher IL-10 concentration in
cervical cancer. Studying Thl profile cytokines (IL-2, IL-12, IFN-y and TNF-a), there was
an increase in endocervical secretion of IL-2 and IL-12 in cervical cancer group and TNF-a
had its increased levels within disease progression. Dosing these Thl profile cytokines in
peripheral serum, higher IL-2 concentration was detected in cancer group, whereas IL-12,
IFN-y and TNF-a are higher in LSIL group, polarizing to a Th1 profile with anti-tumoral
features. Analyzing endocervical secretion, it was noted an increase in IL-4, IL-10 and
TNF-a levels according to lesion progression, not having a specific cytokine pattern for
each diagnosis type, that is, both Th1l and Th2 citokynes, and this dichotomy may induce

infection persistence, thus promoting cervical lesions progression.

Key-words: citokynes, cervical cancer, cervical lesion.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer surge a partir de células que sofrem uma sequéncia de mutacdes ou
alteracdes genéticas (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Alguns estudos demonstram que uma Unica mutacdo dificilmente leva a
formacdo de um tumor; sendo necessérias, entdo, varias modificacdes genéticas,
que irdo progressivamente interferir nos mecanismos responsaveis por proliferacéo,
diferenciacéo e morte celular (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

A transformacdo de células normais em malignas é conhecida como
neoplasia. As células malignas podem se estabelecer de forma espontdnea ou
simplesmente induzida por agentes quimicos, fisicos ou virais. Quando ha quebra de
integridade celular, as transformacdes sédo evidenciadas, levando, posteriormente, a
alteracdes moleculares e fenotipicas (LOEB; HARRIS, 2008; DAROLT; FREITAS;
FREITAS, 2011).

De acordo com Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se, para o ano de
2018, cerca de 16.370 novos casos de cancer de colo uterino no Brasil. Os canceres
mais incidentes em mulheres sdo mama (59.700), célon e reto (18.980) e colo de
atero (16.370) (INCA, 2017).

Uma vez que o cancer € uma doenca genética, faz-se necesséaria a
identificacdo e a caracterizacdo dos genes envolvidos na origem e ha progressao da
doenca para um melhor conhecimento a respeito dessa doenca (GUEMBAROVSKI;
COLUS, 2008).

Os proto-oncogenes sdo 0s genes normais que controlam de forma positiva o
crescimento, a diferenciacdo e a divisdo mitética da célula (WEINSTEIN; JOE,
2006). Quando séao expostos a agentes carcinogénicos, sejam fisicos, quimicos ou
bioldgicos, os proto-oncogenes séo transformados em oncogenes que, por sua vez,
favorecem a proliferacdo anormal da célula, o que resulta na formacdo do tumor
(GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008).

Existem, ainda, 0s genes supressores tumorais, que funcionam como
reguladores da proliferacdo celular devido a mecanismos que regulam a divisdo
celular (GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008). O BCRA1 e o BCRA2 estdo ligados ao

surgimento dos canceres de mama, ovario, préstata, colon, pancreas e laringe
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(ABBAS; LICHTMAN, 2015). O p53 controla a replicacdo do DNA, a proliferacdo e a
apoptose celular (PINTO et al., 2002) e, por isso, quando apresenta anormalidades,
ele perde a sua funcdo inibitéria e a célula passa a ter uma proliferacéo
desordenada e caracteristica de células cancerosas (GUEMBAROVSKI; COLUS,
2008).

As células alteradas apresentam vantagens quanto a proliferacdo e a
resisténcia a mecanismos de indugéo de morte celular, resultando no mecanismo de
evasdo tumoral. Com o passar do tempo, essas células podem adquirir capacidade
de invasédo induzida pelo microambiente tecidual, como a formacdo de novos vasos
e a capacidade de metastases (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004).

1.2 CANCER CERVICAL

O cancer cervical estd associado a infeccédo por uma linhagem oncogénica do
HPV (Papiloma Virus Humano) (DICKINSON et al., 2012.). E o terceiro tumor mais
frequente na populagdo feminina, atrds do cancer de mama e do colorretal, e a
guarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil com 5.430 mortes em 2013
(INCA, 2017).

Existem diferentes tipos de papiloma virus humano, todos com dupla fita de
DNA e um capsideo icosaédrico (RIVOIRE et al., 2001). Eles séo tipificados com
bases na sequéncia de DNA e agrupados em tipos de alto e baixo risco oncogénico
(KUMAR et al., 2010).

Ja foram descritos aproximadamente 200 genétipos do HPV, sendo os HPVs
de alto risco mais comuns o HPV 16 e o HPV 18, considerados fatores mais
importante na oncogénese cervical, pois sdo responsaveis por cerca de 70% dos
casos de cancer do colo do utero. Ja o HPV 6 e o HPV 11, HPVs de baixo risco,
causam em 90% dos casos condiloma acuminado (LOWY, 2016; KUMAR et al.,
2010).

Os fatores de risco estéo relacionados com caracteristicas do hospedeiro e da
relacdo com o virus: a exposicdo ao HPV, a oncogenicidade viral, a ineficiéncia da
resposta imunologica e a presenca de cocarcinégenos (KUMAR et al., 2010).

A evolucgéo do cancer do colo do utero, na maioria dos casos, se da de forma
lenta, passando por fases pré-clinicas detectaveis e curaveis. As fases pré-clinicas

sdo evidenciadas pelas lesdes precursoras do cancer cervical, denominadas de
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neoplasias intraepiteliais cervicais e caracterizadas por lesdes proliferativas com
maturacdo anormal e atipias de graus variaveis com substituicdo parcial ou total do
epitélio escamoso cervical (AIDE et al., 2009). Essas lesbes sdo detectadas pelo
método de Papanicolau, o que o torna tdo importante (ARAUJO, 1999).

A classificacdo das lesdes evoluiu ao longo do tempo, sendo que, na
classificagcdo antiga, utilizava-se a nomenclatura NIC (neoplasia intraepitelial
cervical) | para as displasias leves, NIC |l para as displasias moderadas e NIC Il
para as displasias graves. Recentemente, as lesdes foram divididas em dois niveis
de classificacdo, sendo que NIC | foi renomeada como lesao intraepitelial escamosa
de baixo grau (LSIL) e NIC Il e Ill como lesao intraepitelial escamosa de alto grau
(HSIL) (KUMAR et al., 2010).

O diagnéstico das alteracdes do colo uterino é realizado através da citologia
cervicovaginal, colposcopia e histologia. A citologia é importante no rastreio das
lesbes precursoras do colo uterino. A colposcopia, por sua vez, € um método
considerado propedéutico e utilizado para a visualizacao direta do colo uterino com
lente de aumento e utilizacdo de solugcbes, o que permite a identificacdo e a
caracterizacdo de lesbes presentes na regido do colo uterino. Ja a histologia é
considerada o padrdo ouro para o diagnostico das lesées no colo uterino. Ressalta-
se a importancia da combinacao das trés formas de diagndstico para a tomada de
deciséo frente ao tratamento que sera proposto (AIDE et al., 1999).

Segundo dados do Ministério da Saude (INCA, 2016), a prevaléncia de LSIL
foi de 0,8% de todos os exames citopatolégicos realizados no Brasil em 2013.
Considerando-se apenas 0s exames anormais, a prevaléncia de LSIL foi de 27,6%,
representando o segundo diagndstico citopatolégico mais frequente, o que demanda
investigacdo ou acompanhamento adicionais.

No exame citolégico das LSIL, observa-se no esfregaco atipias nucleares
discretas, acometendo principalmente células superficiais e algumas células
intermediarias. Também é possivel observar algumas alteragdes nucleares, como o
aumento do nudcleo e da coloragdo — tornando-se hipercrométicos, com contornos
irregulares e muitas vezes chanfrados (ARAUJO, 1999). J4 o exame colposcopico
revela presenca de epitélio acetobranco satélites, com areas menos densas e
menos extensas e margens irregulares angulares ou digitiformes, com pontilhados
finos e mosaico finos (SELLORS, 2004). No exame histolégico de uma LSIL, séo

visualizados nudcleos aumentados, maior razdo nucleo-citoplasma, hipercromasia,
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polimorfismo nuclear e anisocariose (variagdo do tamanho nuclear), poucas figuras
de mitose (ARAUJO, 1999).

A prevaléncia do diagnéstico citopatolégico de HSIL no Brasil foi de 0,26% de
todos os exames realizados e 9,1% de todos os exames com diagndstico alterados
em 2013. Aproximadamente 70% a 75% das mulheres com laudo de HSIL
apresentaram a confirmacdo do grau histopatolégico e 1% a 2% de carcinoma
invasivo (INCA, 2016).

Para as HSIL, o esfregaco mostra-se com células escamosas e atipias
nucleares marcantes, tais como hipercromasia, grumos, espacos claros no contetudo
cromatico, irregularidades na forma do nucleo e espessamento da membrana
nuclear, além de alta relacdo nucleo-citoplasma. Pode ser representado, também,
por células basais com atipias nucleares muito intensas e alta relacdo nucleo-
citoplasma, células que descamam agrupadas tendo limites pouco nitidos, filas
indianas e células isoladas (ARAUJO, 1999). Na colposcopia, sdo observadas areas
densas, opacas, branco acinzentadas, acetobrancas com pontilhado e/ou mosaico
grosseiro e com margens regulares e bem delimitadas, vasos atipicos (SELLORS,
2004). JA4 no exame histolégico encontram-se alteracdes celulares displasicas
restritas a metade inferior ou aos dois tercos inferiores do epitélio com anomalias
nucleares mais acentuadas e presenca de mitoses em toda metade inferior do
epitélio. Ou podem apresentar também uma auséncia de diferenciacdo e
estratificacdo ou presente com numerosas figuras de mitose e com varias anomalias
nucleares (ARAUJO, 1999).

O céancer cervical de células escamosas é 0 subtipo histolégico mais comum
do céancer cervical (80%), tendo como precursor o HSIL. O segundo tipo mais
comum € o adenocarcinoma cervical, cujo precursor € o adenocarcinoma in situ.
(KUMAR et al., 2010). No exame citolégico do cancer cervical, pode-se observar
atipias extremas, hipercromasia intensa, epitélio desorganizado em meio a fundo
sujo devido a presenca de necrose e hemorragia (ARAUJO, 1999). A colposcopia de
neoplasias invasivas em estagio inicial apresenta areas densas, espessas, branco
calcarias, com irregularidade e nodularidade superficial e com margens sobrelevada
e deiscentes. As neoplasias avancadas claramente visiveis nao requerem,
necessariamente, a colposcopia para o diagnostico (SELLORS, 2004).

O estadiamento do cancer cervical, proposto pela Federacdo Internacional de

Ginecologia e Obstetricia, € amplamente utilizado: estadio | — tumor restrito ao colo
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sem extensdo ao corpo uterino; estadio Il — tumor invadindo o Utero, mas nédo a
parede pélvica ou terco superior da vagina; estagio Ill — tumor com extensdo a
parede pélvica e/ou comprometendo terco inferior da vagina e/ou causa hidronefrose
ou rim ndo funcionante e estagio IV — tumor estende-se além da pelve ou invade a
mucosa vesical ou do reto (PECORELLI; ZIGLIANI; ODICINO, 2009).

O tratamento das lesdes de alto grau € realizado através de cirurgia de alta
frequéncia (CAF) ou pela conizacdo a frio proposto como métodos diagndstico e
muitas das vezes terapéutico (INCA, 2000b). Para o cancer cervical, as formas de
tratamento sdo definidas conforme o estadiamento, podendo ocorrer conizacao,
histerectomia abdominal ou vaginal, braquiterapia, radioterapia e quimioterapia
(INCA, 2000a).

1.3 RESPOSTA IMUNE AOS TUMORES

O sistema imunoldgico é formado por uma complexa rede de 6rgaos, células
e moléculas que tém por finalidade manter a homeostase do organismo e combater
as agressodes gerais. Ele é dividido em imunidade inata e imunidade adquirida. A
imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adquirida (CRUVINEL et al.,
2010).

Na imunidade inata tem-se uma resposta rapida a varios estimulos. E
representada pelas barreiras fisicas (pele, epitélio das mucosas dos tratos
respiratorio, gastrointestinal e geniturinario), quimicas (substancias antimicrobianas
catelicidinas e defensinas) e biolégicas, além de fagocitos (neutréfilos e macrofagos,
fagocitam substancias estranhas e as eliminam), células dendriticas (reconhecem,
expressam coestimuladores e citocinas, e participam também do processo de
apresentacao de antigenos), células Natural Killer (NK) (combatem infec¢des virais e
bactérias intracelulares), proteinas do sangue, incluido sistema complemento
(opsonizacéo, inflamacdo e lise celular) e citocinas (CRUVINEL et al., 2010;
ABBAS; LICHTMAN, 2015).

J& a imunidade adquirida é subdivida em imunidade humoral e celular, sendo
mais eficiente que a inata pela formacéo de células de memoria (PAUL, 2013). O
primeiro tipo de imunidade adquirida é mediado pela producdo de anticorpos pelos
linfécitos B que reconhecem, neutralizam e sinalizam os antigenos para sua

destruicdo. J& a imunidade mediada por células tem a participacdo dos linfocitos T
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gue expressam receptores altamente diversificados permitindo o reconhecimento de
uma grande variedade de substancias (ABBAS; LICHTMAN, 2015).

As células T sdo um importante componente da imunidade adquirida e
dividem-se em dois subgrupos de acordo com o0 receptor presente em sua
superficie: CD4 (T helper) e CD8 (T citotoxico). As células T CD4* reconhecem o
complexo CHP classe ll-antigeno e sdo ativadas, proliferam e se tornam células T
helper funcionais. Essas células secretam citocinas que induzem a diferenciacao de
outras populacdes celulares (JANEWAY et al., 2007). Um patdgeno, ao invadir o
organismo do hospedeiro, é capturado pela célula apresentadora do antigeno, que o
processa e 0 apresenta a outras células do sistema imune adquirido, através do
complexo antigeno-complexo principal de histocompatibilidade (CHP) (PARSLOW,
2004).

Essa imunidade adquirida antigeno-especifica € muito importante, uma vez
que produz células T e B de memdria que permanecem por longo periodo no
organismo. Desse modo, ap0s uma segunda exposi¢cdo, ocorre uma resposta rapida
e eficaz (KOBAYASHI et al., 2000).

A imunidade tumoral relaciona-se com a presenca de células tumorais que
expressam antigenos que as distinguem das células normais, ou seja, 0s tumores
estimulam respostas especificas, sdo cercados de infiltrados de células
mononucleares compostos pelos linfécitos T, NK e de macréfagos que induzem uma
resposta imune contra essas células tumorais (ABBAS; LICHTMAN, 2015).

O sistema imune reconhece as células modificadas através das células
apresentadoras de antigenos (APC) e recruta células pro-inflamatérias iniciando um
processo de inflamacdo ao redor do tumor para uma possivel eliminacdo. Em um
segundo momento, algumas células evadem a esse atague, permanecendo em um
estado de pouca imunogenicidade, o que caracteriza a evasao tumoral (PARSLOW,
2008).

A imunidade inata contra tumores envolve varios fendmenos, entre eles uma
variedade de células, fatores humorais e respostas de tecidos. Com relacdo a
variedade de células, destacam-se nesse processo 0s macréfagos e as células NK.
Dentre elas, a mais efetora para o combate as células tumorais sédo as células
Natural Killer (NK). A ativacdo dessas células depende do equilibrio entre os seus
receptores de ativacdo e inibicdo. As células tumorais, a expressao reduzida ou

alterada das moléculas do CHP | interrompem os sinais inibitérios e, assim, permite
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a ativacao das células NK e a liberacéo de granulos toxicos de perforina e granzima,
causando a lise das células-alvo. (TORREZINI; ATHANAZIO, 2008).

J& os macrofagos também sdo importantes pela capacidade de estimular uma
resposta imunoldgica. Eles realizam a destruicdo das células tumorais, quando
ativados na sua forma classica (M1), através da liberacdo de enzimas toxicas, como
as enzimas lisossomais, espécies reativas de oxigénio e o6xido nitrico, e séo
responsaveis pela producdo do estimulador da toxidade tumoral, o TNF-a, e das
citocinas que estimulam a resposta do sistema imune (IL-2, IL-12 e IL-18). Por outro
lado, eles podem agir a favor do tumor através da forma ativada (M2), contribuindo
para 0 seu crescimento, pois secretam fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), e fator de transformacdo do crescimento-beta (TGF-B) e promovem a
angiogénese tumoral (ABBAS; LICHTMAN, 2015; PARSLOW, 2004; ONUCHIC;
CHAMMAS, 2010).

A imunidade adaptativa contra tumores envolve os linfécitos T,
especificamente o T citotoxicos (CD8™) e os linfécitos B. Os linfécitos T citotoxicos
reconhecem antigenos tumorais especificos expressos por moléculas do CHP-I
(ABBAS; LICHTMAN, 2015). A reducao na expressdo do CHP-I ou a ndo expressao
das moléculas de CHP-l é considerado um dos mecanismos de evasdo tumoral
(TORREZINI; ATHANAZIO, 2008).

Ja os linfécitos B participam da resposta antitumoral produzindo anticorpos
especificos para esses tumores. Os anticorpos se ligam a antigenos facilitando o
reconhecimento e a fagocitose com a destruicdo pelas células NK e ativacdo do
sistema complemento para que ocorra a lise da célula tumoral (ONUCHIC;
CHAMMAS, 2010).

O sistema imune tem papel muito importante diante das células tumorais para
gue ndo haja crescimento do tumor, pois as células tumorais criam um ambiente
imunossupressor com a liberacdo de TGF-B, afetando a resposta imune local. Em
pacientes com estagios de canceres avancados, a resposta imune esta suprimida,
com diminuicdo das respostas de células T CD4* e células T CD8* e a deficiente

expressao de moléculas de CHP nas células tumorais (PAZ et al., 2014).



O 00 N o U b~ W N

w W W N N N N N N N N NN P FRR R R, R, R, R R
N PO O 0 N OO Ll AW N R O O 0 N O Ul B W N — O

23

1.3.1 Citocinas

Citocinas sao moléculas proteicas, glicolisadas ou néo, de sinalizacdo celular
(estimulatério, modulatério ou mesmo inibitério) (VARELLA; FORTES, 2001). Séao
polipeptideos produzidos em resposta a micro-organismos e outros antigenos, que
medeiam e regulam as rea¢cOes imunoldgicas e inflamatorias. (MESQUITA JUNIOR
et al., 2010; ABBAS; LICHTMAN, 2015). Embora as citocinas sejam estruturalmente
diferentes, algumas possuem propriedades semelhantes. A secrecao das citocinas é
um evento breve e autolimitado, pois os RNAs que as codificam séo instaveis. Elas
possuem ac¢des pleiotropicas (uma citocina pode agir em diferentes tipos celulares) e
redundantes (citocinas diferentes podem possuir o mesmo efeito funcional). Podem
agir, ainda, de forma antag6nica (citocinas inibindo o efeito de outra) e sinérgica
(duas ou mais citocinas potencializando seus efeitos) (MESQUITA JUNIOR et al.,
2010). Possuem também funcdes de crescimento e diferenciacdo de linfécitos (fase
de ativacdo); ativacdo das células efetoras (imunidade inata e adquirida) e o
desenvolvimento de células hematopoiéticas. (ABBAS; LICHTMAN, 2015).

As células T CD4"* (T helper) foram inicialmente divididas em dois tipos, Thl e
Th2, de acordo com o perfil de citocinas que produzem. As células Thl secretam,
entre outras, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF-a), enquanto as células Th2
produzem, entre outras, IL-4, IL-5 e IL-10. As células Thl estdo relacionadas a
imunidade celular, enquanto as células Th2 possuem associacdo com resposta
humoral e com a resposta alérgica (JANEWAY et al., 2007; ABBAS; LICHTMAN,
2015).

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por mondcitos, células
dendriticas e células B. As fung¢des principais incluem a indugcdo da producédo de
IFN-y pelas células NK e células T, o que melhora a capacidade citotoxica das
células NK e das células T citotoxicas, além de atuar na diferenciacao das células T
naive em efetores Thl, sugerindo um papel importante no desenvolvimento da
imunidade mediada por células (GEE et al., 2009).

A IL-10 é uma citocina potente na inibicdo das respostas inflamatdrias e
imunoldgicas, pois inibe a producédo de IL-12 e TNF pelos macrofagos ativados e

também inibe a expressdo coestimuladora das moléculas do CHP de classe i
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(inibindo a ativacdo das células T e as reacBes imunes imediatas) (SARAIVA,;
O'GARRA, 2010).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatoria secretada
por macréfagos ativados e estd envolvida em uma gama de processos biolégicos,
incluindo a proliferacéo celular, a diferenciacao e a apoptose (PARSLOW, 2004).

O TGF-B, um fator de crescimento que promove diferentes respostas
biolégicas, é secretado por células T antigeno-estimuladas por fagdcitos ativados
pelos lipopolisacarideos (LPS). Tem como principal fungéo inibir a proliferacdo e a
diferenciacéo de linfécitos T e a ativacdo dos macrofagos. Por esse efeito inibitério,
podem contribuir para a evolucdo tumoral (KIMURA; MATSUO; RICARTE-FILHO,
2007; PARSLOW, 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2015). Sdo capazes de modular a
proliferacdo celular e a expressdo de genes em diversas células. Inibem a
proliferacéo de células epiteliais, podendo, assim, inibir ou estimular a diferenciacéo
celular, além de ser considerado fator angiogénico (KIMURA; MATSUO; RICARTE-
FILHO, 2007).

A IL-2, uma interleucina com numerosas funcbes, pode estimular a
diferenciacdo das células T no subconjunto Thl, além de ser importante na
sobrevida e manutencdo dessas células. Além disso, ativa o fator de transcricao
STAT 5 (signal transducer and activator of transcription), que pode aumentar a
expressdo de FoxP3 (forkehead box p3) e de outros genes envolvidos no
funcionamento das células T regulatérias. Consegue, ainda, mediar a proliferacdo de
células B e a sintese de imunoglobulinas (ABBAS; LICHTMAN, 2015; SON et al.,
2010).

A IL-4 é conhecida por definir o perfil Th2 das células T, pois ativa o fator de
transcricdo STAT 6 que, juntamente com 0s sinais via receptor de células T (TCRs),
induz a expressdo de GATA 3 (zinc-finger transcription fator). Também é
responsavel pela apoptose e expressdo de numerosos genes em algumas ceélulas,
como linfécitos, macrofagos e fibroblastos (LUZINA et al., 2012; ABBAS;
LICHTMAN, 2015).

O interferon (IFN), citocina secretada por células da imunidade inata, € capaz
de mediar o inicio da resposta imune frente a uma infec¢do viral. Existem varios
tipos de IFN sendo os mais importantes na defesa antiviral o IFN-a, o IFN- e o IFN-
vy (ABBAS; LICHTMAN, 2015).
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O IFN-a é secretado pelas células dendriticas plasmocitoides e por fagécitos
mononucleares. J4 o IFN- é secretado por varios tipos celulares apds uma infec¢céo
viral. Ambos os IFNs exercem fung¢des importantes no organismo, entre elas indugéo
de resisténcia a replicacdo viral através da ativacdo de genes celulares que
destroem o RNAmM (RNA mensageiro), inibindo, assim, a traducéo da proteina viral e
de parte da proteina do hospedeiro. Outra funcéo refere-se a capacidade de induzir
a expressdo de CHP de classe | na maioria dos tipos celulares, aumentado sua
resisténcia a células NK. Eles podem, também, induzir um aumento na sintese de
CHP de classe | nas células que foram recém- infectadas por um virus, tornando
essas células recém- infectadas mais susceptiveis a acdo das células T CD8
citotoxicas. Os interferons também sdo capazes de ativas as células NK, que matam
as células infectadas pelo virus (ABBAS; LICHTMAN, 2015; JANEWAY et al., 2007).

O IFN-y é secretado por células T no perfil Th1 e, por isso, ele é responsavel
pela diferenciacédo desse perfil, inibindo a diferenciacédo das células T no perfil Th2 e
Th1l7 e polarizando a resposta imune em uma Unica direcdo (ABBAS; LICHTMAN,
2015; JANEWAY et al., 2007).

1.4 LESOES DO COLO UTERINO E RESPOSTA IMUNE

O sistema imune confere uma protecdo do organismo contra uma ampla
variedade de patdgenos e tem uma importante funcdo na resposta do organismo as
células neoplasicas, sendo capaz de integrar varios tipos celulares e proteinas
contra a invasao de patégenos (NICOL et al., 2008).

A resposta imune tem um importante papel na infeccdo da cérvice uterina
pelo HPV, tanto relacionado a persisténcia viral como no préprio desenvolvimento do
cancer de colo uterino, visto que algumas citocinas sdo importantes na regulacédo da
transcricéo do virus (SONG et al., 2008; AZAR et al., 2004; KYO et al., 1994).

O mecanismo que promove o desenvolvimento do tumor na cérvice uterina é
complexo e inclui a desregulacdo de vias de sinalizacdo desencadeada pela
liberacdo de citocinas frente a presenca do virus nas ceélulas cervicais (BURD,
2003).

Nos estagios iniciais do cancer de colo uterino, o TGF-B atua como um

supressor tumoral, pois impede a divisdo celular ao atuar na fase G1 pela down
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regulation de algumas proteinas que, por sua vez, atuam na cascata de sinalizagdo
do TGF-B. Ja nos estagios mais avancados do cancer cervical, a sinalizagédo de
TGF-B é capaz de promover invasao e metastase através da inducao de fatores de
transcricdo que causam diferenciacdo no epitélio da cérvice uterina (PEINADO;
QUINTANILLA; CANO, 2003).

Maehara et al. (1999) e Desruisseau et al. (1996) relatam que, durante a
tumorogénese, o TGF- € responsavel por estimular atividades proteoliticas do
tecido tumoral e um aumento na expressao e nos niveis dessa citocina resulta em
carcinoma invasivo e metastases. Geralmente, o TGF-f1 €& produzido em
guantidades basais no epitélio do colo uterino normal. Mas sua producao € gradual e
intensa quando se tem a progressao da lesdo de LSIL para o cancer de colo uterino
e a expressao dessa citocina mantém-se constante quando se compara pacientes
com LSIL e HSIL enquanto que entre HSIL e cancer de colo ela aumenta
significativamente (SOUFLA et al., 2005).

A IL-4 e IL-10 sao citocinas imunossupressoras que caracterizam o perfil
Th2 e, segundo Clerici, Shearer e Clerici (1998) e Sheu et al. (2001), a expresséo
dessas duas citocinas esta correlacionada com a gravidade da doenca, ou seja, a
medida que aumenta o grau da lesé@o, ocorre um aumento significativo da expressao
dessas citocinas e favorece a imunossupressdo no local da lesdo, o que esta
associado a desregulacéo de varias moléculas da resposta imune.

A IL-10 pode ter como funcdo dentro da biologia do tumor um efeito
pleiotrépico complexo, sendo capaz de aumentar ou diminuir a imunogenicidade
tumoral. Em LSIL e HSIL, a IL-10 encontra-se elevada e, por isso, acredita-se que
ela altere os mecanismos de imunovigilancia, sendo favoravel as transformacdes
neoplasicas, permitindo, assim, a progressao das lesfes. (AZAR et al., 2004; BAIS
et al.,, 2007). No entanto, a IL-10 ndo é sempre imunossupressora e promotora da
evasao tumoral, pois alguns estudos demonstraram que a expressao de IL-10
permaneceu semelhante em mulheres com lesGes no colo uterino e em mulheres
saudaveis (ZOODSMA et al., 2005).

A IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a sdo citocinas relacionadas ao perfil Thl. A IL-2
encontra-se reduzida no soro periférico de mulheres de acordo com a severidade da
lesdo cervical e em mulheres com o céancer invasor. E o IFN-y esteve reduzido no
soro periférico de pacientes com céancer de colo uterino (SCOTT; NAKAGAWA;
MOSCICKI, 2001; SHARMA et al., 2007). Segundo Tartour et al. (1994), baixos
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niveis de IFN-y foram associados ao desenvolvimento do cancer cervical e com o
pior prognostico. A IL-12 e o TNF-a encontram-se mais elevados em pacientes com
cancer cervical em relacdo a pacientes com LSIL e HSIL, de acordo com um
trabalho feito por Tjiong et al. (2001), quando foram feitas analises dessas citocinas
no lavado cérvico vaginal de mulheres com leséo intraepitelial e cancer cervical.

Muitos estudos sugerem que o padrdo Thl estd relacionado com o
desenvolvimento do cancer cervical quando associado ao HPV e que o padrdo Th2
esta associado a persisténcia da infeccao viral e o desenvolvimento da neoplasia
(WU; KURMAN, 1997; FARZANEH et al., 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

As citocinas possuem um papel importante na imunidade e na carcinogénese.
A producdo de citocinas dentro do microambiente tumoral esta relacionada a uma
resposta imune efetiva contra as células malignas (SON et al., 2010). Considerando
que o melhor entendimento do papel das citocinas no desenvolvimento das
neoplasias cervicais teria importantes implicagdes nas terapias imunes e nas
estratégias de vacinacgéo, o estudo do padréo de citocinas no soro e na secrecao
cervical permitiria esse entendimento do padrdo de citocinas presentes tanto no
microambiente tumoral quanto na circulacdo sistémica. Além disso, tdo importante
guanto entender estes mecanismos, seria detectar um padrdo destes mediadores na
secre¢ao ou no soro como um possivel marcador de progresséao da leséo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de citocinas (TGF-(, IL-4, IL-10, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a) no
soro e na secrecao endocervical de mulheres com lesdo de baixo, alto grau e o

cancer cervical invasor.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a concentracao de citocinas (TGF-, IL-4, IL-10, IL-2, IL-12, IFN-y e
TNF-a) presentes na secrecao endocervical e no soro de cada paciente.
Determinar uma possivel correlacdo de producéo de citocinas séricas e na

secrecdo endocervical nos diferentes tipos de lesoes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES

Trata-se de um estudo prospectivo realizado com 100 pacientes atendidas no
Ambulatério Maria da Gléria — UFTM, no periodo de 2013 a 2017. Todas as
pacientes foram rastreadas por citologia cervicovaginal, colposcopia e para
confirmacéo do diagndstico para lesdo de baixo grau, lesdo de alto grau ou cancer
cervical invasor por exame histopatolégico. O projeto foi autorizado pelo Comité de

Etica em Pesquisa, sob protocolo nimero 683-2006 (Anexo A).

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios para a inclusdo das mulheres na pesquisa foram:

— Mulheres no periodo reprodutivo;

— Mulheres menores de 18 anos, sendo autorizada pelo seu responsavel.

— Mulheres diagnosticados com leséo intraepitelial de baixo grau, alto grau e

cancer cervical.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios para a exclusdo das mulheres na pesquisa foram:

— Mulheres em estado terminal intensamente imunossuprimidos;

— Mulheres com outras doencgas imunossupressoras;

— Mulheres ainda sobre tratamentos convencionais como quimioterapia e
radioterapia;

— Mulheres gestantes;

— Mulheres fumantes;

— Mulheres que ja foram submetidas ao tratamento com interferon.
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4.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A secrecao endocervical foi coletada de todas as pacientes selecionadas por
um profissional médico responsavel pelo servico de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital de Clinicas — UFTM.

Para a realizacdo do procedimento, foi realizada a exposi¢cdo do colo uterino
com a introducdo de um espéculo vaginal sem a utilizacdo de lubrificante. Foi
introduzida uma escovinha no orificio endocervical e com movimentos giratorios de
360° realizou a coleta do material na endocervix. A escovinha contendo a secrecao
endocervical foi, entdo, colocada em um tubo contendo 0,5 mL de soro fisiol6gico
(SF 0,9%) e sua haste foi cortada para que o tubo fosse fechado. O tubo contendo a
escova com a secrec¢ao foi agitado em um vortex por 1 minuto, sendo entéo invertido
e realizado um orificio na parte inferior. Com cuidado o mesmo foi encaixado em
outro tubo e estes foram submetidos a centrifugacdo por 5 minutos a 300 rpm. Apos
a centrifugacgéao, o tubo superior foi descartado e o material foi estocado a -80°C para
as dosagens das citocinas.

O sangue periférico das mulheres incluidas no estudo foi colhido por puncao
venosa, em volume de 10mL e colocados em tubos de ensaio estéreis Vacutainer
(Beckton Dickinson, Rutherfors, NJ, USA). O tubo foi centrifugado a 2100 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente. O soro obtido foi armazenado em aliquotas a -80
°C.

4.5 QUANTIFICACAO DAS CITOCINAS POR ELISA

As citocinas presentes na secrecdo endocervical e no soro foram dosadas por
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) sanduiche com a utilizacdo de
pares de anticorpos monoclonais disponiveis comercialmente pela BD OptEIA™.

As placas utilizadas para as analises continham 384 pogos com fundo chato
e foram recobertas (sensibilizadas) com os anticorpos monoclonais especificos para
a captura de cada citocina. Os pogos correspondentes ao branco da reagdo nao
continham nenhuma concentracdo do antigeno (citocina) analisada.

Foram dosadas as concentracdes das citocinas (TGF-(, IL-4, IL-10, IL-2, IL-
12, IFN-y e TNF-a). Todos os procedimentos seguiram protocolos e normas técnicas

fornecidas pelo fabricante, como preparo das solu¢des tampé&o e lavagens, curvas
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padrées e incubacdes e, por fim, leitura no espectrofotbmetro de acordo com a

metodologia descrita abaixo.

4.5.1 Metodologia para dosagens das citocinas

a) Antes da andlise das secrecdes e do soro, cada placa foi sensibilizada com
0S respectivos anticorpos de captura correspondentes a cada citocina citada
anteriormente. Para esta sensibilizacdo, foram pipetados 25uL do anticorpo de
captura, diluidos na proporcdo (1:250) em solugao tampao “Coating Buffer”
(Carbonato de sodio — Na2COs, 0,1M), obedecendo assim a recomendagao
especificada pelo fabricante e sendo suficientes para adsorver nos pogos da placa.
Apos esse procedimento, cada placa foi incubada overnight a 4° C.

b) No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com solucao de lavagem
Wash Buffer (PBS/Tween 20 a 0,05%), de forma a deixar os anticorpos aderidos nas
superficies de cada poco da placa.

c) Foram, entdo, pipetados 50uL em cada pogo da placa de uma solugéo de
bloqueio contendo PBS e SBF (Soro Bovino Fetal 10%), com o objetivo de bloquear
as areas onde os anticorpos nao aderiram na placa (sitios inespecificos). A placa foi,
entdo, tampada e incubada por 1 hora a temperatura ambiente.

d) Apés este periodo de incubacéo, foi feita a lavagem da placa (PBS/Tween
20 a 0,05%) trés vezes. Em seguida, foi realizada a diluicdo seriada do padrdo
recombinante para composicdo da curva padrdo. A tabela 1 apresenta a
concentracdo inicial conhecida para cada citocina. A diluicho do padréao
recombinante foi realizada em Assay Diluent (PBS/FBS-10%).

e) As solucdes padrdes foram, entdo, pipetadas (25uL) nos oito primeiros
pocos das duas fileiras iniciais da placa (em duplicata). Em seguida, foram pipetados
também 25uL das amostras seguindo a numeragédo de cada paciente bem como a
ordem numeérica das aplicagdes, totalizando 100 pacientes e tendo cada uma, duas
amostras sendo uma da secrecao endocervical e a outra do soro. Todas as
amostras das pacientes foram pipetadas sequencialmente seguindo as ordens dos

pocos e fileiras da placa.
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Tabela 1 — Valores de concentracao inicial em pg/mL das citocinas
para inicio da curva padrao.

Valor de concentracéo inicial

Citocinas
da curva padrao (pg/mL)
IL-2 100
IL-12 110
IL-10 26
IFN-y 100
TNF-a 132
TGF-B 8000
IL-4 500

f) Feito todo o plagueamento (amostras e curva padréao), a placa foi, entéo,
tampada e incubada por duas horas em temperatura ambiente.

g) Apos este periodo, a placa foi, entdo, lavada por cinco vezes
(PBS/Tween20 a 0,05%) e foram pipetados a seguir 25uL de anticorpo de detecgéo
(conjugado — Biotina/Streptavidina-HRP) diluido (PBS/FBS-10%) especificos para
cada citocina. Em seguida a placa foi mais uma vez tampada e incubada por uma
hora em temperatura ambiente.

h) Apds uma hora de incubacdo as placas foram lavadas cinco vezes
(PBS/Tween20 a 0,05%) e em seguida foi realizado a reacdo de coloragdo, sendo
pipetados 25uL do substrato cromdgeno TMB (tetrametilbenzidina) em cada poc¢o da
placa (padrées e amostras). Entdo, a placa foi tampada e incubada mais uma vez
por 30 minutos em local protegido da luz.

i) Apds esse periodo de incubagao, foi adicionado 12,5uL de acido fosforico
1,0 M para interromper as reacoes.

) A placa foi entdo analisada em um leitor de ELISA automatico
Spectramax384 Plus e os resultados foram obtidos pela diferenca entre as
absorbancias 450 e 570 nm, respectivamente.

k) As concentracdes de cada citocina foram expressas em picogramas por

mililitros (pg/mL) em cada amostra de secrecao.
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4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos das citocinas foram tabulados utilizando o Microsoft
Excel. As variaveis analisadas através do programa GraphPadPrism 6.0 utilizando
teste de Mann Whitney com p<0,05 como significante, e teste de Correlacdo de
Pearson com valores de r?, considerando uma correlagdo fraca valores < 0,5;

moderada 0,5 a 0,7; forte 0,7 a 0,9 e muito forte >0,9.
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5 RESULTADOS

Foram dosadas as citocinas TGF-3, IL-4, IL-10, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a em
amostras de secrecdo endocervical e soro periférico de 100 pacientes com o0s
diagndsticos de leséo intraepitelial e cancer cervical invasivo, sendo que 15% das
pacientes (n=15) foram diagnosticadas com cancer cervical invasivo em
estadiamento II-1V, 45% (n=45) LSIL e 40% (n=40) com HSIL.

Tabela 2 - Identificagdo da idade e caracterizacdo do comportamento sexual das pacientes nos
grupos LSIL, HSIL e Céncer cervical, dados coletados nos prontuérios das pacientes.

Dados Gerais LSIL HSIL Cancer

Idade

' o o 25 (15-58)" 33 (18-71) 51 (28-76)
Mediana (minimo-maximo)

12 relac&o sexual (anos)

. . o 16 (11-31) 16 (12-25) 17 (13-20)
Mediana (minimo-méaximo)
N° de Parceiros

_ . _ 2 (1-10) 2 (1-10) 2 (1-7)
Mediana (minimo-méaximo)
12 gestacéao (anos)

_ . _ 18 (14-38) 17,5 (12-34) 18 (13-24)
Mediana (minimo-méaximo)
N° de Gestagéao .

_ . _ 1 (0-8) 2 (0-7) 4 (0-12)
Mediana (minimo-méaximo)
N° de Partos .

_ . _ 1 (0-8) 2 (0-8) 3(0-12)
Mediana (minimo-méaximo)
N° de Aborto

_ _ _ 0 (0-4) 0 (0-2) 0 (0-1)
Mediana (minimo-maximo)
Uso de ACO

22 (49%) 21 (52,5%) 5 (26,7%)

n (%)

Nota: "'p<0,05 vs grupo Cancer; teste Mann Whitney, pés teste de Dunn. ACO:

anticoncepcional oral.
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Informacdes nos prontuarios das pacientes sobre idade, paridade, idade da
primeira relacdo sexual, idade da primeira gestacao, nimero de parceiros e uso de
anticoncepcional oral (ACO) foram também levantadas conforme tabela 2, na qual
se observa que a mediana de idade foi de 25 anos no grupo LSIL, 33 anos para o
grupo HSIL e 51 anos para o grupo com cancer cervical. A idade da primeira relagéao
sexual, numero de parceiros, idade da primeira gestacdo e paridade apresentaram
mediana semelhante. Quanto ao uso de anticoncepcional oral, o grupo LSIL e HSIL
apresentaram valores aproximados de porcentagem com 49% e 52,5%,
respectivamente, ja no grupo com cancer cervical, 26,7% das pacientes faziam o

uso de anticoncepcional oral.

Figura 1 — Dosagem da citocina TGF- no soro periférico e na secre¢gao endocervical de pacientes
com diagnoéstico de LSIL, HSIL e céncer cervical. A concentragcdo de TGF-f manteve-se
semelhante na andlise na secrecdo endocervical e apresentou-se elevada no soro periférico de
paciente com LSL. O TGF-$ foi dosado na secregédo endocervical e no soro periférico através do
método de ELISA e a andlise estatistica dos dados por Mann Whitney. Observa-se significancia na
concentracdo de TGF-f no soro periférico entre os grupos LSIL e HSIL com p=0,0303 (*), e entre 0s
grupos LSIL e cancer cervical invasivo com p=0,0451 (*). LSIL (les&o intraepitelial de baixo grau),
HSIL (les&o intraepitelial de alto grau).
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A figura 1 representa a dosagem de TGF- na secrecado endocervical e no
soro periférico em pacientes com diagnostico de LSIL, HSIL e céancer cervical
invasivo. Com relacdo a secre¢do endocervical, observa-se que dosagem de TGF-3
manteve-se na mesma concentragdo quando analisamos os grupos estudados. Ja
na concentracao do soro periférico, percebe-se um aumento de TGF- no grupo de
pacientes com diagnostico de LSIL. Houve significancia estatistica quando se
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compara o grupo LSIL com HSIL com p=0,0303 e no grupo LSIL com o grupo com
cancer cervical invasivo sendo o valor de p=0,0451. Quanto a dosagem de secrecao
endocervical e 0 soro periférico no mesmo grupo, houve significaAncia no grupo com
cancer cervical invasivo com p=0,0363.

Na figura 2 € possivel verificar a correlacdo de TGF-f na secregao
endocervical e no soro periférico de pacientes com diagnoéstico de LSIL, HSIL e
cancer cervical invasivo. No grupo de pacientes com LSIL observa-se que algumas
pacientes apresentaram essa citocina aumentada, tanto na secrecdo endocervical
guanto no soro periférico, tendo valor significativo de p=0,0005 J4 no grupo HSIL
observa-se que muitas pacientes apresentaram niveis de TGF-f maior na secregao
endocervical quando comparado com o soro periférico. No grupo com LSIL tem-se
valores estatisticos com p=0,0005.

Figura 2 — Correlacao por grupos da dosagem de TGF-$ na secrecdo endocervical e soro periférico
nos grupos de pacientes com diferentes diagnésticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
Nos trés grupos observa-se uma distribuicdo semelhante de TGF-B, com predominio maior na
secrecdo endocervical. Houve significAncia estatistica no grupo de pacientes com LSIL com
p=0,0005. Os trés grupos apresentaram uma correlacao fraca.
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A figura 3 mostra a dosagem da citocina IL-4 na secrecao endocervical e no
soro periférico de pacientes com diagnéstico de LSIL, HSIL e cancer cervical
invasivo. O grupo HSIL apresentou uma dosagem maior de IL-4 na secregao
endocervical e no soro periférico em relacdo aos outros dois grupos (LSIL e cancer
cervical invasivo). Ao comparar a concentracdo de IL-4 na secrecao endocervical
entre 0s grupos, observa-se significancia estatistica entre os grupos LSIL e HSIL
com p<0,0001 e entre os grupos LSIL e céancer invasivo com o p<0,0001. Ao
analisar a concentracdo de soro periférico entre os grupos encontra-se significancia
estatistica entre os grupos LSIL e HSIL com p<0,0001, entre os grupos HSIL e
cancer invasivo com p=0,0323 e entre os grupos LSIL e cancer invasivo com valor
de p<0,0001.

Figura 3 — Dosagem da citocina IL-4 no soro periférico e na secre¢do endocervical de pacientes com
diagndstico de LSIL, HSIL e céancer cervical. Pacientes com HSIL apresentam concentragao
elevada de IL-4 tanto na secre¢do endocervical quanto no soro periférico. IL-4 foi dosada na
secrecao endocervical e no soro periférico através do método de ELISA, e analise dos dados por
Mann Whitney. Observa-se significancia estatistica entre os grupos LSIL e HSIL com p<0,0001(***) e
entre os grupos LSIL e céncer invasivo com o p<0,0001 (***) quando se analisa a secrecao
endocervical. Ja a concentracéo de IL-4 no soro periférico encontra-se significancia estatistica entre
0s grupos LSIL e HSIL com p<0,0001 (***), entre os grupos HSIL e cancer invasivo com p=0,0323 (*)
e entre os grupos LSIL e cancer invasivo com valor de p< 0,0001(***). LSIL (les&o intraepitelial de
baixo grau), HSIL (leséo intraepitelial de alto grau).
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A figura 4 representa a correlacdo da dosagem de IL-4 na secregdo
endocervical e no soro periférico nos grupos estudados. Na figura 4A, observa-se

que a dosagem de IL-4 na secrecdo endocervical e no soro periférico de pacientes
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com LSIL manteve-se com niveis baixos com uma tendéncia a se manter constante
e correlacdo de Pearson fraca (r>= 0,001092). Somente uma amostra apresentou
concentracdo de IL-4 maior na secre¢do endocervical quando comparada com a
concentragdo no soro periférico. Na figura 4B, nota-se um predominio da
concentracdo de IL-4 no soro periférico enquanto que na secrecao endocervical
baixa, com uma curva de tendéncia crescente, no entanto correlacdo de Pearson
fraca (r’= 0,01797). Algumas amostras apresentaram uma concentracdo maior de IL-
4 no soro periférico e uma amostra apresentou dosagem maior na secrecao
endocervical. Na figura 4C, observa-se uma distribuicao diferente da dosagem de IL-
4 nas pacientes com cancer cervical invasivo, pois se observa que a dosagem de IL-
4 na secrecdo endocervical € maior quando comparada com a dosagem no Ssoro
periférico. Uma paciente apresentou valores altos de IL-4 no soro e na secrecao
endocervical, com correlacdo de Pearson fraca (r’= 0,01586). De acordo com

analise estatistica, ndo houve significancia com esses resultados.

Figura 4 — Correlagéo por grupos da dosagem de IL-4 na secrecdo endocervical e soro periférico nos
grupos de pacientes com diferentes diagnoésticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
Nas pacientes com LSIL e HSIL, percebe-se um comportamento semelhante, com baixa
concentracdo de IL-4 tanto no soro periférico quanto na secre¢do endocervical. Em
contrapartida, nas pacientes com céancer cervical, observa-se a presenca de IL-4 na secrecao
endocervical. Mas os trés grupos apresentaram uma correlacao fraca.
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A figura 5 representa a dosagem de IL-10 na secrecéo endocervical e no soro
periférico de pacientes com diagnostico de LSIL, HSIL e cancer cervical invasivo. A
citocina analisada apresentou elevacées maiores tanto na secrecdo endocervical
quanto no soro periférico no grupo com céancer cervical invasivo. Observa-se
relevancia estatistica entre a dosagem de IL-10 na secrecdo endocervical nos
grupos LSIL e céancer cervical invasivo com p=0,0014. Nos grupos HSIL e cancer
cervical invasivo, encontra-se valores estatisticos significativos com p=0,0039.
Quando se analisa a dosagem de IL-10 no soro periférico, observa-se relevancia
significativa no grupo LSIL e cancer cervical invasivo com p<0,0001. Existe
relevancia estatistica quando se compara o grupo HSIL e cancer cervical uterino
com p<0,0001.

Figura 5 — Dosagem da citocina IL-10 no soro periférico e na secre¢do endocervical de pacientes
com diagnéstico de LSIL, HSIL e céancer cervical. A concentracdo de IL-10 manteve-se elevada
tanto na secrec¢do endocervical e quanto no soro periférico no grupo de mulheres com cancer
cervical invasivo. A dosagem de IL-10 no soro periférico e na secrecdo endocervical foi realizadapor
ELISA e a andlise estatistica por Mann Whitney. Observa-se significancia estatistica ao analisarmos a
secrecao endocervical entre os grupos LSIL e cancer cervical invasivo com p = 0,0014 (**), entre os
grupos HSIL e céancer cervical com p=0,0039 (**). Com relagdo a dosagem no soro periférico,
observa-se significAncia entre LSIL e céncer cervical com p<0,0001 (***) e entre o HSIL e céncer
invasivo com p <0,0001 (***). LSIL (leséo intraepitelial de baixo grau), HSIL (les&o intraepitelial de alto
grau).
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A figura 6 demonstra a correlacdo entre a dosagem de secre¢ao IL-10 na
secrecdo endocervical e no soro periférico, sendo (A) grupo LSIL, (B) HSIL e (C)
cancer cervical invasivo. Na figura 6A, observa-se uma concentragdo de IL-10 na

secrecdo endocervical maior quando comparada com a concentragdo Nno SOro
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periférico no grupo com LSIL, algumas pacientes apresentaram uma concentracao
maior de citocina no soro periférico quando comparada a dosagem na secrecao
endocervical, com Correlacdo de Pearson fraca (r’=0,01657) A figura 6B demonstra
a correlacdo da dosagem de IL-10 no grupo HSIL, na qual se observa uma
concentracdo maior de IL-10 na secrec¢ao endocervical quando relacionada com a
concentracdo no soro periférico, Correlacdo de Pearson fraca (r’=0,008415) Na
figura 6C, que mostra a correlacdo na secre¢do e no soro periférico de pacientes
com cancer cervical invasivo, observa-se que concentracdo de IL-10 se encontra
baixa tanto no soro periférico quanto na secrec¢do endocervical, Correlacdo de
Pearson fraca (r>=0,01814).

Figura 6 — Correlagdo por grupos da dosagem de IL-10 na secrec¢do endocervical e soro periférico
nos grupos de pacientes com diferentes diagnoésticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
Observa-se uma expresséo de IL-10 na secreg¢do endocervical os grupos LSIL e HSIL com
valores de r?=0,01657 e r?=0,008415, respectivamente. Entretanto, nos trés grupos houve uma
correlacéo fraca.
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A figura 7 refere-se a dosagem de IL-2 na secrecdo endocervical e no soro
periférico de pacientes com LSIL, HSIL e cancer cervical. Constata-se, na analise

das dosagens de IL-2 na secrecdo endocervical, que os grupos HSIL e cancer
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cervical apresentaram valores semelhantes e ambos estdo aumentados em
comparagdo com o grupo LSIL. J& no soro periférico, observa-se que os niveis de
IL-2 se encontram diminuidos nos trés grupos, sendo que o grupo do cancer cervical
apresenta uma discreta elevacdo em relacdo aos demais grupos. Nao houve

diferenca significativa em nenhum dos grupos estudados.

Figura 7 — Dosagem da citocina IL-2 no soro periférico e na secregdo endocervical de pacientes com
diagnéstico de LSIL, HSIL e cancer cervical. A concentracdo de IL-2 esta elevada na secrecédo
endocervical nos grupos HSIL e cancer cervical, ja no soro ha elevacao no grupo com cancer
cervical invasivo. A dosagem de IL-2 no soro periférico e na secrecao endocervical foi realizada por
ELISA e a andlise estatistica por Mann Whitney. N&do houve significAncia estatistica. LSIL (lesdo
intraepitelial de baixo grau), HSIL (lesdo intraepitelial de alto grau).
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A figura 8 representa a correlacdo na dosagem de IL-2 existente na secre¢ao
endocervical e no soro periférico em pacientes com LSIL, HSIL e cancer cervical. Os
trés grupos mostram-se com um padrdo semelhante da dosagem de IL-2, ou seja,
uma baixa dosagem de IL-2 tanto na secre¢do endocervical quanto no soro
periférico.

A figura 9 refere-se a dosagem de IL-12 na secrecdo endocervical € no soro periférico em
pacientes com diagnostico de LSIL, HSIL e cancer cervical. Na andlise da secre¢do endocervical, nota-
se que concentracdo de IL-12se manteve elevada nos grupos LSIL e cancer cervical, enquanto que no
grupo HSIL permaneceu em menor concentracdo, com diferenca estatistica entre os grupos LSIL e
cancer cervical (p=0,0347) e entre 0s grupos HSIL e cancer cenvical (p= 0,0076). Na analise do soro
periférico, observa-se que a IL-12 permaneceu elevada no grupo LSIL, mas no grupo HSIL a
concentracdo de IL-12 demonstrou-se a mais baixa quando se compara com 0s demais grupos.
Houve diferenca significativa entre os grupos LSIL e HSIL (p =0,0409) e nota-se também diferenca
estatistica entre os grupos HSIL e cancer cervical uterino (p=0,0317).
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Figura 8 — Correlacdo por grupos da dosagem de IL-2 na secrecéo endocervical e soro periférico nos grupos
de pacientes com diferentes diagndsticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo. Observa-se uma
baixa dosagem de IL-2 tanto na secrecdo endocervical quanto no soro periférico, sendo uma
correlacdo fraca com valores de r>=0,003050 (LSIL); r’=0,005264 (HSIL) e r’>=0,001274 (cancer).
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Figura 9 — Representa a dosagem da citocina IL-12 no soro periférico e secrecao endocervical de
pacientes com diagnoéstico de LSIL, HSIL e cancer cervical. A IL-12 mostrou-se elevada tanto na
secrecao endocervical quanto no soro periférico nos grupos LSIL e cancer cervical. A dosagem
de IL-12 no soro periférico e na secrecao endocervical foi realizada por ELISA e a andlise estatistica
por Mann Whitney. Ao analisar a dosagem na secrecao endocervical, obteve significancia estatistica
entre os grupos LSIL e cancer cervical invasivo com p=0,0347 (*) e entre os grupos HSIL e cancer
cervical com p= 0,0076 (**). Na analise do soro periférico houve significAncia estatica entre os grupos
LSIL e HSIL com p =0,0409 (*) e entre os grupos HSIL e cancer cervical invasivo com p=0,0317(*).
LSIL (leséo intraepitelial de baixo grau), HSIL (leséo intraepitelial de alto grau).
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A figura 10 representa a correlacdo da dosagem de IL-12 no soro periférico e
na secrecado endocervical nos grupos de pacientes com LSIL, HSIL e céancer
cervical. Na figura 10A, observa-se que a maioria das pacientes nao expressou IL-12
no soro periférico e na secrecdo endocervical, no entanto, algumas tiveram a
expressdo de IL-12 aumentada tanto no soro periférico quanto na secrecao
endocervical e com dados significativos (p<0,0001 e r?=0.5773), evidenciando uma
correlacdo forte entre a dosagem dessa citocina no soro periférico e na secrecao
endocervical. No grupo com HSIL, observa-se que a maioria das pacientes
apresentou IL-12 elevada no soro periférico quando comparada com a presenca da
citocina na secrecdo endocervical, com uma correlagdo fraca. J& no grupo com
cancer cervical o padrdo de resposta modifica-se, uma vez que apresenta

concentracdes elevadas de IL-12 na secrecao endocervical e no soro periférico.

Figura 10 — Correlacdo por grupos da dosagem de IL-12 na secre¢do endocervical e soro periférico
nos grupos de pacientes com diferentes diagnoésticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
O grupo LSIL apresentou uma correlacdo moderada com valor r>=0.5773 (LSIL), enquanto os
grupos HSIL e cancer cervical uma correlagdo fraca com valores de r?=0,01447 e r?=0,007835,
respectivamente. Houve significancia estatistica no grupo LSIL com p<0,0001.
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A figura 11 demostra a dosagem de IFN-y na secreg¢ao endocervical € no soro
periférico de pacientes com diagnostico de LSIL, HSIL e céncer cervical invasivo.
Com relagdo a dosagem de IFN-y na secre¢cdo endocervical, observa-se que a
mesma permaneceu inalterada nos trés grupos estudados. O soro periférico
apresentou-se com niveis de concentracdo mais baixo no grupo de pacientes com
diagnoéstico de HSIL. Valores significativos foram encontrados no grupo de pacientes
com HSIL com p=0,0022.

Figura 11 — Representa a dosagem da citocina IFN-y no soro periférico e na secre¢do endocervical
de pacientes com diagnéstico de LSIL, HSIL e cancer cervical. O IFN-y apresentou a mesma
concentracdo na secrecdo endocervical nos trés grupos estudados. No soro periférico, hd uma
concentracdo mais baixa no grupo HSIL quando comparado aos grupos LSIL e cancer cervical
invasivo. A dosagem de IFN-y no soro periférico e na secregdo endocervical foi realizada por ELISA

e a andlise estatistica por Mann Whitney. Nao houve valores significativos. LSIL (les&o intraepitelial
de baixo grau), HSIL (leséo intraepitelial de alto grau).
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A figura 12 mostra a correlacdo existente entre a concentracdo de IFN-y na
secrecdo endocervical e no soro periférico em pacientes com LSIL, HSIL, cancer
cervical invasivo. Observa-se no grupo com LSIL (12A) e no grupo com HSIL (12B) o
mesmo padrdo de correlagdo entre a concentracdo de IFN-y na secregao
endocervical e no soro periférico, com a maior parte das pacientes apresentando
dosagem de IFN-y na secrecéo endocervical quando relacionado com a dosagem no
soro periférico, mas algumas tém dosagem aumentada no soro periférico,
Correlacédo de Pearson fraca em ambos os grupos. J& o padrédo de correlagdo nas

pacientes com cancer cervical invasivo mostra-se diferente, pois verifica-se que a
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maior parte das pacientes possuem essa secrecdo aumentada na secrecdo

endocervical, no entanto, Correlacao de Pearson fraca.



PrWN PR

O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21

51

Figura 12 — Correlacéo por grupos da dosagem de IFN-y na secrecdo endocervical e soro periférico
nos grupos de pacientes com diferentes diagnosticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
Observa-se uma expressdo maior de IFN-y na secre¢dao endocervical no grupo com cancer
cervical invasivo. Correlacdo de Pearson fraca nos trés grupos estudados.
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Conforme demonstra a figura 13, observa-se uma concentracdo elevada
(300pg/ml) de TNF-a na secregédo endocervical no grupo de pacientes com cancer
cervical invasivo. Ao analisar o grupo das pacientes com diagnéstico de LSIL, nota-
se gque o TNF-a esta com uma concentragdo maior no soro periférico quando
comparado com a concentragdo ha secrecdo endocervical. E no grupo com
diagnéstico de HSIL, observa-se um aumento maior da concentracdo da citocina na
secrecdo endocervical e uma concentracdo pequena no soro periférico. Os valores
da concentracdo de TNF-a foram significativos na analise da secre¢ao endocervical,
com p=0,0003, quando comparado o grupo LSIL com o grupo com cancer cervical
invasivo, e um p=0,0005 quando comparada a concentragdo de TNF-a no grupo
HSIL e cancer cervical uterino. Quando se observa o soro periférico, encontra-se
relevancia significativa entre os grupos LSIL e HSIL com p<0,0001 e entre 0S grupos

HSIL e cancer cervical invasivo, com p=0,0030.
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Figura 13 — Representa a dosagem da citocina TNF-a no soro periférico e na secregao endocervical
de pacientes com diagndstico de LSIL, HSIL e cancer cervical. Observa-se uma concentracao
elevada dessa citocina na secrecdo endocervical no grupo com céancer cervical uterino,
enquanto que no soro periférico observa-se o TNF-a alto no grupo LSIL. A dosagem do TNF-a
no soro periférico e na secrecao endocervical foi realizada por ELISA e a analise estatistica por Mann
Whitney. Na secrecdo endocervical, houve significancia estatistica entre os grupos LSIL e cancer
cervical invasivo com p=0,0003 (***) e entre 0 HSIL e o cancer cervical invasivo com p=0,0005 (***).
No soro periférico houve significancia entre os grupos LSIL e HSIL, com p<0,0001(***), e entre os
grupos HSIL e céncer cervical invasivo, com p=0,0030 (**). LSIL (lesdo intraepitelial de baixo grau),
HSIL (leséo intraepitelial de alto grau).
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A figura 14 demonstra a correlacédo entre a dosagem de secrecdo TNF-a na
secrecdo endocervical e no soro periférico. Observa-se um padréo de correlacdo
semelhante no grupo de pacientes com LSIL e HSIL com dosagem baixa tanto de
secrecdo endocervical quanto de soro periférico. Ja no grupo das pacientes com
cancer cervical invasivo, observa-se um padrao diferente com dosagem de TNF-a
maior na secrecado endocervical. Houve diferenca significativa com p<0,0001 no

grupo LSIL.
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Figura 14 — Correlacao por grupos da dosagem de TNF-a na secregao endocervical e soro periférico
nos grupos de pacientes com diferentes diagnosticos: (A) LSIL; (B) HSIL; (C) cancer cervical invasivo.
Nos trés grupos estudados houve uma correlagdo baixa com valores r2=0,4842 (LSIL),
r’=0,003803 (HSIL) e r2=0,09611 (cancer cervical), respectivamente. Houve significancia
estatistica no grupo LSIL, com p<0,0001.
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6 DISCUSSAO

As lesbes no colo uterino, bem como a progressao das mesmas para uma
condi¢cdo maligna, podem estar relacionadas com a infecgéo pelo HPV, sendo este
considerado o principal precursor para uma série de alteragcbes no colo uterino.
(WRIGTH et al., 1994). Alguns estudos epidemiolégicos relacionam o risco para o
desenvolvimento dessas lesGes com o numero de parceiros sexuais, idade da
primeira relagdo sexual, paridade, o uso de anticoncepcionais orais, entre outros
fatores (ROSA et al., 2009; HIDESHEIM; WANG, 2002).

A idade mediana das mulheres no diagndstico do cancer cervical foi de 51
anos (28 a 76 anos), o que corrobora com achados do trabalho de Renna Junior e
Silva (2018) em um estudo com 65.843 mulheres com diagnostico de cancer cervical
avancado, quando verificaram que a mediana de idade no momento do diagndstico
foi de 52 anos (18 a 82 anos). Em outro estudo na cidade do Rio de Janeiro, Oliveira
et al. (2006), avaliou 674 mulheres atendidas em servigos ginecoldgicos e observou
no grupo com lesédo de baixo grau uma mediana de idade de 31,5 anos e no grupo
de pacientes com céancer cervical uma mediana de 46,9 anos. Esses dados sao
semelhantes aos resultados do nosso trabalho, uma vez que a mediana de idade
para LSIL foi de 25 anos e para cancer cervical foi de 51 anos. De acordo com o
Ministério da Saude, com a implementacdo do Programa Nacional de Controle do
Cancer de Colo do Utero, o rastreamento das alteragdes no colo uterino € dirigido
para mulheres com idade entre 34 e 64 anos, no entanto no nosso trabalho
mulheres entre 15 e 76 anos apresentaram alteracdes no colo uterino, seja elas
LSIL, HSIL ou cancer de colo uterino (INCA, 2016).

A idade avancada no grupo com cancer cervical encontrada no momento do
diagnéstico relaciona-se ao fato que o padrdo de rastreio no Brasil é considerado
oportunistico, ou seja, as mulheres tém realizado o exame citopatolégico quando
procuram os servicos de salde em outras ocasifes e, como consequéncia, 0s
exames sao realizados fora do grupo etario recomendado, sendo o rastreamento do
cancer de colo uterino um desafio a ser vencido pela equipe de salde no intuito de
se obter uma melhor cobertura populacional (INCA, 2016).

Segundo Gontijo et al. (2007), a idade da primeira relacdo sexual e 0 numero
de parceiros ao longo da vida sdo fatores de risco para a infeccado pelo HPV e o

desenvolvimento de lesdes no colo uterino. No nosso trabalho, observa-se uma
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mediana de idade de 16 anos para o inicio da vida sexual ativa nos trés grupos
estudados. Quanto ao nimero de parceiros, a mediana foi de dois parceiros nos trés
grupos estudados o que contradiz a literatura, pois o niumero de parceiros esta
diretamente associado ao aparecimento de leséo.

Um estudo feito no Brasil em 2013, com 1.301.210 exames citopatologicos
realizados em mulheres com idade inferior a 24 anos, evidenciou que 0,17% das
mulheres apresentaram como resultado de HSIL e 0,0006% tiveram resultado de
cancer, o que corrobora com nossos estudos, visto que a mediana de idade das
mulheres com diagndstico de HSIL foi 33 anos e com o cancer cervical com 51 anos
(BRASIL, 2013).

As células tumorais tém a capacidade de alterar o seu microambiente na
tentativa de suprimir uma resposta imunolégica local para o favorecimento da sua
propria proliferacdo. Essa alteracdo faz-se através da producdo de algumas
citocinas, entre elas o TGF-B (SHEU et al., 2008; YOO et al., 2009). Essa citocina é
responsavel, principalmente, pela inibicdo da proliferacdo de outros tipos celulares
(PINKAS, 2006; BIERIE; MOSES, 2006), favorecendo, entdo, o desenvolvimento da
tumorigénese e a prépria progressao tumoral (LEVY; HILL, 2006).

Alguns estudos identificaram que durante a progressdo do tumor o TGF-
aumenta a sua expressao na secrecao cervical (PINKAS, 2006), o que ndo se
relaciona com os achados no nosso estudo, visto que essa citocina manteve uma
concentracdo mais alta na secrecdo endocervical no grupo com LSIL quando
comparado com 0s outros grupos estudados.

Por outro lado, estudos mostram que existe uma correlacéo entre os niveis de
TGF-B nas células cancerigenas no colo uterino (LEVY; HILL, 2006), o que esta de
acordo com os dados encontrados no nosso estudo, pois a concentracdo dessa
citocina permaneceu mais elevada no grupo com cancer cervical quando comparado
com o grupo HSIL. Guimaréaes et al. (2014), em um estudo com mulheres infectadas
e nao infectadas com HIV, encontrou uma concentragdo maior de TGF-f em
amostras de tecido cervical com lesdo de alto grau quando comparadas com
pacientes com leséo de baixo grau, o que esta em desacordo com o0 nosso trabalho,
visto que encontramos uma correlagao inversa.

Meulmeester e Ten Dijke (2011), ao analisar a concentracdo de TGF-f no
soro periférico, observou aumento dessa citocina de acordo com a progressao da

doenca, ou seja, conforme aumenta o grau de malignidade aumentam os valores
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dessa citocina, o que esta em desacordo com os achados do nosso estudo, no qual
observamos uma concentracdo maior de TGF- no soro periférico no grupo LSIL e a
concentragdo manteve no grupo HSIL e céancer invasivo. Esse dado se relaciona
com o estudo realizado por Wu et al. (2002) com amostras de soro periférico,
quando verificaram que ocorre uma diminuicdo da producdo de TGF-B de acordo
com a progressao da leséao.

Observando cortes histolégicos do estroma de pacientes, Machado (2001)
observou niveis maiores de TGF-B na zona de transformacgao, regido propensa ao
desenvolvimento de lesdo no colo uterino. Esse achado corrobora com 0 nosso
trabalho, visto que ocorreu expressao dessa citocina na secrecdo endocervical nos
trés grupos estudados. Sabe-se que niveis elevados de TGF-B podem causar a
supressao na proliferacdo de células T e células natural Killer (NK), ocasionando
alteracdes imunoldgicas. Podem, ainda, bloquear e inibir a maturacdo de células
dendriticas e células TCD4* naives, bem como as respostas a linfocitos T citotdxicos
(YATES et al., 2007; TIEMESSEN et al.; 2003; WAHL et al., 2004; GILBERT et al.,
1997).

Com relacao a IL-4, uma citocina ligada ao perfil Th2, em um estudo de Wu e
Kurman (1997) foi encontrada maior concentracdo dessa citocina no soro periférico
em casos de HSIL e no cancer cervical, o que se relaciona com o nosso trabalho,
visto que foram encontradas dosagens maiores de IL-4 no grupo com HSIL. No
entanto, o grupo do cancer apresentou concentracdo mais baixa do que os demais
grupos estudados.

Mudancas na concentracdo de IL-4 no soro periférico ocorrem
progressivamente da HSIL para o cancer cervical, de acordo com Bais et al. (2007),
0 que se apresenta contraditério com os dados encontrados no nosso trabalho.
Contrario aos nossos resultados, o estudo de Sharma et al. (2007) demonstrou que
a IL-4 no soro periférico aumenta com a progressao da lesao.

Quando se analisa a concentracdo de IL-4 na secrecdo endocervical, 0s
niveis dessa citocina apresentam-se elevados em lesdes pré-malignas (LSIL e HSIL)
e malignas do colo uterino (BAIS et al., 2005), o que corrobora com 0 nosso estudo
em que encontramos que a IL-4 mostrou-se aumentada de acordo com a progressao
da doenca. Entretanto, analisando os grupos separadamente, verificamos que o
grupo HSIL apresentou a maior concentragdo dessa citocina quando comparado

com os demais grupos.
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A IL-10, citocina de perfil Th2, apresentou 0 aumento progressivo da sua
expressdo de acordo com a progressdo da doenca, em amostras de biopsias de
lesdes de alto e baixo grau e o cancer invasivo (BERMUDEZ-MORALES et al., 2008;
SYRJANEN et al., 2009), o que ndo se verifica no nosso estudo em que a
concentracdo de IL-10 na secrecdo endocervical nos grupos HSIL e LSIL manteve-
se constante. No entanto, foi observada uma concentracdo mais elevada dessa
citocina no grupo com cancer invasivo de colo uterino, correlacionando com os
estudos de Mindiola et al. (2008) e Clerici, Shearer e Clerici (1997), que também
demonstraram o aumento da expressao de IL-10 no cancer cervical invasivo. Esses
autores sugerem, ainda, que esse aumento poderia estar associado com o
mecanismo de escape de células cervicais, pois a IL-10 é considerada uma potente
citocina imunossupressora, inibindo, assim, a ativacdo das células T.

Em um estudo de Stanczuk et al. (2001), com mulheres saudaveis e com
cancer cervical, verificou-se que as mulheres com céancer cervical tiveram uma
expressdo de IL-10 aumentada no soro periférico. Sabe-se que a IL-10 favorece a
diferenciacéo dos linfocitos para um perfil Th2, impede a apresentacdo de antigenos
para linfocitos TCD8* através da supressao da expressao do CHP de classe | e I
(BEISSERT et al.,, 1995), pode também regular a sobrevivéncia ou a morte de
células imunolégicas (SAITO et al., 1999). Por isso, essas caracteristicas sao
consideradas alguns mecanismos que podem favorecer a replicacdo do virus e,
consequentemente, possibilitar a progressao da doenca (STANCZUK et al., 2001).

Em um estudo de Tsukui et al. (1996), com 140 mulheres, em que foram
comparadas as concentracdes de IL-2 no soro periférico de mulheres com LSIL,
HSIL, cancer cervical invasivo e de mulheres com citologia normal, verificou-se que
essa citocina diminui com a gravidade da lesdo, dado esse que contradiz com 0s
achados do nosso trabalho, visto que a concentracao de IL-2 se mostrou elevada no
grupo LSIL, seguida de uma expressdo maior no grupo com cancer cervical. 1sso
pode ser justificado através do estudo de Chopra et al. (1989) que, ao analisar
citocinas no sangue periférico de pacientes em todos os estadiamentos do cancer
cervical, encontrou um aumento de IL-2 no soro periférico de mulheres com
estadiamento 1l-IV, dado semelhante ao estadiamento das mulheres do nosso
estudo.

Sharma et al. (2007), em um estudo com soro periférico de 125 pacientes

com o diagndstico de lesdo do colo uterino, com cancer cervical e com mulheres
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saudaveis, encontrou que os niveis de IL-2 mostraram um declinio significativo em
mulheres com HSIL, dado que corrobora com o nosso estudo, visto que a IL-2
mostrou-se diminuida no grupo HSIL.

Mindiola et al. (2008), ao analisar biopsia de colo uterino de mulheres com
lesbes precursoras e cancer cervical, demonstrou que a IL-2 aumenta sua
concentracdo com a progressdo da doenca, dado que se relaciona parcialmente
com 0S nossos achados, visto que ocorreu um aumento da expressao quando se
compara o grupo LSIL com o grupo HSIL e com o céncer cervical. No entanto, ao
analisar o grupo com alto grau e o cancer nao foi observado esse aumento, como
sugere a literatura.

Valle-Mendiola et al. (2016) sugere que a alta concentracdo de IL-2 nas
células no cancer cervical estaria ligada com o recrutamento de linfocitos T para o
local da lesédo, regulando, assim, a resposta imune.

Em um estudo com 235 mulheres com diferentes graus de lesdo no colo
uterino foi pesquisada, no soro periférico, a presenca do receptor para IL-2,
denominado sIL-2R, através do método de ELISA. Foi observado um aumento desse
receptor de IL-2 com o aumento da gravidade da doenca, 0 que sugere gue O
sistema imunolégico de mulheres com lesdo do colo uterino seja ativado de forma
especifica a medida que a gravidade da doenca aumenta. Mulheres com HSIL e
cancer cervical apresentam uma resposta mediada por células de perfil Thl em
comparacao com mulheres normais ou com LSIL (HILDESHEIM et al., 1997), dados
gue estdo de acordo com os dados do nosso trabalho, em que foram verificados
niveis de expressdo maiores no grupo com cancer de colo uterino quando
comparados com os grupos LSIL e HSIL.

No trabalho de Ung et al. (1999), com 478 mulheres diagnosticadas com LSIL
(n=191), HSIL (n= 130), cancer cervical (n=37) e mulheres saudaveis (n= 120), em
que foi coletado soro periférico dessas pacientes e realizado ELISA para verificacao
da expressdo dos receptores de IL-2, observou-se que o grupo LSIL, quando
comparadas com o grupo controle, apresentou maior expressao do receptor de IL-2.
Quando foram comparados os grupos com LSIL e HSIL, verificou-se uma expressao
semelhante entre os dois grupos e, ao analisar 0o grupo cancer com o HSIL,
verificou-se uma expressao maior no grupo cancer. Esses dados corroboram com os

achados do nosso trabalho, pois a concentracéo de IL-2 no soro periférico encontrou
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expressao maior no grupo com cancer cervical quando comparado com os demais
grupos.

Tjiong et al. (2001), ao avaliar os niveis de citocinas em lavados cérvico
vaginais de mulheres com lesdes precursoras e com 0 cancer cervical, verificaram
que os niveis de IL-12 estavam significativamente elevados em pacientes com
cancer cervical em relacdo as pacientes com as lesfes precursoras, demonstrando
alteracdes imunes locais no ambiente cervical, o que contradiz 0os nossos achados,
pois verificamos que a expressado de IL-12 apresentou-se maior no grupo LSIL,
seguido do grupo com cancer de colo uterino.

Em desacordo com o nosso estudo, Giannini et al. (1998), em seu estudo,
demonstra uma menor expressao de IL-12 em bidpsias de lesdo de alto grau e de
cancer de colo de atero.

Jacobs et al. (1998), em seu estudo, descreveu uma diminuicdo de IL-12 em
hemoculturas de pacientes com HSIL quando comparadas com grupos controles, o
gue corrobora com nos nossos achados, pois a expressao de IL-12 manteve-se mais
baixa no grupo HSIL em relacdo aos grupos LSIL e cancer de colo uterino.

O IFN-y, produzido por células TCD4* diferenciadas no perfil Thl, é
considerado uma molécula chave para a ativacdo de células efetoras citotoxicas
como macrofagos, células NK e linfécitos TCD8*, sendo uma importante citocina
para a resposta imune contra infecgcbes virais (SCOTT et al.,, 2001; STANLEY,
2006).

Em seu estudo Sharma e colaboradores (2007) relataram que, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico, o nivel de
IFN-y esteve reduzido nos pacientes com cancer cervical, o que esta em desacordo
com os dados obtidos no nosso trabalho, pois a expressdo dessa citocina mostrou-
se elevada no grupo com cancer cervical.

Em consonancia com os resultados obtidos no nosso trabalho, tem-se o
estudo Tjiong e colaboradores (2001), que avaliou os niveis de citocinas na
secrecdo endocervical de mulheres com lesdo precursora e no cancer cervical e
encontraram que os niveis TNF-a estavam elevados no grupo com cancer cervical.
Esse dado € semelhante ao encontrado no nosso estudo, pois verificamos uma
maior expressao no grupo com cancer cervical.

Bais et al. (2005) nédo encontrou diferenca significativa ao estudar as

concentracdes de TNF-a no soro periférico das pacientes, o que esta em desacordo
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com o0 nosso estudo, pois obtivemos diferencas estatisticas entre 0s grupos com
LSIL e HSIL e entre os grupos HSIL e cancer cervical.

Diante dos dados apresentados em nosso estudo, conclui-se que mulheres
com diagnéstico de LSIL apresentaram elevados os niveis de TGF-B, TNF-a e IFN-y
no soro periférico, polarizando para um perfil Thl com caracteristicas antitumorais.
Na analise da secrecdo endocervical, nota-se aumento de IL-4, IL-10 e TNF-a, de
acordo com a progressdo da lesdo, ndo encontrando um padrdo de citocinas
especificas para cada tipo de diagnéstico, ou seja, na secrecdo endocervical
observa-se tanto um padrdo Thl quanto Th2 e essa dicotomia pode induzir a
persisténcia da infecdo, promovendo, assim, a progressdo das lesGes cervicais
(MOTA et al., 1999; AZAR et al., 2004; BAIS et al., 2005).
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7 CONCLUSAO

Mulheres com diagndstico de LSIL apresentaram elevados os niveis de TGF-
B, TNF-a e IFN-y no soro periférico, polarizando para um perfii Th1 com
caracteristicas antitumorais.

Observou-se aumento de IL-4, IL-10 e TNF-a na secrecdo endocervical de
acordo com a progresséao da doenca.

Ha presenca de uma correlagéo fraca entre a producao de citocinas séricas e

na secrecao vaginal nos diferentes tipos de leséo.
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Uberaba, 10 de Junho de 2008

Ao 8r. Jodio Batista Ribeiro

Coordenador do CEP-UFTM

Prezado Coordenador,

vmhﬂpurnwiudﬂam]icimrquumﬂmMu{Parﬂwﬁﬂ
de 10/03/2006), que trata de Imunoterapia com Células Dendriticas, sejam
mm&wmmmmmmmﬂmmm
uterino. A presente solicitaglio justifica-se pelo fato de que a terapia citada
podemupﬁcﬂhmmdumcphﬂammugﬁmwwmda
mesma metodologia e dos mesmos reagentes descritos anteriormente,
constituindo-se em wm avango para pacientes cujas terapias convencionais nio
séio possiveis de serem realizadas, ou que nio apresentaram resultados
clinicos.

Prof. Dr. Eddie F :
Prof. Titular — Disciplina de Ginecologia e Obstetricia ;
Instituto de Pesquisa em Oncologia — [PON ﬂ
Coordenador do Projeto
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