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1. Resumo

Introducdo: A infeccdo genital por Papilomavirus Humano (HPV) € uma das
doencas sexualmente transmissiveis (DST), de origem viral, mais prevalente no mundo.
As lesOes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LIEBG) e de alto grau (LIEAG),
assim como carcinoma cervical invasor (CCl), estdo associadas a presenca do HPV. A
resposta imune tem papel importante na infecgcdo pelo HPV na cérvice uterina, sendo
as citocinas importantes reguladoras da transcricdo viral. Objetivo: Avaliar a
concentracdo de IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a. no soro de
mulheres portadoras de LIEBG, LIEAG e CCI. Pacientes e Métodos: Foram incluidas
no estudo 40 mulheres com diagndstico histopatoldégico de LIEBG (n=11), LIEAG
(n=10), CCI (n=10) e 9 mulheres com suspeita de doengca HPV induzida, mas sem
alteracdes histopatoldégicas na bidpsia do colo do atero (controle), atendidas no
Ambulatério de Colposcopia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e no
Ambulatério de Ginecologia Preventiva do Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP. O
sangue periférico foi colhido por puncdo venosa e 0 soro armazenado até o
processamento. A dosagem das citocinas no soro foi avaliada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A pesquisa de HPV foi realizada empregando-se a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os dados socio-demograficos foram obtidos
por entrevista no momento da consulta ginecoldgica. Resultados: A mediana de idade
das pacientes do grupo controle, LIEBG, LIEAG, e CCI foi de 38 (21-69), 32,5 (17-51),
39 (23-65) e 51,5 (29-72), respectivamente. Houve diferenca estatisticamente
significante de mediana de idade das pacientes do grupo CCl quando esta foi

comparada com os demais grupos. Em relacdo as caracteristicas das pacientes, 76%
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eram brancas, 68% relataram unido estavel, 31% concluiram o 2° grau, 42% eram
fumantes, 37% das mulheres relataram 3 ou mais parceiros sexuais durante a vida, 9%
apresentaram histéria de DST anterior e 35% das pacientes afirmaram usar
anticoncepcional oral .. O DNA-HPV foi detectado em 100% das bidpsias realizadas. A
analise das citocinas de interesse ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos. Concluséo: Considerando o tamanho amostral estudado, a dosagem

de citocinas séricas ndo diferem entre as pacientes com LIEBG, LIEAG ou CCI.
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2. Introducao

As infeccbes genitais pelo papilomavirus humano (HPV) sdo as mais
freqientemente diagnosticadas entre as doencas sexualmente transmissiveis (DST) de
origem viral, acometendo cerca de 30% da populagéo ativa, prevaléncia esta que varia
de 8,7 a 72% de acordo com a populacéo e método diagndstico empregado™™

Na maioria dos casos, 0 contagio ocorre através do contato sexual entre pessoas
com lesdes genitais, com risco estimado em 60 a 80% de se adquirir através de um
Unico contato®®. Ap6s o contagio, a acdo viral esta na dependéncia de muitos fatores e
0S acontecimentos seguintes séo variaveis, nado existindo um marcador que defina a
evolucdo da infeccdo®. Porém, de maneira geral, essa evolucdo depende do inter-
relacionamento entre as caracteristicas do individuo, como sua resposta imune e o
genatipo viral, que determinam a atividade do virus. No hospedeiro, de acordo com o

genatipo viral, o HPV pode ficar na forma epissomal ou incorporado ao DNA.

Os HPVs sao virus DNA de dupla hélice circular pertencentes a familia
Papillomaviridae. Foram descritos mais de 120 tipos que infectam o homem e
representam diferentes repercussées clinicas™®. As particulas do Papilomavirus humano
medem aproximadamente 55nm de diametro, tem forma icosaédrica e ndo sao
envelopados. Replicam-se no nucleo de células epiteliais escamosas e seu genoma €é
composto por fita dupla de DNA circular. O DNA viral é associado com proteinas
histone-like, possuindo aproximadamente 8000 pares de bases e € encapsulado por 72
capsdmeros. O capsideo consiste em duas proteinas estruturais pode ser dividido em
trés regides: a regido longa de controle (LCR), correspondendo a aproximadamente

10% do seu genoma, a regido precoce (E-early) e a regiao tardia (L-late). Os genes da
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regido L codificam proteinas estruturais, a regido E possui genes principalmente para

funcdes regulatérias como regulacdo do DNA e ativacdo do ciclo litico™.

Os genes E5, E6 e E7 codificam proteinas relacionadas a funcdes de
estimulacdo do crescimento. As proteinas codificadas pelo gene E5 interagem com os
dominios transmembranas dos receptores das quinases, alterando suas funcdes. Os
genes E6 e E7 sdo expressos na forma de RNA mensageiro (RNAm) transcrito da
regido promotora E6/E7. As duas regibes sdo separadas por uma curta distancia e as
proteinas codificadas pelo E6 estdo associadas a degradacdo do gene p53, gene
supressor tumoral, induzindo a degradacdo do mesmo, sendo tal gene essencial para o

ciclo litico da célula!.

O primeiro passo da infeccdo viral ocorre com a adesdo da particula viral na
célula, interagindo com receptores, 0s quais permitem a entrada do mesmo, atraves do
reconhecimento de proteinas produzidas pelo proprio virus. Apos a entrada da particula
viral, ha formacé&o de vesiculas e essas levam os virus até o nucleo da célula. Os poros
da membrana nuclear podem servir de porta de entrada para tais agentes, que ao
entrarem no nucleo, fundem o seu genoma com o da célula hospedeira, fazendo com
que este produza RNAm para proteinas virais''. Em grande parte dos individuos

expostos, o HPV permanece inativo, na forma latente por um longo prazo*?.

O estudo dos gendtipos de HPV alavancou a possibilidade de pesquisas
cientificas e de triagem do risco de oncogénese nos pacientes portadores de infeccéo

genital pelo HPV e tem sido estudado extensivamente nos Ultimos anos™>*°,

Os HPVs genitais séo classificados de acordo com seu potencial na inducao do

cancer: genotipo de alto risco (16,18,31,33,35,45,51, entre outros) e genotipo de baixo
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risco (6,11,40,42,54,61)'. O carcinoma cervical é o segundo tumor maligno mais
comum em mulheres no mundo e seu desenvolvimento € um processo de multiplas
etapas que envolve estagios precursores pré-invasivos. Os genotipos de alto risco
estdo associados as lesGes precursoras do cancer cervical e ao desenvolvimento de
carcinoma cervical invasor, sua infeccdo € um marcador para progressao da leséo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG), passando pela lesao intraepitelial

escamosa de alto grau (LIEAG), ao carcinoma cervical invasor(CCI)*2.

Embora o gendtipo viral seja importante marcador para progressado das lesdes
cervicais, outros preditores tém sido estudados para determinar o resultado clinico,
principalmente de mulheres com LIEBG e infectadas por gendétipos virais de alto risco
oncogénico™.

Dentre estes marcadores, a resposta imune tem um papel importante na historia
natural da infeccdo pelo HPV na cérvice uterina, tanto na persisténcia viral como no
desenvolvimento do cancer cervical®®?!. As citocinas, que atuam como mediadores das
células do sistema imune sdo importantes reguladores da transcricdo do HPV?%. As
citocinas sao proteinas secretadas pelos leucécitos e outras células do organismo em
resposta a diferentes estimulos. Interleucinas (IL) como IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-
18, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon (INF-y) encontram-se entre as
citocinas produzidas por células Thl, sendo esta associada a resposta mediada por
células, particularmente em resisténcia a patdégenos intracelulares, enquanto IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13 sé&o citocinas perfil Th2, que estdo envolvidas na resposta humoral e

producéo de imunoglobulina E*%,
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Muitos estudos sugerem que o padrdo Thl contribui para o desenvolvimento da
imunidade celular contra a associacdo a neoplasia e infeccdo pelo HPV, e esta
relacionado com clearance dessa infeccdo. Sugerem também que o padrdo Th2 esta
associado com a persisténcia viral da infeccdo e com o desenvolvimento de
neoplasias®®?®. Assumem ainda que o sistema imune do hospedeiro e em particular, a
resposta imune local do trato genital inferior, € importante para a sobrevivéncia do HPV,
relacionando-o a neoplasia cervical.

Sharma et al.?®

relataram que, em sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico, o nivel de IL-2 esteve significantemente reduzido
de acordo com a severidade da leséo cervical e em mulheres com carcinoma invasor,
enguanto que os niveis de IFN-y esteve reduzido somente em pacientes com cancer
cervical. Ainda nesse estudo, niveis elevados de IL-4 e IL-10 foram detectados em
todas as pacientes com cancer cervical e com leséo intraepitelial escamosa de alto
grau, quando comparados com lesao intraepitelial escamosa de baixo grau e com
pacientes controles, sugerindo que o padrdo Thl e Th2 de citocinas estiveram
significantemente correlacionados com o status do HPV. Nessa mesma linha, Tsukui et
al.?® demonstraram que o padrédo de citocinas Thl, especialmente a producéo de IL-2,
em resposta ao HPV16 esta diminuida em pacientes com lesao intraepitelial escamosa
de alto grau e cancer cervical comparada com mulheres com citologia normal. Estes
achados sao consistentes com a hipotese de que a producédo de citocinas protetoras da
imunidade mediada por células € deficiente em mulheres com infec¢cédo por HPV e que a

progressao para lesdes precursoras do cancer cervical pode estar associada com a

alteracdo do padrédo Thl para Th2, com a producdo de citocinas imuno-regulatorias. Por
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outro lado, Nguyen et al.*® descreveram que citocinas de padrdo Thl (IL-2, IFN-y, TNF-
a) e do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) ndo foram induzidas significantemente no contetdo
vaginal de pacientes com cancer cervical em relacdo a auséncia dessa condicao.

Bais et al.*!

investigando o efeito da infeccao pelo HPV sobre a capacidade de
producdo de citocinas em cultura de células mononucleares do sangue periférico
durante a carcinogénese do carcinoma cervical, observaram que as rela¢cées Th1/Th2
diminuiram com a progresséo das lesdes intra-epiteliais cervicais (NIC Il para NIC 1ll) e
aumentaram de NIC Ill para carcinoma invasor. Segundo esses autores, significantes
mudancas na cinética de producao de citocinas da resposta imune tipo Th2 no soro de

mulheres com displasia cervical ocorrem progressivamente do estagio de NIC Il para

NIC 111

Tijong et al.** estudando os niveis de citocinas no lavado cervico-vaginal de
mulheres com neoplasia intraepitelial cervical e com cancer cervical, relataram que os
niveis de IL-12 p40, IL-10, TGF-B, TNF-a e IL-1B estavam significantemente elevados
em pacientes com cancer cervical em relagdo as lesGes precursoras, demonstrando

alteracdes no ambiente imune cervical local em pacientes com cancer cervical.

Em estudo recente, Song et al.?° utilizando a técnica de PCR em tempo real para
quantificar IFN-y, IL-10, IL-6 e TNF-a em cortes histolégicos com leséo intraepitelial
escamosa de baixo grau, sugeriram que o IFN-y intralesional pode ser considerado um
marcador para clearance de HPV de alto risco apds 12 meses de follow-up. Ainda
segundo esses autores, outros fatores como idade, niveis de IL-10, IL-6 e TNF-a, habito

tabagista e uso de anticoncepcional oral ndo estiveram associados significantemente
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com HPV de alto risco positivo ou negativo, apés 12 meses de follow-up em pacientes

com lesédo intraepitelial escamosa de baixo grau nao tratadas.

Considerando que o melhor entendimento do papel das citocinas no
desenvolvimento das neoplasias cervicais teria importantes implicacdes nas terapias
imunes e estratégias de vacinacao, o estudo do padrao de citocinas no soro se justifica.
A associacao do padrao de citocinas expresso em diferentes compartimentos podera

incrementar o conhecimento da Imunologia da infeccéo relacionada ao HPV.

3. Objetivo
O objetivo do presente estudo € avaliar concentracdo de citocinas séricas de
mulheres portadoras de leséo intraepitelial escamosa de baixo grau, lesdo intraepitelial

escamosa de alto grau e carcinoma cervical invasor

3.1 Objetivos especificos

J Avaliar a concentragéo de IL-1f, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, IFN-y e TNF-a no soro de pacientes portadoras de lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau, leséo intraepitelial escamosa de alto grau e carcinoma
cervical invasor;

. Associar a concentracdo de citocinas no soro e o padrdo de
citocinas expresso de acordo com a lesdo de pacientes portadoras de lesdo
intraepitelial escamosa de baixo grau, lesdo intraepitelial escamosa de alto grau

e carcinoma cervical invasor.
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4. Pacientes e Métodos

4.1. Pacientes

Foram incluidas no estudo 39 mulheres com diagnéstico clinico e histopatoldgico
de leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (n=12), leséo intraepitelial escamosa de
alto grau (n=15) e carcinoma cervical invasor (n=12), diagnosticadas no Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e Ambulatério de
Ginecologia Preventiva do Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP. Como grupo controle,
foram incluidas no estudo 15 mulheres com suspeita de doenca HPV induzida, mas
sem alteracdes histopatologicas na bidpsia do colo do utero e com idade meédia

pareada com as mulheres dos grupos estudos.

Foram excluidas do estudo mulheres portadoras de doencas crbnicas como
diabetes e hipertensédo, doencas auto-imunes, em estado de imunossupressdo, com

infeccdes agudas no momento da incluséo no estudo e gestantes.

As pacientes incluidas no estudo responderam a questionario com perguntas
para obtencdo de dados sécio-demograficos. Todas as pacientes envolvidas no estudo
foram previamente informadas quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), tendo sido o projeto encaminhado ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Anexo

2).
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4.2. Coleta de material

O sangue periférico das mulheres incluidas no estudo foi colhido por puncao
venosa, em volume de 10 ml e colocado em tubo de ensaio estéril Vacuntainer
(Beckton Dickinson, Rutherfors, NJ, USA). O tubo foi centrifugado a 1600g por 15
minutos a temperatura ambiente. O soro obtido foi armazenado em aliquotas a -80 °C.
A seguir os padrbes de citocinas séricas foram avaliados por ensaio imunoenzimatico

(ELISA).

4.3. Analise histopatoldgica das lesdes cervicais e deteccdo do HPV

Seccdes das lesGes genitais clinicamente sugestivas de doenca HPV induzidas
foram desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Os blocos
obtidos foram seccionados em micrétomo comum, obtendo-se cortes com cerca de 5um
de espessura que foram montados em laminas de vidro. As laminas foram coradas pelo
método classico de hematoxilina e eosina (HE) com posterior diagnéstico de LIEBG,

LIEAG, CCI.

A pesquisa do HPV foi realizada em fragmentos de bidpsias cervicais obtidos
através do exame colposcépico, empregando-se a técnica de PCR, de acordo com

Marcolino et al*®,

4.4. Determinacdo de citocinas no soro por ensaio imunoenzimético (ELISA)
A reacao de Elisa empregada no presente estudo foi padronizada de acordo com
as condicOes laboratoriais e amostrais. Apos padronizacdo, placas de poliestireno com

96 orificios e fundo plano de alta afinidade (MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc. Maryland,
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USA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4° C, em camara Umida, com anticorpo de
captura: IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, R&D Systems, DuoSet, (Minneapolis,
MN) diluido em tampao carbonato-bicarbonato, pH 7,2. Apds incubacdo, foram
realizadas trés lavagens da placa com solugéo de PBS pH 7,2 contendo Tween 20 a
0,05% (PBS-T). Esse procedimento foi repetido em todas as etapas de lavagem até a
fase anterior a adicdo do substrato. O bloqueio dos sitios livres da placa foi realizado
com solugcdo de PBS-T contendo leite desnatado (Molico-Nestlé) na concentragdo de
5% (PBST-M) durante trés horas a temperatura ambiente. Apds a lavagem da placa,
foram adicionados na primeira coluna 50uL das citocinas recombinantes humanas: IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, em concentracdes indicadas pelo fabricante para
obtencdo da curva padrdo. Nos demais orificios foram distribuidos 50uL de soro com
posterior incubacdo por trés horas a temperatura ambiente. ApOs esse periodo e
lavagem, foram adicionados 50uL de anticorpo de deteccao: IL-13, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10
e TNF-a e as placas foram mantidas por duas horas a temperatura ambiente. Em
seguida a lavagem, foram adicionados 25uL de estreptoavidina (Lote AEM 4907032) na
diluicdo 1:200 em cada orificio da placa e a reacdo incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds o procedimento de lavagem, foi adicionados 50uL do
substrato constituido de 6,25mL de tampdao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, 5 mg de
ortofenilenodiamina (Sigma, Chemical Co, USA) e 5ul de agua oxigenada 30V e a
reacdo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente em camara escura. A reagao
foi interrompida por adicdo de 25uL de solucdo de &cido sulfarico 2N e as densidades
Opticas avaliadas em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan), em comprimento

de onda de 492 nm. As concentracdes das citocinas séricas foram calculadas sobre a
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curva padrdo obtida com diferentes concentracbes das citocinas recombinantes

humanas de interesse, utilizando-se o software Instat 3.

4.5. Anélise Estatistica

As variaveis idade, etnia, estado civil, escolaridade, fumante, numero de
parceiros, frequéncia de relacdes anteriores, presenca de doenca sexualmente
transmissivel (DST) anterior e uso de anticoncepcional oral foram submetidos ao teste
de comparacao de proporcao (Teste z).

As concentracbes das citocinas seéricas entre 0s grupos estudados foram
submetidas ao teste ndo parameétrico de Kruskall-Wallis para comparacao entre quatro
grupos, apos analise da normalidade dos dados pelo Kolmogorov — Smirnov test (with
Lilliefor’s correction). A analise estatistica foi realizada utilizando-se software SigmaStat
3.1. (Jandel Corporation) e o nivel de significancia adotado para todos os testes

empregados foi de 5%.
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5. Resultados

5.1 Variaveis sécio-demograficas
As variaveis socio-demograficas das pacientes incluidas no estudo estédo
apresentadas na Tabela 1. Todas as variaveis ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa nos grupos estudados (p>0,05).

Tabela 1. Variaveis s6cio-demograficas das pacientes incluidas no estudo.

Variaveis Controle  LIEBG LIEAG cCl
N=15 N=12 N=15 N=12
Idade* 38 (21-69)°  32,5(17-51)°  39(23-65)°  51,5(29-72)*"
Etnia
0, 0, 0, 0,
Branca 13 (87%) 11 (92%) 9(60%) 8(67%)
Estado Civil
0, 0, 0, 0,
Unidio-estavel 12(80%) 5(42%) 10(60%) 10(83%)
Escolaridade
0, 0, 0,
2° grau completo 6(40%) 6(50%) 5(33%) 0
Fumante 6 (40%) 4(33%) 7(47%) 6(50%)
Numero de Parceiros (23) 6(40%) 6(50%) 4(27%) 4(33%)
Relacbes
sexuais/semana* 10-4) 2(0-5) 2(0-5) 0(0-2)
DST 1(7%) 2(17%) 1(7%) 1(8%)
Uso de anticoncepcional
7(47%) 6(50%) 5(33%) 1(8%)

oral
|

*Variaveis apresentadas em mediana (valores minimos e maximo)
2 valores que apresentaram diferenca estatisticamente significativa
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5. 2. Analise histopatolégica

As analises histopatoldgicas referentes ao epitélio normal do colo do
Gtero, bem como as lesdes LIEBG, LIEAG, CCI estdo representadas nas Figuras

1-4.

Figura 1. Fotomicrografia do colo do Utero representando epitélio normal. HE.
200X.

Figura 2. Fotomicrografia de corte histolégico do colo do Gtero representando
LIEBG. HE. 200X
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Figura 3. Fotomicrografia de corte histoldgico do colo do Utero representando
de LIEAG. HE. 200X

Figura 4. Fotomicrografia de corte histoldgico do colo Utero representando CCI.
HE. 200X.
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5.3. Analise da concentracdo de citocinas entre os grupos
As concentracdes das citocinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a. estéo
representadas na tabela 2. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos estudados.

Tabela 2. Medianas das concentracdes de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a (pg/mL) e valores
minimos e maximos no soro de pacientes com leséao intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG), lesao

intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) e carcinoma cervical invasor (CCl).

Citocinas Controle LIEBG LIEAG CCl p*
IL-1B 0 0 0 0 1,000
IL-4 0 0 (0-69,05) 0 (0-3,67) 0 (0-38,59) 0,821
IL-6 0 0 (0-9,07) 0 0 (0-6) 0,602
IL-8 0 0 0 0 1,000
IL-10 0 (0-105,7) 0 (0-26,1) 0(0-7,97) 0(0-24,9) 0,807
TNF-a 0 0 (0-124,22) 0 (0-70,1) 0 (0-165,07) 0,549

|
*Teste de Kruskall-Wallis
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6. Discusséo

A importancia deste trabalho esta fundamentada em um estudo multicéntrico
realizado com 2000 casos (cancer cervical) e 2000 controles realizado em 1995 pela
International Agency for Research on Céancer (IARC), que mostrou forte associacdo do
cancer cervical e a presenca de qualquer tipo de HPV (Odds ratio = 60). No entanto, a
presenca do HPV em conjunto com outras variaveis torna mais clara o entendimento do
aparecimento e progressao das lesdes HPV induzidas®*.

A aquisicao da infeccéo cervical pelo HPV é o principal precursor de uma série
de eventos que leva ao cancer cervical e tem sido exaustivamente documentado por
estudos epidemiolégicos e experimentais durante os ultimos 15 anos. Apenas a
infeccdo pelo HPV néo é capaz de levar a uma transformacdo maligna, sendo que a
histéria natural das mulheres com diagndstico de lesGes precursoras de baixo grau &
caracterizada por regressao espontanea, e apenas pequena percentagem persiste e
evolui para cancer®™ *. Estudos epidemiolégicos indicam consistentemente que o risco
da aquisicao é fortemente influenciado por nUmero de parceiros sexuais, idade em que
ocorre a primeira relacdo sexual e comportamento sexual dos parceiros masculinos®’.
Em outro estudo varios co-fatores tém sido associados com o desenvolvimento do
cancer cervical invasivo como paridade, uso de contraceptivos orais, tabagismo,
imunossupressao, particularmente relatado em paciente com HIV, infeccées com outras
doencas sexualmente transmissiveis e deficiéncias nutricionais. Porém, seus
verdadeiros papéis no desenvolvimento do cancer permanecem obscuros>?.

Ao analisarmos as variaveis socio-demograficas das pacientes incluidas no

presente estudo apresentadas na Tabela 1, ndo verificamos nenhuma diferenca
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estatisticamente significativa nos grupos estudados (p>0,05), com excecdo da variavel
idade. Semelhantes resultados foram obtidos em um estudo realizado no Rio de
Janeiro, que verificaram uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo com
lesédo de baixo grau (LIEBG) com média de idade de 31,5 e o grupo com carcinoma
cervical cuja média de idade era de 46,9 (P<0,001)**. Em outro estudo também
realizado no Rio de Janeiro, Oliveira e colaboradores mostraram concordéncia com
nossos resultados. Neste trabalho, nota-se diferenca significativa na mediana da
variavel idade entre um grupo com lesdo de baixo grau (LIEBG) e o grupo com
carcinoma cervical, respectivamente 35,3 e 50,9 °.

Apesar da concordancia anteriormente citada na variavel idade nossos
resultados diferem de um estudo realizado em uma coorte da cidade de Campinas - SP
- Brasil, onde Gontijo e colaboradores verificaram um risco elevado para infec¢cdo pelo
HPV associado com diversas variaveis, tais como: ser solteira, idade da primeira
relacdo, niamero de parceiros ao longo da vida e parceiros com doencas sexualmente
transmissiveis. Ja idade, paridade e métodos contraceptivos, que geralmente tem sido

associados a infeccéo pelo HPV*4#?

, hdo se apresentaram como fatores importantes no
estudo citado.

Embora a resposta immune a infeccéo cervical pelo HPV nao esteja totalmente
elucidada, € conhecido que a vigilancia imune local e sistémica pode explicar a laténcia
dessa infeccdo. Muitos estudos tém mostrado que a polarizacdo para o perfil Th2 de
citocinas pode explicar a deficiéncia na resposta imune celular contra o HPV e

neoplasias, facilitando a progresséao tumoral*®

. As citocinas séo importantes mediadores
inflamatorios que participam desse processo, que atuam através de receptores

especificos, as quais podem ser expressas em ceélulas infectadas pelo HPV ou podem
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ser liberadas intracelularmente ou para a microcirculacdo. 1 *. J4 estd bem
documentado na literatura que a secrecao cervical de pacientes com infeccao pelo HPV
apresenta aumento de citocinas de perfil Th2 32, e que esse perfil também pode estar

alterado no sangue periférico, como sugerido por de Sharma et al®

apos verificarem
aumento de IL-4 e IL-10 e diminuicdo de IL-2 em cultura de células mononucleares de
sangue periférico. No entanto, no presente estudo, a andlise das concentracdes das
citocinas séricas IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados. Nesse sentido, Bais et al*®,
estudando grupos e numero amostral semelhantes ao nosso estudo, ndo encontraram
diferenca significativa nas concentragdes de IL-12, IL-2, IL-4, and TNFa no plasma das
pacientes avaliadas. Por outro lado, esses mesmos autores encontraram aumento de
IL-10 nas amostras de pacientes com LIEAG e CCIl. Embora alguns autores sugiram

que a resposta a infeccdo pelo HPV seja local*

, OU seja, com altas concentracdes de
citocinas na secrecao cervical, poucos estudos avaliaram a concentracdo de citocinas
séricas nos diferentes graus de lesdes HPV-induzidas. Além disso, os métodos de
dosagens de citocinas podem diferir dependendo do tipo de amostra analisada (plasma,
soro, secrecdao cervical) e dos diferentes sistemas de anticorpos empregados na técnica
de ELISA, de diferentes fabricantes, que implicam na divergéncia de sensibilidade e
resultados encontrados nos estudos.

Esclarecemos que as citocinas IL-2, IL-5, IL-12 e interferon ndo foram testadas
em virtude de demora da chegada dos reagentes para efetuar os testes. Assim,
considerando o tamanho amostral estudado e a metodologia empregada, a

concentracdo de citocinas séricas ndo difere entre as pacientes com LIEBG, LIEAG ou

CCl.
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Campus de Botucatu

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos a senhora para participar da pesquisa intitulada “Avaliacdo da concentracdo de citocinas
no soro de pacientes portadoras de lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau, leséo
intraepitelial escamosa de alto grau e carcinoma cervical invasor” que tem por objetivo avaliar o
papel de algumas proteinas participantes da resposta imunolégica no soro das pacientes que possuem
lesGes que podem originar cancer do colo do Utero ou nas lesGes malignas. Esta pesquisa é de
responsabilidade da Graduanda Danielle Ferreira e Silva do Curso de Ciéncias Bioldgicas - Modalidade
Médica, que sera realizada sob orientagdo do Prof. Dr. Jodo Manuel Grisi Candeias do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias e co-orientagdo da Prof? Dr2. Marcia Guimarées da
Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu e participacido da Mestranda
Larissa Doddi Marcolino e da Doutoranda Jossimara Polettini ambas do Programa de P6s-Graduagéo em
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, do Prof. Adjunto Paulo Traiman do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, da Profa.
Adjunta Maridngela Esther Alencar Marques, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP, da Dra. Lenira Maria Queiroz Mauad, da Dra. Ana Lucia Dalla Déa Trombini e das
Enfermeiras Ana Marta B .A. Prado Auler e Célia Regina Chies Gilli do Servigo de Prevencdo ao Cancer
Ginecoldgico do Hospital Amaral Carvalho. No momento do exame, dentro da rotina estabelecida no
Ambulatério, serd retirado, um fragmento da lesdo que serd utilizado para realizacdo do exame
microscopico. Este exame faz parte da rotina normal de atendimento dessas pacientes. A pesquisa das
proteinas participantes da imunidade sera realizada no sangue periférico que sera coletado através da
puncédo da veia com seringa estéril no momento do exame.

Pelo presente instrumento, eu
devidamente esclarecida, ciente da autorizacdo a mim solicitada, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, e ciente de que o risco do procedimento de coleta de sangue € minimo,
restrito ao desconforto da puncdo venosa e também, de que as informacBes serdo utilizadas
exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas
estarédo disponiveis para responder a quaisquer perguntas e de que posso retirar este consentimento a
qualguer hora sem prejuizo do meu atendimento neste servi¢co, firmo meu CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em patrticipar da pesquisa proposta. Estou esclarecida ainda,
gue nao receberei nenhuma gratificacéo financeira para participar desse estudo. Este documento sera
feito em duas vias, uma para o participante e outra para o pesquisador.

Botucatu, de de 2009.

Assinatura da paciente

Danielle Ferreira e Silva Prof. Dr. Jodo Manuel Grisi Candeias
Rua Aurélio Ferrari, 357 Rua Dr. Luiz Ayres, 485

VI. Nova Botucatu, Botucatu,18608-250  18607-020 Vila Sonia, Botucatu, SP
Fone: (14) 38826518 Fone: (14) 3813-7254

e-mail: danyferreira_silva@hotmail.com e-mail: candeias@ibb.unesp.br

Instituto de Biociéncias de Botucatu — Departamento de Microbiologia e Imunologia
Distrito de Rubido Janior, s/n CEP 18618-000 Botucatu - Sdo Paulo - Brasil
&: (014) 3811-6058 ou 3811-6240 — FAX: (014) 3815-3744
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