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RESUMO

O Papilomavirus humano (HPV) é um agente infeccioso que tem a capacidade
de induzir infeccbes crbénicas sem repercussdao Sistémica, e iSSO ocorre por varios
motivos, como: ser exclusivamente intraepitelial, ndo promover inflamacéo ou lise
celular, causar pouca ou nenhuma viremia, de certa forma, ndo ativando precocemente
0s mecanismos de alerta do sistema imune inato. E sabido que devido aos mecanismos
pelos quais as células infectadas pelo HPV escapam da vigilancia imunoldgica,
incluindo a diminuicéo e ou alteracdo do perfil de citocinas, a persisténcia da infeccéo
viral podera ocorrer e assim culminar em alteracbes celulares tais como Lesdo
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e Carcinoma cervical (CC). O estudo sobre
perfis de citocinas € de extrema relevancia para melhor entendimento sobre a infec¢éo
por HPV e a resposta imune do hospedeiro fornecendo assim uma compreensao mais
elucidativa sobre citocinas como biomarcadores, possibilitando a busca por novos
farmacos, estratégias de diagnosticos e tratamentos. O objetivo deste estudo foi
detectar o perfil de citocinas em pacientes com cervicite, lesbes cervicais ou
carcinoma cervical. Foi realizada para tanto, uma pesquisa descritiva, observacional de
corte transversal envolvendo pacientes atendidas no Hospital de Amor, unidade de
Campo Grande — MS no durante 0 ano de 2019 e 2020, onde selecionou-se pacientes
submetidas a citologia cervical, biopsia do colo uterino e pesquisa de HPV de alto
risco oncogénico (HR-HPV) pelo método Cobas® HPV Test. Foram incluidas no
estudo 66 pacientes do com idade entre 25 a 65 anos (média de 42,29 anos). A analise
de citocinas em pacientes com cervicite, lesdes cervicais ou carcinoma cervical
demonstrou que a IL-6 estd em maior concentracdo em pacientes positivas para
HPV16 que em relacdo a pacientes que positivaram para outros tipos de HR-HPV
(p<0,05). A IL-17 esteve presente em maior concentracdo em pacientes com cervicite,
HSIL e carcinoma, também em pacientes HPV negativos, embora estes resultados ndo
tenham sido significativos.

Palavras chaves: Papilomavirus humano; resposta imune; Interleucina-6



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is an infectious agent that induce to chronic infections
without systemic repercussions, and this occurs for several reasons, such as: being
exclusively intraepithelial, not promoting inflammation or cell lysis, causing little or no
viremia, of course way, not activating the early warning mechanisms of the innate
immune system. It is known that due to the mechanisms by which HPV-infected cells
escape immunological surveillance, including the decrease and/or alteration of the
cytokine profile, the persistence of viral infection may occur and thus culminate in
cellular changes such as high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) and Cervical
Carcinoma (CC). The study of cytokine profiles is extremely relevant for a better
understanding of HPV infection and the host's immune response, thus providing a more
enlightening understanding of cytokines as biomarkers, enabling the search for new
drugs, diagnostic and treatments. The aim of this study was to detect the cytokine
profile in patients with cervicitis, cervical lesions or cervical carcinoma. For this
purpose, a descriptive, observational, cross-sectional research was carried out involving
patients treated at the Hospital de Amor, Campo Grande - MS unit in 2019 and 2020,
where patients undergoing cervical cytology, cervical biopsy were selected, and
screening for high oncogenic risk HPV (HR-HPV) by the Cobas® HPV Test method.
Sixty-six patients aged between 25 and 65 years (mean 42.29 years) were included in
the study. Cytokine analysis in patients with cervicitis, cervical lesions or cervical
carcinoma have showed that IL-6 is in higher concentration in patients positive for
HPV16 than in patients who positive for other HR-HPV (p<0.05). IL-17 was present in
higher concentration in patients with cervicitis, HSIL and carcinoma also HPV negative
patients, although these results were not significant.

Keywords: Human Papillomavirus; immune response; Interleukin-6
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1. INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus que possui fita dupla de DNA néo
envelopado sendo transmitido por contato pele - pele, pele - mucosa ou mucosa-mucosa
(BOSCH et al., 2008). As doencas que podem ser induzidas pelo HPV variam de
verrugas benignas, neoplasias de baixo e alto grau a neoplasia maligna, dependendo dos
tipos de HPV e locais anatdmicos da infeccdo (SMOLA et al., 2017). Mais de 200
gendtipos foram caracterizados até 0 momento e classificados de acordo com o sitio da
infecdo (cutaneo e mucosos) e pelo potencial de causar cancer. Segundo o grau de
oncogenicidade, podemos classificar o HPV em tipos de baixo risco oncogénico e ou
risco indeterminado — HPV 6, 11, 42, 43 e 44, e alto risco oncogénico — HPV 16, 18, 31,
33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70 (MUNOZ et al.,2003; BZHALAVA et
al., 2014; BURD et al., 2003; DE VILLIERS, 2013).

O HPV tem a capacidade de induzir infecgOes crénicas sem repercussao sistémica, e
tal fato ocorre por varios motivos, como: ser exclusivamente intraepitelial, nédo
promover inflamacdo ou lise celular, causar pouca ou nenhuma viremia, e desta forma
ndo ativa mecanismos de alerta do sistema imune inato. (DOORBAR, 2005; STANLEY
et al., 2009; KUPPER et al., 2004). Com o passar do tempo, durante 0 processo
infeccioso, podemos ter o desenvolvimento de lesGes malignas, a alteracdo ou
destruicdo tecidual, a neovascularizacdo e a invasdo estromal, eventos que podem
induzir a sinalizagdo inicial para uma resposta imune. Porém, muitas vezes esse fato
ocorre em estagio no qual o paciente ja ndo é capaz de eliminar as células infectadas e
ou tumorais (DUNN et al., 2002.). Sabe-se que os mecanismos pelos quais as células
infectadas pelo HPV escapam da vigilancia imunoldgica envolvem mudancas e/ou
diminuicdo na producdo local de interleucinas, comprometimento da detecgdo de
antigenos virais pelas APCs, metilacdo do DNA ou modificacdo de histonas, supressdo
da transducdo de sinal induzido pelos RRPs, inibicdo da resposta de IFN em
queratinocitos e também manipulacdo do maquinério de processamento de antigeno
para dificultar o reconhecimento pelas células T durante o cancer cervical. (NICOL et
al., 2005; JEE et al., 2021).

Estudos que envolvem a caracterizacdo de perfis sistémicos e locais de citocinas em
mulheres com infeccdo por HPV cervical persistente sdo observados (BAKER et al.,
2011; KOSHIOL et al., 2012), pois as citocinas estdo intimamente ligadas com a
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progressdo da leséo, e sua falha ou elevagédo da concentracdo sdo situagdes que podem
modular a resposta imune local (SCHMITT et al.,, 2014; WILSON et al., 2007;
ASADZADEH et al., 2017).

Portanto, o estudo sobre perfis de citocinas observado em cervicites, lesdes cervicais
e carcinoma é de extrema relevancia para melhor compreensdo sobre 0 comportamento
e o funcionamento da resposta imune sistémica durante a infeccdo por HPV, e assim
elucidar sobre a participacdo destes elementos da resposta como biomarcadores da
progressdo da alteracdo celular. Tais estudos podem possibilitar o conhecimento de
caminhos e comportamentos da resposta imune que contribuam para o estabelecimento

de novas estratégias de diagnostico indireto e acompanhamento dessa infeccao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Papilomavirus humano

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus ndo envelopado, que possui DNA
de fita dupla e dividido em cinco géneros principais os Alfa Papilomavirus, Beta
Papilomavirus, Gama Papilomavirus, Mu Papilomavirus e Nu Papilomavirus; com
diferente tropismo em relacdo ao epitélio, tendo em consideracdo a analise da sequéncia
de DNA, caracteristicas de ciclo de vida e associa¢cdes com doengas distintas (figura 1),
(BERNARD et al., 2010; DOORBAR et al., 2012).

Figura 1 - Relacéo evolutiva entre os diferentes tipos de Papilomavirus humano.



11

Alpha-papillmavirus

Mucosal & cutaneous

Group  Includes  highisk ]

mucosal HPV types that are
associoted  with  cervical
cancer, low-isk mucosal fypes

that are associated  with

benign lesions, and low-isk

cutaneous types that typically
cause skin wars. Some fypes
can be found in both mucosal
ond  cutaneous lesons, |
although o preference is ’

associated
cancer.

cutaneous
usually apparent. Low-isk HPV
DNA is only rarely found in
cancers. Highisk DNA is found
in aimost all cases of cervical
cancer.

910HPV1334
g?,:g%’;/vaoa 's enign
91Hpygs cutaneous
9THpy, lesions. DNA
occasionally
Dllm.,v detected in
m,,,pv’b,; skin cancers.
Stop, "484
a5 g
Group includes high+isk ond /Vp,%g,y,’ ""v
low-isk  cutaneous  fypes. 05, 73,
Typically ~ associated  with o NG
unapparent  infections 2% o V1, 70
immunocompetent hosts, but \940,\'9_3‘)0‘"9 0,70 Gamma-papillomavirus
can proliferate in e 3., ‘% 29 7o, cutaneous
immunosuppressed hosts and in %&9—,‘3‘," v L% %,
EV patients. Persistent infection is %3% % o '.3% [
thought to predspose fo the 357 ‘%, %% V7 /
development of skin concer, %

especially in immunosuppressed
indlividuals.
L Beta-papillomavirus

cutaneous found in skin cancers.

Fonte: Doorbar et. al., 2012.

Mais de 200 tipos de HPV foram sequenciados e de acordo com a semelhanca
genética foram classificados baseados na homologia de seu genoma. Apesar da familia
Papilomavirus representar um grupo notavelmente heterogéneo de virus, eles
compartilham a mesma estrutura e organizacdo do genoma (Bravo et al., 2015), ou seja,
um genoma circular de DNA de dupla-cadeia de aproximadamente 8 kb e estruturado
em trés regides principais: (figura 2): a regido precoce (E) codifica genes necessarios
para o ciclo viral e com um papel importante na transformacéo celular (E1, E2, E4, E5,
E6 e E7) e a regido tardia (L) codifica as proteinas L1 e L2 do capsideo viral. Também
se observa a Regido Regulatéria Upstream (LCR), que € uma regido de ndo codificacéo
que contém a origem de replicacdo e os locais de vinculacdo de fatores de transcrigdo
que contribuem para regular a replicacdo do DNA, controlando a transcri¢cdo dos genes
virais. Os genes E6 e E7 principalmente, juntamente com El1, E2, E4 e E5, tém
expressdo essencial para a replicacdo e sintese de proteinas virais, mas também
desempenham um papel fundamental na transformacédo celular (DOORBAR et al.,
2012).

Benign cutaneous
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Figura 2 - Estrutura gendmica do HPV 16 e proteinas virais.
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Fonte: de Sanjosé et al., 2018.

O HPV é transmitido pelo contato pele a pele, pele e mucosa e mucosa-mucosa,
sendo pequenos traumas cutaneos ou mucosos a porta de entrada do virus (HANDLER
et al., 2015). Assim, infectando as células epiteliais através da interacdo com os
receptores de superficie celular, como a integrina a6, que é abundante nas células basais
e nas células tronco epiteliais que o HPV tem acesso ao hospedeiro (COX et al., 2016).
Com as recorrentes pesquisa , descobriu-se que alguns tipos de HPV, principalmente os
do género Beta e Gama, provocam com maior frequéncia infec¢fes assintomaticas e em
menor grau sintomaticas, sendo que com maior incidéncia em pacientes

imunocompetentes.

Em torno de 40 tipos virais sdo considerados mucosotropicos e infectam a regido
anogenital. De acordo com o grau de oncogenicidade esses tipos virais sdo agrupados
em baixo risco oncogénico ou risco indeterminado — HPV 4, 6, 11 — e alto risco
oncogénico— HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 58, 68 . Na mucosa genital feminina os tipos
de alto risco oncogénico sdo geralmente associados ao cancer de colo do utero,
enguanto os de baixo risco sdo normalmente encontrados nas verrugas genitais (BURD
et al., 2003; LORINCZ et al., 1992; MUNOZ et al.,2003; ).

2.2. Epidemiologia da infec¢do por HPV

A maior parte das infecgdes por HPV ndo causam sintomas e sdo de resolugéo
natural, porém uma pequena parte das infec¢bes pode tornar-se persistente e quando
causada por virus dos tipos de alto risco oncogénico, conduz a transformacéo celular
ocasionando lesdes pré-cancerosas e cancer cervical. Os tipos de alto risco oncogénico

sdo responsaveis por praticamente todos os casos de cancer do colo do uUtero e estdo
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eventualmente associados com uma parte variavel de outros canceres anogenitais e de

cabeca e pescoco s ridic.).

Embora historicamente conhecido como causa de verrugas comuns e
anogenitais, estudos desde 1980, exploram o papel da HPV no desenvolvimento do
cancer cervical e em outros tumores (PALEFSKY, 2016; REID et al., 1980). A relagéo
causal entre a infeccdo pelo HPV e o cancer do colo do Gtero, que abriga o HPV em até
99,7% dos casos (WALBOOMERS et al., 1999), foi destacada por Harald zur Hausen,
que recebeu o Prémio Nobel em 2008. Além do cancer do colo do Utero, um nimero
significativo de canceres orofaringeos, peniano, anal, vaginal e vulvar sdo induzidos
pelos HPV mucosotrépicos (CHATURVEDI et al., 2011; BALDUR-FELSKOQV et al.,
2012; BUTTMANN-SCHWEIGER et al., 2015).

Em 2011 a Agéncia Internacional em Pesquisa do Cancer da OMS — definiu 12
tipos de HPV como carcinogénicos para humanos, e entre eles o que se destaca sdo o
HPV 16 e o 18 por possuirem maior capacidade carcinogénica (IARC 2011).
Mundialmente, o0 HPV16 € o tipo oncogénico mais frequente, detectado em 3,2% das
mulheres com citologia normal, seguido pelo HPV 18 (1,4%), 52 (0,9%), 31 (0,8%) e
58 (0,7%), embora diferencas regionais no ranking do HPV sejam notadas (Bruni et
al.,2010; BRUNI et al., 2017). A prevaléncia global de infeccdo pelo HPV é estimada
em 11,7% (intervalo de confianga de 95%: 11,6 e 11,7), embora existam diferencas
regionais relevantes e inimeras variacOes de estudo para estudo em funcdo de métodos
de deteccdo utilizados e de populacdes estudadas. Prevaléncia especialmente alta de
infeccdo por HPV é vista na Africa e Oceania, no entanto, a maior parte das infeccdes
por HPV (70 a 90%) é assintomatica e transitdria - desaparece espontaneamente em 1 a
2 anos. A maior prevaléncia de HPV é observada em individuos jovens, em todas as
regibes do mundo, atingindo o valor maximo em mulheres com menos de 25 anos
(24,0%; 23,5 a 24,5), diminuindo & medida que a paciente avanca em idade. Na Europa
e Americas, observa-se um claro declinio com o avango da idade, porém tal fato ndo é
observado na Africa e na Asia. Além disso, em algumas regides como a Africa
Ocidental e América Central e do Sul, existe um segundo pico de deteccdo em mulheres
com idade mais avancada (BRUNI et al., 2017) (Fig. 3).

Guan et al., em 2012 publicaram que o HPV foi detectado em 52,5% das lesdes

ASCUS (atipia escamosa celular de significado indeterminado), 74,8% de lesdes
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cervicais de baixo grau — englobando lesGes intraepitelial escamosa de baixo grau e
neoplasias intraepiteliais cervical de grau 1 (NIC1) — e 88,9% de lesdes cervicais de alto
grau em todo o mundo. Sendo que o HPV 16 foi 0 gendtipo mais frequente detectado

em todas as fases da doenca.

Figura 3 - Prevaléncia de HPV especifica por idade (%) em mulheres com citologia

cervical normal no mundo e em suas regides. HPV: Papilomavirus humano
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Fonte: Bruni et al., J Infect Dis 2010.

Colpani et. al., 2020, demonstraram em revisdo sistematica que a populacao
brasileira possui uma alta prevaléncia de infeccdo por HPV em comparacdo com
mulheres com citologia positiva em diferentes partes do mundo, como América Central,
Norte da Africa, Europa Ocidental e sul da Asia, demonstrando também que ha uma
variacdo na prevaléncia do HPV entre as diferentes areas geograficas do Brasil, com
aumento da prevaléncia no Nordeste e dados escassos das regiGes geograficas Norte e

Centro-Oeste.

Tozetti et al., 2006, avaliando pacientes encaminhadas para anélise citoldgica,
demostraram que na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, dentro de 87
amostras cervicais analisadas 22% eram infectadas como HPV6/11, 22% com HPV66,
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15,9 % com HPV 45, 9,8% com HPV18 e 8,5% com HPV 16, e que houve uma alta
frequéncia de infecgdo por multiplos tipos de HPV na populacdo. Bonin et al., 2019
considerando como populacdo de estudo (n=410), pacientes que foram encaminhadas
para citologia oncética em 2016 no Hospital de Barretos unidade de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, obtiveram como resultado que 26 pacientes foram positivas para
DNA de HPV e os gendtipos de alto risco oncogénico identificados foram HPV 59
(38,5%, 10/26), HPV 45 (19,2%, 5/26), HPV 18 (15,4%, 4/26), HPV 16 (11,5%, 3/26) ,
HPV 52 (11,5%, 3/26), HPV 66 (11,5%, 3/26), HPV 33 (3,8%, 1/26), HPV 31 (3,8%,
1/26), HPV 26 (3,8% , 1/26), HPV 30 (3,8%, 1/26), HPV 53 (3,8%, 1/26), HPV 69
(3,8%, 1/26) e HPV 82/85 (3,8%, 1 / 26). Enquanto que genétipos de baixo risco
oncogénico foram os HPV6 / 11 (42,3%, 11/26) e HPV32 (3,8%, 1/26).

2.3. Diagnostico da infeccao por HPV

O diagnostico precoce da infec¢do por HPV é um ponto de extrema importancia
na patogénese e consequente prevencdo das lesdes cervicais. O diagnéstico do HPV
pode ser realizado por métodos diretos (ensaios moleculares) e indiretos de deteccdo
viral, sendo que esses Gltimos tém énfase na detecgdo de lesbes cervicais, sendo o
exame citologico cervical (Papanicolau ou exame preventivo do cancer de colo de
utero) a abordagem de avaliacdo citoldgica mais utilizada, porém com baixa
sensibilidade (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007).

O reconhecimento do forte vinculo etiologico entre infecgdo persistente por tipos
de HPV de alto risco oncogénico (HR-HPV) e cancer de colo uterino levou ao
desenvolvimento de testes moleculares para detec¢do do HPV e com isso a triagem da
infeccdo viral e prevencdo do cancer de colo uterino. As evidéncias sobre a aplicacdo
clinica dos testes para deteccdo do HPV sdo amplas, principalmente quando aplicadas
na triagem para a citologia cervical e no acompanhamento apds o tratamento das lesdes
precursoras do cancer do colo do utero (ARBYN et al., 2012). Estudos randomizados
demonstraram que a triagem baseada no HPV ¢é mais eficaz que a triagem citologica na
reducdo da incidéncia de carcinoma escamoso invasivo e adenocarcinoma do colo do
utero (RONCO et al., 2014). A compreensao dos padrbes de expressao do gene do virus
durante a evolucdo da doenca ajuda no desenvolvimento de testes diagnosticos mais
precisos (SCHMITT et al., 2010).
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Os ensaios moleculares de primeira geragdo que detectaram tipos virais de alto
risco oncogénicos utilizaram coquetéis de sondas de DNA ou RNA e relatavam um
resultado de presenca/auséncia com ou sem sinal quantitativo do virus na amostra. No
entanto, posteriormente 0s ensaios passaram a permitir resultados mais detalhados,
embora com genotipagem limitada, por exemplo o Cobas rest™, que informa a presenca
dos tipos HPV16 ou HPV18 separadamente e os de alto risco oncogénicos restantes
como um resultado em massa, ou ainda, ensaios mais completos de genotipagem,

permitindo a notificacdo individual dos tipos virais (POLJAK et al., 2012).

O aprimoramento do diagndstico pode levar a identificacdo de biomarcadores,
que estdo presentes em lesdes cervicais de baixo grau e biomarcadores especificos de
lesbes de alto grau, ocasionando maior especificidade nos resultados e, também,
produzindo eficiéncia maior no tratamento e ou acompanhamento da infeccdo
(SCHMITT et al., 2010).

2.4. Resposta Imune na infeccédo pelo HPV

O ciclo infeccioso do HPV ¢€ direcionado a replicacdo nas camadas superiores do
epitélio. As diferentes fases do crescimento viral acompanham o amadurecimento das
celulas epiteliais & medida que avancam até o epitélio superficial (Fig. 4). Dessa forma o
HPV evadi ao sistema imune, pois, o ciclo infeccioso e o crescimento viral estdo
intimamente ligados ao programa de diferenciacdo dos queratinécitos, que sdo células
destinadas a morte e descamacdo e a liberacdo de particulas virais ocorre em locais de
pouca vigilancia imunoldgica. As proteinas virais retardam a condensacdo nuclear nos
queratindcitos e formam os coilécitos, permitindo a replicacdo do virus e, assim, o
queratinécito repleto de virus morre por exaustdo (STERLING et al., 1993; STANLEY
etal., 1994; MIDDLETON et al., 2003; STANLEY, 2006).

O periodo entre a infeccdo do epitélio basal e a liberacdo do virus na superficie
epitelial é cerca de 3 semanas e esse tempo € essencial para que o queratindcito basal se
locomova através do epitélio, para assim se diferenciar por completo e descamar.
Porém, o periodo entre a infeccdo e o surgimento de uma alteracbes no arcabouco
epitelial varia de semanas a meses, 0 que sugere que 0 virus tem uma grande efetividade
em evitar as defesas do hospedeiro. Também, ndo existe a presenga de citolise e nem de
morte celular por conta da replicacdo e montagem do virus, portanto ndo ha presenca de

inflamacdo durante o periodo de duracdo do ciclo infeccioso do HPV, e ha



17

possibilidades de haver pouca ou nenhuma liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, que
sdo essenciais para ativagdo de células apresentadoras de antigeno, o que pode levar a
uma infeccdo cronica persistente, pois 0 hospedeiro pode ndo perceber o patdégeno por
longos periodos (fig 5.) (STANLEY, 2006)

Figura 4 - O ciclo infeccioso do HPV. O virus infecta um queratindcito basal primitivo
(provavelmente uma célula-tronco) através de microabrasdo do epitélio da mucosa.
Especula-se que os eventos iniciais imediatos de crescimento do virus envolvem uma
amplificacdo do numero de copia do virus de 1-10 a 50-100 episomos/células do virus.
Na proxima fase do crescimento do virus as células se replicam em conjunto e ndo ha
amplificacdo do nimero de copia do virus. Isso ocorre no compartimento proliferativo
do epitélio. O queratindcito infectado entdo, entra no compartimento diferenciador do
epitélio, saindo do ciclo celular. A expressao genética do virus é extremamente regulada
com amplificacdo viral de DNA gerando milhares de genomas virais. As proteinas
virais tardias L1, L2 e E4 séo expressas, € a montagem do virus ocorre na superficie do

epitélio.

Replication cycle of genital hr HPV

Epithelium

4— Dead superficial cells
'y <

: laden with virus

L1, L2 genes expressed

Virus amplifies to 1000 genome

copies per cell in non dividing cells

W E6, E7, El, E2, ES, E4 genes expressed
-

Virus and cell replicate together
Very low expression of E6, E7, El, E2

Virus infects basal epithelial

cells at about 10 virus genomes per cell
then amplifies to about 50 genomes per cell
El, E2 7E6, E7 genes expressed

Fonte: Stanley et al., 2006.

Contudo, se a resposta imune ndo conseguir eliminar ou controlar replicacdo
viral, entdo uma infecgdo persistente, muitas vezes com niveis pontuais de alta
replicacdo de DNA do HPV, é estabelecida. Individuos infectados persistentemente por

tipos de alto risco oncogénicos tém uma probabilidade elevada de progressdo para
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neoplasia intraepitelial cervical de alto grau e carcinoma invasivo (HO et al.,1998;
BROWN et al.,2005; REMMINK et al.,1995; LONDESBOROUGH et al.,1996; LIAW
et al.,1999; SCHLECHT et al.,2001). Os HPV de alto risco oncogénico regulam
negativamente a expressdo de Interferon-gama (CHANG et al., 2000; NEES et al.,
2001), e as oncoproteinas HPV16 E6 e E7 interagem diretamente com componentes das
vias de sinalizagdo dos interferons inibindo essas vias (BARNARD et al., 1999;
RONCO et al., 1998),. Em sintese, 0 HPV evita com competéncia a resposta imune

inata e retarda a resposta imune adaptativa.

Figura 5 - Ciclo infeccioso do HPV de alto risco.

Infectious Cycle of High Risk HPVs

Very low levels of protein, no viremia
No cell death, no inflammation

HPV globally downregulates innate immune sensors in keratinocytes
HPV E6 and E7 genes down-regulate type 1 interferon response

In the absence of inflammation

+ Keratinocytes do not release
pro-inflammatory cytokines

 No activation of Langerhans cells
and/or stromal dendiritic cells

+ No stimulus for dendritic cell
activation, migration, antigen
processing and presentation

HPVs evade the innate immune response and delay
activation of adaptive immunity

Fonte: Stanley et al., 2012.

A importancia do sistema imunol6gico na eliminacdo de infec¢des por HPV fica
clara em pacientes com sistema imunolégico suprimido. A displasia e o carcinoma
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induzidos pelo HPV ocorrem com maior frequéncia em receptores de transplante com
Imunossupresséo iatrogénica ou em pacientes que vivem com HIV/AIDS (SILLMAN et
al.,, 1997). Nesses pacientes linfocitos TCD4 intactos desempenham um papel
importante na resolucdo de infeccdes por HPV. Além disso, o numero de linfocitos T
infiltrados nos papilomas com regressdo espontanea é significativamente maior do que
nas infeccOes persistentes (COLEMAN et al., 1994)

Os anticorpos especificos para o capsideo do HPV séo detectaveis em média 6 a
12 meses ap0s a infeccdo, mas cerca da metade dos infectados permanece soronegativa.
Os titulos de anticorpos sdo geralmente muito baixos. A soro conversao &
frequentemente associada a um curso persistente de infeccdo (CARTER et al., 2000).
Em estudo com mais de 7.000 mulheres, ndo foi observada protecéo, contra a reinfeccao
com o mesmo tipo de HPV ao comparar mulheres soropositivas com mulheres
soronegativas (VISCIDI et al., 2004).

Aparentemente, a soropositividade natural em humanos ndo é protetora, pois as
infeccbes por HPV sdo eliminadas principalmente por pessoas imunocompetentes,
através da resposta imune celular. Células de memoria CD4 especificas direcionadas
contra as proteinas E2 e E6 do HPV16 foram detectadas no sangue de pessoas saudaveis
de forma mais frequente do que naquelas com doenca (JONG et al., 2004). As respostas
das células T a proteina E6 estdo correlacionadas com a protecdo contra persisténcia
viral (WELTERS et al., 2003). Por outro lado, células de memaoria CD4 especificas para
E7 ou L1 sdo encontradas em pessoas saudaveis e doentes (POELGEEST et al., 2006).
Os linfécitos CD8 citotoxicos especificos para o HPV16 também sdo detectados no
sangue de pacientes com cancer cervical. Porém, é dificil realizar progndsticos em
relacdo ao curso da doenca avaliando respostas das células T ou B (VALDESPINO et
al., 2005).

2.5. Papel Das Citocinas na infecgéo por HPV

As células TCD4+, leucdcitos (macrdfagos, linfécitos, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos e entre outros leucdcitos), células Natural Killer e outras, sdo exemplos de
células que secretam proteinas que modulam o comportamento celular e agem em
receptores especificos nas células alvos, e essas proteinas sdo chamadas de citocinas;
elas atuam na propria célula que a produz, alterando as células vizinhas e podem atuar
em células a distancia (JANEWAY et al., 2007).
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A principal produgdo de citocinas é feita pelas células TCD4+, que séo
comumente divididas principalmente cinco subconjuntos — Thl, Th2, Th17, Tth e Treg
— e essa divisdo depende do tipo de citocinas produzida e da presenca de determinados
fatores de transcricdo. A linhagem Thl estd ligada a imunidade celular e secreta
principalmente as citocinas IL-2, IL-3, IL-12, linfotoxina, TNF-o (fator de necrose
tumoral alfa) e INF; enquanto as células da linhagem Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-13
que atuam em associacdo com a resposta humoral e eventos alérgicos (KANODIA et
al., 2007, FANG et al., 2017). As celulas Tth sdo importantes para ajudar as células B a
produzirem respostas aos anticorpos, promovendo a formagdo do centro germinativo,
maturacdo de afinidade e, possivelmente, recombinacdo de troca de classe de
imunoglobulina (CROTTY ., 2019). As células Treg sdo criticas para a preservacao da
tolerancia imunoldgica e envolvidas na prevencdo de doencas autoimunes
(DOMINGUEZ & HALFLER., 2018).

O subconjunto Thl é o mais recorrente das células T efetoras de memoria; e sua
progressao esta relacionado a sinais enviados pelas células apresentadoras de antigenos
e citocinas liberadas contra patdgenos bacterianos e virais intracelulares, como INF, IL-
12 e 1L-18, além de produzirem IL-2 e TNF-a, que tem por consequéncia a producgao
por células B de anticorpos IgG com capacidade de opsonizacdo e fixacdo de
complemento, ativacdo de macrdéfagos para citotoxicidade celular produzindo uma
inflamacdo dependente de fagdcito e a ativacdo de imunidade mediada por células, por
exemplo a ativacdo de células T citotoxicas (CTL) que sdo excelentes na resposta imune
avirus.(VIEIRA et al., 2004; MA et al., 2017) .

A linhagem Th2 por outro lado produz citocinas que tem como fungdo aumentar
a imunidade humoral para combater infeccdes por parasitas, como helmintos, por meio
da ativacdo de microfagos do tipo 2 (M2), bem como do recrutamento de eosindéfilos,
baséfilos e mastdcitos para os locais de infec¢bes. A linhagem Th2 favorece uma forte
resposta humoral, porém inibe varias funcdes de células fagociticas, a resposta
inflamatdria e a ativacdo de CTL (ROMAGNANI et al., 2000; GURRAM et al., 2019.).

O subtipo Th17 produz e secreta altos niveis de IL-17, e, citocinas inflamatorias
como IL-21 e IL-22, e esta relacionado a progressdo tumoral gerando angiogénese e
atividades imunossupressoras. Contudo, células Th17 possuem uma funcdo ambigua

sobre tumores; atuam na mediacdo de respostas imunologicas antitumorais, o que
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promove o recrutamento de células do sistema imune ao local do tumor, ativando
celulas TCD8+ contra os tumores ou, até mesmo, revertendo ao fendtipo Thi,
produzindo IFN-y que promove a ativacdo exacerbada de células TCD8+. (SCHMITT
etal., 2014; WILSON et al., 2007; ASADZADEH et al., 2017).

Quando hé progressao de lesdo causada pelo Papilomavirus humano, € visto que,
com a persisténcia do virus, ocorre alteraces na resposta imune, que por sua vez, € um
fator determinante para o desenvolvimento do cancer cervical (KOSHIOL et al., 2008).
Quando o céancer ja estd estabelecido, a resposta imune do hospedeiro tem grandes
possibilidades de favorecer a progressdo da lesdo neoplasica (WILLIAMS et al., 2009).
Tentativas para caracterizar que pacientes com HPV cervical persistente possuem perfis
sistémicos e / ou locais distintos de citocinas em compara¢do com aquelas que sdo livres
de HPV ou sem infecgcdo foram realizadas por alguns autores (BAKER et al., 2011;
KOSHIOL et al., 2012).

SHUKLA et al., 2013 demonstraram que um fator que pode alterar os niveis de
citocina em algumas condicGes patologicas e que também afeta a resposta imune é o
desequilibrio de Th1/Th2. Também sabe-se que alteracdes em certas citocinas, por
exemplo IL-6 e IL-2, que sdo causadas por uma infeccdo viral persistente, induzem
hiperplasia do epitélio vascular local ativando via da janus kinase (JAK) e os ativadores
da transcricdo da familia STAT) que causam proliferacdo de células epiteliais e
evolugdo da doenca. Niveis circulantes ou locais mais altos de interleucina IL -6, IL -8 e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tém sido associados a redugdo da depuracdo
cervical do HPV, sugerindo que as citocinas secretadas podem ser percursoras da
progressdo e evolugdo da doenca, embora os resultados tenham sido dubios (BAKER et
al., 2011; SCOTT et al., 2013; HONG et al., 2010; MBULAITEYE et al., 2013).

As citocinas promovem e orientam a geracdo de padrdes de imunidade para
estimular a resposta necessaria a eliminacdo do patdgeno, o que pode levar a lesdes
teciduais se a ativagdo for exacerbada como ocorre em algumas formas de inflamagéo
(HOLDSWORTH; GAN, 2015). Por isso, mais estudos precisam ser realizados para
melhor compreender as citocinas como biomarcadores na infeccdo viral e na progressao
ou regressao dos processos neoplasicos, para assim compreender o funcionamento do
sistema imune perante esses eventos, e com isso, promover a busca novas estratégias de

diagndstico e tratamento para a infeccdo por HPV relacionado ao cancer cervical.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Detectar o perfil de citocinas em pacientes com cervicite, lesdes cervicais ou

carcinoma cervical.
3.2. Objetivos especificos

- Mensurar citocinas relacionadas aos perfis Thl / Th2 / Th17 em amostras de soro de

pacientes com cervicite, lesdes cervicais ou carcinoma cervical;
- Relacionar o padréo de citocinas com as alteracGes citoldgicas e histopatoldgicas.

- Relacionar o padrdo de citocinas obtidas com a presenca de Papilomavirus de alto

risco oncogénico.
-Relacionar o padrdo de citocinas obtidas com os tipos virais encontrados.

4. METODOLOGIA

4.1. Selecdo das pacientes e coleta da amostra

A partir de uma pesquisa descritiva, observacional de corte transversal envolvendo
pacientes atendidas no Hospital de Amor, unidade de Campo Grande — MS no durante o
ano de 2019 e 2020 e participantes do estudo “Avaliagdo fenotipica de células linfoides
da imunidade inata e citocinas em pacientes positivas para DNA de Papilomavirus
humano com lesdo intraepitelial escamosa de baixo, alto grau e ou carcinoma invasivo”

Chamada FUNDECT N° 06/2017 — UNIVERSAL-MS

Foram incluidas no estudo pacientes maiores de 25 anos que ap6s & citologia
oncética foram encaminhadas para deteccdo de DNA de HPV pelo método Cobas®
HPV Test, e para 0 exame de biopsia de cérvice uterina obtendo resultado
histopatolégico de Cervicite Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL),

Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) ou Carcinoma Cervical.

Foram excluidas do estudo aquelas pacientes com idade menor que 25 anos,
gestantes, mulheres que faziam uso de medicamentos imunossupressores ou que se
declararam portadoras do virus da imunodeficiéncia humana, infectadas pelos virus das

hepatites, com Sifilis e/ou Tuberculose e ter sido vacinada para o HPV.



23

As participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e responderam ao questionério socioepidemioldgico (Apéndice A) contendo
perguntas mistas, referente a idade, escolaridade, fatores predisponentes a infeccao por
HPV, presenca ou utilizacdo de cofatores associados a progressdo para neoplasia,
utilizacdo de métodos preventivos da infeccdo e realizacdo do exame citologico. Este
projeto foi submetido ao Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, e ao comité de ética da Fundacao Pio XII — Barretos (SP) e aprovado sob parecer n°
2.685.400 de 30/05/2018 (Anexo A)

De cada paciente foi coletada amostra de sangue periférico, processada dentro de 2-4
horas apds a coleta para obtencdo de plasma e armazenada a -80°C para dosagens de
citocinas. Os dados secundarios, tais como resultados dos exames histopatoldgicos e de
deteccdo do DNA do HPV, foram obtidos por anélise de prontuario no Hospital de
Amor — Unidade de Campo Grande (MS).

4.2. Deteccdo de anti-HIV 1 e 2, anti-Treponema pallidum e HBsAg

Com o objetivo de excluir outras infeccdes que pudessem alterar o prefil de
citocinas entre as pacientes, as amostras obtidas foram utilizadas para a determinacgao
das infeccbes causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite B
(HBV) e pelo Treponema pallidum, agente causador da Sifilis. Foram utilizados os
seguintes testes rapidos: HIV Test Bioeasy (Standard Diagnostics, Inc., Coréia do Sul),
Vikia® HBsAg (Biomerieux, Franca) e TR DPP Sifilis DUO Bio Manguinhos
(Fundacdo Oswaldo Cruz, Brasil), respectivamente. Todos os trés testes sao
qualitativos, baseados em métodos imunocromatograficos e aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), responsavel pela regulamentacdo, controle

e supervisdo de produtos e servigos que envolvem riscos a satde publica no Brasil.

4.3. Dosagem de citocinas

A partir do soro armazenado de 70 pacientes triadas para as infec¢Oes acima
citadas, foi realizada a mensuragdo das citocinas IL2, IFNy, IL4, IL6, IL10, TNF e
IL17A com a utilizagdo do Citokine Bead Array (CBA) humano Th1/Th2/Th17 (BD
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Biosciences, San Jose, CA, EUA).A preparacdo dos padrdes, beads, amostras e
protocolos para configuracdo do citometro de fluxo e aquisicdo de dados foram
realizados de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras foram adquiridas
utilizando um citdmetro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)
e analisadas com o software FCAP Array V. 3.0 (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, EUA). Os resultados foram baseados em curvas de concentracdo padréo e expressos

em pg/ mL.

4.4. Andlise estatistica

Para a analise estatistica as pacientes foram divididas em: grupos etarios (25 - 35
anos; 36 - 50 anos e acima de 50 anos); de acordo com a positividade do teste HPV
Cobas; em relacéo aos tipos virais e de acordo com as alteracdes celulares observadas.
Tais grupos formados foram analisados com relagdo a concentragdo das citocinas
dosadas (IL-2; IL-4; IL-6; IL-10; TNF; IFN-y ¢ IL-17A).

A anélise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SPSS 17.0 e
BioEstat versdo 5.0. As varidveis foram comparadas (p< 0,05) utilizando o teste
Kruskall Wallis para comparacdo dos grupos com 95% de intervalo de confianca e
quando as diferencas entre os grupos foram observadas utilizou-se o teste de Mann
Withney.

5. RESULTADOS

Os resultados foram obtidos por um estudo observacional de corte
transversal com amostra ndo probabilistica, onde o grupo amostral foi composto até o
momento, por 70 pacientes do sexo feminino atendidas no Hospital de Amor, unidade
de Campo Grande — MS, durante o0 ano de 2019 e 2020. Foram excluidas: uma paciente
que possuia atrofia cervical (n=1), pois essa condi¢do diminui a espessura do epitélio e
portanto, ndo oferecendo o ambiente para a infeccdo por HPV; uma paciente que
possuia lesdo vaginal de baixo grau (n=1), devido a infec¢do da regido vaginal ndo ser
alvo desse estudo; além de, mais duas por ndo possuirem resultados do Cobas test; o
que justifica 0 n = 66 para as analises. Essas pacientes sdo participantes do estudo
“Avaliacao fenotipica de células linfoides da imunidade inata e citocinas em pacientes

positivas para DNA de Papilomavirus humano com Lesdo Intraepitelial Escamosa de
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Baixo, Alto Grau e ou Carcinoma Invasivo” Chamada FUNDECT N° 06/2017 —
UNIVERSAL-MS.

A faixa etaria participante do projeto compreendeu mulheres de 25 a 65 anos. A
média de idade das pacientes foi de 42,29 anos, sendo que as 66 participantes
responderam ao questionario. Dentre estas, 34,85% (23/66) tinham de 25 anos a 35
anos, 39,40% (26/66) de 36 a 50 anos e 25,76% (17/66) mais de 50 anos. Com relagéo
ao grau de escolaridade, 4,54% (3/66) das pacientes ndo concluiram o ensino
fundamental, 37,87% (25/66) concluiram o ensino fundamental, 43,93% (29/66)

concluiram o ensino médio e 13,63% (9/66) concluiram o ensino superior (Tabela 1).

A média de idade relatada para a primeira relacdo sexual foi de 16,77 anos. O
inicio da vida sexual antes ou até os 16 anos de idade foi relatado por 33,33% (22/66)
das pacientes e ap6s 16 anos por 66,66% (44/66) mulheres. Quanto ao uso de
preservativos uma paciente ndao respondeu essa variavel, entdo 67,70% (44/65) das
pacientes afirmaram ndo utilizar preservativos (Tabela 1).

Em relacdo ao uso de terapia hormonal 62,12% (41/66) das pacientes afirmaram
ndo utilizar terapia hormonal, enquanto 83,33% (55/66) das pacientes ndo relataram
episodios de IST (infeccdo sexualmente transmissivel). Para as variaveis relacionadas
ao tabaco e ao alcool, 89,39% (59/66) das pacientes relataram nao fazer uso de tabaco e
59,09% (39/66) relataram ndo ingerir alcool (Tabela 1).

Quanto a realizagdo do exame citolégico de colo de utero (preventivo —
Papanicolau), 62,12% (41/66) das pacientes realizam o0 exame uma vez ou mais ao ano
(Tabela 1).

As alteracdes celulares presente nas pacientes, assim como o genétipo do HPV,

pode ser observados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Alteracoes celulares histopatolégicas observadas nas pacientes atendidas no Hospital de Amor
— unidade de Campo Grande, 2019 — MS (n= 66). HSIL: Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau.
LSIL: Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau.
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Tabela 1 — Dados socioepidemioldgicos de mulheres atendidas no Hospital do amor da unidade
de Campo Grande, MS — 2019 (n=66).

VARIAVEIS
N°. %

Idade 25 anos a 35 anos 23 34,85
36 anos a 50 anos 26 39,40
Acima de 50 anos 17 25,76
Escolaridade Sem estudo 3 4,54
Fundamental 25 37,87
Médio 29 43,93
Superior 9 13,63
Primeira < 16 anos 22 33,33

relacéo sexual
> 16 anos 44 66,66
*Preservativo Sim 21 32,30
Nao 44 67,70
Terapia Sim 25 37,87

hormonal

Nao 41 62,12
Relato de IST Sim 11 16,66
Nao 55 83,33
Tabaco Sim 7 10,60
Nao 59 89,39
Alcool Sim 27 40,90
Nao 39 59,09
Preventivo < 1x ao ano 25 37,87
> 1x ao ano 41 62,12

IST: Infecgdo sexualmente transmissivel; N°: NUmero de pacientes; %: Porcentagem; *para essa
variavel o n=65.

Na figura 2 podemos observar 0s genotipos identificados atraves da utilizagao do
método Cobas HPV test™ em 68,2% (45/66) das pacientes positivas para HPV-HR,
sendo que 31,81% (21/66) das pacientes apresentaram resultado negativo para a
pesquisa de DNA de HR-HPV.
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Figura 2 - Frequéncia dos genétipos do Papilomavirus humano, identificados pelo método Cobas® test,
em pacientes positivas para DNA de HR-HPV, atendidas no Hospital de Amor — unidade de Campo
Grande, 2019 — MS (n= 45).

5.2. Citocinas

Em relacdo a avaliacdo da diferengca de concentracdo de citocinas quanto a
positividade para DNA de HR-HPV (Tabela 2) entre as pacientes analisadas, foi
demonstrado que pacientes HR-HPV negativas obtiveram uma concentracdo maior de
IL-17A em relacdo a pacientes HR-HPV positivas e, também, a concentracdo de IL-17A
se mostrou maior em relagdo as outras citocinas em paciente HPV positivas, porém
estes resultados ndo obtiveram significancia quando submetidos a anélise estatistica
(p>0,05).

Tabela 2. Mediana da concentracdo de citocinas em pacientes HR-HPV positivos e HR- HPV
negativos.

Pacientes
HR-HPV positivos HR-HPV negativos
Citocinas N=45 N=21
Mediana (25%-75%) Mediana (25%-75%)
IL-17A 6,86 (0,0-11,94) 7,84 (1,92-11,02)
INF- 0,00 (0,00-0,03) 0,00 (0,00-0,39)
TNF 0,21 (0,00-0,69) 0,21 (0,00-0,69)
IL-10 1,21 (0,76-1,53) 1,10 (0,82-1,70)
IL-6 1,57 (1,16-2,38) 1,92 (0,99-2,83)
IL-4 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00)
IL-2 0,45 (0,24-0,87) 0,50 (0,29-0,82)

O teste de Kruskall Wallis foi realizado e p> 0,05. A concentracdo foi obtida em pg/ml.
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Em relacdo aos genotipos virais encontrados quando comparados aos niveis de
concentracdo de citocinas, identifica-se maior concentracdo da citocina IL-6 em
pacientes positivas para HR-HPV16 em relacdo a pacientes que positivaram para outros
tipos de HR-HPV (Tabela 3).

Tabela 3. Mediana da concentragéo de citocinas de acordo com 0s grupos de paciente negativos

para DNA de HR-HPV, pacientes positivos para HPV16 e pacientes positivos para outros HR-
HPV.

negativos HPV16 outros HR-HPV

Citocinas N=21 N=10 N=30
Mediana Mediana Mediana

(25%-75%) (25%-75%) (25%-75%)
IL-17A 7,84 (1,92-11,01) 6,02 (0,00-9,12) 5,19 (0,00-8,75)
INF-y 0,00 (0,00-0,39) 0,26 (0,00-1,40) 0,00 (0,00-0,03)
TNF 0,21 (0,00-0,69) 0,07 (0,00-1,55) 0,45 (0,00-0,69)
IL-10 1,10 (0,82-1,70) 1,21 (0,53-1,64) 1,29 (0,87-1,50)
IL-6 1,92 (0,99-2,83) 2,26 (1,80-3,58) * 1,40 (0,80-2,12) *
IL-4 0,00 (0,00-0,00) # 0,00 (0,00-0,30)
IL-2 0,50 (0,29-0,82) 0,74 (0,66-0,92) 0,40 (0,18-0,82)

*Para a citocina IL-6 o teste de Kruskall Wallis obteve p < 0,05, por tanto o teste de Mann Withney foi
realizado e p foi < 0,05 para os grupos HPV16 versus outros HR-HPV. Para 0s demais grupos e citocinas
o teste de Kruskall Wallis foi p> 0,05. A concentragdo foi obtida em pg/ml. HR-HPV: HPV de alto risco-
oncogénico. Outros HR-HPV: HPV31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66, e -68. #valor
encontrado é inferior ao limite de deteccédo do teste. (1L-2/2,6 pg/ml; IL-4/4,9 pg/ml; IL-6/2,4 pg/ml; IL-
10/4,5 pg/ml; TNF/3,8 pg/ml; IFNy/3,7 pg/ml; IL-17A /18,9 pg/ml.). O grupo de pacientes HPV 16 e
outros HR-HPV foi excluido dessa analise para minimizar a interferéncia. O tipo viral HPV 18 foi
retirado dessa analise por ter apenas 01 paciente.

Em relacéo as alteracdes celulares (Tabela 4) quando comparadas com 0s nives
de citocinas demostraram que a citocinas IL-17A apresentou elevada frequéncia de
concentracdo em pacientes com cervicite, HSIL e carcinoma; e reduzida frequéncia em
pacientes com LSIL. Entretanto, tais dados ndo obtiveram valores de significativo (p>
0,05) ap6s serem submetidos a analise estatistica.

Tabela 4. Mediana da concentracdo de citocinas em pacientes classificados em acordo com o as
alteracdes histopatoldgicas.

Alteragdes Celulares
Citocinas Cervicite LSIL HSIL Carcinoma
N=28 N=5 N=29 N=4
Mediana (25%-75%) Mediana (25%-75%) Mediana (25%-75%) Mediana (25%-75%)

IL-17A 7.83(0,54-13,62) 2,32 (0,59-3,44) 7,84 (3,44-13,47) 7,51 (3,59-8,32)

INF-y 0,00 (0,00-0,33) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,28) 0,01 (0,00-0,71)
TNF 0,21 (0,01-0,69) 0,00 (0,00-0,02) 0,40 (0,00-0,78) 0,15 (0,00-1,02)
IL-10 1,12 (0,82-1,45)  1,48(0,93-1,53) 1,21 (0,76-1,64) 0,78 (0,25-1,72)
IL-6 1,80 (1,07-2,63) 1,86 (1,46-2,38) 1,57 (0,99-2,20) 3,43 (2,54-9,51)
IL-4 0,00 (0,00-0,17) # 0,00 (0,00-0,00) #

IL-2 0,50 (0,18-0,84) 0,24 (0,00-0,40) 0,50 (0,24-1,07) 0,82 (0,38-0,89)

O teste de Kruskall Wallis foi realizado e p> 0,05. A concentragdo foi obtida em pg/ml.LSIL: Lesdo
Intraepitelial de Baixo Grau; HSIL: Lesdo Intraepitelial de Alto Grau. #valor encontrado é inferior ao
limite de deteccdo do teste. (IL-2/2,6 pg/ml; IL-4/4,9 pg/ml; IL-6/2,4 pg/ml; 1L-10/4,5 pg/ml; TNF/3,8
pg/ml; IFNy/3,7 pg/ml; IL-17A /18,9 pg/ml.)
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6. DISCUSSAO

Como é de conhecimento geral, a maioria das infeccbes por HPV sdo
transitorias, sendo que o sistema imunoldgico desempenha fung¢bes importantes durante
este evento. A maior parte das infeccbes por HPV (75% - 90%) sdo eliminadas
naturalmente, contudo, se houver persisténcia de infeccdo por HR-HPV  ocorre
interferéncia nos mecanismos de controle celular, a partir dos genes virais, que pode
originar alterages neoplésicas, podendo evoluir para carcinoma (RODRIGUEZ et al.,
2008; JIT et al., 2010; INSINGA et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2010.)

Estudos demonstram que até 80% das mulheres sexualmente ativas sdo
infectadas por HPV ao menos uma vez na vida, sendo que, geralmente, mulheres se
infectam com HPV no periodo do final da adolescéncia e posteriormente ao inicio dos
30 anos, e esta informacao corrobora com o pico da infe¢do que é em torno do inicio da
atividade sexual em meninas e mulheres jovens (FRANCESHI et al., 2006;
MAYRAND et al., 2007; DAS et al., 1989). Tal dado esta em concordancia com a
escolha da faixa etaria do estudo, onde tem-se mulheres entre 25 e acima de 50 anos,

sendo que a maioria das nossas pacientes iniciaram a vida sexual com 16 anos ou mais.

O processo de indugcdo do cancer cervical pode ser acelerado pelas associacGes
de inflamacGes, incidéncias de co-infeccdes e pela infec¢do por HPV, sendo tais fatores
precursores de circunstancias inflamatorias, desencadeando assim uma resposta
importante, culminando para tal evento (SUBBARAMAIAH et al.,2007). O estudo de
LIAO et al, 2019 e estudos anteriores (WANG et al., 2018; LI et al., 2018; ZHONG et
al., 2017) que envolvem pacientes encaminhadas para analise citologica, demonstram
que a prevaléncia geral de infeccdo por HPV foi de 74% entre a populacdo estudada,
sendo que em nosso estudo, considerando a semelhanga da populagédo, obtivemos 68,2%
das pacientes positivas para 0 HR-HPV, corroborando assim com a literatura.

Iwata et al., 2015 demonstraram que 98,5% da sua populacdo de estudo possuia
HSIL; enquanto. Liao et al, 2019 demonstraram 75,6% de pacientes com HSIL. Castle
et al., 2001 e outros estudos (FIGUEIREDO et al., 2008; SALES; KATZ, 2012)
demonstraram que ha associacdo entre cervicite e HSIL, e esta intimamente associada
ao diagndstico citologico de pacientes HPV positivo. Sobre as alteraces celulares do

nosso estudo, obtivemos um numero maior de pacientes que possuiam lesdo
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intraepitelial de alto grau 44% (29/66) e cervicite cronica 42% (28/66), sendo que
pacientes com carcinoma foram 6% (4/66). Mesmo que a literatura tenha demonstrado
que ha uma relacdo entre HR-HPV, HSIL, cervicite cronica e cancer cervical, ndo
podemos afirmar que essas alteragdes do nosso estudo estejam relacionadas com a

infec&o persistente do HR-HPV.

Em relacdo aos genotipos do Papilomavirus humano encontrados em nosso
estudo, obtivemos uma maior frequéncia de pacientes que positivaram (45,4%) para
HPV16 e outros HR-HPV, sendo que apenas 10 pacientes foram positivas somente para
HPV16. Liao et al, 2019, obtiveram que mulheres positivas para HR-HPV com HSIL e
cancer cervical, em sua maioria, possuiam o gendétipo HPV16 e outros genotipos de alto
grau, além disso outro estudo demonstrou que o HPV16 foi o tipo mais comum em
casos de HSIL (HANG et al., 2017). Tal fato corrobora com os resultados observado em

nossa populagdo amostral.

Nossos resultados entram em concordancia com o estudo de Bonin et al., 2021
que ndo obteve diferencas significativas nas concentragdes de citocinas no soro quanto a
positividade para DNA de HPV.

Os genotipos mais comumente relacionados ao cancer cervical séo o HPV 16 e o
HPV 18, porém alguns estudos correlacionaram o cancer e suas lesGes percursoras a
outros genotipos de HR-HPV (SCHIFFMAN et al., 2007; LI et al., 2011). O estudo de
Bonin et al, 2021 obteve niveis elevados de IL-6 no esfoliado de cérvice uterina de
pacientes positivas para HR-HPV, o que sugere que essa citocina é produzida
principalmente no local da infeccdo e que a resposta imune no mesmo paciente pode ser
diferente quando avaliamos sistemicamente. Estudos demonstraram que a IL-6 induz
mecanismos de expressdo de fator de crescimento endotelial vascular via STATS3,
gerando angiogénese tumoral e tendo efeito anti-apoptético, podendo assim, promover o
desenvolvimento do cancer cervical. Ha conhecimento que a via IL-6/STAT3 também
estd intimamente ligada a lesdes cervicais e carcinogénese causada por HR-HPV, onde a
IL-6 e receptores ativam a via JAK/STAT, que gera uma alta expressao das proteinas
E6/E7 (HONG; LAIMINS, 2013; FAN; SHEN, 2018).

Nosso demonstrou que a citocina IL-6 estd em maior concentra¢do em pacientes
positivas para HPV16 que em relacdo a pacientes que positivaram para outros tipos de

HR-HPV. Porém, em nosso estudo utilizamos soro das pacientes, ou seja, avaliamos a
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presenca sistémica e ndo local desta citocina. A presenca desta citocina de forma
sistémica pode estar relacionada a persisténcia da infec¢do, ou entdo devido a extenséo
do comprometimento do epitélio. Denotando uma ativacao da resposta imune de forma

sistémica e ndo localizada ao epitélio.

Estudos demonstram que a falha na imunidade celular, aparentemente, facilita o
desenvolvimento de lesbes associadas ao HPV, reforcando que a imunossupressao
possui um importante papel na persisténcia da infeccdo pelo HPV e na hiperplasia
epitelial associada ao virus (FRISCH et al., 2000; TINDLE, FRAZER., 1994; BHAT et
al.,, 2011). A IL-17, é uma das principais citocinas pro-inflamatoria e que esta
intimamente associada com a resposta inflamatdria desregulada e desencadeada pela
infeccdo pelo HPV (ALVES et al., 2018). Xue et al., 2018, observaram que os niveis de
IL-17 no sobrenadante do homogenato de tecido cervical, aumentaram
exponencialmente em relagdo ao grau da lesdo cervical. Bonin et. al. 2019, observou
que os niveis de IL-17 foram maiores no soro de pacientes HR-HPV positivas,
demonstrado que hd uma maior estimulacdo da producdo dessa citocina em nivel
sistémico, porém ndo houve valores significativos da concentracdo de IL-17 em relacdo

a pacientes que possuiam HSIL.

Em nossos resultados, em relacdo as alteracfes celulares, a frequéncia de IL-17A em
pacientes com cervicite, HSIL e carcinoma foi elevada comparada com outras citocinas
e alteracdes, porém esses dados ndo foram significativos. Bonin et al., 2019 que também
ndo obteve valores significativos sobre a concentracdo de IL-17 e HSIL. Os resultados
ndo significantes obtidos em nosso estudo podem refletir a populacdo estudada e a
deteccdo da citocina no soro. Como limitagbes do estudo observamos 0 pequeno

namero de pacientes com diagnostico de carcinoma.

7. CONCLUSAO

A andlise de citocinas em pacientes com cervicite, lesdes cervicais ou carcinoma
cervical demonstrou que a IL-6 estd em maior concentragdo em pacientes positivas
para HPV16 que em relacdo a pacientes que positivaram para outros tipos de HR-HPV
(p<0,05). A IL-17 esteve presente em maior concentragdo em pacientes com cervicite,
HSIL e carcinoma, tambem em pacientes HPV negativos, embora estes resultados néo

tenham sido significativos.
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APENDICE A

Questionario Socio-epidemioléogico

Iniciais da paciente Data / /

1) Idade:

2) Escolaridade
(___) Ensino fundamental ( ) Ensino Médio ( ) Ensino Superior

3) Estado civil
(___)Solteira (___)Casada (___)Divorciada (___) Viuva

4) Idade da primeira relagéo sexual:
5) Numero aproximado de parceiros sexuais nos ultimos dois anos:

6) Tem filhos
( ) Sim ( ) Nao Quantos se possulir ( )

7) Faz uso de preservativo

( ) Sim (___)Néo

8) Faz uso de alguma terapia hormonal (anticoncepcional, DIU entre outros)

(__)Sim (___)Nao Qual

9) Relata alguma DST
( ) Sim ( ) Nao Qual

10) Faz utilizagao do tabaco
( ) Sim ( ) Nao

11) Faz uso de alguma bebida alcodlica (cerveja, destilados em geral)
(___)Sim (___)Néo

12) Faz uso de algum medicamento imunossupressor?
(___)Sim (___)Nao Qual

13) Ja realizou o exame preventivo para o cancer de colo de tUtero?

( ) Sim ( ) Nao

14) Caso ja tenha realizado, qual é a frequéncia do mesmo?
( ) menos que 1 X ao ano ( ) 1X ao ano ( ) mais que 1X ao ano

15) Na ultima vez em que vez o exame preventivo foi encontrado alguma alteragdao? Onde fez o exame?
(L__)Sim ( ) Nao Onde

16) Relata o uso de algum medicamento de uso continuo (hipertensao, diabetes entre outros)

(__)Sim (___)Nao Qual

17) Relata o uso de algum outro medicamento? (antibiético, antifingico, etc.)

(___)Sim (___)Nao Qual

18) Ja precisou fazer algum procedimento ginecologico cirurgico? (Por exemplo cauterizagao)

() Sim (___)Néo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo fenotipica de células linfoides da imunidade inata e citocinas em pacientes
positivas para DNA de Papilomavirus humano com lesédo intraepitelial escamosa de
baixo, alto grau e ou carcinoma invasivo

Pesquisador: Inés Aparecida Tozetti

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 87377118.3.0000.0021

Institui¢cdo Proponente: Faculdade de Medicina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.685.400

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de estudo descritivo, observacional de corte transversal, onde serdo convidadas cerca de 50
mulheres atendidas no Hospital de Cancer de Barretos (unidade de Campo Grande — MS), positivas para
DNA de HPV e que ja foram submetidas a citologia oncética, colposcopia, analise histopatolégica e cobas®
HPV teste. Vinte pacientes com resultado histopatolégico de Leséo intraepitelial escamosa de alto grau
(HSIL), vinte participantes com resultado de Lesd&o intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e dez com
resultado de carcinoma invasivo, no periodo de julho de 2018 a novembro de 2019.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo geral: Detectar ILCs e citocinas em pacientes positivas para DNA de Papilomavirus humano, com
lesé@o intraepitelial escamosa de baixo grau, lesdo intraepitelial escamosa de alto grau e ou carcinoma
invasivo.

Objetivos especificos: - Identificar a expressdo CD127, CD117 e CD294 em células ILCs presente no
sangue periférico;- Mensurar citocinas IFN, IL4, IL5, IL13, IL17 e IL22 no sangue periférico;- Detectar a
expressdo das citocinas IL-6 e TNF, bem como, do marcador P16, em células presentes em cortes
histoldgicos de cérvice uterina;- Analisar a frequéncia de intensidade de expressdo dos marcadores
identificados e correlacionar com os achados histopatolégicos em cérvice uterina e a

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagado/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@ propp.ufms.br
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Continuacao do Parecer: 2.685.400

deteccdo de HR-HPV.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Conforme o pesquisador:

Riscos: As informacdes citadas no questionario sécio-epidemiolégico serdo estritamente confidenciais e ndo
havera identificacdo nominal, sendo apenas utilizadas como resultado geral, ou seja, contando todas as
participantes do estudo e nao individualmente. A coleta de sangue sera executada totalmente livre de
contaminantes, por Bioquimicos experientes neste procedimento e participantes do projeto. Sera realizada a
puncdo venosa do antebrago, por procedimento padrdo em tubo de coleta a vacuo e com material estéril e
descartavel. Normalmente né@o ha risco algum envolvendo este procedimento. Os possiveis desconfortos, se
ocorrerem, séo relacionados a retirada do sangue, como extravasamento de sangue e/ou dor no local da
picada da agulha. O participante podera notar uma mancha arroxeada no local da puncéo que regride apés
3 ab dias.

Beneficios: Caso seja do interesse da participante poderéa receber os resultados da anélise, no entanto, é
possivel que este estudo ndo traga beneficios diretos a participante. Mas ao final desta pesquisa, as
informacdes que ela gerar, podera trazer beneficios a outras pessoas envolvendo um melhor diagnéstico e
acompanhamento das futuras pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa com relevancia cientifica e social, abordando questédo sensivel a realidade da populacéo feminina.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Apresentacdo dos seguintes documentos obrigatérios:

1) declaracéo de infra-estrutura e autorizacéo para uso do laboratério;

2) autorizacdo do Hospital do Cancer;

3) declaracéo do pesquisador (membro da equipe) do hospital do Cancer;
4) questionario para coleta de dados;

5) cronograma e or¢gamento;

6) TCLE.

Recomendacgdes:
Corrigir contato do CEP no TCLE. O correto é telefone 3345-7187 e e-mail cepconep.propp@ ufms.

Enderego: Pré Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagao/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@ propp.ufms.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apbs andlise e deliberacédo, o Colegiado manifesta-se pela aprovacéo do projeto.
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1107936.pdf 14:53:44
Declaracéo de declaracao_infra.pdf 10/04/2018 |Marco Antonio Aceito
Instituicéo e 14:51:13 |Moreira Puga
Infraestrutura
Outros Autorizacao_HCB. pdf 10/04/2018 |Marco Antonio Aceito
14:50:08 _|Moreira Puga

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 10/04/2018 |Marco Antonio Aceito
14:49:12 |Moreira Puga

Outros Coletanea_docs_coparticipante.pdf 09/04/2018 |Marco Antonio Aceito
14:58:42 |Moreira Puga

Projeto Detalhado / |Projeto.doc 09/04/2018 [Marco Antonio Aceito

Brochura 14:55:14 |Moreira Puga

Investigador

Outros Questionario.doc 09/04/2018 |Marco Antonio Aceito
14:54:43 |Moreira Puga

TCLE / Termos de |TCLE.doc 09/04/2018 [Marco Antonio Aceito

Assentimento / 09:43:22 |Moreira Puga

Justificativa de

Auséncia

Orcamento Orcamento.doc 09/04/2018 |Marco Antonio Aceito
09:42:36  |Moreira Puga

Cronograma Cronograma.doc 09/04/2018 [Marco Antonio Aceito
09:41:41 _|Moreira Puga

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Enderego:
Bairro: Caixa Postal 549

UF: MS Municipio:
Telefone: (67)3345-7187 Fax:

CAMPO GRANDE
(67)3345-7187

Pré Reitoria de Pesquisa e Pos Graduagdo/UFMS

CEP: 79.070-110

E-mall:

bioetica@ propp.ufms.br
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CAMPO GRANDE, 30 de Maio de 2018

Assinado por:
Edilson José Zafalon
(Coordenador)
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