Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP

Faculdade de Medicina de Botucatu

Perfil de citocinas no soro e na secrecao cervical de
mulheres com lesao intraepitelial de baixo grau, lesao
intraepitelial de alto grau e carcinoma epidermoide

invasor.

Larissa Doddi Marcolino

Orientadora: Prof2. Dr2. Marcia Guimaraes da Silva

Co-orientador: Prof. Dr. Jodao Manuel Grisi Candeias

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacao em Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — Universidade Estadual Paulista —
UNESP, para obtengdo do titulo de Mestre em
Patologia.

Botucatu
2011



Sumario
Capitulo | - Revisao da literatura
B 1 £ T 11 T T T
2. Referéncias bibliograficas..........cueriiiiniinissi s
Capitulo Il - Artigo
== 1 o
Y o1 T
LI L3 (o o 11 o T T
2. Pacientes € MEtOOS.......cuuimiiiieeriiinriis s s s sssms s s s e ssms s san s e e sma s s ana s e smn e e snn e amnnnsnnns
P2 T O U1 o= SRR
2.2. Coleta de SECrEGAO0 COIVICAI © SO .uiiiiuiieeiiieeaiee e et e ettt e et ee et ee et e e e sneeeesaeee e e enteeenneeeeenneeeans
2.3. Analise histopatolégica das bidpsias do COIO ULEINO........cocviiiiiiieiiii e
2.4. Pesquisa e genotipagem de HPV .. ... .o
2.5. Determinacao de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a na secreg¢do cervical e no
Soro
por ensaio imunoenzimatico (ELISA)......coo e e
2.6. ANAlISE ESIAtISTICA. ... ee et
R T 1T U ] | T Lo T
3.1. Variaveis sécio-demograficas e ginecoldgicas das pacientes...........ccoceeeveerverneenieenieesennenens
3.2. DeteCGA0 0 HPV ...ttt ra et e e st e e b e e ennee s
3.3. Andlise da concentragédo de citocinas na Secregao CerviCal.........oovivuerniiireiiereiieeeee e,
3.4. Andlise da concentragao de CitOCINAS NO SOFO........eiirieruriiirie ettt ettt et s
L =] o1 == T
5. Referéncias BibliografiCas.........cccoirmrsnissmssmnsninnnsss s s s s s

L 1Y 4 1= o YN

02

10

15

16

17

18

18

19

20

21

22

24

24

24

25

26

28

30

34

40



1. Introducao

Os Papilomavirus Humano (HPVs) sao virus DNA, pequenos, pertencentes a
familia Papillomaviridae. Suas particulas medem aproximadamente 55nm de diametro,
tem forma icosaédrica e ndo sao envelopados. O DNA viral é associado com proteinas
histone-like, possuindo aproximadamente 8000 pares de bases e é encapsulado por
72 capsdmeros'. Foram descritos mais de 120 tipos que infectam o homem e
representam diferentes repercussdes clinicas', destes, aproximadamente 40 infectam

|2,3

especificamente o trato anogenital®®. Os HPVs apresentam tropismo para infectar a

camada basal de epitélios, através de micro-lesdes, induzindo lesées proliferativas?.

1.1. Estrutura Genética do HPV

A organizagdo molecular do genoma do HPV é dividida em trés dominios:
genes precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7; genes tardios, L1 e L2 que codificam as
proteinas do capsideo viral, e a regidao LCR, controladora da expressao génica e da
replicacdo do DNA; sendo que as regides E6, E7 e L1 se apresentam com maior
similaridade entre os diferentes gendtipos®. Os genes da regido precoce E1 e E2 estdo
envolvidos na replicagéo e no controle da transcricdo do DNA viral; E4 na maturacéo e
liberagdo das particulas virais para o meio extracelular’ e E5, E6 e E7 na imortalizagao
e transformagcao celular®, codificando proteinas relacionadas a funcdes de estimulagao
do crescimento e evasdo do sistema imune’. O gene E5 aumenta a sinalizagéo
iniciada pelo receptor do fator de crescimento epidermal (EGF), estimulando a

proliferagdo celular e a replicagdo viral®®

, sendo expresso somente nos estagios
iniciais da infecgéo pelo HPV’. Os genes E6 e E7 s&o expressos na forma de um Gnico
RNA mensageiro (RNAm) policistrdnico transcrito da regiao promotora E6/E7.

As oncoproteinas E6 e E7 ao interferirem diretamente no ciclo celular, induzem

uma fase S alterada e consequiente alteracdo da duplicagdo do DNA celular. A



proteina E6, codificada por HPV de alto risco oncogénico, é capaz de se ligar a
proteina celular E6AP, degradando a proteina supressora de tumor p53 através da via
da ubiquitinagdo'®"2. A associacéo de E7 com a proteina pRb est4 bem caracterizada
na literatura®"®. A pRb é reguladora negativa do ciclo celular que impede a entrada na
fase S e esta associada a familia E2F de fatores de transcrigdo. A ligacdo E7/pRb
libera o fator de transcricdo E2F do complexo pRB-E2F levando a expressao de
proteinas necessarias para a replicagdo do DNA viral*'®. Dessa maneira, E6 e E7

contribuem para a imortalizagéo das células infectadas pelo virus'®.

1.2. Métodos Diagnésticos

Os métodos de diagnésticos morfologicos permitem a identificagcédo de lesdes
HPV induzidas. Resumidamente, sao disponiveis os exames clinicos (inspecao visual
com adicao de lugol ou acido acético), colposcopia, citologia oncética e histopatologia.
A identificacdo da infecgcao por HPV propriamente dita é realizada por métodos de
biologia molecular, tais como captura hibrida, hibridizacédo in situ, analise de restricao
de fragmentos polimoérficos (RFLP) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR) "#'. Com
a melhoria da qualidade das metodologias moleculares utilizadas para a identificagéo
do DNA viral, a prevaléncia do HPV passou a ser detectado em 70-90% das lesdes
intraepiteliais de alto grau (LIEAG), 20-50% em lesdes intraepiteliais de baixo grau
(LIEBG), 50% das atipias de significado indeterminado em células escamosas
(ASCUS) e em atipias de células glandulares (AGUS), 70-90% em céancer anal, 50 a

90% em cancer de pénis e 33-72% em cancer de cavidade oral e orofaringe®?:.

1.3. Infeccao pelo HPV e Genotipagem
O primeiro passo da infecgdo viral ocorre com adesdo da particula viral na
célula, interagindo com receptores, 0s quais permitem a entrada do mesmo, através

do reconhecimento de proteinas produzidas pelo proprio virus. Essa infeccdo esta



relacionada com o grau de diferenciacao do epitélio e ocorre nas células epiteliais da
camada basal, através de microlesbes. Apds a entrada da particula viral, ha formacgao
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, utilizando a alta
capacidade destas células de se reproduzirem, fazendo com que este produza RNAm
para proteinas virais'. Embora o virus possa infectar apenas as células escamosas
imaturas, a replicagdo de HPV ocorre nas células escamosas em maturagcao
resultando em um efeito citopatico, “atipia coilocitica” que consiste em atipia nuclear e
um halo citoplasmaético perinuclear®®. Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, o
DNA viral é empacotado em novos capsideos e a progénie viral é liberada junto com a
descamacao das células epiteliais®.

Os HPVs genitais séo classificados de acordo com seu potencial na indugao
do cancer: genétipos de alto risco oncogénico (16,18,31,33,35,39,45,51,52, 58 € 69) e
gendtipos de baixo risco oncogénico (6,11,40,42,43,54,61)>'%%%” Os HPVs de baixo
risco oncogénicos estdo predominantemente associados aos condilomas genitais
benignos, sendo os mais comuns os gendtipos 6 e 11. A infecgdo persistente pelos
gendtipos de alto risco oncogénicos estdo associados, entre outras neoplasias, ao
desenvolvimento das lesbes precursoras e do cancer do colo do Utero, causados pela

integracdo do genoma viral ao DNA do hospedeiro'*?.

1.4. Lesoes HPV induzidas

As lesbes intraepiteliais cervicais abrangem o espectro de anormalidades
epiteliais escamosas nao-invasivas associadas ao HPV, que vao desde as alteragbes
celulares associadas a infecgdo transitéria pelo HPV, até as alteragbes celulares
anormais que, segundo o sistema Bethesda sao divididas em LIEBG e LIEAG®. Nas

LIEBG, evidenciam se células superficiais e/ou intermedidrias com nucleos



aumentados de até 50% do tamanho da célula, com perfil irregular, disceratose,
cromatina geralmente em grumos grosseiros, binucleacdo ou multinucleacdo e
presenca de coilécitos®. Estdo associadas & infecgdo produtiva por HPV com células
escamosas atipicas imaturas confinadas ao terco inferior do epitélio®. Ja nas LIEAG,
observam-se alteragbes mais intensas como células menos maduras em relagdo ao
tamanho das células parabasais, dispostas em agregados do tipo sincicio ou isoladas
e grupos celulares coesos em fileira, nicleo aumentado em até dois tergos do
tamanho da célula, hipercromatico, com cromatina granulosa, multinucleagao,
contorno irregular da membrana nuclear e aumento da relacdo nlcleo/citoplasma®.
Nestas lesfes, ocorre uma desregulagao progressiva do ciclo celular pelo HPV, que
resulta em aumento da proliferacdo celular, diminuicdo ou parada da maturagéao
epitelial e menor taxa de replicagdo viral, com células escamosas atipicas imaturas
expandidas para dois tercos da espessura epitelial®.

O carcinoma epidermoéide invasor apresenta alteracdes caracteristicas, tais
como presenga de numero reduzido de células com macronucléolos proeminentes,
cromatina grosseiramente irregular com aspecto de “tinta Nankin” e diatese tumoral®.
Sao compostos por ninhos e projecdes de epitélio escamoso maligno, queratinizado
ou ndo, invadindo o estroma cervical subjacente®. E o segundo tumor maligno mais
comum em mulheres no mundo, com aproximadamente 500.000 novos casos
diagnosticados responsaveis por 230.000 mortes registradas a cada ano®**', e seu
desenvolvimento é um processo de multiplas etapas que envolvem estagios
precursores pré-invasivos'. Ostér® enfatizou o conhecimento de que o carcinoma do
colo do utero evolui a partir da lesdo precursora incipiente, embora nem todas as
lesbes evoluam para carcinoma invasivo, visto que algumas lesdes intraepiteliais
regridem e em parte dos individuos expostos, o HPV permanece inativo na forma
latente por um longo prazo®. Essa evolugdo depende também dos fatores de risco

relacionados a caracteristicas tanto do hospedeiro quanto do virus, como exposicao

ao HPV, oncogenicidade viral, ineficiéncia da resposta imunolégica, multiplos parceiros



sexuais, idade precoce na primeira relacdo sexual, imunossupressdo, uso de

contraceptivos orais e tabagismo®.

1.5. Marcadores de Progressio de Lesdes do Colo do Utero

Embora o genétipo viral seja importante marcador para progressao das lesbes
do colo do utero, outros preditores tém sido estudados para determinar o resultado
clinico, principalmente de mulheres com LIEBG e infectadas por genoétipos virais de
alto risco oncogénico. Dentre esses marcadores, o estado de incorporacéo do HPV e
0 aumento da carga viral relacionado com severidade das lesbes cervicais tém sido
destaque em estudos recentes***”. O genoma do HPV pode existir em duas formas
fisicas: uma forma circular fechada epissomal ou linearizadas e integrado ao genoma
do hospedeiro®. A forma epissomal do virus é normalmente encontrada na infecgéo
comum ou nas lesdes pré-neoplasicas, ja na maioria dos carcinomas, observa-se que
o HPV encontra-se integrado ou na forma epissomal e integrada ao DNA da célula

hospedeira®>=3%4!

. Este estado de integracao do virus leva a disrupgao ou delegdo da
ORF E2, resultando na falta de expressao da respectiva proteina e consequente up-
regulation das proteinas E6 e E7 que contribui para progressao das lesdes e para a
imortalizacdo das células infectadas'*'>%. Nesse sentido, a integracdo dos genétipos
de alto risco oncogénico tem sido considerada marcador para progressao ao cancer
cervical*.

Em relagdo & carga viral, van Duin et al.*® descreveram que mulheres com
citologia normal e carga viral superior a 2,4x10* copias tem risco aumentado para
desenvolverem LIEAG e entre as mulheres com citologia anormal, aquelas com carga
viral superior a 4,3x10° copias apresentam risco elevado para LIEAG. Nessa mesma

linha, Monnier-Benoit et al.**

encontraram aumento na incidéncia de LIEAG, de 14%
em mulheres com carga viral inferior a 200 cépias/10® células para 48% em mulheres

com carga superior a esse limite. Entretanto, alguns estudos em relacdo a esses



14,45,46

marcadores ainda sdo controversos e ha tentativa expressiva de se estabelecer

um limite para carga viral a fim de avaliar os riscos de progresséo dessas lesoes.

1.6. Progressio de Lesdes do Colo do Utero e Resposta Imune

A resposta imune tem um papel importante na histéria natural da infecgao pelo
HPV na cérvice uterina, tanto na persisténcia viral como no desenvolvimento do

cancer do colo do Utero***®

pois as citocinas sao importantes reguladores da
transcricdo do HPV*. As citocinas sdo proteinas secretadas pelos leucécitos e outras
células do organismo em resposta a diferentes estimulos. Interleucinas (IL) como IL-2,
IL-12 e interferon (IFN-y) encontram-se entre as citocinas produzidas por células Th1,
sendo esta associada a resposta mediada por células, particularmente em resisténcia
a patégenos intracelulares, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 sao citocinas de
perfil Th2, que estdo envolvidas na resposta humoral e produgdo de imunoglobulina
E50-52.

Muitos estudos sugerem que o padrdo Th1 contribui para o estimulo da
imunidade celular contra o desenvolvimento da neoplasia associada a infecgao pelo
HPV, e estd relacionado com clearance dessa infeccdo. Sugerem também que o
padrao Th2 esta associado com persisténcia da infeccao viral e com desenvolvimento
de neoplasias®®*®. Tais estudos 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 as neoplasias do colo do utero.

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,

enquanto que o nivel de IFN-y esteve reduzido somente em pacientes com céncer do

colo do utero. Ainda nesse estudo, niveis elevados de IL-4 e IL-10 foram detectados



em todas as pacientes com carcinoma cervical e com lesdo intraepitelial de alto grau,
quando comparados com lesao intraepitelial de baixo grau e com pacientes controles,
sugerindo que o padrao Th1 e o Th2 estiveram significantemente correlacionados com

a presenca do HPV. Nessa mesma linha, Tsukui et al.*®

demonstraram que o padrédo
de citocinas Th1, especialmente a produgao de IL-2, em resposta ao HPV16 esta
diminuida em pacientes com lesdo intraepitelial de alto grau e carcinoma cervical
comparada com mulheres com citologia normal. Estes achados s&o consistentes com
a hipétese de que a producdo de citocinas protetoras da imunidade mediada por
células é deficiente em mulheres com infeccdo por HPV e que a progressao para
lesbes precursoras do cancer do colo do Utero pode estar associada com a alteragao
do padrao Th1 para Th2, com a produgdo de citocinas imuno-regulatérias. Por outro
lado, Nguyen et al.*” descreveram que citocinas de padrdo Th1 (IL-2, IFN-y, TNF-a) e
do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) nao foram induzidas significantemente no contetdo
vaginal de pacientes com carcinoma cervical em relagéo a auséncia dessa condicao.

Bais et al.%®

investigando o efeito da infec¢do pelo HPV sobre a capacidade de
produgdo de citocinas em cultura de células mononucleares do sangue periférico
durante a carcinogénese do carcinoma cervical, observaram que as relagées Th1/Th2
diminuiram com a progressao das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC Il para NIC
) e aumentaram de NIC Il para carcinoma invasor. Segundo esses autores®,
significantes mudancas na cinética de produgéo de citocinas, na resposta imune tipo
Th2, no soro de mulheres com displasia cervical ocorrem progressivamente do estagio
de NIC Il para NIC 11

Tijong et al.*®

avaliando niveis de citocinas no lavado cérvico-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-1p estavam significantemente elevados

em pacientes com cancer cervical em relacdo as lesdes precursoras, demonstrando

alteragdes 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-o em cortes histolégicos de lesao
intraepitelial de baixo grau, sugeriram que o IFN-yintralesional pode ser considerado
marcador para clearance de HPV de alto risco apés 12 meses de follow-up. Ainda
segundo esses autores, outros fatores como idade, niveis de IL-10, IL-6 e TNF-q,
habito tabagista e uso de anticoncepcional oral ndo estiveram associados
significantemente com HPV de alto risco positivo ou negativo, apdés 12 meses de
follow-up, em pacientes com lesao intraepitelial de baixo grau nao tratadas.
Considerando que o melhor entendimento do papel das citocinas no
desenvolvimento das neoplasias cervicais teria importantes implicagcdes nas terapias

imunes e estratégias de vacinagdo, o estudo do padrdao de citocinas no soro e na

secregao cervical se justifica.
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Resumo

Introducéo: A infecgao por Papilomavirus Humano (HPV) oncogénico é o fator de risco mais
importante para desenvolvimento de lesdes intraepiteliais bem como para o carcinoma
epidermoide invasor. A resposta imune tem um papel importante na histéria natural da infecgao
pelo HPV na cérvice uterina estando envolvida na persisténcia viral e na progressao das
lesbdes. As citocinas sao moléculas reguladoras da transcrigao do HPV, sendo que o padrao
Th1 contribui para o desenvolvimento da imunidade celular contra a neoplasia e infecgao pelo
HPV, e estéa relacionado com clearance dessa infecgdo. O padrao Th2 esté associado com a
persisténcia da infecgao viral e com a progressao das lesdes. Objetivo: Avaliar a concentragao
de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-o na secregao cervical e no soro de mulheres
portadoras de leséo intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesao intraepitelial de alto grau
(LIEAG) e carcinoma epidermoéide invasor (CE). Pacientes e Métodos: Foram incluidas no
estudo 109 mulheres com diagnéstico histopatoldgico de LIEBG (n=16), LIEAG (n=40), CE
(n=13) e 40 mulheres com suspeita de doenga HPV induzida, mas sem alteragbes
histopatolégicas na biépsia do colo do Utero (grupo 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. Durante o exame especular foi coletada a
secregao cervical com cytobrush para determinagao do perfil de citocinas. O sangue periférico
das mulheres incluidas no estudo foi colhido por pung¢ao venosa, em volume de 10mL e os
padrdes de citocinas no soro e na secrecgao cervical foram avaliados por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A pesquisa de HPV nas bidpsias foi realizada empregando-se a
técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers especificos (MY9/11 e
GP5+/GP6+) e a genotipagem foi realizada empregando-se a técnica de PCR primers
especificos e confirmada pela técnica de analise de restricdo de fragmentos polimorficos
(RFLP). Os dados s6cio-demograficos e ginecolégicos foram obtidos por entrevista no
momento da inclusdo da paciente no estudo. Resultados: Em relagdo as caracteristicas das
pacientes, 78,9% eram brancas, 60,5% relataram unido estavel, 24,8% concluiram o 2° grau,
37,6% eram fumantes, 57,8% tiveram pelo menos 3 parceiros sexuais durante a vida, 8,3%
relataram histéria de DST anterior e 36,7% usavam anticoncepcional oral. A mediana de idade
das pacientes foi significantemente maior no grupo CE quando comparada aos demais grupos.
DNA-HPV foi detectado em 90% das amostras do grupo controle, 93,7% no grupo LIEBG,
100% no grupo LIEAG e 84,6% no grupo CE. O gendtipo prevalente em todos os grupos
estudados foi o HPV 16. Os niveis de IL-4, IL-6 e IL-10 na secrecao cervical estiveram
significantemente aumentados nas pacientes com CE quando comparado com 0s grupos
controle, LIEBG e LIEAG. Jé& no soro, o nivel de IL-6 esteve significantemente aumentado nas
pacientes com LIEAG. Concluséo: Esses resultados corroboram o achado que o aumento de
citocinas de padrao Th2 no soro e na secregao cervical de mulheres com LIEAG e CE esta
relacionado com a progressao das lesdes intraepiteliais
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Abstract

Introduction: Infection with oncogenic types of human papillomavirus (HPV) is the most
important factor for development of intraepithelial lesions and invasive squamous cell
carcinoma. The immune response has an important role in the natural history of HPV infection
in uterine cervix is involved in viral persistence and progression of lesions. Cytokines are
molecules that regulate the transcription of HPV; the Th1 cytokine profile contributes to the
development of cellular immunity against HPV infection and neoplasia, and is related to
clearance of infection. The Th2 cytokine profile is associated with persistence of viral infection
and the progression of lesions. Objectve: To evaluate the concentration of IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, IFN-y and TNF-a in cervical secretion and serum of women with low-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL), high-grade intraepithelial lesion (HSIL) and invasive squamous cell
carcinoma (EC). Patients and Methods: The study included 109 women with histological
diagnosis of LSIL (n = 16), HSIL (n = 40), EC (n = 13) and 40 women with suspected of HPV-
induced disease, but no pathological changes on cervix biopsy (control group) attending in the
Colposcopy Clinic of the Botucatu Medical School (UNESP) and in the Preventive Gynecology,
Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP. During speculum examination cervical secretion was
collected with cytobrush to determining the profile of cytokines. The peripheral blood of women
enrolled in the study was collected by venipuncture in 10 mL volume and patterns of cytokines
in serum and cervical secretion were assessed by enzyme immunoassay (ELISA). The search
for HPV in the fragments of the biopsies were performed using the technique of polymerase
chain reaction (PCR) using specific primers (MY9/11 and GP5+/GP6+) and genotyping was
performed using the technique of PCR primers specific and confirmed by the analysis of
restriction fragment polymorphism technique (RFLP). The socio-demographic and gynecological
were obtained by interview at enrollment of patients in the study. Results: Regarding the
characteristics of the patients, 78.9% were white, 60.5% reported stable, 23.8% completed the
second degree, 37.6% were smokers, 57.8% had at least three sexual partners lifetime, 8.3%
reported a history of previous STD and 36.7% used oral contraceptives. The median age of
patients was significantly higher in EC compared to other groups. HPV DNA was detected in
90% of samples from the control group, 93.7% in LSIL, 100% in HSIL and 84.6% in the EC. The
HPV type 16 was the prevalent in all studied groups. The levels of IL-4, IL-6 and IL-10 in
cervical secretion were significantly increased in patients with EC when compared with control
groups, LSIL and HSIL. In the serum, the level of IL-6 was significantly increased in patients
with HSIL. Conclusion: These results corroborate the finding that the increase of Th2 cytokines
in serum and cervical secretion of women with HSIL and EC is related to the progression of
intraepithelial lesions.
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1. Introducao

O papilomavirus humano (HPV) é o principal fator de risco para
desenvolvimento de lesdes malignas genitais. A infecgao pelo HPV é transitéria e sua
resolucdo se da, em média, no prazo de 8 meses a 2 anos ap6s o contagio’. No
entanto, em pequena fragdo das mulheres infectadas pelo HPV, a infecgéo persiste e
pode progredir para lesbes mais graves conhecidas como lesdo intraepitelial de baixo
grau (LIEBG), lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG) e o préprio carcinoma
epidermoéide invasor?®.

Esta bem estabelecido que as infec¢des pelo HPV, em particular os genétipos
oncogénicos, HPV 16 e 18, desempenham papel importante na patogénese do cancer
cervical®, enquanto que os gendtipos de HPV de baixo risco sdo raramente
relacionados ao cancer ou a lesdes precursoras®®.

Embora o genétipo viral seja importante marcador para progressao das lesdes
cervicais, outros preditores tém sido estudados para determinar o resultado clinico,
principalmente em mulheres com LIEBG infectadas por gendtipos virais de alto risco
oncogénico®.

Dentre estes marcadores, a resposta imune do hospedeiro esta entre os
fatores mais influentes na definicdo da histéria natural da infecgéo pelo HPV. Tanto a
imunidade inata quanto a adaptativa sdo necessarias para reconhecer e combater as

7,8,10

infecgbes virais™™"", porém o HPV tem desenvolvido varios mecanismos de escape do

reconhecimento de ambas'®"".

Os linfécitos T sdo os principais mediadores do sistema imune adaptativo,
consistindo em dois subconjuntos principais: células CD4+ e CD8+". As células T
CD4+ podem ser subdivididas em dois subgrupos (Th1 e Th2) de acordo com o perfil

da sua expressao de citocinas. As citocinas de padrao Thi (IL-2, IL-12 e IFN-y)

promovem a resposta imune mediada por células contra patégenos intracelulares e
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inibem a imunidade humoral. As citocinas de padrdo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13)
promovem resposta humoral e inibem a resposta imune mediada por células'®.

A literatura tem relatado que persisténcia viral est4d associada com falta da
expressao e manutengado do padrédo de citocinas Th1. Achados sdo consistentes com
esta hipétese e com o fato de que a progressao das lesdes precursoras do cancer
cervical pode estar associada com a alteracdo do padrdo Th1 para Th2, com a
produgdo de citocinas imuno-regulatérias'®®.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o padrdao de citocinas no soro e na

secrecao cervical de mulheres portadoras de lesao intraepitelial de baixo grau, lesao

intraepitelial de alto grau, carcinoma epiderméide invasor € no grupo controle.

2. Pacientes e Métodos

2.1. Casuistica

Foi realizado estudo prospectivo e transversal. Para calculo do tamanho
amostral, considerando o erro do tipo | de 5% e erro do tipo Il de 20%, e a menor
variagdo da concentragdo de citocinas na secrecéo cervical e no soro que apresenta
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados, além da
variabilidade das dosagens de citocinas em cada um dos grupos, que ndo segue
distribuicdo normal, o tamanho calculado da amostra foi de, no minimo 40 mulheres
por grupo.

No periodo de agosto de 2008 a outubro de 2010 foram incluidas no estudo
109 mulheres com diagnéstico histopatoldgico de LIEBG (n=16), LIEAG (n=40), CE
(n=13) diagnosticadas no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP). Como grupo controle, foram incluidas no estudo 40 mulheres com
suspeita de doenca HPV induzida, mas sem alteracdes histopatologicas na bidpsia do
colo uterino, atendidas no Ambulatério de Colposcopia da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP) e no Ambulatério de Ginecologia Preventiva do Hospital Amaral

Carvalho, Jau, SP. Foram excluidas do estudo mulheres portadoras de doencas
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crbnicas como diabetes e hipertensdo, doengas auto-imunes, em estado de
imunossupressao, com infecgdes agudas no momento da inclusdo no estudo e
gestantes. As pacientes incluidas no estudo responderam o 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, tendo o projeto de pesquisa
sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP (Protocolo 3162-2009) e pelo Comité de Etica do Hospital Amaral

Carvalho, Jau, SP (Protocolo 181/09) (Anexos 1-4).

2.2. Coleta de secrecao cervical e soro

Durante o exame especular, empregando-se o espéculo bi-valvo de Collins
esterilizado e isento de qualquer lubrificante, foi coletada a secrecao cervical com
cytobrush para determinacdo do perfil de citocinas. O raspado cervical foi
acondicionado em tubo Falcon de 15 mL com 3mL de tampdo PBS, pH 7,2,
centrifugado a 855g e 4°C por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi armazenado a -
80°C.

O sangue periférico das mulheres incluidas no estudo foi colhido por puncéao
venosa, em volume de 10mL e colocados em tubos de ensaio estéreis Vacutainer
(Beckton Dickinson, Rutherfors, NJ, USA). O tubo foi centrifugado a 1600g por 10
minutos a temperatura ambiente. O soro obtido foi armazenado em aliquotas a -80 °C.
Posteriormente os padrdes de citocinas na secregdo cervical e no soro foram
avaliados por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A andlise histopatolégica e a pesquisa de HPV foram realizadas nas biépsias
do colo uterino, obtidos através do exame colposcépico, empregando-se a coloragao
de Hematoxilina e Eosina (HE) e a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),

respectivamente.
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2.3. Analise histopatoldgica das biopsias do colo uterino

Seccgdes das lesdes 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 HE e classificadas de acordo com o Sistema Bethesda'’ em

LIEBG, LIEAG e CE (Figura 1).

C D

Figura 1. A) Fotomicrografia do colo do Utero representando epitélio sem alteragdes histopatolégicas, exibindo na
porcdo superficial queratindcitos com halo claro de contornos mal definidos, por vezes ocupando todo o citoplasma,
caracterizando a presenga de glicogénio. HE. 200X. B) Fotomicrografia de corte histolégico do colo do Utero
representando LIEBG caracterizada por células escamosas atipicas imaturas confinadas ao tergo inferior do epitélio.
Queratinécitos com halos claros perinucleares de contornos bem definidos e nicleos com cromatina densa representam
os coilécitos. HE. 200X. C) Fotomicrografia de corte histolégico do colo do Utero representando de LIEAG caracterizada
por células escamosas atipicas imaturas expandidas na totalidade do epitélio, associada a paraqueratose polimorfa.
Queratinécitos atipicos com nucleos volumosos, cromatina densa e halo claro perinuclear de contornos precisos na
porcdo superficial representam os coilécitos HE. 200X. D) Fotomicrografia de corte histolégico do colo Utero
representando carcinoma epiderméide invasor caracterizado por blocos de queratinécitos com atipias celulares no cério
em meio ao infiltrado linfocitario. Na superficie do epitélio observa-se queratinécitos com halo claro perinuclear e
cromatina compacta representando os coilécitos. HE. 200X.

2.4. Pesquisa e genotipagem de HPV

Fragmentos das bidpsias do colo uterino foram digeridos com proteinase K na

concentracao final de 400 ug/mL e incubados a 56°C por 12 h. Apds a digestao, a
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extracao do DNA total foi feita usando o Kit lllustra (GE Healthcare), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A extragdo do DNA foi verificada através da amplificacao do
gene da B-globina, utilizando os primers GH20 e PCO4'®. As amostras positivas para
B-globina foram utilizadas para analise. Inicialmente, em sala de pré-PCR previamente
esterilizada com luz ultravioleta durante 15 minutos, todos os Master Mixes foram
preparados, obtendo volume final de 25ulL, composto por PCR Buffer 10x (Invitrogen);
2,0uL MgCly; 0,5uL DNTP mix 20mM; 0,25uL Taq DNA Polimerase (Platinum,
Invitrogen); 1,25uL de cada primer na concentragao de 10uM; 15,25uL de agua Milli-Q
autoclavada (Milli Q Plus, Milipore) e 2uL de cada amostra a ser analisada. A
incubacéo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycle Personal.

As amostras foram testadas para presenca de HPV utilizando-se a técnica de
nested PCR. Inicialmente 2uL de cada amostra foram amplificados com os primers
MY9/11". A segunda PCR consistiu na amplificacdo de 2uL do produto da primeira
PCR utilizando-se os primers GP5+/6+%°. A ciclagem para amplificacdo (GP5+/6+)
seguiu os seguintes parametros: 95°C durante 45 segundos para a desnaturagao,
47,7°C por 45 segundos para anelamento dos primers e 72°C durante 1 minuto para a
amplificagéo, seguido por outros 44 ciclos idénticos ao descrito acima, finalizando com
extensdo de 7 minutos a 72°C e armazenamento das amostras a 4°C. Um controle
negativo foi utilizado em todas as reagdes, no qual o acido nucléico foi substituido por
2uL de agua Milli-Q. Um controle positivo foi utilizado em todas as reag¢des, usando
DNA-HPV extraido de células HelLa. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizados e fotografados com Gel Red™
(BioLabs). Um marcador de DNA foi incluido no gel para ajudar na interpretagéo do
tamanho do produto. Bandas foram registradas como presente (positiva) ou ausente
(negativo).

Para a genotipagem dos HPV presentes nas amostras foram utilizadas as técnicas
de PCR primers especificos seguida da técnica de analise de restricao de fragmentos
polimérficos (RFLP) para confirmagéo dos resultados. Os genoétipos oncogénicos 16,

18 e 33 foram amplificados usando primers especificos conforme descrito
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anteriormente®'. Como controles positivos foram utilizados plasmideos contendo os
clones correspondentes dos HPV. As reagbes foram realizadas termociclador
Eppendorf Mastercycle Personal. Para a confirmagao por RFLP, produtos de PCR de
450 pb foram digeridos com as enzimas de restricdo: BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl,
Rsal e Sau3Al (BioLabs), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os fragmentos
digeridos foram detectados por eletroforese em gel de acrilamida 8% e corados com
nitrato de prata?. Os tipos identificados foram agrupados em espécies de acordo com

Bernard et al.Z.

2.5. Determinacao de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-ye TNF-o na
secrecao cervical e no soro por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
Inicialmente, placas de poliestireno com 96 orificios e fundo plano de alta
afinidade (MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc. Maryland, USA) foram sensibilizadas por 18
horas a 4% C, em camara umida, com anticorpo de captura: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
12, IFN-ye TNF-a, R&D Systems, DuoSet, (Minneapolis, MN) diluido em tampé&o PBS,
pH 7,2. Apos incubacao, foram realizadas trés lavagens da placa com solugdo 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 solugdo de PBS-T contendo leite desnatado (Molico-
Nestlé) na concentracédo de 5% (PBST-M) durante trés horas a temperatura ambiente.
Apos a lavagem da placa, foram adicionados na primeira coluna 50uL das citocinas
recombinantes humanas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a, em
concentragdes indicadas pelo fabricante para obtengédo da curva padréo. Nos demais
orificios foram distribuidos 50uL de secrecao cervical ou soro com posterior incubagao
por quatro horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo e lavagem, foram

adicionados 50uL de anticorpo de detecgdo: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-
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o e as placas foram mantidas por trés horas a temperatura ambiente. Em seguida a
lavagem, foram adicionados 50uL de estreptoavidina (Lote AEM 4907032) na diluicdo
1:200 em cada orificio da placa e a reagéo incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Ap6s o procedimento de lavagem, foram adicionados 50uL do substrato
constituido de 12,5mL de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, 10mg de
ortofenilenodiamina (Sigma, Chemical Co, USA) e a reagdo incubada por 30 minutos
a temperatura ambiente em camara escura. A reagao foi interrompida por adicao de
25uL de solugdo de acido sulfdrico 2N e as densidades Opticas avaliadas em leitor
automatico de ELISA (Epoch-BioTek), em comprimento de onda de 492 nm. As
concentragdes das citocinas séricas e na secregao cervical foram calculadas sobre a
curva padrdo, obtida com diferentes concentragbes das citocinas recombinantes
humanas de interesse.

Os coeficientes de variagao intra-ensaio foram de 8,9% para IL-4, 0,15% para
IL-6, 10,2% para IL-10, 8,1% para IL-12 e 7,9% para TNF-a. O limite de deteccéo dos
ensaios para IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a foram, respectivamente, 4,2 pg/mL, 0,3

pg/mL, 4,0 pg/mL, 14,6 pg/mL e 7,9 pg/mL.

2.6. Anadlise Estatistica

As variaveis etnia, estado civil, escolaridade, tabagismo, nimero de parceiros,
presenca DST anterior e uso de anticoncepcional oral foram submetidas ao teste de
comparacao de proporcao (Teste z). Os dados referentes a idade, freqiiéncia de
relacdes anteriores e as concentragdes das citocinas na secrec¢ao cervical e no soro,
entre os grupos estudados, foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis para comparagao entre quatro grupos, apés andlise 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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3. Resultados

3.1. Variaveis socio-demograficas e ginecoldgicas das pacientes

As variaveis socio-demograficas e ginecolégicas das pacientes incluidas no
estudo estao apresentadas na Tabela 1. Pacientes com CE apresentaram mediana de
idade superior em relagao aos demais grupos estudados além de menor proporgao de
mulheres que cursaram o 22 grau completo em relagdo ao grupo LIEBG. Quanto a
referéncia de unido estavel como estado civil, houve maior proporgdo de mulheres no
grupo controle em relagdo ao grupo LIEBG, e em relagdo as frequiéncias de relagbes
sexuais/semana maior mediana no grupo LIEAG. As demais variaveis avaliadas como
etnia, habito tabagista, nUmero de parceiros sexuais durante a vida, diagnostico de
doenca sexualmente transmissivel anterior declarada e uso de anticoncepcional oral
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados.

Tabela 1. Variaveis sécio-demograficas e ginecoldgicas das mulheres portadoras de LIEBG,

LIEAG, CE e pacientes do grupo controle incluidas no estudo.

Variaveis Controle LIEBG LIEAG CE
(N=40) (N=16) (N=40) (N=13)
Idade* (anos) 36,5(19-70)° 28(17-51)°  32(20-57)° 61(29-72)*
Etnia* (Branca) 32(80%)? 13(81,3%)? 32(80%)? 9(69,2%)*
Estado Civil* (Unido-estavel) 29(72,5%)*  6(37,5%)°  21(52,5%)*°  10(76,9%)*°
Escolaridade” (2° grau completo) 11(27,5%)® 8(50,0%)? 7(17,5%)° 1(7,7%)°
Tabagismo* 12(30,0%)*  5(31,2%)*  19(47,5%)% 5(38,5%)?
Numero de Parceiros (23)* 23(57,5%)*  9(37,5%)*  27(67,5%)* 4(30,8%)*
Relacdes sexuais/semana* 1(0-7)*° 2(0-5)*° 2(0-7)? 0(0-2)°
DST anterior” 3(7,5%)2 1(6,3%)% 4(10,0%)? 1(7,7%)?
Uso de anticoncepcional oral® 16(40,0%)* 5(31,3%)% 17(42,5%)? 2(15,4%)?

*Varidveis apresentadas em mediana (minimo - maximo); Teste de Kruskall Wallis.
*Variaveis apresentadas em proporgdes; Teste de comparagao de proporgéo (Teste z)
Letras diferentes apresentaram diferenga estatisticamente significativa
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3.2. Deteccao de DNA-HPV e Genotipagem

DNA-HPV foi detectado em 90,0% das bidpsias do grupo controle, 93,7% do
grupo LIEBG, 100% do grupo LIEAG e 84,6% do grupo CE.

Quanto a genotipagem, o gendtipo viral identificado com maior freqiéncia foi o
HPV16 representando 25,0% do grupo controle, 73,3% do grupo LIEBG, 90,0% do
grupo LIEAG e 45,5% do grupo CE, seguido dos genétipos HPV18 e HPV 33, que em
conjunto representaram 5,9% do total dos genétipos identificados, e das infecgbes
mistas com HPV16/18 e HPV16/18/33, ambas representando 2,0% das amostras

analisadas.

3.3. Analise da concentracao de citocinas na secrecao cervical

As concentracbes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a, na secrecéo cervical das
pacientes incluidas no estudo, estdo representadas na Tabela 2 e na Figura 6.
Nenhuma amostra de secrecéo cervical apresentou niveis de IL-2 e IFN-y acima do
limites de deteccédo de cada teste. Os niveis de IL-4, IL-6 e IL-10 apresentaram-se
significantemente aumentados nas pacientes com carcinoma epidermoide invasor. Os
niveis de IL-12 e de TNF-a ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos avaliados, pois apenas 38,5% e 11,9% das amostras
apresentaram concentracbes acima dos limites de deteccdo dos testes,

respectivamente.
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Tabela 2. Concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a (pg/mL) na secregao cervical de
pacientes com lesao intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesdo intraepitelial de alto
grau (LIEAG), carcinoma epidermoide invasor (CE) e nas pacientes do grupo

controle.
Citocinas Controle LIEBG LIEAG CE
(pg/mL) (N=40) (N=16) (N= 40) (N=13)
IL-4 0(0-67,9)° 0(0-186,03)° 0(0-157,3)° (0-14,4)
IL-6 18,7(0-1224,3)*  2,07(0-621,8)° 0(0-1248,3)° 31,5(0-2188,6)*
IL-10 0(0-178,2)° 19,7(0-301,9)° 0(0-498,2)° 69,9(0-220,1)?
IL-12 0(0-546,5)? 43,0(0-131,9)® 0(0-71,8)® 37,4(14,9-155,8)?
TNF-a 0(0-88,8)? 0(0-143,9)° 0(0-73,8)* 30,4(0-143,1)°

Variaveis apresentadas em mediana (minimo - maximo); Teste de Kruskall Wallis.
Letras diferentes apresentaram diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 6. Concentragdes de IL-4, IL-6 e IL-10, IL-12 e TNF-a (pg/mL) na secregao cervical de

pacientes com lesao intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesao intraepitelial de alto

grau (LIEAG), carcinoma epidermoide invasor (CE) e no grupo controle.
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3.4. Analise da concentracao de citocinas no soro

As concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a, no soro das pacientes
incluidas no estudo estao representadas na Tabela 3 e na Figura 7. Os niveis de IL-6
estao significantemente aumentados nas pacientes com LIEAG. Nenhuma amostra de
soro apresentou niveis de IL-2 e IFN-y acima do limites de detecg¢ao de cada teste. Os
niveis de IL-12 e de TNF-a ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos avaliados, pois apenas 10,1% e 31,2% das amostras
apresentaram concentracbes acima dos limite de detecgcdo dos testes,

respectivamente.

Tabela 3. Concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a (pg/mL) no soro de pacientes com
lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesédo intraepitelial de alto grau (LIEAG),
carcinoma epidermaide invasor (CE) e nas pacientes do grupo controle.

Citocinas Controle LIEBG LIEAG CE
(pg/mL)
IL-4 0(0-15,5) 0(0-138,1)? 0(0-12,4) 0(0-77,2)
IL-6 11,15(0-26,3)° 0(0-24,1)° 24,3(0-95,8) 0(0-8,8)°
IL-10 0(0-211,4)? 0(0-104,8)? 0(0-169,7)? 0(0-83,2)?
IL-12 0? 0? 0(0-165,9)? 0?
TNF-a 0(0-170,3)? 0(0-526,8)° 0(0-1061,4)? 0 (0-32,3)°

Variaveis apresentadas em mediana (minimo - maximo); Teste de Kruskall Wallis.
Letras diferentes apresentaram diferenga estatisticamente significativa.
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Figura 7. Concentragbes de IL-4, IL-6 e IL-10, IL-12 e TNF-a (pg/mL) no soro de pacientes
com lesao intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesdo intraepitelial de alto grau

(LIEAG), carcinoma epiderméide invasor (CE) e no grupo controle.
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4. Discussao

A aquisicdo da infeccdo pelo HPV no colo do Utero é o principal precursor de
uma série de eventos que leva ao cancer do colo do Utero e tem sido exaustivamente
documentado por estudos epidemiolégicos e experimentais durante os Ultimos 15
anos. Apenas a infecgdo pelo HPV nao é capaz de levar a transformagdo maligna,
sendo que a histéria natural das mulheres com diagnéstico de lesdes precursoras de
baixo grau € caracterizada por regressdo espontdnea, € apenas pequena

2425 Estudos epidemiolégicos indicam

percentagem persiste e evolui para cancer
consistentemente que o risco da aquisicao é fortemente influenciado por nimero de
parceiros sexuais, idade em que ocorre a primeira relagdo sexual e comportamento
sexual dos parceiros masculinos®®. Varios co-fatores tém sido associados com o
desenvolvimento do carcinoma escamoso do colo do Utero como paridade, uso de
contraceptivos orais, tabagismo, imunossupressdo, particularmente relatado em
paciente com HIV, infeccbes com outras doengcas sexualmente transmissiveis e
deficiéncias nutricionais. Porém, seus verdadeiros papéis no desenvolvimento desse
cancer permanecem obscuros®.

Ao analisarmos as variaveis socio-demograficas e ginecoldgicas das pacientes
incluidas no presente estudo observa-se diferenga estatisticamente significativa nos
grupos estudados em relagédo a variavel idade, estado civil, escolaridade e freqiéncia
de relagdes sexuais. Semelhantes resultados em relacdo a idade foram obtidos em

estudos realizados no Rio de Janeiro®®%

, que verificaram diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo com LIEBG com média de idade de 31,5 € o grupo com
carcinoma cervical, cuja média de idade era de 46,9 anos®.

A escolaridade é inversa e consistentemente associada com risco de cancer
cervical, segundo Franceschi et al.®. Algumas varidveis como estado civil (solteira),
idade da primeira relagdo sexual, nimero de parceiros ao longo da vida e parceiros

com doencas sexualmente transmissiveis foram associadas por Gontijo et al.*' a risco

elevado para infeccdo pelo HPV. Ainda para esses autores, a idade, paridade e
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métodos contraceptivos, que geralmente tem sido relacionados a infeccdo pelo
HPV323® nao se apresentaram como fatores importantes.

Estudos epidemiolégicos demonstraram claramente que a infeccao pelo HPV
de alto risco € um importante fator de risco para o desenvolvimento das lesbes
intraepiteliais de alto grau e do cancer cervical®***. Resultados recentes estimam que
10,4% das mulheres em todo o mundo sdo positivas para HPV genital®®. Segundo a
literatura, os HPV 16 e 18 foram os mais freqiientes tipos de HPV identificados nos
canceres invasivos (80,0%)%*% e os 8 tipos mais comuns (HPV-16, 18, 45, 31, 33, 52,
58 e 35) corresponderam a 89,0% dos casos de cancer cervical em todo o mundo®*°.
Porém os padrdes de distribuicdo dos tipos de HPV nas lesdes intraepiteliais foram
muito variados®. Esses achados estdo de acordo com nossos resultados, pois no
presente estudo, a positividade para DNA-HPV foi de 93,6% no total das amostras, e a
maior prevaléncia foi do genétipo HPV16 (56%) em todos os grupos estudados. Vale
ressaltar que 33,3% das amostras nao tiveram seu genoétipo descrito pois
apresentaram discordancia entre os métodos empregados. Essas amostras foram
submetidas ao seqlenciamento génico para elucidagdo da discordancia da
genotipagem. Em relacdo as amostras negativas para DNA-HPV (6,4%), estudos
mostram que tal fato pode ser devido a presenca de lesdes focais, ndo presentes no

material analisado*>*'

, além de possiveis gendtipos indetectaveis ou um baixo nimero
de copias do DNA-HPV*,

O sistema imune do hospedeiro, em especial o sistema imune local do trato
genital, é importante para o combate das infec¢des pelo HPV relacionadas com as
neoplasias do colo do Utero, pois as citocinas regulam a resposta imunolégica de
varias maneiras. Estudos anteriores sugeriram que a diminuicdo da resposta Th1 e o
aumento da Th2 estdo associados com o desenvolvimento do cancer cervical***®.

Clerici et al.*’

descreveram que aumento da secre¢do de citocinas de padrdo Th2 e
reducdo de citocinas de padrdao Th1 foram associados com o desenvolvimento de

lesbes pré-cancerosas. Welters et al.*® relataram que a infeccdo por HPV leva a
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imunidade celular contra a expressdao da proteina E6 durante a infeccdo, que é
caracterizada pela producdo de citocinas. Esses mediadores inflamatérios tém um
importante papel na resposta imune, modulando a replicacdo viral e polarizando a
resposta imune para o padrao Th1 ou Th2*.

Ja esta documentado na literatura que a secregao cervical de pacientes com

15,1
25,6

infeccao pelo HPV apresenta aumento de citocinas de perfil Th , € que esse perfil

também pode estar alterado no sangue periférico, como sugerido por Sharma et al."
apés verificarem aumento de IL-4 e IL-10 e diminui¢cdo de IL-2 em cultura de células
mononucleares de sangue periférico. No presente estudo, as concentracdes de IL-4 e
IL-6 no soro apresentaram significativamente aumentadas no grupo LIEAG, porém os
niveis de IL-10 ndo diferiram entre os grupos avaliados. Em desacordo com os
achados do presente estudo Bais et al.’®, apesar de ndo encontrarem diferenca
significativa nas concentragfes de IL-12, IL-2, IL-4 e TNF-a no plasma das pacientes
avaliadas, encontraram aumento de IL-10 nas amostras de pacientes com LIEAG e
carcinoma.

No presente estudo, niveis de citocinas de padrdao Th2 como IL-4, IL-6 e IL-10
na secrecao cervical apresentaram-se significativamente elevadas em pacientes com
carcinoma epidermoide invasor. Os niveis das citocinas de padrao Th1 avaliadas nao
apresentaram diferenga significativa entre os grupos. Esses resultados estdao de
acordo com estudos anteriores que demonstraram niveis aumentados de citocinas Th2
e diminuicdo dos niveis de citocinas Th1 em lesdes pré-malignas e malignas do colo
do utero, o que levou a conclusdo de que este tipo de dicotomia no padrdo de
citocinas pode induzir a persisténcia da infeccao por HPV e promover a progressao
das lesdes cervicais*>**°",

E importante salientar que o predominio de citocinas de padrdo Th2 na
secregao cervical de pacientes com carcinoma epidermdide invasor deve ser atribuida

as diferentes lesdes apresentadas nos grupos de estudo, uma vez que mais de 90%

das pacientes estudadas apresentaram positividade para o DNA-HPV. Tsukui et al."



33

foram os primeiros a demonstrar que a producdo in vitro de IL-2 por linfécitos
periféricos, que responderam aos peptideos derivados do HPV, esteve diminuida em
mulheres com LIEBG e LIEAG. O achado do nosso estudo foi encontrado em estudos

13,47,52,53

anteriores , que demonstraram que a concentra¢do de IL-4 e IL-10, citocinas de

padrao Th2, aumentaram significativamente com a gravidade da displasia. Em estudo

recente, Mindiola et al.**

também encontraram aumento da expressao de IL-10 em
diferentes graus de lesdo e os autores sugerem que isso poderia contribuir para o
mecanismo de escape de queratindcitos cervicais pré-neoplésicos, uma vez que a IL-
10 é uma potente citocina imunossupressora, que inibe a ativagdo das células T e a
diferenciacéo das células Th1%’.

E importante considerar que o tamanho amostral necessario para este estudo
nao foi atingido até 0 momento. Isso pode explicar os resultados elevados de IL-10 no
grupo LIEAG, mas ndo no grupo com CE. Este ultimo foi o menor grupo constituido, o
que pode estar prejudicando a analise das concentracdes de citocinas, especialmente
no soro, uma vez que na secrecao a producdo de citocina é local e no soro ha uma
distribuicao sistémica®.

Em conclusdo, o presente estudo mostrou aumento significativo nas
concentragdes citocinas de padrao Th2 na secregao cervical de pacientes portadoras
de carcinoma epiderméide invasor. Isso indica que a progressdao das lesdes
intraepiteliais de baixo e alto grau para carcinoma epidermoide pode estar associada
com a predominio do padrdao Th2, reforcando a necessidade de analise aprofundada

da desregulagao imunoldgica nesses pacientes para resolugao da infecgao pelo HPV.
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Questionario de coleta

Data coleta....../...../........

Etnia: Branca Né&o-branca

Estado civil:  Unido-estavel Solteira
Escolaridade.........cccovmieeieeeiiiiiie,
Fumante Sim Nao

Antecedentes ginecoldgicos:

Numero de parceiros sexuais 1 2 > 2

Freqliéncia de relagies SEXUAIS. .....cccuuiiuiriieiiiiiieee e
HIiStOrIa e D ST AN IO . . e et e e e e e e e aeens

Métodos contraceptivos

DIU Pilula/Tipo.....ccccveeennen. OUutro ..o, Nao

Resultado/ Data da COT anterior. ...
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FACULDADE DE MEDICINA
CAMPUS DE BOTUCATU
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA PATOLOGIA

Distrito de Rubifo Jdnior, s/n° - Caixa Postal 564 - CEP 18.618-000 - Botucatu - SP - Brasil
(0143811-6238 - Ramais 6146/6042/6238 - Fax (014) 3815-2348

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora para participar da pesquisa intitulada “Associacao de carga viral e estado de
integracao de HPV e perfil de citocinas em mulheres com neoplasia intraepitelial cervical e cancer
cervical” que tem por objetivo avaliar o papel das proteinas responsaveis pela imunidade, na secregao
vaginal e nas biépsias das lesdes que podem originar cancer do colo do Utero ou nas lesdes malignas e
associar esse padrdo com a quantidade de virus HPV, que é o virus associado a essas lesdes. Esta
pesquisa é de responsabilidade da Mestranda Larissa Doddi Marcolino, que sera realizada sob orientagao
da Prof? Dr2. Marcia Guimarées da Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu e participagdo da Graduanda Danielle Ferreira e Silva do Curso de Ciéncias Bioldgicas -
Modalidade Médica, da Doutoranda Jossimara Polettini do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, do Prof. Dr. Jodo Manuel Grisi Candeias do Departamento
de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, do Prof. Adjunto Paulo Traiman do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, da Profa.
Adjunta Mariangela Esther Alencar Marques, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, da Dra. Lenira Maria Queiroz Mauad, da Dra. Ana Lacia Dalla Déa Trombini e das
Enfermeiras Ana Marta B. A. Prado Auler e Célia Regina Chies Gilli do Servigco de Prevencgao ao Cancer
Ginecolégico do Hospital Amaral Carvalho. No momento do exame, dentro da rotina estabelecida no
Ambulatério, sera retirado, um fragmento da lesdo que sera utilizado para realizagdo dos exames para
verificar a presenga do virus HPV, da carga viral e do estado de integragdo do virus as células. A
pesquisa das proteinas participantes da imunidade sera realizada na secreg¢éo vaginal, que sera colhida,
através do exame ginecoldgico, em que serad necessaria a introdugcdo de um aparelho de metal, estéril,
conhecido como “bico de pato” (espéculo) e também no sangue periférico que sera coletado através da
puncdo da veia com seringa estéril, ambos no momento do exame. Os desconfortos desses
procedimentos estdo restritos a introducéo do bico de pato na vagina e ao ardor da pungéo da veia para
retirada do sangue. Além disso, tais procedimentos nao precisardo de qualquer tipo de preparo anterior e
nao trardo nenhum tipo de gasto financeiro para a paciente.

Pelo presente instrumento, eu
devidamente esclarecida, ciente da autorizagdo a mim solicitada, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as informagdes serdo utilizadas exclusivamente
pelas pesquisadoras, que manterao sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas estarao disponiveis
para responder a quaisquer perguntas e tornar de meu conhecimento os resultados dos exames e de que
posso entrar em contato (por telefone) com as pesquisadoras quando julgar necessario e de que posso
retirar este consentimento a qualquer hora sem prejuizo do meu atendimento neste servico, firmo
meu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da pesquisa proposta.
Estou esclarecida ainda, que nédo receberei nenhuma gratificagéao financeira para participar desse estudo
a nao ser o reembolso de transporte caso tenha que comparecer no hospital somente para participagao
no estudo.

Botucatu, de de 2009

Assinatura da paciente

Larissa Doddi Marcolino Prof2. Dr2. Marcia Guimaraes da Silva
Rua Prefeito Tonico de Barros, 1157  Rua lzidoro Bertaglia, 746

VI. Padovan, Botucatu,18607-730 Jardim Paraiso I, Botucatu, 18610-140
Fone: (14) 38145206 Fone: (14) 381524 17

e-mail: larissadm@hotmail.com e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br
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