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Introdugao: A resposta inflamatéria € um processo ativo nas neoplasias de colo do
utero, podendo atuar tanto na progressdo quanto na regresséo da lesdo. No local da
inflamacao estdo presentes macréfagos e neutréfilos, além de citocinas como o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y). Este estudo visa avaliar a
resposta inflamatéria sérica em mulheres com lesbes pré-invasoras e invasoras do

colo uterino.

Métodos: Foram analisadas amostras de soro obtidas de mulheres sem evidéncia de
doencga (n=30 — grupo controle), com lesdes pré invasoras do colo uterino (NIC) (n=30)
e com carcinoma invasor de colo uterino (CCE) (n=30). O sangue das pacientes foi
coletado, centrifugado e armazenado até analise laboratorial. A atividade das enzimas
inflamatérias N-acetilglucosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO) foram obtidas
por ensaio enzimatico. Utilizou-se o método imunoenzimatico de ELISA para obtencéo
dos niveis séricos do TNF-a e IFN-y. As diferengas entre os grupos foram avaliadas
pelo teste do qui-quadrado, Kruskal-Wallis ou Mann Whitney. A correlagcdo entre os
grupos foi realizada pelo teste Kendall's Tau. As diferengas com valor de p<0,05 foram

consideradas significativas.

Resultados: No grupo de pacientes com lesbes pré- invasoras do colo uterino, duas
mulheres apresentavam NIC | (6,7%), oito pacientes NIC Il (26,7%) e 20 casos
apresentavam NIC IIl (66,7%). O estadiamento (FIGO) das pacientes com CCE
invasor foi IA2 em trés casos (10,0%), IB1 em 19 (63,3%), IB2 em dois (6,7%) e IIA em
seis (20,0%) mulheres pertencentes a esse grupo. As atividades das enzimas NAG,
MPO e niveis de TNF-a foram maiores no grupo de mulheres com NIC, quando
comparado com o grupo com CCE. Os niveis de IFN-y foram menores no grupo de
mulheres com NIC, quando comparado com o grupo com CCE. Ndo houve uma
associagao significativa entre o grau do NIC e o estadiamento do CCE invasor do colo
uterino com a inflamagdo avaliada pelos niveis dos marcadores inflamatorios

estudados.

Conclusao: A progressdo do processo de carcinogénese nas neoplasias de colo

uterino associou-se com uma diminuicdo da resposta inflamatéria sérica.

Palavras-chave: Neoplasia do colo uterino, Inflamagéo, NAG, MPO, TNF-a e IFN-y.
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1.1 Cancer de colo uterino

O céancer do colo do utero € o segundo tipo de cancer mais frequiente entre as
mulheres, com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo,
sendo responsavel pelo 6bito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano.
Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos

quando comparada aos paises mais desenvolvidos [1].

A incidéncia de cancer do colo do utero evidencia-se na faixa etaria de 20 a 29
anos, e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente na faixa
etaria de 45 a 49 anos. Ao mesmo tempo, com excec¢édo do cancer de pele, € o
cancer que apresenta maior potencial de prevencdo e cura quando
diagnosticado precocemente. Em paises desenvolvidos, a sobrevida média,
estimada em cinco anos, varia de 51% a 66%. Nos paises em
desenvolvimento, os casos s&o encontrados em estadios relativamente
avangados e, consequentemente, a sobrevida média € menor, cerca de 41%
apods cinco anos. A média mundial estimada € de 49%. O numero de casos
novos de cancer do colo do utero esperado para o Brasil no ano de 2010 sera

de 18.430, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres [1].

O papiloma virus humano (HPV) exerce um papel central na carcinogénese do
colo uterino, relacionando-se tanto a Neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)
quanto ao carcinoma invasor. Outros fatores relacionam-se com o virus, de
forma a potencializar sua acado na célula hospedeira e facilitar o

desenvolvimento dos processos de imortalizagdo e carcinogénese [2, 3].
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1.2 Inflamacgao

A inflamagédo é uma reacdo complexa que consiste em respostas vasculares,
celulares (migracéo e ativagdo de leucdécitos) e reagdes sistémicas. Os tecidos,
células e outros componentes envolvidos na inflamacgao incluem o fluido e as
proteinas do plasma; as células circulantes, como neutréfilos, mondcitos,
eosinofilos, linfécitos, basoéfilos e plaquetas; os vasos sanguineos e os
componentes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo como os
mastocitos, fibroblastos, macréfagos, linfécitos, proteinas fibrosas estruturais,

glicoproteinas de adesao e proteoglicanos [4].

Esta resposta imunitaria no local da lesdo pode ser do tipo Th1, que inclui as
citocinas imuno-estimulantes interleucina-2 (IL-2), o fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y), que induzem principalmente
imunidade celular; ou do tipo Th2 onde estdo presentes as interleucinas: I1L-4,
IL-5, IL- 6, IL-9, IL-10, IL-13 que sé&o inibidoras da resposta imune mediada por

células e predominantemente induzem resposta humoral [5, 6].

A resposta inflamatéria pode ser desencadeada por diversos agentes lesivos,
como: microorganismos, queimaduras, traumas fisicos ou células tumorais [7].
O processo inflamatorio pode ser classificada em inflamag¢ao aguda ou crénica

de acordo com as caracteristicas morfolégicas observadas [4].
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1.2.1 Inflamagé&o aguda

A fase aguda da inflamacgédo tem curta duragédo e caracteriza-se por alteracao
da permeabilidade vascular com exsudagdo de liquidos e proteinas
plasmaticas, liberagdo de mediadores inflamatérios e leucdcitos
polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos, para o sitio da leséo. Os
principais fatores responsaveis pela quimiotaxia neutrofilica sédo a fragdo 5a do
complemento, interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e o TNF- a. Esse tipo celular é
responsavel pela resposta fagocitica rapida e néo especifica e pela agéo

destrutiva de seus conteudos granulares [8].

Caso os leucécitos envolvidos nessa etapa do processo inflamatério consigam
extinguir o estimulo, ocorrera o reparo tissular. A persisténcia do estimulo
inflamat6rio implica recrutamento continuo e ativacdo de células
mononucleares, estabelecendo-se uma inflamagado cronica. A ativagéo
continua de células mononucleares provoca um aumento de producédo e
secregdo de citocinas inflamatoérias, as quais amplificam e perpetuam a

resposta a lesao [9].




1.2.2 Inflamag&o crénica

A inflamagéo cronica esta associada a presenca de linfécitos e macréfagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, necrose tissular, e fibrose. A inflamagéo
termina quando o estimulo € eliminado e os mediadores secretados sao
destruidos ou dispersos. Existem também mecanismos antiinflamatérios ativos

que modulam a resposta e evitam que ela seja exacerbada [4].

O macrofago € a figura central da inflamagao cronica devido ao grande numero
de substéancias biologicamente ativas que produz, como citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento. O acumulo de macrofagos durante a resposta
inflamat6ria ocorre pelo recrutamento de monécitos da circulagdo. Sua
ativacédo, feita principalmente pelo IFN-y, resulta na liberagdo de fatores
quimiotaticos direcionados a varios tipos de células, ou na producdo de
substancias téxicas para os tecidos envolvidos no processo inflamatério, ou
ainda na proliferacéo de fibroblastos com deposi¢do de colageno, levando ao
reparo tecidual [10, 11]. Outros tipos celulares presentes na inflamagéo cronica
sao os linfécitos, plasmécitos, eosindfilos, mastécitos e neutréfilos, apesar
desses Ultimos serem os tipos celulares caracteristico de um processo

inflamatério agudo [12].
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1.2.3 Inflamagé&o e cancer

As neoplasias tém como componentes basicos o parénquima, constituido pelas
células tumorais e o estroma, composto principalmente de vasos neoformados,
células inflamatérias (principalmente macrofagos e linfécitos) e de tecido
conjuntivo (células e matriz extracelular). As células parenquimatosas
determinam o comportamento, as consequéncias patoldgicas, o crescimento e
a evolugédo do tumor. Entretanto, o tumor é criticamente dependente de seu

estroma [4, 13].

Nos tumores malignos, as células predominantemente encontradas no estroma
s&o macrofagos, linfocitos, células endoteliais e fibroblastos; em alguns tipos
tumorais também ha eosinodfilos, granulécitos, células natural-killer (NK) e
linfécitos B. O numero e o tipo de células que constituem o infiltrado
inflamat6rio nos tumores sélidos estédo relacionados com a produgao local de

citocinas e quimiocinas pelas células do tumor e do estroma. [14-16].

A presenca de células inflamatdrias nas neoplasias €& vista, por alguns
pesquisadores, como uma reagdao do organismo tentando controlar o
crescimento desse tecido. Entretanto, a resposta inflamatéria produzida pela
presenca de células tumorais é importante para o desenvolvimento neoplasico.
Varios estudos tém mostrado a relagao entre o influxo de células inflamatorias

e o desenvolvimento tumoral [14-16].

Dentre as células infiltradas no estroma tumoral, os macrofagos merecem

destaque. Essas células apresentam capacidade de afetar o desenvolvimento
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do tumor de diferentes formas. Elas apresentam fun¢des antagénicas, pois sao
capazes de lisar, atividade citotoxica, preferencialmente células tumorais e nao
as células normais; mas, podem induzir neovascularizagdo, alterando, desta
forma, a velocidade de crescimento tumoral e a formagdo de metastase [17].
Os macroéfagos produzem grande quantidade de fatores de crescimento pré e
antiangiogénicos, enzimas proteoliticas e citocinas; também apresentam
atividade pré-coagulante que, indiretamente, contribui para a formagao vascular
[18]. Na resposta imune contra o HPV, tanto local quanto sistemicamente, o
ambiente pode tornar-se favoravel a transformacdo de neoplasias, o que
permite a progressao de NIC para o carcinoma cervical [19]. Assim como os
macrofagos, porém em menor propor¢do, encontram-se infiltrados de
neutrofilos no estroma tumoral, atuando como fator importante no
desenvolvimento do carcinoma do colo uterino [20]. Sabe-se que no infiltrado
de células tumorais, macréfagos e neutréfilos desenvolvem papel importante na

progressao e disseminagao de varios tipos de tumores [17, 21].

Em varios tipos de neoplasias, é gerado um microambiente tumoral devido a
repressao ou a expressao de diferentes genes de citocinas e quimiocinas
importantes na resposta imune e de células tumorais. Citocinas
imunossupressoras sao produzidas no local do tumor, o que favorece a
progressdo do processo neoplasico. E dificil determinar a participacdo de uma
citocina isolada na progressao do cancer. Isso se deve a interagcdo com outras
citocinas, fatores de crescimento e horménios, que atuam simultaneamente no

local do tumor, assim como os leucécitos [22].
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Existem dois mecanismos que podem explicar a participagdo das citocinas no
desenvolvimento de cancer. E possivel que as citocinas favorecam o
desenvolvimento tumoral ao interagir com fatores de proliferagdo tumoral,
induzir a atividade de angiogénese tumoral, e promover a metastase, pelo
aumento da adesao celular. E as citocinas podem agir como mediadores da
resposta imune, inibindo a expressdo de moléculas e receptores, tanto das
células da resposta imune como das células tumorais, que estdo envolvidos na

identificacédo e destruigcdo de células tumorais [23].

O TNF-a, quando expresso localmente, possui efeito terapéutico, mas quando
sua expressdo é desregulada e este é secretado na circulagdo sanguinea,
pode mediar uma série de doencgas, incluindo o cancer [24]. Este pode também
ser produzido por células tumorais, fazendo o papel de um promotor tumoral
endogeno. A acdo do TNF-a foi relacionada a todos as etapas da
carcinogénese, incluindo transformacao celular, promoc¢ao, sobrevivéncia,

proliferacdo, invasdo, angiogénese e metastase [25].

O cancer de colo uterino resulta de uma deficiéncia no controle celular da
expressao dos genes do HPV, e o controle normal € mediado por fatores
liberados por macréfagos. A presencga de lesbes malignas e pré-malignas em
nivel tissular pode originar uma infiltragdo de células do sistema imune,
juntamente com as células do préprio tecido, iniciando uma resposta ao
processo de infecgdo do HPV. Estes tipos celulares podem estar representados
principalmente por linfécitos e monécitos/macréfagos [5]. A regressao das

lesdes do colo esta associada a uma resposta imune mediada por citocinas do
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tipo Th1, caracterizada por um massivo infiltrado de células mononucleares,
regulacdo positiva de moléculas de adesado, e apoptose de queratinécitos
infectados, sugerindo que este perfil de resposta imune tem um importante

papel na defesa do hospedeiro [26].
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1.3 Marcadores da inflamagao

1.3.1 N-Acetilglucosaminidase (NAG)

A N-Acetilglucosaminidase (NAG) & uma enzima lisossdmica intracelular
liberada por macrofagos ativados durante o processo de fagocitose, lise celular
ou dano tecidual [27, 28]. A acdo dessa enzima baseia-se na hidrolise do p-
nitrofenil-N-acetil-p-D-glicosamina (substrato) pela N-acetil-p-D-

glicosaminidase liberando p-nitrofenol [29].

A deteccédo da atividade do NAG em fluidos biolégicos, juntamente com os
niveis de cito/quimiocinas inflamatérias, pode ser utilizada como marcador

indireto do acumulo de macréfagos ativados e da resposta inflamatoria [27, 28].
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1.3.2 Mieloperoxidase (MPO)

A peroxidase é uma enzima, hemoproteina, encontrada em leucocitos
polimorfonucleares. Os neutréfilos possuem grandes quantidades de
peroxidase, que diferem com relagdo a outros tipos em estrutura, atividade
bioquimica, imunologicamente, geneticamente e espectrofotometricamente,
sendo denominada mieloperoxidase (MPO) [30, 31]. A mieloperoxidase é
tradicionalmente vista como uma enzima microbicida catalizando a formacao
de hipoclorito a partir de peréxido de hidrogénio (H202) e cloreto [32, 33]. Esta
enzima € encontrada nos granulos azurofilos de neutréfilos e secretada durante
a ativagdo dessas células [27, 28]. Devido a essa caracteristica, tem sido
usada com sucesso como um marcador bioquimico de recrutamento destas
células [34, 35]. Possui potente propriedade pro-inflamatéria e pode contribuir
diretamente com a lesdo tecidual. Pode também ser minimamente expressada
por monécitos e macréfagos [27, 28]. Os neutréfilos secretam trés vezes mais
MPO que os mononucleares, representando a fonte celular intravascular mais
freqiente da MPO e contribuem com 95% do seu conteudo total circulante [27,

28] [36].

A dosagem de MPO associa-se com a quantidade de neutréfilos recrutados na
lesdo durante a inflamagdo, sendo considerada um importante marcador
quantitativo indireto de neutréfilos e representa um modelo potencial para
diagndstico e intervencgdes terapéuticas nas doencgas vasculares e inflamatoérias

em geral [37].
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1.3.3 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina biossintetizada principalmente por mondcitos e
macrofagos ativados. Mas também €& produzido e secretado em menor
quantidade por neutrofilos, células natural killers (NK), células endoteliais,

mastocitos e algumas células tumorais [38, 39].

O TNF-a é um dos principais mediadores das reagdes inflamatoérias,
imunoldgicas, e patofisioloégicas [40]. Essa citocina induz imunidade anti-
tumoral através de efeitos citotdxicos diretos sobre as células cancerosas e
pela estimulacdo da resposta imune anti-tumor. Ela também interage com as
células endoteliais, induzindo a expressédo de moléculas de adesao intercelular,
moléculas de adesao da célula vascular e E-selectina, permitindo desta forma
0 acesso dos granuldcitos ao local da inflamacdo. O TNF-a é um potente
ativador de neutréfilos, mediando a aderéncia, quimiotaxia, degranulagéo e a
explosdo respiratoria. E responsavel pela caquexia observada em infecgées

cronicas e no cancer [38, 41].

O papel do TNF-a na inflamacdo aguda ilustra como o mesmo atua nas
mudancas celulares e na dindmica recomposigao tecidual. Atuando durante um
processo infeccioso, varios tipos de células sao recrutados até o sitio
inflamatério,e quando o processo infeccioso é contido, € essencial que a

homeostasia tecidual normal seja restabelecida [42].
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1.3.4 Interferon-gama (IFN-y)

O IFN-y é uma citocina produzida principalmente por células T e grandes
linfocitos granulares [43-45]. E o principal fator de ativagdo de macréfagos na
circulagdo, ativando numerosas fungdes, incluindo a citotoxicidade a tumores,
atividade antimicrobiana, aumenta o potencial microbicida contra patégenos
intracelulares e estimula a apresentacao de antigenos aos linfécitos através da

indug¢ao de moléculas MHC de classe |l [46].

Pelo seu papel critico na estimulacdo ou ativacdo da expressdo génica,
diferenciacao e funcao de mondcitos/macréfagos, seus efeitos, juntamente com
a importancia de monécitos/macréfagos como fontes de IL-12 (potente indutor
de IFN-y), demonstram o papel critico que a populagédo de linfocitos tem na

regulacéo da resposta imune [47].
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A resposta inflamatoria esta presente nas neoplasias de colo uterino, podendo
atuar na manutencdo, progressao ou regressao tumoral. No infiltrado peri-
tumoral séo evidenciados macréfagos e neutréfilos, além de citocinas como o
TNF-a , produzido por macrofagos e ativador de neutréfilos e o IFN-y, ativador
de macréfagos. Dessa forma, por participarem de importantes etapas do
processo de inflamacéo, esse estudo visa avaliar as dosagens séricas de NAG,
MPO, TNF-a e o IFN-y em mulheres com lesbes pré-invasoras e invasoras do
colo uterino. O estudo desses marcadores de inflamagdo pode propiciar uma
melhor compreensao do processo de carcinogénese do carcinoma invasor do

colo do utero.







2.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta inflamatéria, por meio das dosagens séricas de NAG, MPO,

TNF-a e IFN-y, em mulheres com lesbes pré-invasoras e invasoras do colo

uterino.

2.2. Objetivos especificos

1.

Comparar a resposta inflamatéria sérica entre as mulheres do grupo
controle, portadoras de NIC e com carcinoma de células escamosas
(CCE) invasor do colo uterino.

Avaliar a associagdo das dosagens séricas de marcadores inflamatérios
com o grau das lesdes pré-invasoras e estadiamento do CCE invasor do

colo uterino.




3. Casuistica e Métados
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3.1 Casuistica

O estudo foi realizado prospectivamente em 90 mulheres, atendidas no
Hospital das Clinicas da UFMG e no Hospital Mario Pena, no periodo de
setembro de 2008 a setembro de 2009. O estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da UFMG parecer nimero ETIC 326/08 (anexo |).
As pacientes foram divididas em 3 grupos:
Grupo 1 — 30 mulheres sem evidéncias de qualquer doencga (grupo controle).

Grupo 2 — 30 mulheres com diagnéstico de neoplasia intra-epitelial cervical

(NIC).

Grupo 3 — 30 mulheres com diagnéstico de CCE invasor do colo uterino.
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3.1.1 - Critérios de Inclusao

v" Mulheres com diagnoéstico de carcinoma invasor do colo uterino com
proposta de tratamento cirurgico, radio e/ou quimioterapico (casos).

v Mulheres com diagnéstico de lesées pré-invasoras do colo uterino e
proposta de conizagéo (casos)

v Mulheres submetidas a exame de rotina, sem evidéncias de
qualquer doenga (controle).

v' Termo de consentimento livre e esclarecido assinado (anexo ).

3.1.2 Critérios de exclusao

v" Pacientes previamente tratadas por quimio e/ou radioterapia.

v Evidéncia a laparotomia de algum processo infeccioso agudo
peritoneal.

v"  Pacientes com  historia de uso de imunossupressores,
corticosteréides e/ou antiinflamatérios nao esteréides ha pelo
menos 3 meses.

v" Na&o concordancia em participar do estudo.
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3.2 Métodos

Foram coletadas amostras de 10 ml de sangue periférico das mulheres no pré-
operatério ou exame de rotina. O sangue foi centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos para obtencdo do soro e estocado a —80°C até o momento das

dosagens laboratoriais.




Casuistica e Métodos 37

3.2.1 Dosagens laboratoriais

3.2.1.1. Atividade de N- Acetilglicosaminidase (NAG)

Para realizacdo da dosagem da NAG, foram utilizadas 100ul das amostras de
soro que foram colocados em duplicata a uma placa de 96 pocos. Nesses
pocos foram adicionados 100ul do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-p-D-
glicosaminida) (Sigma - Aldrich), diluido em tampao citrato/fosfato com pH =
4.5. A seguir, foram incubadas a 37° C durante 10 minutos. Por ultimo, foram
adicionados 100ul de tampé&o glicina 0,2M, pH = 10,6 (Figura 3.1). A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa (Thermoplate
3200 ™) com comprimento de onda de 400 nm. Os resultados foram expressos

em atividade de NAG (Absorbancia em DO 400 nm/ml de cada amostra).
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Distribuicdo das amostras na placa (96 pogos)
100ml de soro em duplicata

Adicao do substrato
100uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida diluido em tampé&o citrato/fosfato

Incubagao
estufa a 37°C por 10 minutos

Reacao da atividade enzimatica do NAG
100pL de tampéo glicina 0,2M (pH 10,6)

Leitura
medida da absorbancia por espectofotometria no leitor de ELISA

CNCHNONCONGC

Figura 3.1

Fluxograma do protocolo béasico da técnica de ensaio enziméatico para detec¢do da atividade de

NAG.

Nota: NAG -N- Acetilglicosaminidase.
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3.2.1.2. Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Para a dosagem da atividade do MPO foram utilizados amostras de soro
diluidas em tampao fosfato com pH 5,4 nas concentragbes de 1:3 e 1:1,
respectivamente. Em seguida foi colocado 25ul das amostras em duplicata a
uma placa de 96 pocos. As amostras, adicionaram-se 25ul do substrato TMB
(3,3, 5,5 — tetrametilbenzidina — Sigma - Aldrich) diluido em DMSO (Dimetil
sulféxido — Merck) e procedeu-se a incubagéo da placa a 37° C por 5 minutos.
Apos esse periodo, foi acrescentado 100ul de perdxido de hidrogénio 0,003% a
cada poco e a placa foi novamente incubada a 37° C por 5 minutos. A reacéo
foi interrompida através da adicdo de 100ul de HySO4, 4M (Figura 3.2). A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de
450 nm pelo aparelho Thermoplate 3200 ™. Os resultados foram expressos em

atividade de MPO (Absorbancia em DO 450 nm /ml das amostras).
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Figura 3.2

Diluigao e distribuicado das amostras na placa (96 pogos)
diluicdo das amostras de soro em tamp3ao fosfato 25uL das amostras em duplicata

Adicéao do substrato
25uL de TMB (tetrametilbenzidina) diluido em tampdo DMSO

Incubagao
estufa a 37°C por 5 minutos

Catalisagao da reagao enzimatica do MPO
100uL de peroxido de hidrogénio 0,003%

Incubagao
estufa a 37°C por 5 minutos

Interrupgao da reagao enzimatica do MPO
100mL de H2S04 4M

Leitura
medida da absorbéancia por espectofotometria com comprimento de onda de 450nm

Fluxograma do protocolo béasico da técnica de ensaio enzimético para detec¢ao da atividade de

MPO.

Nota: DMSO - Dimetilsulféxido; H,SO, - Acido sulfarico; MPO - Mieloperoxidase.
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3.2.1.3. Dosagem das citocinas TNF-a e IFN-y.

As citocinas TNF-a e IFN-y foram avaliadas pela técnica de ELISA utilizando

kits R&D Systems (Minneapolis — EUA).

O ensaio imunoenzimatico foi realizado seguindo-se os passos do protocolo
padronizado pelo fornecedor do kit. A placa de 96 pogos “virgem” foi fixada
com anticorpo policlonal. Lavou-se cada pogo da placa com 200 pl de solugéo
tampéao-ensaio, agitando-se a placa por 10 minutos a temperatura ambiente.
Removeu-se toda essa solugcéo e acrescentou-se 25 ul de solugdo tampéo-
ensaio aos pogos classificados como “brancos”, como curva padrao e aos
locais destinados as amostras. Uma fragcdo de 25 ul de cada amostra foi
adicionada aos pocgos apropriados, permitindo que os anticorpos especificos
fossem ligados aos antigenos. Acrescentou-se as amostras meio proprio para
lavagem dos anticorpos e a placa foi incubada por uma hora a temperatura
ambiente. Lavou-se a placa duas vezes com 200 ul de solugdo de lavagem,
com a finalidade de retirar os anticorpos néo ligados. Adicionou-se aos pogos
25 ul de solucao para detecgéo do anticorpo e 25 ul de estreptavidina e a placa
foi novamente incubada por trinta minutos a temperatura ambiente. Lavou-se a
placa duas vezes com 200 ul de solugéo de lavagem para retirar os conjugados
nao ligados. Foram entdo adicionados 100 ul do substrato cromogénico para
detectar a presenca da ligacéo antigeno anticorpo (Figuras 3.3 e 3.4). A placa

foi encaminhada ao aparelho de leitura de ELISA.
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Figura 3.3

Representacdo esquematica da técnica de ELISA utilizada para avaliagdo das citocinas TNF- a

e IFN-y.

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa) e

IFN-y (interferon-gama).
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Fixagao da placa com anticorpo
96 pocos “virgem” com anticorpo policlonal especifico

Lavagem da placa
200 pL de solugéo tampéao

Remogao da solugado

Adicao das amostras (ligagao antigeno-anticorpo)
25 pL da solugdo tampéo + 25 yL da amostra de soro

Lavagem da placa ( retirada de anticorpos nao ligados)
200 pL de solugéo de lavagem

Formacao do anticorpo conjugado
25 pL solugado de deteccéo do anticorpo + 25 pL de estreptavidina

Lavagem da placa (retirada de conjugados nao ligados)
200 pL solugao de lavagem

Detecgao da ligagao antigeno-anticorpo (100 uL do substrato cromogénico)
Espectrofotometria no leitor de ELISA

QISICICICICICNC.

Figura 3.4

Fluxograma do protocolo basico de ELISA para detecgéo das citocinas TNF-a e IFN-y.

Nota: ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa) e

IFN-y (interferon-gama).
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3.2.2 - Analise Estatistica

As informacdes foram codificadas e digitadas em banco de dados no programa
SPSS para Windows versdo 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), que

desenvolveu os calculos posteriores.

Foi avaliado o pressuposto de normalidade e, com este objetivo, aplicou-se o
teste de Kolmogorov-Simirnov que indicou que a distribuicdo das dosagens
séricas dos marcadores avaliados ndo segue a normalidade (p<0,001).
Portanto, nesta analise foram empregados testes ndo paramétricos, que sao

mais robustos a violagao deste pressuposto.

As variaveis foram descritas por meio de suas medianas e intervalos
interquartis. As diferencas entre os grupos foi avaliada pelo teste do qui-
quadrado, Kruskal-Wallis ou Mann Whitney conforme indicados. A correlagéo
entre os grupos foi realizada pelo teste Kendall's Tau. As diferencas ou

correlagdes com valor de p<0,05 foram consideradas significativas.




4. ‘Resultados
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4.1. Caracteristicas gerais da amostra

As pacientes incluidas neste estudo apresentaram idade média + de 47,3 com
erro padrao de +1,1 anos e variagao entre 30 e 79 anos. A paridade média foi
de 2,3+0,1 partos com variagéo entre 0 e 6 partos. No grupo de pacientes com
CCE observou-se uma idade mais avangada e um numero maior de pacientes
que estavam na pO6s-menopausa em comparac¢ao aquelas portadoras de NIC e
ao grupo controle (p= 0,001 e p= 0,016; respectivamente) (Tabela 4.1). Os
grupos estudados nao apresentavam diferencas em relacdo a paridade (p=

0,230) e tabagismo (p= 0,749).

No grupo de pacientes com lesdes pré-invasoras do colo uterino, duas
mulheres apresentavam NIC | (6,7%), oito pacientes NIC |l (26,7%) e 20 casos
apresentavam NIC Il (66,7%). O estadiamento (FIGO) das pacientes com CCE
invasor foi IA2 em trés casos (10,0%), IB1 em 19 (63,3%), IB2 em dois (6,7%) e

[IA em seis mulheres pertencentes a esse grupo (20,0%).
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Tabela 4.1: Comparacéao das caracteristicas gerais da amostra.
Controle NIC CCE
P
(n=30) (n=30) (n=30)
Idade 45,5 42,0 51,0
0,001
(anos) (39,2-50,0) (37,0-46,0) (44,8-57,0)
Paridade 2,0 2,0 3,0
0,230
(partos) (2,0-3,0) (1,0-3,0) (2,0-3,0)
Menopausa 0,016
Nao 22 (73,3%) 26 (86,7%) 16 (53,3%)
Sim 8 (26,7%) 4 (13,3%) 14 (146,7%)
Tabagismo 0,749
Nao 26 (86,7%) 25 (83,3%) 27 (90,0%)
Sim 4 (13,3%) 5(16,7%) 3 (10,0%)

Nota: NIC: Neoplasia intra-epitelial cervical. CCE: Carcinoma de células escamosas.

Os valores representam a mediana e intervalo interquartil (P,s-P75) ou n (porcentagem). A

comparagao entre os grupos foi realizada pelo teste de do qui-quadrado ou Mann-Whitney.
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4.2. Dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN«y

Houve uma diferenga significativa das dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a
e IFN-y entre os grupos estudados (Tabelas 4.2 e 4.3). A atividade sérica de
NAG foi superior no grupo controle, em compara¢ao com o grupo de mulheres
com NIC, que foi superior aquelas com CCE invasor do colo uterino (p< 0,001 e
p=0,002; respectivamente). As mulheres com CCE invasor do colo uterino
apresentaram uma atividade sérica de MPO inferior aquelas com NIC e grupo
controle (p=0,002 e p=0,011; respectivamente). As dosagens séricas de TNF-a
foram superiores nas pacientes com NIC em comparag¢do aquelas com CCE
invasor (p=0,003). As pacientes com NIC apresentaram dosagens séricas de

IFN-y inferiores aquelas com neoplasia invasora (p=0,026).

Conforme ilustra a Tabela 4.3, as dosagens séricas de NAG apresentaram
uma diminuigdo progressiva com o processo de instalagdo de uma neoplasia
invasora do colo uterino. As dosagens de MPO e TNF-a também seguiram
esse padrao de diminuigdo dos niveis séricos no CCE invasor em comparagao
aquelas mulheres com NIC. Ao contrario, os niveis séricos de IFN-y foram
superiores nas mulheres com neoplasia invasora em comparagao aquelas com

lesdes pré-invasoras do colo uterino.

Considerando-se os grupos de mulheres com NIC e CCE invasor do colo
uterino, houve uma correlacdo positiva dos niveis séricos de NAG com as

dosagens de TNF-a (t=0,587; p=0,049) (Figura 4.1A). Os niveis séricos de INF-
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gama se correlacionaram negativamente com as dosagens de NAG (t=-0,272;

p=0,005) e TNF-a (1=-0,223; p=0,030) (Figura 4.1 B e C).

Como mostra a figura 4.1 houve uma associagédo significativa da dosagem
sérica do NAG, TNF-a e IFN-y. Quanto maior a atividade de NAG, maiores sao
os niveis de TNF-a (p= 0,049); quanto maior a atividade de NAG, menores o0s

niveis de IFN-y (p= 0,005) e quanto maiores os niveis de TNF-a, menores os

niveis de IFN-y (p=.0,030).
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Tabela 4.2: Comparacao das dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN-y

no grupo controle, em mulheres com NIC e CCE invasor.

Controle NIC CCE
P
(n=30) (n=30) (n=30)
126,0 84,9 71,6
NAG (nmol/mL) < 0,001
(97,0-151,0) (64,4 -103,2) (54,3 -78,2)
MPO 10,1 10,0 8,4
0,006
(D.0.450nm/mL) (8,4-11,0) (8,7 -10,9) (7,3-9,3)
TNF-a 27,2 31,0 27,0
< 0,001
(pg/mL) (24,6 — 28,0) (29,2 - 35,0) (24,4 - 32,2)
IFN-y 0,15 0,13 0,14
< 0,001
(pg/mL) (0,14 -0,16) (0,11 -0,14) (0,12 -10,16)

Nota: NIC: Neoplasia intraepitelial cervical. CCE: Carcinoma de células escamosas. NAG: N-
Acetilglucosaminidase; MPO: Mieloperoxidase; TNF- a: Fator de necrose tumoral-alfa; IFN-y:

Interferon-gama.

Os valores foram expressos em medianas e intervalos interquartis (P25-75). As diferencas

entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kuskall Wallis (3 grupos ) ou Mann Whitney (2

grupos):

NAG- Controle vs. NIC: p= <0,001; Controle vs. CCE: p= <0,001; NIC vs. CCE: p= 0,002;
MPO - Controle vs. NIC: p= 0,756; Controle vs. CCE: p=0,011; NIC vs. CCE: p= 0,002;
TNF- a - Controle vs. NIC: p= <0,001; Controle vs. CCE: p= 0,092; NIC vs. CCE: p= 0,003;
IFN-y - Controle vs. NIC: p= <0,001; Controle vs. CCE: p= 0,066; NIC vs. CCE: p= 0,026.
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Tabela 4.3: Representacéo esquematica dos resultados obtidos nas dosagens
séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN-y no grupo controle, mulheres com NIC e

CCE invasor do colo uterino

Controle NIC CCE
NAG +++ ++ +
MPO +++ +++ ++
TNF-a ++ +++ ++
IFN-y +++ ++ +++

Nota: NIC: Neoplasia intra-epitelial cervical. CCE: Carcinoma de células escamosas. NAG: N-
Acetilglucosaminidase; MPO: Mieloperoxidase; TNF- a: Fator de necrose tumoral -alfa; IFN-y:

Interferon-gama.

As dosagens de NAG e MPO foram realizadas por ensaio enzimatico e as dosagens de TNF- a

e IFN-y foram realizadas pelo método imunoenzimatico de ELISA.
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1=-0,223; p=0,030

O
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Dosagem de IFN-gama (pg/mL)

Figura 4.1: Correlagao dos niveis séricos de NAG, TNF-a e IFN-y em mulheres

com lesbes pré-invasoras e invasoras do colo uterino.

Nota: NAG: N-Acetilglucosaminidase; TNF-a: Fator de necrose tumoral-alfa; IFN-y: Interferon-

gama.

A correlagdo entre as variaveis foi feita pelo teste de Kendall's tau.
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4.3. Associagao das dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN-y com o
grau das lesées pré-invasoras e estadiamento do CCE invasor do colo

uterino

Ndo houve associacdo das dosagens séricas de NAG (p=0,480), MPO
(p=0,512), TNF-a (p=0,437) e IFN-y (p=0,056) com o grau das lesbdes pré-
invasoras do colo uterino (Tabela 4.4). O estadiamento do CCE invasor nao se
associou com os niveis séricos de NAG (p=0,684), MPO (p=0,235), TNF-a

(p=0,117) e IFN-y (p=0,838) (Tabela 4.5).
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Tabela 4.4: Associagado das dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN-y

com o grau das lesdes pré-invasoras do colo uterino.

NIC | NIC Il NIC III
P
(n=2) (n=28) (n=20)
70,7 86,9 84,9
NAG (nmol/mL) 0,480
(60,8-70,7) (73,1-94,0)  (64,4-104,3)
MPO 10,3 9,2 10,0
0,512
(D.0.450nm/mL)  (10,2-10,3) (7,2-10,8) (8,7-11,1)
32,1 29,2 31,2
TNF-a (pg/mL) 0,437
(30,0-32,1 (28,7-34,0) (30,7-35,0)
IFN-y 0,15 0,14 0,11
0,056
(pg/mL) (0,14-0,15) (0,13-0,15) (0,11-0,14)

Nota: NIC: Neoplasia intra-epitelial cervical; NAG: N-Acetilglucosaminidase; MPO:

Mieloperoxidase; TNF- a: Fator de necrose tumoral-alfa; IFN-y: Interferon-gama.

Os valores foram expressos em medianas e intervalos interquartis (P25-75). As diferencas

entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kuskall Wallis.
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Tabela 4.5: Comparacéao das dosagens séricas de NAG, MPO, TNF-a e IFN-y

em mulheres com estadiamento.

A2 IB1 B2 A
P
(n=3) (n=19) (n=2) (n=6)
63,2 72,6 62,1 72,6
NAG (nmol/mL) (55,8 (55,0- (50,6- (38,2- 0,684
63,2) 80,0) 62,1) 110,0)
MPO 9,1 8,4 7,0 9,3
0,235
(D.0.450nm/mL)  (6,5-9,1)  (7.3-9.0)  (6,4-7,0)  (8,0-9,6)
28,6 30,5 23,6 24.9
TNF-a(pgimb) (26 o (24,6- (23,4- (24,6- 0.117
28,6) 33,4) 23,6) 31,4)
0,14 0,14 0,15
IFN-y 0,14
(0,11- (0,12 (0,12- 0,838
(pg/mL) (0,12-0,16
0,14) 0,14) 0,17)

Nota: CCE: Carcinoma de células escamosas. NAG: N-Acetilglucosaminidase; MPO:

Mieloperoxidase; TNF- a: Fator de necrose tumoral-alfa; IFN-y: Interferon-gama.

Os valores foram expressos em medianas e intervalos interquartis (P25-75). As diferencas

entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kuskall Wallis.
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Neste estudo foram avaliadas as dosagens de NAG, MPO, TNF-a e INF-y no
soro de mulheres com lesbes pré-invasoras e invasoras do colo uterino,
visando determinar possiveis marcadores da resposta inflamatéria que
poderiam estar relacionados com a progressao e/ou regressdo das lesdes.
Essas enzimas e citocinas estudadas participam de importantes etapas do
processo inflamatério. A identificagcdo de novos marcadores pode ser valiosa
para um melhor entendimento do processo da resposta inflamatéria envolvida

em um melhor prognéstico e seguimento das pacientes.

As dosagens das atividades das enzimas NAG e MPO correlacionam-se
respectivamente, com a quantidade de neutréfilos e macréfagos recrutados,
possibilitando demonstrar estes componentes inflamatérios de forma
quantitativa nos varios processos em que participam [29, 34, 35, 48]. Esses
métodos tém sido utilizados em trabalhos experimentais com camundongos em
tumores de Ehrlish e colon [49, 50]. O ensaio imunoenzimatico (ELISA)
também tem sido amplamente utilizado para determinacdo dos niveis de
citocinas em uma variedade de modelos experimentais in vitro e in vivo [49, 51,
52]. Estudos usaram esta metodologia para dosagem sérica de TNF-a e IFN-y

em mulheres com carcinona do colo uterino [53, 54].

A presenca de um infiltrado inflamatorio tumoral parece ser um sinal positivo de
imunovigilancia, e favoravel ao hospedeiro. Entretanto, dependendo dos tipos
celulares envolvidos nas resposta anti-tumorais, podem ou n&o favorecer a

progressao tumoral [55, 56].
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Estudos mostram que macréfagos estdo aumentados no NIC e no carcinoma
cervical, e que o aumento dessas células esta relacionado com a progresséo
desses carcinomas [57-60]. Analisando o resultado da dosagem de NAG no
nosso estudo, vimos que, diferente da literatura, houve uma diminuicdo da
atividade desta enzima do grupo controle para o grupo de mulheres com NIC e
destas para o grupo com CCE invasor. Relacionando a diminuicdo desta
enzima com a atividade dos macréfagos, pode-se inferir que a ativagdo destas

células diminuiu progressivamente com a progressao desta doenca.

Estudos experimentais mostraram que, na auséncia de macroéfagos, o infiltrado
de neutrofilos aumenta, substituindo a fungéo dos macréfagos, que induzem a
progressao de NIC para neoplasia de colo uterino [61]. E dosagens séricas em
mulheres mostram que o numero absoluto de neutréfilos € maior no soro das
mulheres com lesdes invasoras do colo uterino quando comparadas com NIC e
controle [62]. Entretanto, o efeito antitumoral dos neutréfilos ja havia sido
sugerido como importante mecanismo na eliminagcao de células tumorais [63-
65]. No presente estudo, a dosagem de MPO sugere que houve uma
diminuicdo na atividade de neutréfilos em mulheres com CCE invasor quando
comparadas com mulheres com NIC e o grupo controle. Pode-se sugerir que a
diminuicdo da atividade destas células, que possuem uma acgédo antitumoral,

estejam de certa forma auxiliando a progressao tumoral.[63, 65]

Levando em consideracao as fungdes das citocinas TNF-a e IFN-y, podemos
relacionar seus niveis com as células inflamatérias em estudo. Percebe-se que,

assim como na atividade do NAG e MPO, houve diminui¢cado do nivel de TNF-a
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em mulheres com CCE invasor quando comparados com mulheres com NIC.
Esse dado pode ser explicado pelo fato de TNF-a ser uma citocina
biossintetizada pelos macréfagos e ter a fungédo de ativar neutréfilos [38, 39];
[38, 41]. Lesdes pré-invasoras que apresentam regressao tém um infiltrado
significante de macréfagos que coram positivamente pela imunohistoquimica
para TNF-a e isto correlaciona com apoptose das células epiteliais infectadas
[66]. Pelo IFN-y ser um ativador de macrogagos, pode-se explicar o resultado
oposto quando comparamos suas dosagens com as de NAG [46]. O aumento
dos niveis de IFN-y poderia ser uma resposta a diminuicdo do numero de

macrofagos em mulheres com CCE invasor do colo uterino.

Em pacientes com NIC e CCE invasor do colo uterino, ha um predominio da
resposta imune do tipo Th1 e de suas citocinas pré-inflamatérias. Niveis
diminuidos de citocinas Th1 e aumentados de Th2 estdo associados a
progressdo da lesdo [5]. A resposta imune na presenca do HPV tem
predominio de citocinas do tipo Th2 (imunoinibitérias ou supressoras), estas
podem estar localmente na regido cervical ou na circulagéo periférica, sendo
que a presenca dessas propicia um ambiente favoravel as transformacdes
malignas, permitindo assim a progressao das NICs para o cancer cervical [19].
Sendo assim, o desvio do padrao Th1 para o Th2 foi associado com a
progressao da leséo e, consequientemente, a um pior prognoéstico da paciente
[67, 68]. Apesar da regresséo das verrugas genitais e das neoplasias cervicais
estarem relacionadas com o padrdo Th1 (IL-2, IFN-y e TNF-a), baixos niveis de
IFN-y foram associados ao desenvolvimento do cancer cervical com pior

prognéstico [69].
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No presente trabalho, foram estudadas duas citocinas proé-inflamatérias do tipo
Th1 e observou-se que estas tiveram um padrdo de expressdo oposto.
Enquanto os niveis de TNF-a diminuiram de acordo com a progressao da
lesdo, os niveis de IFN-y aumentaram. Alteracdes nos niveis de producéo de
citocinas tém sido relatadas em diversos tipos de canceres, incluindo tumores
ginecoloégicos. Diversos estudos sugerem importante papel do TNF-a devido a
sua citotoxicidade, contra células tumorais, estimular macréfagos e, inibir
fatores de crescimento [70]. Estudos apontam aumento da concentracdo de
TNF-a em pacientes com NIC [71, 72]. Entretanto, em outros trabalhos
observou-se decréscimo sistémico de citocinas Th1 (IFN-y, TNF-a e IL-2)
relacionados ao aumento do grau da NIC [63, 73]. Sugere-se que a
persisténcia da infeccdo viral do HPV se daria por falha em expressar citocinas
Th1 [74]. Estudos in vivo mostram que TNF-a e IFN-y sdo dependentes um do
outro, e que os efeitos contrarios ou sinérgico entre as duas citocinas,

dependem do estagio de diferenciacdo e maturagéo celular [75].

Nesse estudo, quando comparamos conjuntamente os grupos com lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas com o grupo controle, observamos uma reducéo
significativa na expressdo do TNF-a, o que nos permite inferir que esta citocina
pode nao estar influenciando na progressédo da lesdo, pois, caso contrario,
deveria apresentar crescimentos constantes e significativos a medida que

aumenta o grau da lesao.

Ha evidéncia de que uma reducgéo na expressao do IFN-y pode influenciar nos

mecanismos inflamatoérios e imunologicos no cancer cervical [76]. Também se
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observam resultados contraditérios em relagc&o a secreg¢ao e expressao de |FN-
v. A expressao local de citocinas Th1 como IFN-y e IL-2 encontravam-se
elevadas em pacientes com lesado cervical, quando comparadas aos controles
e existe uma relagc&o direta entre a progressao da leséo e o aumento do IFN-y
[71]. A super-expressdo dessa citocina pode ocorrer devido a uma resposta
das células cervicais a gravidade da leséo, o que sugere que o perfil Th1 seria
o tipo de resposta das células cervicais anormais, em reagdo a presenca do
HPV [74]. Esses dados vém refor¢car nossos achados, onde observamos um

aumento linear e gradativo do IFN-y de forma proporcional ao grau da lesé&o.

A expresséo e liberagcdo de citocinas proinflamatérias estdo aumentadas
durante o NIC Ill e o cancer cervical invasivo [77, 78]. Em oposicao a estes
achados, células de carcinoma cervical e células imortalizadas por HPV in vitro
possuem uma reducdo das citocinas proinflamatérias [79], o que demonstra
claramente que o microambiente é de fundamental importéncia para liberagéo
destes fatores, sendo capaz de expressar e secretar diferentes niveis e perfis
de citocinas, sendo de grande importancia na resposta imune contra a infeccao

pelo HPV e na oncogénese das lesdes cervicais [80].

Mulheres com resposta pro-inflamatéria reduzida sdo mais susceptiveis a
persisténcia viral e, consequentemente, ao desenvolvimento de neoplasia
cervical. A auséncia da resposta inflamatéria é caracteristica de lesbes
cervicais persistentes. Estudos recentes sugerem que alguns produtos génicos
do HPV poderiam bloquear diretamente a atividade dos mediadores

inflamatorios [81]. O mesmo podemos dizer em nosso estudo, onde verificamos
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uma diminuicdo da resposta inflamatéria de acordo com a progressao da leséo
do colo uterino. Muitos estudos mostram as lesbes pré-invasoras como doenca
de atuacéo local, mas no presente estudo, podemos verificar o comportamento

sistémico tanto do NIC [82].

Com base nos resultados obtidos, torna-se clara a complexidade da resposta
inflamatéria relacionada com as lesdes pré-invasoras e invasoras do colo
uterino. Evidencia-se a importdncia de mais estudos para um maior
entendimento dos processos biologicos e clinicos e como estes podem auxiliar
no prognodstico e seguimento das pacientes. Estudos comparando os perfis de
resposta inflamatoria local e sistémica podem ajudar a entender melhor o papel

destas moléculas no processo de carcinogénese.
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O estudo da resposta inflamatéria pelas dosagens dos

marcadores inflamatérios NAG, MPO, TNF-a e IFN-y permite concluir que:

o A progressao do processo de carcinogénese nas neoplasias de colo

uterino associou-se com uma diminui¢cao da resposta inflamatéria sérica.

o A resposta inflamatéria sérica ndo se associou com o grau das lesdes

pré-invasoras e estadiamento do CCE invasor do colo uterino.
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l. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — (COEP)
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Il. Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra é do pesquisador
responsavel.

Em caso de recusa vocé néo sera penalizada de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode
procurar o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Vera Cruz pelo telefone (31) 3290 1178.

Titulo do Projeto: Avaliagdo da resposta inflamatéria em mulheres com cancer
ginecoldgico

Pesquisador Responsavel: Dr. Agnaldo L. Silva Filho

Este projeto tem o objetivo de investigar a presenca de algumas substancias no
sangue, que possam nos ajudar a fazer o diagnéstico precoce dos tumores
ginecolégicos.

A participagcédo no estudo consiste em doar uma amostra de sangue para ser
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Introduction: The inflammatory response is an active process in cervical cancer and
may act in the progression and/or regression of the lesion. At the site of inflammation
cells are present, among the most important macrophages and neutrophils and some
cytokines such as TNF-a and IFN-y. This study aims to evaluate the inflammatory

response levels in women with pre-invasive lesions and invasive cervical cancer.

Methods: Were analyzed serum samples obtained from women without evidence of
disease (n = 30 - control group), with pre-invasive lesions of the cervix (n = 30) and
with carcinoma of the cervix (n = 30). The activity of inflammatory enzymes N-
acetylglucosaminidase (NAG) and myeloperoxidase (MPO) were obtained by
enzymatic assay. We used the ELISA assay method for obtaining serum levels of TNF-
a and IFN-y. The blood of the patients was collected, centrifuged and stored until
laboratory analysis. Differences between groups were evaluated by chi-square,
Kruskal-Wallis and Mann Whitney. The correlation between the groups was performed

using Kendall's Tau. Differences with p <0.05 were considered significant.

Results: The women age ranged from 30 to 79 years. In the group of patients with pre-
invasive lesions of the cervix, two had CIN | (6.7%), eight patients with CIN 1l (26.7%)
and 20 cases had CIN Il (66.7%). Staging (FIGO) of patients with SCC was IA2 in
three cases (10.0%), I1B1 in 19 (63.3%), I1B2 in two (6.7%) and IlIA in six women
(20.0%). The activities of enzymes NAG, and MPO and the levels of TNF-a were
higher in women with CIN compared with the group with SCC. The levels of IFN-y were
lower in the group of women with CIN compared with the group with SCC. There was
not a significant association between the degree of the CIN and the staging of the SCC

of the cervix with inflammation assessed by the levels of inflammatory markers used.

Conclusion: The inflammatory response had a decrease in accordance with the
progression of the carcinogenic process: control group, women with CIN and women
with invasive SCC, there was no association between the degree of pre-invasive

lesions and staging of the SCC of the cervix .

Keywords: Cervical cancer, inflammation, NAG, MPO, TNF-a and IFN-y.
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