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RESUMO

O céancer de colo uterino é o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres no
mundo. A migracdo celular € um evento chave na resposta inflamatoria de qualquer
etiologia, incluindo o cancer. Ja& demonstramos alteracdes no numero e funcdes de
neutrdfilos circulantes em pacientes com cancer invasivo de colo uterino, comparado ao
grupo controle e grupo em estadiamentos iniciais. Neste Gltimo grupo, houve aumento na
migracdo dos neutrofilos apos cirurgia, sugerindo a producdo de mediadores pelas células
tumorais, capazes de inibir a migracdo das células circulantes. Para testar esta hipotese, foi
avaliada a migracdo de neutréfilos normais apds incubacdo com soro de pacientes com
neoplasia de colo uterino em diferentes estadiamentos: carcinoma in situ ou neoplasia
intraepitelial cervical de alto grau (Grupo NIC, n=5), carcinoma microinvasivo (n=5) e
carcinoma invasivo (n=5). Neutréfilos obtidos de voluntarias sadias (n=15) foram tratados
com diferentes concentragdes (0,5%, 5% e 50%) de soro obtido de pacientes ou soro
heter6logo normal (50%). A migracdo das células foi avaliada em microcamara de
quimiotaxia em resposta aos estimulos fMLP, LTB4 e IL-8. Em todos os grupos de
pacientes foi observada reducdo, concentracdo-dependente, da migracdo dos neutrofilos
frente aos quimioatraentes, atingindo a maxima inibicdo apds incubacdo com soro a 50%,
comparado a menor concentracdo. Mais importante, a incubacdo de neutrofilos normais
com soro heter6logo normal (n=7) ndo alterou a capacidade de migracdo dessas células,
embora a mesma concentracdo de soro obtido dos grupos de pacientes com neoplasia de
colo uterino tenha promovido completa inibicdo da migracdo de neutréfilos do grupo
controle (p<0,05). Mediadores circulantes como citocinas e Oxido nitrico (NO) podem
reduzir a migracdo de neutréfilos para o sitio inflamatério. Assim as concentragfes séricas
de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 e de metabolitos de NO foram quantificadas no soro obtido
do grupo controle (n=29) e de pacientes (n=45) com neoplasia de colo uterino, e em
sobrenadantes da cultura de neutréfilos (24h) e células mononucleares (48h), previamente
estimulados com LPS (1pg/ml). Houve aumento de IL-6 (p<0,01) e IL-8 (p<0,05) e de
TNF-a (p=0,086) no grupo total de pacientes (n=45) comparado ao grupo controle (n=13),
sendo o aumento de IL-6 (p<0,05) e IL-8 (p<0,05) também detectado no grupo invasivo
(n=22). No sobrenadante da cultura de neutréfilos foi observada maior producéo de I1L-10
(p<0,05) e TNF-a (p=0,057) no grupo de pacientes (n=11) comparado ao grupo controle
(n=7), e também no grupo Invasivo (n=5; p<0,05). N&o foi observado aumento
estatisticamente significativo de metabodlitos de NO no soro do grupo total de pacientes
(p=26) comparado ao controle (n=29). Porém, a analise por estadiamentos demonstrou
aumento significativo para o grupo microinvasivo (n=4; p<0,05). Nos sobrenadantes da
cultura de leucocitos houve produgdo diferencial de NO, isto é, em neutrdfilos foi
observada reducéo nas concentragdes de nitrito no grupo total de pacientes (n=11; p<0,01)
e nos estadiamentos NIC e Invasivo (p<0,05), enquanto que na cultura de células
mononucleares houve aumento das concentra¢fes de NO tanto no grupo total de pacientes
(n=11; p<0,01) quanto nos estadiamentos NIC e Invasivo (p<0,05). Para reforcar esses
resultados, a funcdo quimiotatica de neutréfilos normais e producdo de mediadores foram
avaliadas também ap0s tratamento cirdrgico. A incubagdo de neutrofilos normais (n=5)
com soro de pacientes do grupo NIC, apés tratamento cirdrgico, promoveu significativa
migracdo de neutréfilos ao fMLP, LTB, e IL-8 comparado a migracdo aleatoria,
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demonstrando restauracdo da capacidade quimiotatica. As concentracfes séricas de TNF-a
(p=0,052), IL-6, IL-8 e IL-10 (p<0,05) apresentaram-se reduzidas no grupo apos
tratamento cirdrgico comparado ao pré-tratamento (n=19), com diferencas também
observadas no grupo NIC para IL-6 (p<0,05) e IL-8 (p=0,076), bem como no Invasivo para
IL-10 (p=0,073). As concentraces de NO também foram reduzidas no grupo total (n=26;
p<0,05) e grupo NIC (n=13; p<0,05) no poés-tratamento comparado aos seus respectivos
grupos pre-tratamento. N&o foram detectadas alteracfes na producéo de citocinas e NO nos
sobrenadante da cultura de neutréfilos e células mononucleares pds-tratamento comparado
aos grupos pré-tratamento. Em conjunto, os resultados demonstram que pacientes com
neoplasia de colo uterino, mesmo em estadio pré-invasivo, produzem mediadores
circulantes como IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a ¢ NO, capazes de inibir a migra¢do de
neutréfilos para o sitio inflamatério. Esses mediadores podem ser produzidos por
leucdcitos circulantes, e possivelmente pelas células tumorais, visto que a retirada do
tumor reverte os efeitos observados. Ainda os dados indicam um comprometimento da
resposta inflamato6ria em fases iniciais da doenca.

Palavras-chave: neoplasia de colo uterino; estadiamento tumoral; neutréfilo; migracao

celular; citocinas; 6xido nitrico
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ABSTRACT

Uterine cervical cancer is the second most common cancer in women worldwide. Cell
migration is a key event in the inflammatory response of any origin, including cancer. We
have previously demonstrated alterations in the number and function of circulating
neutrophils in patients with invasive cervical cancer, compared to control group and with
patients at initial stages of disease. In the latter group, there was an increase in migration
of neutrophils after surgery, suggesting that tumor cells could be producing inhibitory
soluble mediators on the migration of circulating cells. To test this hypothesis, it was
evaluated the migration of control neutrophils after incubation with serum of cervical
neoplasia patients at different stages: carcinoma in situ or high grade cervical
intraepithelial neoplasia (CIN group, n=5), microinvasive (n=5) and invasive carcinoma
(n=5). Neutrophils obtained from healthy volunteers (n=15) were treated with different
concentrations (0.5%, 5% and 50%) of serum obtained from patient or heterologous
normal serum (50%). The migration of cells was assessed in a microchemotaxis chamber
assay in response to the stimuli fMLP, LTB, and IL-8. In all patient groups it was
observed, in a dose-dependent way, reduced neutrophil migration to the chemoattractants,
reaching maximum inhibition after incubation with 50% serum compared to the lowest
concentration. More relevant, incubation of control neutrophils with normal heterologous
serum (n=7) did not alter the migratory capacity of these cells, although the same
concentration of serum obtained from all patient groups completely inhibited the
migration of control neutrophils (p<0.05). Since circulating mediators such as cytokines
and nitric oxide (NO) may reduce neutrophil migration to the inflammatory site, the
serum concentrations of TNF-a, IL-6, IL-8 and IL-10 and NO metabolites were
quantified in serum samples obtained from control (n=29) and patients with cervical
neoplasia (n=45), and also in the culture supernatants of neutrophils (24h) and
mononuclear cells (48h), previously stimulated with LPS (1pg/ml). Elevated serum
concentrations of IL-6 (p<0.01) and IL-8 (p<0.05), and TNF-a (p=0.086) were found in
patients (n=45) compared to controls (n=13), also detected in the invasive group (n=22)
p<0,05) than controls. In the supernatants of neutrophils, it was detected higher
production of 1L-10 (p<0.05) and TNF-a (p=0.057) in patients (n=11) than controls (n=7)
and also in the invasive group (n=5; p<0.05). No significant differences were detected in
NO metabolites in serum samples of patients (p=26) compared with controls (n=29), but
the analysis by staging showed a significant increase for the microinvasive group (n=4;
<0.05). In the supernatants of leucocytes, a differential production of NO was observed.
Neutrophils showed reduced concentrations of nitrite in patients (n=11; p<0.01) and also
in CIN and Invasive groups compared to controls (p<0,05), while increased
concentrations of nitrite were found in the culture supernatants of mononuclear cells in
both the total group of patients (n=11; p<0.01) and in CIN and Invasive groups (p<0.05).
To strengthen these data, the chemotactic function of neutrophils and the production of
mediator was also evaluated after surgical treatment. Control neutrophils (n=5) incubated
with serum obtained from NIC group after surgery had significant migration towards
fMLP, LTB; and IL-8 than random migration, demonstrating restoration of the
chemotactic ability. Serum concentrations of TNF-a (p=0.052), IL-6, IL-8 and IL-10
(p<0.05) were reduced after surgery compared to pretreatment (n=19). These differences
were also detected in NIC group for IL-6 (p<0.05) and IL-8 (p= 0.076), and for IL-10
(p=0.073) in the Invasive group. The concentrations of NO metabolites were also reduced
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in patients (n=26; p<0.05) and NIC group (n=13; p<0.05) after treatment compared to the
pre-treatment levels. No significant alterations were detected in the production of group
cytokines and NO in the culture supernatants of neutrophils and mononuclear cells,
considering surgical treatment. Taken together, the results demonstrate that patients with
cervical uterine neoplasia, apart from pre-invasive stage, produce circulating mediators
such as IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a and NO, able to inhibit the migration of neutrophils to
the inflammatory site. These mediators can be produced by circulating leucocytes, and
possibly by tumor cells, since their removal reverted the reported events. Moreover, data
indicate an impairment of inflammatory response at very early stages of cervical cancer.

Keywords: cervical cancer, tumor staging, neutrophils, cell migration, cytokines, nitric
oxide.
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1. Introducao




Introducédo 21

1.1 Neoplasia de colo uterino — Etiologia e fatores de risco

Existem algumas estratégias eficazes para a prevengdo do cancer de colo uterino,
porém esta doenca continua sendo considerada um grave problema de satde publica, é o
segundo tipo de céncer mais comum entre as mulheres no mundo, responsavel,
anualmente, por aproximadamente 500 mil novos casos e pelo dbito de 230 mil mulheres
por ano (MS/INCA, 2009). As taxas de mortalidade sé&o significativamente menores que as
de incidéncia, sendo a razdo mortalidade/incidéncia de 55% (PARKIN et al., 2005). No
Brasil, esse tipo de cancer aparece como 0 terceiro mais comum na populagdo feminina,
atrés apenas das neoplasias malignas de pele do tipo ndo melanoma e do cancer de mama
(Figura 1). O nimero de novos casos de cancer de colo do Utero esperados para o Brasil
em 2008 foi de 18.680, com um risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres.
Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo uterino é o tipo mais
incidente na Regido Norte (22/100.000 mulheres) e o segundo mais fregiiente nas Regides
Sul (24/100.000 mulheres), Centro-Oeste (19/100.000 mulheres) e Nordeste (18/100.000
mulheres). Em Minas Gerais e Belo Horizonte, a taxa estimada para o cancer cervical, para
0 ano de 2008, foi de 13,48 casos para cada 100 mil mulheres (MS/INCA, 2009).

A incidéncia do cancer de colo uterino torna-se evidente na faixa etéaria de 20 a 29
anos e o risco aumenta rapidamente até alcangar um pico geralmente entre 45 e 49 anos
(MS/INCA, 2009). Estudos em paises onde existe uma excelente taxa de notificacdo para o
carcinoma in situ mostram que o pico desta lesdo ocorre 20 a 30 anos mais cedo do que 0
cancer invasivo, € a maior parte dos casos de carcinoma in situ ocorrem na idade

reprodutiva, entre 15 e 50 anos (ALEIXO NETO, 1991).
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Fonte: M5/Instituto Nacional de Cancer - INCA

Figura 1. Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2008, exceto pele ndo melanoma, na populacéo
brasileira. Fonte: MS/INCA 2009
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Figura 2. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia da neoplasia de colo uterino por 100 mil

mulheres, estimadas para o ano de 2008, segundo a Unidade da Federagdo. Fonte: MS/INCA
20009.
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A etiologia da neoplasia do colo uterino ainda ndo estd totalmente esclarecida,
porém desde a década de sessenta, tem-se relacionado esta neoplasia com agentes
infecciosos de transmissdo sexual (BAUER et al, 1999; MUNZO et al, 1994). Dentre os
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de colo uterino destaca-se a infeccdo
pelo papiloma virus humano (HPV), pois em 99,7% das neoplasias invasivas do colo
uterino ¢é detectado DNA do HPV (PEREYRA et al., 2003), principalmente dos tipos de
HPV 16, 18, 31 e 33 (ELUF-NETO et al., 1994).

Além do HPV, outros fatores de risco sdo identificados para o cancer de colo de
utero, tais como: tabagismo (diretamente relacionado a quantidade de cigarros fumados),
baixa ingesta de vitaminas, multiplicidade de parceiros sexuais, iniciacdo sexual precoce,
higiene intima inadequada e uso prolongado de contraceptivos orais. A prevencao primaria
do cancer do colo de Gtero pode ser realizada por meio do uso de preservativos durante a
relacdo sexual, uma vez que a préatica de sexo seguro € uma das formas de evitar o contéagio
pelo HPV (MS/INCA, 2009).

A principal estratégia utilizada para deteccdo precoce da doenca (estima-se uma
reducdo de cerca de 80% da mortalidade por este cancer através do rastreamento de lesdes
precursoras ou de carcinoma in situ), no Brasil, é através da realizacdo do exame de
Papanicolaou. Este teste, combinado com o teste de HPV colhido por profissional de
salde, mostrou ser a estratégia mais efetiva (maior numero de casos detectados) para a
deteccdo precoce da neoplasia de colo uterino, em um estudo de custo-efetividade
realizado pelo INCA. Porém, pelo seu alto custo, torna-se incompativel com a realidade
brasileira (INCA, 2009).

A transformacdo maligna do epitélio do colo uterino, normalmente, € um processo

lento, que passa pelos estadios (facultativo) de displasia e carcinoma in situ (neoplasia
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intraepitelial cervical, NIC I, 1l e Ill), até o carcinoma invasivo. A maioria das neoplasias
cervicais invasivas (90-95%) deriva do epitélio escamoso e 2-8% do epitélio colunar. Por
definicdo, a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) é pré-invasiva e limitada ao epitélio.
Existem trés estadios de desenvolvimento. O primeiro € a transicdo de NIC Il a NIC IlI,
quando a possibilidade de reversdo da displasia € menor. O segundo é o inicio do
crescimento invasivo (estadio 1A1) com invasao estromal microscopica inferior a 5 mm de
profundidade e 7 mm de largura do estroma cervical subjacente. Apesar da diferenca na
classificacdo de ndo-invasivo e microinvasivo, esses estadios possuem conduta terapéutica
semelhante. A terceira € a transformacdo de microcarcinoma (estadio A1) para doenca
franca (estadio 1B), invadindo além do Utero, mas nao a parede pélvica ou o terco inferior
da vagina, quando a lesdo desenvolve potencial metastatico (SELLORS et al., 2003).

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa fase de
doenca pré-invasiva. Pela analise microscopica, varios eventos celulares ocorrem que vao
caracterizar a progressdo das neoplasias cervicais, estes vao desde a atipia celular e a graus
variados de displasia antes de chegar ao carcinoma invasivo. O conceito e a caracterizagdo
das lesbes pré-neoplasicas do colo uterino iniciou ao fim do século XIX, quando foram
observadas amostras teciduais da cérvice que apresentavam areas de alteracdes epiteliais
atipicas adjacentes as areas invasivas. A terminologia carcinoma “in situ” (CIS) foi
utilizada pela primeira vez em 1932 por Broders, para indicar aquelas lesdes em que as
células atipicas e indiferenciadas ocupavam a toda a espessura do epitélio, sem romper a
membrana basal. Posteriormente a essas observacoes, € que se verificou a associa¢ao entre
0 carcinoma in situ e a neoplasia invasiva. E somente no final dos anos 50 é que o termo
displasia foi utilizado para designar a atipias no tecido epitelial cervical que se mostravam
intermediarias entre o epitélio normal e o carcinoma “in situ” (REAGAN et al., 1953). Um

sistema de nomenclatura em classes foi criado a partir de varios estudos de
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acompanhamentos citolégicos, colposcopicos e histologicos, de pacientes com lesdes
cervicais, sendo possivel estabelecer uma correlagdo direta entre o grau de
comprometimento da espessura do epitélio cervical com a progresséo das lesdes. Com base
nos dados supracitados, Richart em 1986, sugeriu que o termo neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) fosse utilizada para indicar uma variedade de atipia celular, porém, limitada
a espessura do epitélio. Com isso, a NIC foi dividida em graus I, Il e 1ll. A NIC I
correspondia a0 mesmo grau de comprometimento da displasia leve, a NIC Il ao da
displasia moderada e a NIC 1l a displasia grave e carcinoma in situ (MAGGI et al., 1989).
Na década de 80 algumas alteracdes celulares observadas com frequéncia em cortes
histoldgicos de lesBes cervicais, tal como a coilocitose ou atipia coilocitica, foi associada a
infeccdo do papiloma virus humano. Coildcitos sdo células atipicas resultantes dos efeitos
citopatologicos dos virus HPVs sobre as células infectadas. Essa alteracdo é caracterizada
por um halo ou auréola perinuclear com bordas bem delimitadas, a presenca desta alteracdo
ja caracteriza uma infeccdo por HPV, portanto, a coilocitose é um efeito patognémonico do
virus nas células hospedeiras. Estas descobertas propiciaram na préxima década, a criagdo
de um sistema de classificacdo histologica simplificada em dois graus da lesdo: NIC de
baixo grau que incluia anomalias compativeis com atipia coilocitica e lesdes de NIC | e
NIC de alto grau que compreendia a NIC 11 e I1l. Dessa forma, as lesdes caracterizadas de
alto grau foram consideradas como sendo as precursoras da neoplasia invasiva (RICHART,
1990). No ano de 1988, o Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos realizou um
simposio para tentar padronizar nomenclatura para os diagnosticos de citopatologia
cervical (Relatorio do Simpdsio de NIC, 1989; SOLOMON, 1989; KURMAN et al.,
1991). Apos trés anos, um novo encontro foi realizado, e as sugestdes e as observacoes
destes dois simposios ficaram conhecidas como Terminologia do Sistema de Bethesda

(TSB) (Relatorio do Simpdsio de NIC, 1992). A criacdo da Terminologia do Sistema de
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Bethesda foi baseada em dados citoldgicos, porém pode também ser usado para
caracterizacdo de cortes histoldgicos, pois agora se passou a incluir ao grau da lesdo (baixo
ou alto) o tipo de epitélio (escamoso), entdo a partir do simposio de 1991, foi instituido o
termo: lesdo intraepitelial escamosa (SIL), sendo esta nomenclatura dividida em duas
classes de acordo com o grau da lesdo: lesdes de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL)
(KURMAN et al., 2004). A classificacdo de TBS também inclui altera¢Ges coilociticas e
NIC de baixo grau (NIC I) em LSIL, enquanto a HSIL compreendem NIC mais avancada,
como NIC Il e IlIl. O termo lesdo se manteve, pois as alteracdes citopatoldgicas e
morfologicas, ndo necessariamente indicam ou identifica um processo neoplasico
(KURMAN et al., 1994). Em 2001, uma nova reunido de Bethesda foi realizada, e mais
alteracdes foram realizadas na TSB (SOLOMON et al., 2002; EVANS, et al., 2006; LEE
et al., 2006). A principal modificacdo em relacdo as células escamosas alteradas ocorreu
com a divisdo do termo ASCUS. A idéia era criar uma terminologia universal das
alteracbes ocorridas no colo uterino, porém sem deixarem de incluir algumas alteragdes
citologicas atipicas, ou seja, possuem alteracdes reativas (atipias) que fazem lembrar ao
mesmo tempo alteracdo encontras em LSIL. Estas células foram caracterizadas em duas
novas subcategorias: a ASC-US (atipias de células escamosas de significado
indeterminado) e a ASC- H (atipia de células escamosas ndo podendo excluir leséo de alto
grau) (SHERMAN et al., 2006; LEE et al., 2006). Segundo Souza et al., (2004), as células
atipicas de significado indeterminado tem importancia clinica quando seguida entdo da
letra H, indicativa de suspeita de HSIL. Permaneceram os termos: LSIL (compreendendo
displasia leve/l NIC | e alteragdes celulares associadas ao HPV) e HSIL (displasia

moderada/NIC Il, displasia severa, carcinoma in situ/NIC 111) (SOLOMON et al., 2002).
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1.2. Resposta Inflamatdéria

A inflamagdo € uma resposta do organismo a diversos agentes lesivos, como por
exemplo microorganismos, queimaduras, trauma fisico ou células tumorais (DEJANA et
al., 1995). Os neutrofilos, também denominados leucocitos polimorfonucleares, gracas aos
seus nucleos morfologicamente diferenciados e multilobulados, sdo os mais numerosos
dentre os granuldcitos presentes no sangue periférico, representando cerca de 50-60% dos
leucdcitos circulantes. Estas células respondem rapidamente aos estimulos quimiotaticos,
realizam funcdes fagocitarias e é a populacdo celular principal na resposta inflamatéria
(ABBAS et al., 1995). Apos sua migracdo, os neutréfilos sdo ainda capazes de liberar mais
mediadores, 0 que promove a amplificacdo da resposta inflamatéria (HEIT et al., 2002). O
recrutamento de neutréfilos para o local da inflamacéo envolve uma seqliéncia de eventos
(ativacdo, rolamento, adesdo e transmigracdo), coordenada por moléculas de adesdo
expressas na superficie dos leucécitos e das células endoteliais, envolvidas na interacdo

leucdcito-endotélio (Figura 3).

MICHELI, D. C., UBERABA 2009



Introducédo 28

Activatitig substances . 1
released by bacteria and Lipopolysaccharides,
damaged tissues interleukin-1, and
& Yo v K v ;\_\ : Iumo'mosi’s fmg

\ A ) : &~ f* ) i e Y ’: Cs:;'.".
\ i 2 . T ? 2 P.,.' Be o
: . ey : -—ql_;ég:fokmeé;.'_ =
P Y. ol istamine,
J « o 4 p:g;i, staglandins,
..@‘ ' ol . andleukotrienes.
et ; : : giﬁar‘lddasﬂilcti.o.n g ! n W __.‘.’ . o MRS
| : § f | ofCab-costodBactoria ' 0 & |
- .l A . VM__-_ dey . Lids ! et -

Figura 3. Sequéncia de eventos envolvidos no processo de transmigracdo celular. Modificado de
Holgate ST, Church MK, Lichtenstein LM — Allergy, 2end edition, London: Mosby, 2001.

O inicio do rolamento dos neutrofilos é mediado pela ligacdo reversivel das
glicoproteinas selectinas encontradas tanto no neutréfilo como no endotélio (SPERTINI et
al., 1991; KADONO et al., 2002). Devido a expressdao de outras glicoproteinas na
superficie dos leucdcitos, denominadas de integrinas, que reconhecem moléculas de adesdo
endoteliais (familia das imunoglobulinas), ocorre a ligacdo de alta afinidade dos leucécitos
ao endotélio. A Mac-1 é reconhecida como a integrina mais relevante na maioria dos
modelos de resposta inflamat6ria com participacdo de neutréfilos, com sitios de ligacao
especificos nas células endoteliais (WAGNER et al., 1999). Entre as células endoteliais,
ocorre a transmigracdo do neutréfilo, que, para chegar ao local de lesdo tecidual, se move
em direcdo ao gradiente quimiotatico representado por um excesso de mediadores

(DITTMAR et al., 2000).
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A migracdo celular € um evento chave na resposta inflamatdria de qualquer
etiologia. Os leucocitos circulantes migram em resposta aos mediadores inflamatdrios
liberados no sitio de lesdo, como os componentes do sistema complemento (C5a), 0s
produtos derivados da via das lipooxigenases (LTB4) e as quimiocinas (COUSSENS et al.,
2002). Grande parte destes agentes quimiotaticos, como a IL-8, fMLP, LTB4 e C5a, ligam-
se aos neutrdfilos por receptores transmembrana especificos. Estes receptores ativam as
proteinas G triméricas intracelulares, iniciando a sinalizacdo que permitira a essas células
migrarem para os sitios inflamatdrios. As quimiocinas, subdivididas em quatro familias
(CXC, CC, C e CX3C), de acordo com a sequéncia de residuos de cisteina, podem
controlar a evolugdo natural da resposta inflamatoria, recrutando células efetoras
especificas. Desta forma, a continua producdo de citocinas no sitio inflamatério torna-se
importante para o desenvolvimento de uma doenca cronica, incluindo uma neoplasia
(WAHL et al., 1998).

Para manter outras funcGes importantes dos leucdcitos, como a fagocitose e
atividade microbicida, é essencial que sua capacidade de migracdo esteja preservada
(MacFADDEN et al., 1985). A fagocitose € um evento celular complexo no qual particulas
sdo reconhecidas, internalizadas e eliminadas. Consistindo na primeira linha de defesa do
organismo na remocao de microorganismos, esse processo envolve o reconhecimento de
antigenos por receptores de superficie nas células fagociticas, iniciando a polimerizacdo e a
internalizac@o de particulas externas ou organismos no fagossomo (ALLEN et al., 1996).
Além de microorganismos, a remocdo de células em apoptose ocorre por fagocitose
(FRANK et al., 1999). Na superficie do fagocito sdo expressos varios receptores capazes
de reconhecer e decodificar seus ligantes cognatos, presentes na superficie de agentes
infecciosos e células apoptoticas, e desencadear o englobamento (STUART et al., 2005).

Neste processo, ocorre interacdo de receptores de membrana com moléculas especificas
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ligantes, localizadas na superficie de particulas. O complexo ligante-receptor estimula a
reorganizacdo local do cito esqueleto de actina submembranosa, que prové forca para a
internalizacdo das particulas (KWIATKOWSKA et al., 1999). A fagocitose é seguida pela
fusdo do fagossomo com lisossomos contendo enzimas digestivas, formando o
fagolisossomo, seguindo-se a degradacédo da particula. O remodelamento e a homeostase
do ndmero de células sdo outras funcbes para as quais a fagocitose foi adaptada. Desta
forma, o excesso de células ou células danificadas, removidas durante o desenvolvimento,
esta diretamente relacionado com a apoptose ou morte programada de células (STUART et

al., 2005).

Os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas para o sitio inflamatério e
também os principais efetores da lesdo tecidual, através da producdo de proteases e radicais
derivados do metabolismo do oxigénio e nitrogénio (KEEL et al., 1997). Um possivel

papel antitumoral é proposto para os neutréfilos (KIM et a.l, 2000; KOGA et al., 2004).
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1.3. Inflamacéo e Cancer

A resposta inflamatdria normal (protetora), isto €, que promove reparacao tecidual,
¢ auto-limitada. Qualquer fator desregulador deste processo pode ser patogénico, como
acontece nas inflamacg6es crénicas e no cancer. Portanto, dependendo do contexto, as
células inflamatdrias podem ter papel benéfico e/ou prejudicial, estando envolvidas na
patogénese de diversas doengas, incluindo as neoplasias (COUSSENS et al., 2002).

Virchow, em 1863, sugeriu que o cancer se origina a partir de sitios de inflamacéao
crénica, aliado a fatores que aumentam a proliferacéo celular (BALKWILL et al., 2001). A
manutencdo desta proliferacdo em um ambiente rico em células inflamatorias, fatores de
crescimento e agentes promotores de alteracdes no DNA celular certamente promove ou
potencializa as chances do surgimento de um céncer. Durante a inflamacdo normal, as
células se multiplicam enquanto o tecido € regenerado e cessam a proliferacdo quando o
agente inflamatério ¢ removido e o tecido reparado. No entanto, se as células em
multiplicacdo contém mutacdes em seu DNA, elas continuam a proliferar em ambientes
propicios, facilitado por fatores de crescimento que dao suporte ao seu desenvolvimento
(COUSSENS et al., 2002).

Muitos tumores de origem epitelial contém leucdcitos infiltrantes no proprio
estroma (NEGUS et al., 1997) e nos liquidos neoplasicos (MANTOVANI et al., 1997). O
infiltrado inflamatorio de um tumor pode incluir populacgdes de diferentes leucocitos como
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas, eosinéfilos, mastécitos e linfocitos, todos
sendo capazes de produzir diversos tipos de mediadores (WAHL et al., 1998).

Um provavel estimulo para o recrutamento de leucécitos no microambiente tumoral

¢ a producdo local de quimiocinas (NEGUS et al., 1995). Ainda, é provavel que esses
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mediadores regulem também a migracdo da maioria de células neoplasicas humanas

(ROSSI et al., 2000).

1.4. Alteracgdes de Funcdes de Leucdcitos no Cancer

O comprometimento das func6es de leucocitos em doencas ilustra a importancia destas
células e as coloca como alvo terapéutico em diferentes condicdes. Em doencas
infecciosas, os neutrofilos desempenham um papel fundamental como células de defesa
para o controle da disseminacdo do microorganismo. Pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida apresentam infeccdes de repeticdo causadas principalmente por
fungos e bactérias. Nesses pacientes ocorre diminuicdo da capacidade de migracdo de
neutrofilos e monacitos e reducao na capacidade oxidativa dos neutrofilos (ELBIM et al.,
1995). O uso de drogas antiretrovirais melhora a resposta imune mediada por células ao
longo do tratamento, principalmente o indice de quimiotaxia, e com isso reduz a incidéncia
de infeccBes oportunistas (MASTROIANNI et al., 1999).

Pacientes com sepse de diferentes origens podem apresentar alteracfes em
funcbes de neutrdfilos (DONG et al., 1993). Foi demonstrada reducdo significativa na
funcdo quimiotatica de neutrdfilos em pacientes ndo sobreviventes, 0 que sugere que este
tipo de disfuncdo pode estar associado ao pior progndstico da sepse (TAVARES-MURTA
et al., 2002). Mediadores sistémicos como as citocinas e o Oxido nitrico (NO) estdo
envolvidos no fenémeno de inibicdo da migracdo de neutrofilos na sepse. Em modelo de
endotoxemia (TAVARES-MURTA et al.,, 2001) ou sepse induzida por ligadura e
perfuracdo cecal (BENJAMIM et al., 2000) a administracdo de inibidor seletivo da sintese
de NO, aminoguanidina, preveniu a faléncia da migracdo de neutréfilos, demonstrando a

participacdo do NO na inibi¢do da migracdo de neutrofilos (TAVARES-MURTA et al.,
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2001; BENJAMIM et al., 2000). Em reforco, concentracdes plasmaticas de citocinas,
quimiocinas e NO estdo aumentadas na sepse humana (GOGOS et al., 2000; TAVARES-
MURTA et al.,, 2001) e a administracdo de fator de necrose tumoral (TNF)-o ou
interleucina (1L)-8 inibe a migracéo de neutrdfilos para o sitio inflamatério por mecanismo
sensivel aos inibidores de NO sintase (TAVARES-MURTA et al., 1998).

Pacientes com cancer também podem apresentar aumento na incidéncia e/ou
gravidade de infec¢Oes, provavelmente causados por alteracGes nos mecanismos de defesa
do hospedeiro e/ou por drogas utilizadas no tratamento da mesma (PICKERING et al.,
1978). Em pacientes com cancer gastrointestinal, foi observada reducdo da funcéo
quimiotética de neutréfilos, comparada a voluntarios sadios no momento do diagndstico
(DUIGNAN et al.; 1986). Neutréfilos obtidos do sangue de pacientes com cancer de
pulmdo apresentam reduzida atividade citotoxica, demonstrada mediante a reducdo da
producdo de radicais superoxidos por essas células (HARA et al., 1992).

Em mulheres com céancer ginecol6gico de diferentes origens, incluindo o colo
uterino, foi encontrada reducéo na producdo de radicais superdxidos, ja em estadios iniciais
e de forma mais marcada com a evolucdo da doenca. Ndo esta claro se as alteracBes na
producdo de superdxidos apresentam relacdo causal ou se seriam consequéncia do
desenvolvimento da doenca (POKA et al., 2000). Neste contexto, um estudo prospectivo,
que avaliou funcdes de neutrofilos e mondcitos em pacientes com cancer de mama,
demonstrou que, apds seguimento de 3 anos, o grupo com alteragBes funcionais detectadas
no momento do diagndéstico revelou pior prognéstico (LUKAC et al., 1994).

Em pacientes com infeccédo pelo HPV, a taxa de regressdo de lesdes intraepiteliais
de baixo grau associadas ao virus foi dependente da atividade das células “natural killer”
(NK). Mulheres com resposta reduzida de citotoxicidade natural apresentavam displasias

persistentes enquanto pacientes com lesdes que regrediram tinham aumento significante da
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atividade de células NK durante o acompanhamento (GARZETTI et al., 1995). Além
disso, foi descrita reducdo no numero de células de Langherans em lesbes pré-malignas
positivas para HPV 16 e 18, sugerindo que fatores induzidos pelos virus podem levar a
reducdo da apresentacdo antigénica na area infectada pelo HPV (THORLAND et al.,
2000).

Recentemente demonstramos alteracbes no numero e fungdes de neutréfilos
circulantes obtidos de pacientes com cancer invasivo de colo uterino, comparado ao grupo
em estadiamentos iniciais (lesdo pré-invasiva e microinvasiva) e ao grupo controle,
sugerindo a participacao dos neutrdfilos na resposta imune contra o cancer de colo uterino.
Ainda, no grupo em estadiamento ndo invasivo/micro-invasivo, a retirada cirurgica do
tumor aumentou a migracdo dos neutrofilos, sugerindo que as células tumorais poderiam
estar produzindo mediadores solUveis capazes de inibir a migracdo das células circulantes

(FERNANDES Jr et al., 2007).
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Pacientes com neoplasia de colo uterino, inclusive em estadiamentos iniciais,
produzem fatores circulantes capazes de inibir a migracdo de neutréfilos para o sitio

inflamatorio.
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Avaliar mecanismos envolvidos na reducdo da fungdo quimiotatica de
neutrofilos em pacientes com neoplasia de colo uterino, através dos seguintes

procedimentos:

1. Avaliacdo do efeito do soro de pacientes com neoplasia de colo uterino em
diferentes estadiamentos sobre a migracdo de neutréfilos normais, pré e apos

tratamento cirdrgico;

2. Quantificacdo da producdo sistémica de mediadores TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10 e

NO em diferentes estadiamentos, nos periodos pré e apos tratamento cirirgico;

3. Quantificagdo da producdo de mediadores TNF-o, IL-6, IL-10 e NO em
sobrenadantes da cultura de neutréfilos e células mononucleares em diferentes

estadiamentos, nos periodos pré e ap6s tratamento cirdrgico.
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4.1. Pacientes e Controles

Foram estudadas pacientes atendidas no Ambulatério de Oncologia Ginecologica
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), com diagnostico de lesdo
neoplasica de colo uterino, em diferentes estadiamentos da doenca: grupo Nao Invasivo
(NIC), grupo Microinvasivo e grupo Invasivo. O diagnéstico foi realizado através de
historia, exame clinico e ginecoldgico (incluindo toque retal para avaliacdo de
paramétrios), citologia oncética e colposcopia, e confirmado por bidpsia de colo uterino.

O estadiamento foi baseado nas regras da Federacdo Internacional de Ginecologia
e Obstetricia (FIGO), um sistema de classificacdo clinica baseado no tamanho do tumor e
extensdo da doenca na pelve, em que o grau do crescimento da neoplasia é avaliado
clinicamente e pela utilizacdo de outros exames para categorizar os estadios da doenca de |
a IV. O estadio | corresponde ao tumor localizado ao colo uterino (sendo classificado como
Microinvasivo estadios 1ALl ou 1A2), enquanto que o estadio IV corresponde a fase de
crescimento na qual a neoplasia se disseminou a 6rgédos a distancia por metastase. Lesdes
pré-invasivas correspondem ao estadio 0 (zero) ou NIC (carcinoma in situ) (BENEDET et
al., 2000). Foram considerados critérios de exclusdo pacientes submetidas a tratamento
anterior ou em uso de drogas imunossupressoras.

Os controles foram mulheres voluntarias sadias, isto €, sem doenca diagnosticada,
que ndo foram submetidas a tratamento de doencas relacionadas ao colo uterino nos
ultimos 5 anos, e que ndo estiveram em uso de droga imunossupressora, abordadas quando

da realizagéo da coleta de sangue.
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(Protocolos nimeros 445, 933 e¢ 1054 ). O “Termo de Esclarecimento ¢ Consentimento

para participacdo da pesquisa” foi lido e assinado pelas voluntarias e pacientes (Anexo I).

4.2. Coleta de Sangue

Foram coletadas amostras de sangue venoso periférico de pacientes com neoplasia de
colo uterino em diferentes estadiamentos, utilizando material descartavel e esterilizado,
seguindo todos os principios de assepsia, em dois momentos distintos: (1) apds diagndstico
e antes de qualquer tipo de tratamento, (2) 30 a 60 dias apés cirurgia.

Em cada tempo foram coletadas duas amostras contendo 5 mL de sangue/amostra,
sendo uma sem anticoagulante, utilizada para a coleta de soro, e outra com heparina (100
U/mL) utilizada para purificagdo de neutréfilos.

O mesmo procedimento técnico foi realizado para a coleta de sangue das voluntérias

sadias, em um sé tempo.
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4.3.Avaliacdo da funcéo quimiotatica de neutrdfilos circulantes

4.3.1. Obtencdo e preparo dos neutrofilos circulantes

Os neutrofilos presentes no sangue venoso coletado de controles foram isolados
através do meio Histopaque (densidade 1,119), utilizado de acordo com as instru¢des do
fabricante (Sigma Chemical, St. Louis, MO). O sangue coletado foi adicionado a um tubo
contendo Histopaque, na proporcdo de 5,0 ml sangue/4,5 ml Histopaque. Os tubos foram
centrifugados (150 x g), em temperatura ambiente, até a completa separacdo das bandas
celulares (Figura 4). A camada de neutrofilos foi coletada com o auxilio de micropipeta, e,
a sequir, as células foram lavadas com meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) contendo soro albumina bovina (BSA) 0,01%, por meio de centrifugagdo (150
X g, 10 min, temperatura ambiente), procedimento que foi repetido outras duas vezes. Em
seguida, as células foram ressuspensas em 1,0 ml do mesmo meio. A viabilidade celular foi
avaliada pela técnica de exclusdo com azul de tripan, sendo utilizadas amostras com mais
de 95% de viabilidade.

Foi realizada a contagem total e diferencial das células purificadas. Para a
contagem total, 20 ul da solugdo de células foram adicionados a solugédo de Turk (400 pl),
e as células foram contadas em camara de Neubauer. A citologia diferencial foi feita em
lamina preparada com 20 ul da solugéo de celulas em citocentrifuga (150 x g, 5 min, Cito-
Spin). A lamina foi corada (corante de Rosenfeld) e observada em microscopio de luz com
objetiva em 6leo de imersao (100x). Foram contadas 100 células, diferenciando-se os tipos
celulares; mononucleares, neutrofilos, eosindfilos e basofilos. Uma solucdo final de

neutr6filos foi preparada contendo 2 x 10° neutréfilos/ml RPMI-BSA.
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Figura 4. Separagdo de leucocitos a partir do sangue total contendo anticoagulante. A. Tubos de
centrifuga mostrando as camadas das subpopulagdes de leucécitos isolados; B. Esquema demonstrativo
da purificacéo de células mononucleares.

4.3.2. Tratamento de neutréfilos normais com soro de pacientes

Para avaliar um possivel efeito do soro obtido de pacientes com neoplasia de colo
uterino sobre a funcdo quimiotatica de neutrofilos normais, estas células purificadas foram
incubadas na presenca de soro diluido em RPMI-BSA (concentragdes 0,5%, 5% e 50%)
durante 30 minutos, a 37° C e 5% de CO,. Esse procedimento foi realizado com soro
obtido de pacientes antes e apds tratamento cirdrgico. Como grupo controle, células
obtidas de mulheres normais foram também incubadas com soro heterélogo normal,
seguindo 0 mesmo procedimento. Apos esse tempo foi realizado o ensaio de quimiotaxia

utilizando a microcdmara de quimiotaxia (Figura 5).
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4.3.3. Ensaio de quimiotaxia

A quimiotaxia foi efetuada em microcamara de 48 pocos (Neuro Probe, Cabin
John, MD), separados por membrana de policarbonato com poros de 5 [Im de didmetro
(Figura 5). Na camara inferior, foram colocados 28,5 [11 do meio de cultura RPMI-BSA
0,01% (controle) ou de um dos estimulos quimiotaticos: fMLP, LTB, ou IL-8, diluidos em
RPMI-BSA.

Foi realizado um ensaio inicial para avaliar o grau de migracdo de neutrdfilos
induzida por diferentes concentragdes dos estimulos quimiotaticos. Para isso, foram
utilizados neutrdfilos obtidos de voluntarias sadias e foi quantificada a resposta
quimiotatica de neutréfilos frente a diferentes concentracdes (10%, 107 e 10°M) das
substancias quimioatraentes. A Figura 6 mostra o nimero de neutréfilos emigrados em
resposta ao fMLP, LTB, e IL-8, sendo que a concentracdo de 107 M foi selecionada para
uso nos demais experimentos.

Uma solugdo (50 1) de células purificadas (1,0 x 10° células/ml) tratadas com
soro de pacientes com neoplasia de colo uterino ou soro normal foi colocada na camara
superior. O ensaio foi feito em duplicata para cada uma das concentracBes. As camaras
foram incubadas por 60 min, a 37°C e 5% CO,. Em seguida, a membrana de policarbonato
foi removida, fixada e corada (kit de coloracdo Hema 3 Stain set, Biochemical Sciences,

Bridgeport, NJ).
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O numero de células emigradas para a parte inferior do filtro foi contado
(objetiva 100x) em 10 campos aleatorios (Prancha 1). Os resultados foram expressos com
namero de neutrofilos por campo. As células que migraram em direcdo aos estimulos
quimiotéticos foram consideradas como migracdo direcionada, e as células que migraram
em direcdo a0 RPMI foram caracterizadas como controle (migragdo randomizada ou

aleatoria).

ﬁ, o .

'!" ’ o _,Infenor - 285 pL de meio RPMI ou
i estimulos quimiotaticos (EVLP,
o LTB, e IL-8)

v
€

A

Superior — 50uL de neutréfilos (108 = @ 9
celulas) @

@ o

L Ifembrana de silicone

Figura 5: MicrocAmara de quimiotaxia: os neutréfilos (1 x 10° células/ml) foram colocados na
camara superior e os estimulos quimiotaticos (10'M) fMLP, LTB4 e IL-8 na cAmara inferior.
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Figura 6. Curva dose-efeito do nimero de neutréfilos emigrados. As barras indicam a migracdo de
neutréfilos, obtidos de voluntarias, em resposta a diferentes concentracdes (10® 107 ou 10 M) de fMLP,
LTB, ou IL-8. O meio de cultura RPMI foi utilizado como controle. *p<0,01, **p<0,001 comparado ao
RPMI (ANOVA + Teste de Bonferroni).
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Prancha 1.
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Foto 1. Neutrofilos Purificados com Meio Histopaque 1119 (coloracdo de Rosenfeld

1000x).

Foto 2. Quimiotaxia de Neutrofilos (coloracdo de Rosenfeld 100x).

Foto 3. Quimiotaxia de Neutrofilos (coloracdo de Rosenfeld 1000x).

Microscopio OLYMPUS CH-30, Laboratério de Farmacologia, UFTM.
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4.4.  Cultura de leucdécitos para avaliagdo da producdo de mediadores inflamatorios

Para avaliar a producdo de mediadores inflamatorios por leucocitos circulantes
obtidos de controles e de pacientes com cancer de mama antes e ap0s tratamento,
neutréfilos e células mononucleares (1 x 10%ml) purificados foram estimulados ou néo
com endotoxina (LPS E.coli, 1 pg/ml) e incubados (37°C, 5% de COZ2) durante 24 e 48
horas em placas de 96 pocos. Apo6s cada tempo, as amostras foram transferidas para tubos
de centrifuga e a viabilidade celular foi determinada por exclusdo em azul de Tripan. Em
seguida, a solucdo foi centrifugada (10 min, 1500 rpm) e os sobrenadantes foram coletados
e estocados (-70°C) em amostras de 200 pl, até a dosagem dos mediadores realizada

através da reacdo de Griess ou de ensaio imunoenzimatico.

4.5. Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas

O soro dos controles e das pacientes foi obtido por centrifugacéo (1500 rpm durante
10 min) do sangue total (amostra sem anticoagulante) e estocado em aliquotas de 200ul em
freezer (-70°C), até o dia do experimento. As concentracdes de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10
nas amostras de soro ou de sobrenadantes da cultura de leucécitos foram determinadas por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para a captura de anticorpos, placas de 96
pocos foram revestidas com 50 pl /pogo do anticorpo especifico para cada uma das
citocinas acima, diluidos (1 a 3 mg/ul) em solugdo tampédo de ligacdo (Na2HPO4) e
incubados por 16-24 h em temperatura de 4°C. As placas foram entdo lavadas (PBS/Tween
20 0,05%) trés vezes e a ligacdo ndo - especifica foi bloqueada (2 h, 37°C) com PBS/BSA

1% (100 pl/poco). As amostras e padrdes (curva padrdo) foram colocados nas placas (50
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pl/pogo) e incubados por 16-24 h a 4°C. Para a curva padrdo foram utilizados anticorpos
recombinantes humanos previamente diluidos em PBS/Tween 20 (2,5 a 10 mg/mL). As
placas foram lavadas e, em seguida, foi adicionado anticorpo anti-citocina biotinilado (0,5
a 1 mg/mL) diluido em tampdo de bloqueio (PBS/BSA 1%). Ap6s 1 h de incubagdo
(37°C), as placas foram lavadas (PBS/Tween 20) e o conjugado avidina-peroxidase
previamente diluido em tampédo de bloqueio (1:5000) foi adicionado (100 pl /pogo). A
placa foi novamente incubada por 30 min em temperatura ambiente. Apos este periodo de
tempo as placas foram lavadas e, em seguida, foi realizada a reacdo de coloragéo
adicionando-se o substrato o-fenilenediamina dihidrocloreto - OPD (100 ul). As placas
foram entdo incubadas em temperatura ambiente por 15 a 20 min. A reagdo foi
interrompida com H,SO4 (50 pl, 1M) e a absorbancia medida a 490 nm em leitor de placa
de ELISA. Os resultados foram expressos em picogramas de cada citocina por mililitro de

soro ou sobrenadante (BENJAMIM et al., 2000).
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4.6.Ensaio colorimétrico para quantificagdo de metabodlicos de 6xido nitrico

A quantificacdo do nitrato em amostras de soro obtidas de controles e pacientes foram
determinadas por meio da reducdo enzimatica do nitrito com o nitrato redutase, conforme
descrito (SCHMIDT et al., 1989). As amostras (40 ml) foram incubadas com o mesmo
volume de tampéo redutase (fosfato de potassio 0,1M, pH 7,5; contendo 1 mM de fosfato
de nicotinamida adenina dinucleotideo-NADPH, 10 mM de flavina adenina dinucleotideo-
FAD e 4U de nitrato redutase/ml) durante 20 h a 37°C. Uma curva padrdo de nitrato foi
determinada por incubacdo de nitrato sédico (10 a 200 mM) com tampdo. A quantidade
total de metabdlicos de NO foi entdo determinada pelo ensaio colorimétrico baseado na
reacdo de Griess (GREEN et al., 1981). O mesmo procedimento foi utilizado para a
quantificacdo de nitrito em amostras de sobrenadante, exceto a utilizagdo da enzima nitrato
redutase. A absorbancia foi medida a 546 nm. Os resultados foram expressos como pM de

nitrato (NO "3) + nitrito( NO 2).
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4.7. Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados através do programa SigmaStat 3.1°, GraphPad, Prisma
4. Diferengas entre 2 grupos ndo pareados foram comparadas atravées de teste t ou Mann-
Whitney, de acordo com a distribuicdo paramétrica e ndo paramétrica, respectivamente.
Diferencas entre 3 ou mais grupos nao pareados foram comparadas através do teste de
ANOVA seguido do teste de Tukey, em caso de distribuicdo paramétrica; ou pelo teste
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, em caso de distribuicdo ndo paramétrica. Os
resultados entre 2 grupos pareados (pré e pés tratamento) foram comparados através de
teste t pareado (distribuicdo paramétrica) ou Wilcoxon (distribuicdo ndo paramétrica). Os
resultados foram expressos por medianas e percentiis 10, 25, 75 e 90. A significancia

estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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4.8.Preparo de meios de cultura, solucdes, reagentes e drogas

4.8.1. Meios de cultura e solugdes:

a) Meio de cultura RPMI-1640 simples, com glutamina, sem bicarbonato de

sodio:

RPMI 1640 (Sigma) 10,4 g
Bicarbonato do sédio (Merck) 2,24
Agua bidestilada e deionizada q.s.p. 101

O pH do meio foi acertado para 7,45 e a solugéo foi filtrada (filtros de Millipore

0,22 um) e armazenada em geladeira antes do uso.

b) Meio de cultura RPMI-1640 contendo BSA 0,01%:
O meio de cultura foi preparado conforme descrito no item a, acrescido de BSA

fracdo V (Sigma), na concentracdo de 0,01g/100 ml, imediatamente antes do uso, e

esterilizado por filtros Millipore 0,22 um antes do uso

¢) Solucéo salina tamponada com fosfato 10x (PBS):

Cloreto de sodio P.A. (Merck) 80,09
Cloreto de potéassio P.A. (Merck) 2090
Fosfato de sodio dibasico P.A. (Merck) 1159
Fosfato de potéassio monobasico P.A. (Merck) 209
Agua bidestilada e deionizada q.s.p. 1,01

O pH as solucgéo final foi acertado para 7,45 com NaOH 0,1 N e a solucdo autoclavada

(127°C) antes do uso.
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4.8.2. Solucdes e tampdes utilizados durante a realizagdo do ELISA

a) Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 10X concentrada:

Cloreto de sédio P.A. (Merck) 80,09
Cloreto de potéssio P.A. (Merck) 2,049
Fosfato de sodio dibasico P.A. (Merck 1159
Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck) 2049
Agua bi-destilada e deionizada q.s.p. 10L

O pH da solugdo final foi acertado para 7,4 com NaOH 0,1 N e a solucdo
autoclavada (127°C) antes do uso. Para realizacdo dos ensaios a solucédo foi diluida

em agua Mili-Q na proporcéo 1:10.

b) Solucdo PBS contendo BSA 1% - tampao de bloqueio:

Para preparacdo do tampao de blogqueio foi utilizado PBS previamente diluido em
agua Mili-Q (1:10), acrescido de BSA fracdo V (Sigma), na concentracdo de 1
g/100 mL. A solucédo foi esterilizada por filtros Millipore 0,22 mm e preparada

imediatamente antes do uso.

MICHELLI, D. C., UBERABA 2009.



Metodologia 55

c) Solucéo tampao de ligacéo:

Fosfato de sodio dibasico P.A. (Merck) 0,1Molar
Agua bi-destilada e deionizada q.s.p. 10L
O pH da solucdo final foi acertado para 9,0 e a solugdo foi armazenada em

geladeira antes do uso.

d) Tampado substrato:

Acido citrico (Merck) 4,7 mM
Fosfato de sodio dibasico P.A. (Merck) 66,7 mM
Agua bi-destilada e deionizada q.s.p. 500,0 mL

O pH da solucdo final foi acertado para 5,0 com NaOH 0,1 N e a solucdo foi

armazenada em geladeira antes do uso.

e) Solucéo PBS contendo Tween-20 0,05%

Para preparacdo da solucdo foi utilizado PBS previamente diluido em agua mili-Q

(1:10), acrescido de Tween-20 (Sigma), na concentracdo de 50 mL/100mL.

f) Substrato para reagdo de coloracao

O-fenilenediamina diidrocloreto (Sigma) 0,4 mg
Agua oxigenada (Merck) 0,4 mL
Tampéo substrato g.s.p. 1,0 mL

A solucéo foi preparada imediatamente antes do uso.
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4.8.3. Estimulos quimioatraentes

a) fMLP (Sigma): a solucdo-mde foi preparada na concentragcdo de 5mg/ml, diluida
em 10% de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) e agua estéril. A solucdo utilizada

nos experimentos foi a seguir diluida em RPMI-BSA.

b) LTBa4ou IL-8 (Sigma): foram diluidos em RPMI-BSA para obter a concentracéo

empregada.

4.8.4. Tampdes e reagentes para dosagem de NO - Reacéo de Griess

a) Tampao de ensaio para a enzima nitrato redutase Para 10 mL.:

NADPH (Sigma) 10,0 mg

Nitrato redutase (Sigma) 40U

KH2PO4 (pH 7,5; Merck) 4,0 mL (0,5 M)
Aquosa Mili-Q g.s.p. 10,0 mL
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b) Reagente de Griess:

Solucio “A”

Sulfanilamida 2% (Sigma) 0,59
H3PO4 5% (Merck) 25,0 mL
Solucio “B”

N-1-nafitil etilenodiamino dihidrocloreto 0,2% (Sigma) 0,05 g

Agua Mili-Q 25,0 mL

Solucio “C”

H3PO4 5% (Merck) 25,0 mL
Agua Mili-Q 50,0 mL

Como estoque estas solugbes foram armazenadas a 4°C. Para dosagem foi
misturada uma parte da solugdo A, uma parte da solucdo B, uma parte da solucédo C

e uma parte da dgua Mili-Q.

MICHELLI, D. C., UBERABA 2009.



Metodologia 58

4.8.5. Corantes e reagentes:

a) Corante pancroénico de Rosenfeld

Giemsa-azul-eosina-azul de metileno 97 mg
May-Grunwald-eosina-azul de metileno 53 mg
Metanol (Merck) 100 ml

Apos o preparo, o corante foi filtrado e estocado em temperatura ambiente.

b) Solucéo de Turk

Acido acético glacial P.A. (Merck) 20,0 ml
Azul de metileno (Merck) 0,549
Agua bidestilada e deionizada q.s.p. 101

c) Azul de Tripan
Azul de Tripan (Reagen) 100 mg

PBS g.s.p. 100ml
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5.1. Populagéo de estudo

Foram avaliadas 45 pacientes com neoplasia de colo uterino em diferentes
estadiamentos da doenca, sendo o0s grupos denominados N&o-Invasivo (NIC),
Microinvasivo e Invasivo. A idade (média + DP) foi de 454,0 + 13,9 anos, com variacao de
23 a 71 anos, sendo a média menor no grupo NIC, de 37 + 5,0 anos (31-44), e maior no
grupo Invasivo, 53,2 + 15,3 anos (31-68), porém sem diferencas estatisticamente
significativas. As caracteristicas individuais das pacientes quanto a idade, estadiamento e
classificacdo da doenca estdo apresentados na Tabela 1. Os controles foram 36 mulheres
voluntarias adultas, com idade (média + DP) de 42,4 +10,2 anos, variacdo de (26-65 anos),
sem doenca diagnosticada, que ndo foram submetidas a tratamento de doengas relacionadas

ao colo uterino e que ndo estiveram em uso de drogas imunossupressoras.
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Tabela 1. Identificacdo das pacientes com neoplasia de colo uterino quanto a idade,
estadiamento da doenca e conduta terapéutica inicial.

Pacientes Idade (anos) Estadiamento Classificacdo Procedimento
P1 64 NIC 11/l NIC Cirurgia
p2 51 NIC 11/ NIC Cirurgia
P3 29 NIC 111 NIC Cirurgia
P4 31 NIC 111 NIC Cirurgia
P5 40 NIC 111 NIC Cirurgia
P6 44 NIC 111 NIC Cirurgia
P7 35 NIC 11 NIC Cirurgia
P8 35 NIC 111 NIC Cirurgia
P9 34 NIC 111 NIC Cirurgia
P10 67 NIC 111 NIC Cirurgia
P11 23 NIC 111 NIC Cirurgia
P12 23 NIC 111 NIC Cirurgia
P13 44 NIC 111 NIC Cirurgia
P14 33 NIC 1 NIC Cirurgia
P15 24 NIC HI/HPV NIC Cirurgia
P16 44 NIC HI/HPV NIC Cirurgia
P17 26 NIC HI/HPV NIC Cirurgia
P18 60 Mama + NIC I11 NIC Cirurgia
P19 39 CA AL Micro Cirurgia
P20 52 CA AL Micro Cirurgia
P21 33 CA AL Micro Cirurgia
P22 32 CA AL Micro Cirurgia
P23 58 CA AL Micro Cirurgia
P24 45 CAIlIA Invasivo Cirurgia
P25 48 CA A Invasivo Cirurgia
P26 53 CA A Invasivo Cirurgia
P27 48 CAIB1 Invasivo Cirurgia
P28 33 CAIB2 Invasivo Cirurgia
P29 43 CAIB2 Invasivo Cirurgia
P30 71 CAIB2 Invasivo Cirurgia
P31 67 CAlIB Invasivo Quimioterapia
P32 43 CAlIB Invasivo Quimioterapia
P33 26 CAlIB Invasivo Quimioterapia
P34 31 CAIIB Invasivo Cirurgia
P35 52 CAIIB Invasivo Quimioterapia
P36 38 CAIlIB Invasivo Quimioterapia
P37 44 CAIlIB Invasivo Quimioterapia
P38 59 CAIlIB Invasivo Cirurgia
P39 40 CAIlIB Invasivo Quimioterapia
P40 66 CAIllIB Invasivo Quimioterapia
P41 62 CAIllIB Invasivo Quimioterapia
P42 67 CAIllIB Invasivo Quimioterapia
P43 68 CAIllIB Invasivo Quimioterapia
P44 53 CAIllB Invasivo Quimioterapia
P45 45 CAIVB Invasivo Quimioterapia

P + nimero - identificacdo das pacientes; NIC - neoplasia intraepitelial cervical; CA-carcinoma; 1AL, 1A,
11B e I1IB — classificagdo segundo FIGO (Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia).

5.2. Avaliacdo da fungdo quimiotatica de neutrofilos normais incubados com soro de
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pacientes e de controles.

Para investigar se pacientes com neoplasia de colo uterino apresentam fator (es)
circulante(s) capaz (es) de interferir com a funcéo de leucdcitos, neutrofilos normais foram
incubados com soro obtido de pacientes com neoplasia de colo uterino.

A Figura 7 representa a migracdo de neutréfilos normais apos incubagdo por 30
min com diferentes concentracfes (0,5%; 5% e 50%) de soro obtido de pacientes com
neoplasia de colo uterino em diferentes estadiamentos, em resposta ao RPMI (migracédo
aleatdria) e aos estimulos quimiotaticos fMLP, LTB, e IL-8.

No painel (A), grupo NIC, observa-se que houve inibicdo da migracdo de
neutrofilos apos incubacdo com concentracdes crescentes de soro, de forma significativa
em resposta ao fMLP e a IL-8, quando as células foram incubadas com soro a 50%
comparado a 0,5%.

O painel (B) mostra que ap6s incubacdo com soro obtido de pacientes do grupo
micro-invasivo, neutréfilos normais apresentaram reducdo da migracdo frente aos
estimulos quimiotaticos. Comparando a migracdo dos neutrofilos incubados com soro a
0,5%, a concentracdo de 50% inibiu significativamente a migracdo das células em resposta
aos estimulos fMLP, LTB, e IL-8.

No painel (C), as células incubadas com soro de pacientes (50%) com neoplasia de
colo uterino em estadio invasivo apresentaram reducdo da migracdo, comparado com a
menor concentracdo de soro de (0,5%), de forma significativa ao estimulo quimiotatico
fMLP.

Considerando que em todos os grupos a inibicdo foi significativa apos incubacao
com soro a 50%, neutréfilos obtidos de mulheres normais (n=7) foram também incubados
com soro heterélogo normal a 50% (grupo controle). O grupo controle respondeu
significativamente ao fMLP, LTB, e IL-8 comparado a migracao aleatoria (p=0,013), o

que ndo ocorreu com os neutrofilos tratados com soro (50%) de pacientes nos diferentes
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estadios. O soro dessas pacientes, promoveu completa inibicdo da migracédo de neutréfilos
aos quimioatraentes, comparado ao respectivo estimulo quimiotatico do grupo controle

(p<0,05) (Figura 8).
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Figura 7. As barras indicam o nimero de neutr6filos normais emigrados ap6s incubagdo (30 min) com
diferentes concentracGes (0,5%; 5% e 50%) de soro obtido de pacientes com neoplasia pré-invasiva (grupo
NIC, n=5), micro-invasiva (grupo MICRO, n=5) e invasiva (grupo INV, n=5) do colo uterino em resposta ao
RPMI e aos estimulos (10'M) fMLP, LTB, e IL-8. As linhas horizontais representam as medianas, as barras
0s percentiis 25 e 75% e as barras de erros os pressentes 10 e 90%.

*p<0,05 comparado ao respectivo soro 0,5% (ANOVA ou Kruskal-Wallis seguido de pos teste: Tukey ou
Dunn, respectivamente).
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Figura 8. As barras indicam o nimero de neutrofilos normais emigrados apds incubagéo (30 min) com soro
(50%) obtido de voluntérias sadias (Controle, n=7) e de pacientes com neoplasia de colo uterino (n=5 para
cada estadio), em resposta a0 RPMI (migracéo aleatéria) e aos estimulos quimiotaticos (10'M) fMLP, LTB,
e IL-8. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75% e as barras de erros
0s percentiis 10 e 90%.

*p<0,05 comparado ao RPMI do grupo controle, +p<0,05 comparado ao respectivo estimulo quimiotatico do
grupo controle (Kruskal-Wallis + Dunn).
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5.3. Concentracdo serica de citocinas em controles e pacientes com neoplasia de colo

uterino em diferentes estadiamentos.

Niveis sistémicos elevados de citocinas/quimiocinas resultam em efeitos inibitdrios
sobre a fungdo de leucdcitos, incluindo a migragdo dos neutrofilos, como demonstrado em
modelos de sepse (TAVARES-MURTA; CUNHA; FERREIRA, 1998). A quantificacdo de
citocinas foi realizada em amostras de soro do grupo controle (n=13) e do grupo de
pacientes com neoplasia de colo uterino (n=45), que foram também avaliadas em grupos
quanto ao estadiamento: NIC (n=18), Micro (n=5) e Invasivo (n=22). Foi observado
aumento limiar (p=0,086) da concentracdo sérica de TNF-o e aumento significativo de IL-
6 (p<0,001) e IL-8 (p<0,05) no grupo de pacientes, comparado ao grupo controle.
Considerando os estadiamentos, houve aumento significativo na concentracao sistémica de

IL-6 e IL-8 no grupo Invasivo (n=22) comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 9).

5.4. Concentracdo sérica de metabolitos de NO em controles e pacientes com

neoplasia de colo uterino em diferentes estadiamentos.

A Figura 10 apresenta a concentragcdo dos metabolitos de NO em amostras de soro
obtidas de 29 mulheres sadias e de 26 pacientes com neoplasia de colo uterino. Houve
aumento de NO no grupo de pacientes comparado ao controle, porém néo significativo. A
significancia estatistica foi detectada no grupo Micro-Invasivo comparado aos controles

(p<0,05).
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Figura 9. Concentragdes de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 no soro de controles e pacientes com neoplasia de
colo uterino. O grupo de pacientes foi também avaliado de acordo com o estadiamento pré-invasivo (NIC),
micro-invasivo (MICRO) e invasivo (INV) (grupo de barras a direita). O nimero de pacientes e controles
esta indicado abaixo das barras. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e

75 e as linhas verticais os percentiis 10 e 90.

Controles e pacientes: “p=0,086, **p<0,001 *p<0,05 (Mann-Whitney).
Controles e estadios: *p<0,05 (Kruskal-Wallis + Dunn).
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Figura 10. Concentracfes de metabdlitos de NO (uM de NO,+NOs) no soro de controles e pacientes com
neoplasia de colo uterino. O grupo de pacientes foi também avaliado de acordo com o estadiamento pré-
invasivo (NIC), micro-invasivo (MICRO) e invasivo. O nimero de controles e pacientes esta indicado entre
parénteses. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75 e as linhas verticais
o0s percentiis 10 e 90.

Controles e estadios: *p<0,05 (ANOVA + Tukey).
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5.5. Producédo de citocinas nos sobrenadantes de neutrofilos de controles e pacientes

com neoplasia de colo uterino.

Para avaliar se os leucocitos circulantes estariam envolvidos no aumento da
producdo sistémica de citocinas em pacientes com neoplasia de colo uterino, as
concentracdes de TNF-a, IL-6 e IL-10 foram quantificadas nos sobrenadantes obtidos da
cultura de neutrofilos (24h) previamente estimulados com LPS. Os neutréfilos foram
obtidos de mulheres sadias (n=7, controles) e de pacientes com neoplasia de colo uterino
(n=11), sendo estas avaliadas também de acordo com os estadiamentos NIC (n=6) e
Invasivo (n=5). Na Figura 11 observa-se aumento (p=0,057) de TNF-a ¢ IL-10 (p<0,05) no
grupo das pacientes comparado ao controle, sendo este aumento significativo no grupo
Invasivo comparado ao controle, tanto para a producdo de TNF-o quanto de IL-10

(p<0,05).
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Figura 11. Concentragdes de TNF-a, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes de neutréfilos estimulados por LPS (1
ug/ml) apds 24 h, obtidos de controles e pacientes com neoplasia de colo uterino. O grupo de pacientes foi
também avaliado de acordo com o estadiamento pré-invasivo (NIC) e invasivo (INV). O ndmero de pacientes
e controles estd indicado entre parénteses. As linhas horizontais representam as medianas, as barras o0s
percentiis 25 e 75 e as linhas verticais os percentiis 10 e 90.

Controles e pacientes: “p=0,057, *p<0,05 (Mann-Whitney)

Controles e estadios: * p<0,05 (Kruskal-Wallis + Dunn).

5.6. Producdo de 6xido nitrico nos sobrenadantes de leuctcitos de controles e

pacientes com neoplasia de colo uterino.
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Para avaliar a producdo de NO por leucécitos de pacientes com neoplasia de colo
uterino, as concentra¢es de nitrito foram quantificadas nos sobrenadantes obtidos da
cultura de neutrdfilos (24h) e células mononucleares (48h) previamente estimuladas com
LPS. A concentracdo de nitrito foi avaliada no grupo controle (n=7) e de pacientes (n=11)
e de acordo com os estadiamentos NIC (n=6) e Invasivo (n=5). A concentracdo de nitrito
nos sobrenadantes de neutréfilos apresentou-se reduzida, no grupo total das pacientes e nos
estadiamento NIC e Invasivo, comparado ao grupo controle, (p<0,001). Considerando a
producdo de NO por células mononucleares, houve aumento significativo da concentracao
de nitrito tanto no grupo total quanto nos estadiamento NIC e Invasivo, comparado aos

niveis detectados em mulheres controles (p<0,05).
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Figura 12. Concentrages de nitrito (uM de NO,) nos sobrenadantes de neutréfilos (painel superior) e
células mononucleares (painel inferior) obtidos de controles e pacientes com neoplasia de colo uterino em
diferentes estadiamentos. As células foram estimuladas por LPS (1 pg/ml) durante 24 h (neutrofilos) e 48 h
(mononucleares). O grupo de pacientes foi também avaliado de acordo com o estadiamento pré-invasivo
(NIC) e invasivo (INV). O nimero de pacientes e controles estd indicado entre parénteses. As linhas
horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75 e as linhas verticais os percentiis 10 e
90.

Controles e pacientes: * p<0,001 (teste t ndo pareado).

Controles e estadios: * p<0,05 (ANOVA + Tukey).

MICHELI, D. C., UBERABA 2009



Resultados 72

5.7. Avaliacdo da fungdo quimiotatica de neutrofilos normais incubados com soro de

pacientes apds tratamento cirurgico.

Para avaliar se a retirada das células tumorais poderia restaurar o efeito inibitério
do soro sobre a fungdo das células circulantes, neutréfilos normais foram incubados com
soro de pacientes do grupo NIC, obtido ap6s tratamento cirurgico (30 a 60 dias).

Na figura 13, o grafico superior (pré-tratamento) representa a migracdo de
neutrdfilos normais incubados com soro (0,5; 5,0 e 50,0%) de pacientes do grupo NIC, em
resposta a0 RPMI (migracéo aleatéria) e aos estimulos fMLP, LTB, e IL-8. Observa-se
que os neutrdfilos ndo respondem de forma significante aos quimioatraentes, notadamente
apos incubacao com as concentragdes de soro de 5% e 50%. Em oposto no gréfico inferior,
quando os neutrofilos foram incubados com soro (0,5; 5,0 e 50,0%) de pacientes do grupo
NIC apos tratamento cirdrgico, € observado aumento significativo do ndmero de

neutréfilos emigrados, ao fMLP, LTB, e IL-8, comparado ao respectivo RPMI (p<0,05).
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Figura 13. As barras indicam o nimero de neutréfilos normais emigrados ap6s incubagdo (30 min) com soro
(0,5%; 5% e 50%) obtido de pacientes com neoplasia pré-invasiva do colo uterino (NIC) antes do tratamento
(painel superior) e ap6s (30-60 dias) tratamento cirdrgico, em resposta ao RPMI (migracdo aleatéria) e aos
estimulos quimiotaticos (10'M) fMLP, LTB, e IL-8. As linhas horizontais representam as medianas, as
barras os percentiis 25 e 75% e as barras de erros os percentiis 10 e 90%.

*p<0,05 comparado ao respectivo RPMI (Kruskal-Wallis + Dunn).
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5.8. Concentracéo sérica de citocinas em controles e pacientes com neoplasia de colo

uterino antes e apos tratamento cirurgico.

A quantificacdo das citocinas antes e ap0s tratamento cirargico foi realizada em
amostras de soro do grupo total de pacientes (n=19), e analisada quanto aos estadiamentos
NIC (n=13) e Invasivo (n=6). Na Figura 14 foi observada reducdo das concentragdes de
TNF-0 (p=0,052) e IL-6, IL-8 e IL-10 (p<0,05). Avaliando os estadiamentos, houve
reducdo de IL-6 (p<0,05) e IL-8 (limiar p=0,073) no grupo NIC e reducdo de IL-10 (limiar,

p=0,073) no grupo Invasivo, comparando-se 0s tempos pds-tratamento ao pré-tratamento.

5.9. Concentracdo sérica de metabolicos de NO em controles e pacientes com

neoplasia de colo uterino antes e apds tratamento cirdrgico.

A concentracdo dos metabdlicos de NO foi quantificada em amostras de soro
obtidas de 26 pacientes (grupo total), divididas em estadiamento NIC (n=13), Micro (n=4)
e Invasivo (n=9), comparando-se o periodo pré-cirurgico ao pos-cirurgia.

Houve reducdo significativa nos niveis séricos de NO no grupo total p6s-cirurgia
comparado ao pré-cirurgia (p<0,05), sendo o mesmo efeito observado no grupo NIC
(p<0,05). Nos estadiamentos Micro e Invasivo ndo foi detectado reducdo significativa

(Figuralb).
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Figura 14. Concentragdes de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 no soro de pacientes com neoplasia de colo uterino
antes e apds (30 a 60 dias) tratamento cirdrgico. O grupo total de pacientes foi também avaliado de acordo
com o estadiamento pré-invasivo (NIC) e invasivo (INV). O nimero de pacientes e controles esta indicado
abaixo das barras. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75% e as barras
de erros os percentiis 10 e 90%.

Grupo total: #p=0,052; *p<0,05 (Wilcoxon e teste t pareado).

Grupo NIC: #p=0,076, *p<0,05 (teste t pareado).

Grupo INV: #p=0,073 (teste t pareado).
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Figura 15. Concentracbes de metabdlitos de NO (uM de NO,+NQOs3) no soro de pacientes com neoplasia de
colo uterino antes e apds (30 a 60 dias) tratamento cirdrgico. O grupo total de pacientes foi também avaliado
de acordo com o estadiamento pré-invasivo (NIC), micro-invasivo (MICRO) e invasivo. O nimero de
pacientes esta indicado entre parénteses. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os
percentiis 25 e 75% e as barras de erros os percentiis 10 e 90%.

*p<0,05 comparado ao respectivo grupo pré-cirurgia (teste t pareado).
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5.10. Producao de citocinas e nitrito nos sobrenadantes de leucocitos de pacientes com

neoplasia de colo uterino, antes e apds tratamento cirdrgico.

Para avaliar o efeito do tratamento sobre a producdo de citocinas e NO por
leucdcitos de pacientes com neoplasia de colo uterino, a concentracdo desses mediadores
foi quantificada nos sobrenadantes obtidos da cultura de neutrdfilos (24h) e células
mononucleares (48h) previamente estimuladas com LPS.

As concentracfes TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 foram avaliadas em pacientes (n=6)
antes e apos cirurgia, nos estadios Micro e Invasivo. A figura 16 mostra que ndo houve
diferenca significativa na producéo dessas citocinas por neutréfilos, entre os tempos pré e
apos tratamento cirurgico.

A concentracdo do nitrito foi avaliada em pacientes (n=6) antes e ap0s cirurgia, nos
estadios Micro e Invasivo. Na Figura 17 mostra que ndo houve diferenca significativa na
producdo de NO por neutréfilos (A) e células mononucleares (B) entre os tempos pré e

apos tratamento cirurgico.
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Figura 16. Concentracdes de TNF-a, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes de neutrdfilos, obtidos de pacientes
com neoplasia de colo uterino antes e apds (30 a 60 dias) tratamento cirdrgico, estimulados por LPS (1
ug/ml) apos 24 h. As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75 e as linhas
verticais os percentiis 10 e 90.
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Figura 17. ConcentragBes de nitrito (uM de NO,) nos sobrenadantes de neutréfilos (painel A) e células
mononucleares (painel B) obtidos de pacientes com neoplasia de colo uterino (n=6) antes e apés (30 a 60
dias) tratamento cirdrgico. As células foram estimuladas por LPS (1 ug/ml) durante 24 h (neutréfilos) e 48
h (mononucleares). As linhas horizontais representam as medianas, as barras os percentiis 25 e 75 e as
linhas verticais
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O cancer € uma questao prioritaria na saide mundial, pois os indices de mortalidade
demonstram crescimento preocupante a cada ano (MS-INCA, 2009). A incidéncia do cancer
de colo uterino ja é evidenciada em mulheres na faixa etaria de 20 a 29 anos, e 0 risco
aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente entre 45 a 49 anos de idade (MS-INCA,
2009). Em acordo, neste estudo a idade média do grupo total de pacientes foi de 45 anos,
sendo a media menor (35 anos) no grupo apresentando estadio pré-invasivo e maior (48 anos)
no grupo com diagnostico em estadio mais avancado. Porém, tem sido observado aumento da
incidéncia de cancer de colo uterino em estddios mais avancados, assim como as lesdes
precursoras, em pacientes mais jovens (PALO et al., 2002).

O microambiente tumoral é capaz de controlar, por meio da liberacdo de mediadores
especificos, como as quimiocinas, a migracdo de leucdcitos e outras fun¢des desempenhadas
por essas células apOs sua chegada ao sitio tumoral, sendo essencial para o inicio e a
regulacao da resposta inflamatéria/imune (FINE et al., 2001; BALKWILL et al., 2001). Desta
forma, as células inflamatorias e os mediadores produzidos constituem componente chave do
microambiente tumoral (MANTOVANI, 2009).

Neste trabalho foram utilizados diferentes quimioatraentes, fMLP, LTBa4 e IL-8, para
demonstrar que o efeito inibitério do soro sobre a migracdo de neutrofilos ndo foi seletivo
para uma unica substancia quimiotatica. O fMLP é identificado como um peptideo derivado
de bacterias, capaz de estimular mondcitos e neutrdfilos humanos e de outras espécies animais
(SUGAWARA et al., 1995). As quimiocinas sdo uma familia de pequenas proteinas, que
diferem de fatores quimiotaticos classicos, como o fMLP, em relacdo a especificidade que
apresentam para determinados tipos de leucocitos (PROOST et al., 1996). A IL-8 é uma
quimiocina produzida por varios tipos celulares e reconhecida, particularmente, por sua
habilidade em atrair e ativar neutrofilos no sitio inflamatorio, promovendo liberacdo de

enzimas e atividade oxidativa. A IL-8 aumenta a expressdo de moléculas de adesdo, como as

MICHELI, D. C., UBERABA 2009



Discussao 83

integrinas, na superficie dos neutrdéfilos, favorecendo a adesdo leucocito-endotélio, através de
ligacdo a receptores (CXCR1 e CXCR2) na superficie dessas células (FURIE et al., 1995). Os
leucotrienos sdo mediadores lipidicos resultantes do metabolismo de &cidos graxos
poliinsaturados por uma familia de enzimas denominadas lipooxigenases. Sao sintetizados por
células inflamatorias como neutrofilos e macrofagos, apds diferentes estimulos como
endotoxina e citocinas. Dentre os tipos de LTs, o LTB4 atua especialmente sobre os
neutrofilos, induzindo sua quimiotaxia e ativacdo (FORD-HUTCHINSON et al., 1984). Neste
estudo, o0s ensaios de migracao "in vitro" foram realizados com uma Unica concentracdo dos
estimulos, selecionada por meio da andlise da curva concentracdo-efeito (Figura 6).

A maioria dos estudos relacionados aos mecanismos envolvidos na eliminacdo de
células tumorais “in vivo” tem-se centralizado, principalmente, nas funcbes de macréfagos e
linfocitos. Porém os neutrofilos também séo capazes de exercer atividade anti-tumoral (KIM
et al., 2000, DALLEGRI et al., 1991; KOGA et al., 2004). Seu citoplasma possui granulos
que contém enzimas digestivas e proteinas microbicidas denominadas defensinas, estas com
alto potencial tdxico contra vérios tipos de células tumorais. As membranas plasmaticas
podem expressar diversos receptores e outras estruturas necessarias para o reconhecimento e
eliminacdo de microorganismos. Seus alvos constituem as bactérias, fungos, protozoarios,
virus e células tumorais (KOGA et al., 2004).

Recentemente demonstramos que neutrofilos circulantes obtidos de pacientes com
neoplasia de colo uterino apresentam reducdo da capacidade de migracdo comparada a
mulheres normais. Considerando o estadio do tumor, pacientes com cancer invasivo
apresentaram maior reducdo comparada ao grupo em estadios pré-invasivo ou microinvasivo.
Além disso, neste ultimo grupo (pré-/microinvasivo), a retirada cirargica do tumor aumentou

a migracdo dos neutrofilos, comparado ao ensaio realizado no momento do diagnostico,
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sugerindo que as células tumorais poderiam induzir a producdo de mediadores circulantes,
responsaveis pela inibicdo da migracédo de neutréfilos (FERNANDES Jr et al., 2007).

A partir destes resultados surgiu a hipotese de que pacientes com neoplasia de colo
uterino, inclusive em estadiamentos iniciais, poderiam produzir fatores circulantes capazes de
inibir a migracdo de neutrofilos para o sitio inflamatorio.

Para testar esta hipotese, no presente estudo o primeiro objetivo foi avaliar o efeito do
soro obtido de pacientes com neoplasia de colo uterino em diferentes estadiamentos sobre a
capacidade de migracdo de neutréfilos normais. Em todos os grupos avaliados foi observada
reducdo da migracdo dos neutrofilos frente aos diferentes estimulos quimiotaticos, de forma
concentracdo-dependente, atingindo a méaxima inibicdo apds incubacdo com soro a 50%,
comparado a menor concentracdo (Figura 7). Mais importante, a incubacdo de neutrofilos
normais com soro heter6logo normal a 50% nao alterou a migracdo dessas células, embora a
mesma concentragdo do soro obtido de pacientes com neoplasia de colo uterino, nos
diferentes estadiamentos, tenha sido capaz de promover inibigdo completa da migracdo de
neutréfilos obtidos das mesmas mulheres do grupo controle (Figura 8). Esses resultados
demonstram a presenca de mediadores inibitorios circulantes em pacientes com neoplasia de
colo uterino, independente do estadiamento, provavelmente induzidos pela presenca de
celulas tumorais.

A existéncia de fatores inibitorios da migracdo de neutréfilos para um  sitio
inflamatdrio é descrita em doencas. Na AIDS, a presenca de um fator sérico termo labil foi
apontada como responsavel pelo efeito inibitério sobre a motilidade dos neutrofilos
circulantes nesses pacientes, variavel de acordo com o estagio da doenca (ELLIS et al., 1998).
No diabetes experimental é verificada a reducdo do rolamento e adesdo de leucocitos ao
endotélio frente ao estimulo inflamatorio, mediado por substancias circulantes (CRUZ et al.,

2000). Na sepse humana, a reducéo da capacidade de migracdo dos neutrofilos esta associada
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ao pior prognostico (TAVARES-MURTA et al.,, 2002). Em recém-nascidos com sepse
(EISENFELD et al., 1992) e também em pacientes queimados que desenvolvem infeccédo
(PICCOLO et al., 1995), a reducdo da migracdo de neutréfilos € mediada por fatores séricos,
pois a transfusdo sanguinea foi capaz de restabelecer a fungéo dos neutrofilos.

Em pacientes com cancer de cabeca e pescogo foi observada reducdo da migracéo de
monacitos, cujo mecanismo envolve, pelo menos parcialmente, a presenca de fatores solUveis
produzidos pelo proprio tumor, pois o soro obtido dos pacientes promoveu efeito
imunossupressor sobre funcdes de mondcitos normais (LANG et al., 2003). No cancer de
mama ¢é relatada reducdo da migracdo de neutrofilos em pacientes submetidas a tratamento
qguimioterapico e que apresentaram episodios de infeccdo entre os ciclos. O soro dessas
pacientes reduziu a migracdo de neutrofilos normais, também sugerindo a presenca de
mediadores inibitorios circulantes (MENDONCA et al., 2006). Os resultados do presente
estudo estdo em acordo com esses dados de literatura.

O passo seguinte foi identificar possiveis mediadores circulantes envolvidos no efeito
inibitério sobre a migracdo de neutréfilos. Trabalhos de literatura demonstram a participacdo
de diversos mediadores na modulacdo do recrutamento de neutrofilos. Citocinas e
quimiocinas como TNF-a e IL-8, quando presentes nos tecidos, medeiam a defesa local do
organismo atraves de indugdo da migracdo e ativacdo de neutréfilos (CUNHA; FERREIRA et
al., 1986; RIBEIRO et al., 1997), sendo que o aumento da expressdo de IL-8 ou de seus
receptores em células malignas sugere importante papel regulador para essa quimiocina no
microambiente tumoral (WAUGH et al., 2008). Por outro lado, altas concentracfes
circulantes de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 (GOGOS et al.,
2000), citocina antiinflamatéria 1L-10 (VAN DER POLL et al., 1997) e metabolitos de NO
podem reduzir a migracdo de neutrofilos para o sitio inflamatério, como demonstrado em

modelos de endotoxemia e sepse (OTSUKA et al., 1990; TAVARESMURTA; CUNHA,;
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FERREIRA, 1998). Em pacientes com cancer foi observado aumento das concentragdes
sisttmicas de TNF-o e IL-8, comparado a mulheres normais (COPE et al., 1995;
JABLONSKA, 1998; COSKUN et al., 2003). Assim, foram quantificadas as concentracdes de
citocinas e metabolitos de NO, em soro de controles e pacientes com neoplasia de colo uterino
em diferentes estadiamentos. Ainda, para identificar a produgdo desses mediadores por
leucdcitos circulantes, foi também quantificada a concentracdo de citocinas e NO nos
sobrenadantes de cultura de neutréfilos e células mononucleares de controles e pacientes.

Os resultados demonstraram aumento significativo nas concentracfes de IL-6 e IL-8, e
no limiar de significancia para TNF-a, no soro do grupo total de pacientes comparado ao
controle. Ainda, quando avaliado o estadiamento, aumento significativo nas concentracfes de
IL-6 e IL-8 foi observado apenas no grupo Invasivo (Figura 9). J& no sobrenadante da cultura
de neutrofilos houve aumento significativo dos niveis de 1L-10 e no limiar de significancia
para TNF-a, no grupo total de pacientes comparado ao controle, sendo que apenas no grupo
Invasivo foi observada producéo significativa de TNF-a ¢ 1L-10 (Figura 11).

Em acordo com nossos resultados, estudos em pacientes com cancer de mama (LYON
et al., 2008) ou de ovario (GORELIK et al., 2005) demonstram aumento significativo das
concentragOes de IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a comparado aos controles. Estudos ainda mais
recentes em cancer de ovario demonstram aumento de I1L-6 no soro de pacientes com doenca
em estadio avangado comparado ao inicial (LUTGENDORF et al., 2008), e aumento de I1L-10
correlacionado com o grau de diferenciacdo do tumor (MUSTEA et al., 2009). Niveis mais
elevados de IL-10 foram detectados nos tumores pouco diferenciados (MUSTEA et al., 2009).
Porém, outros trabalhos realizados em mulheres com cancer de mama ndo apresentaram
diferenga significativa em relacdo as concentragdes circulantes de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 e TNF-a comparado ao grupo de voluntérias sadias (PUSZTAI et al., 2004). Essas

diferengas poderiam ser resultantes da limitagdo de métodos utilizados para deteccdo de
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citocinas (LYON et al., 2008). Outra possivel explicacdo para as diferencas de resultados
descritos em literatura, em relacdo as concentracdes sistémicas de citocinas, poderia ser
decorrente do estadiamento do tumor. Ja foi sugerido que o aumento de funcdes leucocitarias,
incluindo a producdo de citocinas, poderia ser resultado da ativacdo do sistema imune celular
em resposta a célula tumoral, em fases iniciais (SUSS et al., 1984), enquanto que a reducéo
nessas funcdes seria, principalmente, consequéncia da progressdo da doenca (GEBHARD et
al., 2000).

Outro possivel mediador envolvido no efeito inibitdrio sobre a migracdo de neutrofilos
é 0 NO, sendo este um inibidor enddgeno da adesdo de neutrofilos ao endotélio e de sua
posterior migracdo (HICKEY et al., 1997). O pré-tratamento de animais com um inibidor da
sintese de NO foi capaz de prevenir o efeito inibitorio de TNF-a e IL-8 sobre a migracéo de
neutréfilos, sugerindo que essas citocinas poderiam atuar via producdo de NO. Em
camundongos deficientes em iNOS também se observa aumento da ades&o dos neutréfilos ao
endotélio (HICKEY et al., 1997). A aminoguanidina, um inibidor da iNOS, preveniu a
inibicdo da migracdo de neutréfilos em modelos de sepse (BENJAMIM et al., 2000) e
endotoxemia (TAVARES-MURTA et al., 2001), reforcando a participacdo do NO como
mediador da inibicdo da migracao de neutrofilos para o sitio inflamat6rio em doencas.

O NO é molécula-chave sinalizadora que regula a tumorigénese (JAISWAL et al.,
2001). A expressdo da enzima NOS foi demonstrada em tecidos malignos de tumores
ginecoldgicos, de mama, sistema nervoso central, gastrico e colorretais, tendo um importante
papel na progressao do cancer (THOMSEN et al., 1995; COBBS et al., 1995; JAISWAL et
al., 2001; CIANCHI et al., 2003; CIANCHI et al., 2004; ICHINOE et al., 2004).

Assim, foi quantificada a produgéo sistémica de NO em amostras de soro obtido de
controles e pacientes com neoplasia de colo uterino e em cultura de neutrofilos e células

mononucleares desses mesmos grupos. N&o foi observado aumento estatisticamente
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significativo de metabolitos de NO no soro do grupo total de pacientes comparado ao
controle. Porém, a anélise por estadiamentos demonstrou aumento significativo para o grupo
Microinvasivo. Nos sobrenadantes da cultura de leucocitos houve producdo diferencial de
NO, isto é, em neutrdfilos foi observada reducéo significativa nas concentrac@es de nitrito no
grupo total de pacientes e nos estadiamentos NIC e Invasivo, enquanto que na cultura de
células mononucleares houve aumento das concentracdes de NO tanto no grupo total de
pacientes quanto nos estadiamentos NIC e Invasivo. Esta producdo diferencial pelos
leucdcitos poderia justificar a auséncia de concentracdo elevada de NO na circulacéo.

Outros estudos detectaram concentracfes plasmaticas elevadas de metabolitos de NO
em pacientes com cancer de colo uterino invasivo (BEEVI et al., 2007), assim como também
foi relatado aumento da producdo de NO por leucdcitos circulantes de pacientes com cancer
gastrico (DINCER et al., 2006), comparado a grupos controle, e acompanhado de reduzida
atividade antioxidante dessas células (BEEVI et al., 2007; DINCER et al., 2006).

Com os resultados obtidos até entdo, foi possivel concluir que pacientes com neoplasia
de colo uterino produzem através de leucdcitos circulantes e/ou células tumorais, mediadores
como citocinas e NO, capazes de inibir a migracdo e outras funcdes de neutrofilos. A
producdo de citocinas ocorre nos estadiamentos invasivos, enquanto que o NO ja é produzido
a partir de estadios mais iniciais. Para reforcar esses achados, foi investigado se a retirada do
tumor seria capaz de reverter os efeitos observados sobre a migragdo de neutrofilos (inibicéo)
e producdo de mediadores (aumento). Para isto, pacientes com neoplasia de colo uterino
foram avaliadas também apds tratamento cirurgico para retirada do tumor, e os resultados
foram comparados com aqueles obtidos no pré-tratamento. Para o ensaio de migracéo celular
foi avaliado apenas o grupo NIC, de maior interesse no momento, visto que é considerada

neoplasia pre-invasiva, onde as alteragdes seriam limitadas ao epitélio.

MICHELI, D. C., UBERABA 2009



Discussao 89

Os resultados demonstraram que neutrofilos normais incubados com soro de pacientes
apos cirurgia apresentaram capacidade de migracdo preservada em resposta aos diversos
qguimioatraentes, comparado a migracao aleatéria. Desta forma, se comparado ao mesmo
procedimento realizado com soro antes do tratamento, pode-se concluir que houve efetiva
recuperacdo na capacidade de migracdo dos neutrofilos (Figura 13). Esses resultados
reforcam achados anteriores em pacientes com neoplasia de colo uterino em estadios iniciais,
em que a retirada cirdrgica do tumor aumentou a migracdo de neutrdéfilos, sugerindo que as
células tumorais poderiam induzir a producdo de mediadores circulantes, responsaveis pela
inibicdo da migracdo de neutrofilos (FERNANDES Jr et al., 2007).

Em relacdo a producéo de citocinas no soro de pacientes apds tratamento foi observada
reducdo significativa nas concentracbes de IL-6, IL-8 e IL-10, e no limiar de significancia
para TNF-a, comparado ao pré-tratamento. Quanto aos estadiamentos, no grupo NIC houve
reducdo significativa para IL-6 e no limiar de significancia para IL-8, sendo que, no grupo
Invasivo, foi observada reducéo de IL-10, embora no limiar de significAncia, comparado ao
tempo pré-tratamento (Figura 14). Ndo foram observadas diferencas significativas nas
concentragcfes de citocinas no sobrenadante da cultura de neutréfilos entre os tempos pré e
pos-tratamento (Figura 16). Em acordo com nossos resultados, em pacientes com cancer de
ovario avancado houve reducédo significativa nas concentracbes de IL-10 j& 8 dias apds
cirurgia (MUSTEA et al., 2009).

Em relagdo a producdo de NO, os niveis séricos de nitrato e nitrito apresentaram-se
diminuidos apods cirurgia comparado ao tempo pré cirurgia, sendo 0 mesmo efeito observado
no grupo NIC (Figura 15). Assim como observado para citocinas, no sobrenadante da cultura
de neutrofilos ou células mononucleares ndo foi observada diferenca significativa entre os
tempos pré e pos-tratamento (Figura 17). Em pacientes com neoplasia de colo uterino

submetidas a quimioterapia neo-adjuvante, foi observada reducéo de citocinas TH1 e aumento
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significativo de citocinas TH2 no periodo pre- tratamento, sendo que apds quimioterapia foi
observado aumento de citocinas IL-2 e INF-y e reducdo de IL-4 e IL-10, sugerindo que as
concentracdes de citocinas poderiam estar relacionadas com a resposta terapéutica na
neoplasia avancada de colo uterino (SHARMA et al., 2009).

Em conjunto, os resultados confirmam a hipo6tese de que pacientes com neoplasia de
colo uterino, mesmo em estadio pré-invasivo, produzem mediadores circulantes como IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-a e NO, capazes de inibir a migragdo de neutrofilos para o sitio
inflamatdrio. Esses mediadores podem ser produzidos por leucécitos circulantes, conforme
demonstrado, bem como pelas células tumorais, visto que a retirada do tumor reverte 0s
efeitos observados.

Outros possiveis mediadores também poderiam estar envolvidos no efeito inibitdrio
sobre a migracdo de neutrdfilos circulantes. Por exemplo, o fator transformador do
crescimento (TGF)-p ¢ uma citocina antiinflamatéria capaz de levar a uma regulagdo
decrescente da atividade de leucocitos (DEMIRKAZIK et al., 2002). Plasma obtido de
pacientes que receberam transfusdo sanguinea inibiu a migracao de neutréfilos normais, sendo
este efeito associado ao aumento de TGF-3 nas amostras avaliadas (GHIO et al., 2003). Outro
mediador envolvido poderia ser a a-1 glicoproteina &cida (AGP). Recentemente foi
demonstrado que a proteina de fase aguda AGP, isolada do soro de pacientes sépticos, inibiu a
migracdo de neutrdfilos induzida por carragenina para a cavidade peritoneal de ratos. Além
disso, a incubacéo de AGP com neutrdfilos normais inibiu a quimiotaxia dessas células e este
efeito foi associado ao aumento da producdo de NO (MESTRINER et al., 2007). As proteinas
de fase aguda encontram-se em concentracdes elevadas em pacientes com cancer, e podem ser
uteis como fator prognostico no risco de recidiva. Niveis elevados de AGP e HP
(haptoglobina) no pré-operatorio em pacientes com neoplasia de pulmao estdo relacionados a

uma baixa sobrevida apos tratamento (KASPRZYK M. et al., 2008).
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E proposto que, em termos de resposta inflamatdria, as neoplasias constituem um
paradoxo. Os tumores produzem citocinas e quimiocinas que recrutam leucdécitos. Entretanto,
existe uma deficiéncia em promover resposta inflamatdria em outros sitios que ndo o tumoral.
O mais provavel é que as quimiocinas produzidas pelo proprio tumor, quando presentes na
circulacdo, possam dessensibilizar os leucécitos ou, ainda, o tumor pode produzir mediadores
antiinflamatdrios. Assim, uma capacidade defeituosa em promover uma resposta inflamatoria
para outro local poderia coexistir com o continuo recrutamento de leucdcitos para o sitio
tumoral (BALKWILL et al., 2001).

A melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulacdo da funcdo das
células circulantes pode ser essencial na conduta terapéutica capaz de restabelecer uma
resposta inflamatdria/imune eficaz contra agentes infecciosos e contra as préprias células

tumorais.
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Pacientes com neoplasia de colo uterino, a partir de estadio pré-invasivo, apresentam
mediadores circulantes capazes de inibir a migracdo de neutrofilos induzida por diferentes

estimulos quimiotaticos, indicando um comprometimento da resposta imune/inflamatoria em
fases iniciais da doenca.
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Anexo A. Tabela de identificacdo do grupo de
controles quanto a idade.

Controles Idade (anos)
C1 37
c2 39
C3 52
C4 50
C5 26
C6 55
Cc7 35
C8 51
C9 30

C10 36
C11 40
C12 41
C13 37
C14 33
Ci15 65
C16 37
Cc17 27
C18 39
C19 54
C20 30
Cc21 44
C22 51
C23 33
C24 42
C25 55
C26 33
c27 45
C28 45
C29 57
C30 44
C31 46
C32 38
C33 65
C34 41
C35 47
C36 26

Os Controles estdo representados C + n° de C1 a C36.



Anexo B: Migracao de neutrofilos controles tratados com soro ( 0,5%, 5,0% e 50%) de pacientes com neoplasia de
colo uterino em diferentes estadiamentos, antes e ap6s tratamento cirdrgico.

a. Pré Tratamento:

RPMI FMLP LTB, IL-8
Pacientes  Estadiamento 0,5% 5% 50%  0,5% 5% 50% 0,5% 5% 50% 0,5% 5% 50%
P4 NIC 11 2,2 1,0 0,5 2,6 53 1,4 2,1 18 1,0 1,9 0,8 1,0
P5 NIC 111 2,5 1,3 0,6 25,6 3.9 3,3 6,6 2,0 0,6 13,4 5,4 3,5
P6 NIC 111 29 1,8 11 17,5 2,9 2,1 20,5 51 51 15,3 10,1 2,0
P7 NIC 11 4,0 55 4,0 17,3 54 3,4 20,4 8,6 51 10,0 5,5 3,9
P8 NIC 11 7,8 6,3 2,9 14,9 9,4 54 21,6 12,3 9,5 20,9 115 4,3
P19 CAIAL 0,9 1,0 0,8 16,5 6,5 6,5 13,5 3,1 3,6 1,4 1,0 0,9
P20 CAIAL 1,8 2,0 11 16,3 2,8 0,8 6,1 2,1 1,4 14,3 13 0,9
P21 CAIAl 4,0 1,9 1,3 36,3 12,5 4,8 38,6 6,1 15 28,9 6,5 41
P22 CA 1Al 2,5 4,9 5,3 18,3 10,5 4,6 21,4 10,9 59 14,6 8,9 51
P23 CAIAL 7,5 3,5 4,3 14,0 10,0 55 19,0 12,3 59 10,4 6,8 4,6
P25 CA A 1,6 1,1 0,8 8,4 55 2,3 8,3 11 1,0 15 0,8 0,8
P34 CAIIB 2,3 14 1,3 9,4 4,5 4,3 6,9 1,6 2,8 10,6 3,8 1,8
P35 CAIIB 3,3 19 1,0 9,4 6,0 2,8 6,0 3,1 2,1 9,8 4,0 15
P42 CAllIB 41 3,6 3,4 25,6 19,6 3,8 20,6 13,4 7,1 38,1 13,8 3,6
P43 CAIlIB 3,8 3,0 2,5 24,4 20,8 8,9 24,3 14,3 7,5 23,1 11,5 4,4

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n° NIC — neoplasia intraepitelial cervical; CA — carcinoma. Os
resultados indicam a média do nimero de neutr6filos emigrados por campo, sendo que foram contados 10 campos.



b. Pos Tratamento:

RPMI FMLP LTB, IL-8
Pacientes Estadiamento 0,5% 5% 50% 0,5% 5% 50% 0,5% 5% 50% 0,5% 5% 50%

P4 NIC 1 1,7 1,6 1,9 20,7 23,8 15,8 13,4 11,8 12,7 10,6 11,6 14,0
PS5 NIC 1l 1,6 18 1,7 19,9 21,4 22,8 9,5 9,2 12,9 10,4 9,6 18,3
P6 NIC 1l 1,2 17 1,3 12,5 14,1 20,6 11,7 134 134 10,9 17,4 128
P7 NIC Il 1,6 15 1,5 13,1 14,5 12,2 11,7 12,8 111 12,2 114 11,2
P8 NIC Il 13 14 1,6 14,3 12,3 12,3 12,0 106 114 10,1 112 116

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n° NIC — neoplasia intraepitelial cervical. Os resultados indicam a média
do nimero de neutréfilos emigrados por campo, sendo que foram contados 10 campos.



Anexo C: Quimiotaxia de neutréfilos normais tratados com soro (50%) heterdlogo de
controles.

Controles RPMI FMLP LTB, IL-8
C1 3,4 10,8 12,3 7,8
Cc4 4,1 34 14,9 32,4
C8 15 21,8 13,8 10,5
C10 5,6 72,4 52,4 42,6
C13 53 23,6 36,6 37,3
Cl6 1,8 12,9 11,7 13,0
C17 1,0 12,1 12,3 19,4

Os resultados indicam a média do nimero de neutr6filos emigrados por campo, sendo que foram contados
10 campos.



Anexo D: Tabela de quantificacdo das citocinas no soro de pacientes com neoplasia de
colo uterino, antes e apds tratamento cirargico.

TNFa IL-6 IL-8 IL-10
Pacientes  Estadiamento Pré Pés Pré Pés Pré Pos Pré Pés
P1 NIC 11/ 0,07 0,00 5,89 2,37 7,12 0,00 7,49 3,49
p2 NIC 11/ 3,38 0,05 3,08 2,75 2,48 8,16 10,34 6,65
P3 NIC 111 0,00 6,67 2,00 4,54 12,75 2,29 4,80 1,27
P4 NIC 111 0,91 0,00 3,52 1,09 2,70 2,07 4,24 3,31
P5 NIC 111 2,72 0,00 3,63 2,19 2,11 1,54 13,95 1,83
P6 NIC 111 2,39 1,57 19,01 2,81 9,74 13,95 6,59 8,15
pP7 NIC 111 2,55 2,06 2,24 1,26 15,56 11,16 7,81 4,16
P8 NIC 111 0,03 0,09 1335 7,02 12,25 3,12 7,56 6,81
P9 NIC I 0,00 - 1,97 - 26,47 - 0,04 -
P10 NIC I 3,05 - 6,01 - 2,62 - 2,23 -
P11 NIC 111 0,00 - 15,51 - 16,01 - 15,11 -
P12 NIC I 0,00 0,00 2,47 2,18 0,02 4,93 5,03 6,85
P13 NIC 111 0,00 0,00 0,99 3,46 3,28 4,15 6,01 9,68
P14 NIC 111 0,00 - 8,43 1,84 6,33 0,46 6,62 7,00

P15 NIC II/HPV 0,00 - 3,90 - 12,29 - - -
P16 NIC II/HPV 1,46 0,00 9,551 1,42 33,21 2,54 7,45 5,03

P17 NIC II/HPV 0,00 - 2,74 - 2,01 - 5,63 -
P18 Mama+ NIC Il 0,00 0,00 4,04 4,01 21,01 2,00 7,31 6,17
P19 CAIAL 0,00 - 11,65 - 1,10 - 2,47 -
P20 CA AL 0,00 - 2,56 - 2,55 - 0,77 -
P21 CAIAL 0,00 - 1,95 - 2,72 - 4,06 -
p22 CAIAL 0,00 - 4,68 - 2,02 - 8,56 -
P23 CA AL 0,03 - 2,07 - 11,52 - 28,63 -
P24 CAIlIA 1,90 - 3,85 - 6,87 - 11,84 -
P25 CAIlIA 0,04 - 18,42 - 13,88 - 2,43 -
P26 CAIlIA 0,00 0,00 8,59 1,93 8,11 4,87 8,88 6,32
P27 CAIB1 0,08 0,00 2697 27,13 - - 16,65 9,07
P28 CA B2 0,00 0,00 0,00 1,32 0,50 1,66 517 6,14
P29 CA B2 0,00 0,00 3,85 6,43 17,2 - 7,50 -
P30 CA B2 0,05 0,00 4,30 4,20 12,84 4,15 15,62 8,30
P31 CAIlIB 0,00 - 3,41 - 6,70 - 2,35 -
P32 CAIlIB 0,00 - 4,92 - 2,86 - 20,68 -
P33 CAIlIB 0,00 - 17,58 - 9,08 - 8,72 -
P34 CAIlIB 7,83 - 6,00 - 15,39 - 5,46 -
P35 CAIlIB 0,00 - 4,90 - 451 - 0,06 -
P36 CAIlIB 0,00 - 15,81 - 5,59 - 8,98 -
P37 CAIlIB 0,00 - 13,53 - 25,66 - 10,26 -
P38 CAIlIB 1,40 0,00 1226 3,89 - - 19,07 5,22
P39 CAIlIB 0,09 - 19,17 - 1,26 - 7,94 -
P40 CAllIB 0,00 - 7,74 19,29 - 2,16 -
P41 CAllIB 6,01 - 15,85 - 28,00 - 11,18 -
P42 CA B 0,00 - 5,20 - 13,44 - 8,78 -
P43 CA B 0,08 - 6,60 - 32,00 - 8,85 -
P44 CAIlll B 0,00 - 4,52 - 16,01 - 12,43 -
P45 CAIVB 0,00 - 14,29 - 11,25 - 0,52 -

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n° de P1 a P45, respectivamente. Os
valores 0,00 (zero) indicam, nestas amostras, niveis ndo detectados da respectiva citocina. Os hifens ( - )
indicam que o ensaio ndo foi realizado. Os resultados foram expressos em pg/ml.



Anexo E: Tabela de quantificacdo das citocinas no soro de Controles.

Controles TNF-a IL-6 IL-8 IL-10
C19 6,34 6,28 21,91 15,54
C20 0,00 0,71 1,27 8,51
Cc21 0,00 3,39 10,17 5,53
Cc22 0,00 3,85 2,11 10,81
C23 0,00 15,82 2,94 12,88
C24 0,00 2,42 2,38 6,32
C25 0,00 1,68 7,71 6,46
C26 0,00 1,51 48,22 9,04
Cc27 0,00 1,07 0,84 8,19
C28 0,00 0,00 0,00 1,11
C29 0,00 1,40 0,00 3,90
C30 0,00 1,44 0,43 6,48
C31 0,00 3,19 6,67 18,46

Os Controles estdo representados C + n° de C19 a C31, respectivamente. Os valores
0,00 (zero) indicam, nestas amostras, niveis ndo detectados da respectiva citocina. Os
resultados foram expressos em pg/ml.



Anexo F: Tabela de quantificacdo de metabolitos do 6xido
nitrico em amostras de soro de controles.

Controles NO,+ NO3 (UM)
C1 26,1
C2 39,4
C3 24,7
C4 31,2
C5 31,4
C6 49,9
C7 19,4
cs8 50,1
C9 23,6

C10 34,3
Cl1 49,7
Ci12 33,0
C13 49,7
Cl14 49,9
C15 30,3
C16 24,1
C17 11,9
C18 8,8

C19 27,9
C20 15,4
c21 10,5
C22 5,0

C23 5,9

C24 8,8

C25 36,4
C26 10,4
c27 11,1
C28 30,0
C29 18,9

Os Controles estdo representados C + n° de C1 a C29 respectivamente.



Anexo G: Tabelas de quantificacdo de metabdlitos de 6xido nitrico no soro de pacientes
com neoplasia de colo uterino, divididas quanto ao estadiamento, antes e apés
tratamento cirdrgico.

a.NIC
NO, + NOj (UM)
Pacientes Estadiamento Pré Pés
P1 NIC I/l 15,78 14,66
P2 NIC I/l 12,68 11,91
P3 NIC Il 18,28 6,57
P4 NIC 11l 6,48 19,66
P5 NIC 11l 16,90 8,89
P10 NIC 11l 40,85 23,53
P11 NIC 11l 8,29 3,98
P12 NIC 11l 10,70 10,96
P13 NIC 11l 7,60 11,39
P14 NIC 11l 41,00 24,90
P16 NIC [II/HPV 20,09 20,43
P17 NIC [II/IHPV 29,91 10,10
P18 Mama + NIC Il 18,97 13,63

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n°.

b. Micro
NO, + NOj (uM)
Pacientes Estadiamento Pré Pés
P19 CA 1AL 45,65 39,20
P20 CAIAL 57,45 24,70
P21 CA IAL 104,9 41,60
P22 CA IA1 58,80 30,50

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n°.

c. Invasivo
NO, + NOz (UM)
Pacientes Estadiamento Pré Pés
P29 CA IB2 65,90 53,90
P30 CA IB2 48,30 37,90
P32 CAlIB 35,60 19,80
P33 CAlIB 36,30 21,20
P34 CAlIB 28,30 25,60
P35 CAlIB 50,50 45,00
P36 CAIIB 48,10 57,00
P37 CAIIB 26,90 38,50
P38 CAIIB 29,60 17,40

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n°



Anexo H: Tabela de quantificacdo das citocinas no sobrenadante da cultura de
neutréfilos de pacientes com neoplasia de colo uterino antes e ap6s
tratamento cirdrgico.

Pacientes Estadiamento TNF-a IL-6 IL-10
Pré Pés Pré Pos Pré Pos
P3 NIC 1l 7,01 3,85 9,01 4,90 2,38 3,06
P4 NIC 1l 3,85 9,52 57,00 41,71 0,00 6,58
P5 NIC 1l 0,92 2,15 52,27 59,52 1,01 0,00
P25 CA A 6,46 3,82 16,81 113,19 2,64 2,00
P26 CA A 11,26 8,74 18,06 8,15 3,50 6,81
P27 CAIB1 8,01 8,81 7,15 8,88 3,22 4,04

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n° Os valores 0,00 (zero)
indicam, nestas amostras, niveis ndo detectados da respectiva citocina. As células foram
estimuladas por LPS (1pg/ml) e os sobrenadanyes coletados ap6s 24h. Os resultados foram
expressos em pg/ml.

Anexo I: Tabela de quantificagdo de NO,+ NO; (uM) no
sobrenadante da cultura de neutrofilos e células
mononucleares de pacientes com neoplasia de colo
uterino antes e apds tratamento cirurgico.

Pacientes Estadiamento Neutrofilos Mononucleares
Pré Pés Pré Pés
P3 NIC I11 6,80 8,90 9,00 12,50
P4 NIC I11 7,50 8,80 9,80 13,50
P5 NIC I11 8,50 8,90 12,40 10,30
P25 CAIlIA 6,50 7,10 13,60 10,60
P26 CAIIIA 8,50 6,60 10,10 10,90
P27 CAIB1 5,60 6,80 10,00 10,30

As pacientes com neoplasia de colo uterino estdo representadas P + n°. Os
valores 0,00 (zero) indicam, nestas amostras, niveis ndo detectados da
respectiva citocina. Os resultados foram expressos em uM. As células foram
estimuladas por LPS (1upg/ml) e os sobrenadantes coletados apds 24h
(neutrdfilos) ou 48h (mononucleares).



Anexo J: Tabela de quantificagdo das citocinas no sobrenadante da cultura de
neutrdfilos de controles.

Controles TNF-a IL-6 IL-10
C1 3,35 2,62 0,33
C2 2,28 8,67 1,20
C3 5,21 29,24 0,51
(07} 0,92 6,46 0,00
C5 4,83 31,99 0,51
C6 5,58 63,25 1,26
Cc7 1,91 49,53 0,00

Os controles estdo representados C + n° Os valores 0,00 (zero) indicam, nestas amostras, niveis ndo
detectados da respectiva citocina. As células foram estimuladas por LPS (1pg/ml) e os sobrenadantes
coletados apos 24h. Os resultados foram expressos em pg/ml.

Anexo K: Tabela de concentracdo de nitrito nos sobrenadantes de
neutréfilos e células mononucleares de controles.

NO
Controles Neutréfilos Mononucleares
C1 7,30 3,30
C2 8,90 1,40
C3 10,20 2,00
C4 11,40 3,00
C5 11,70 3,80
C6 14,00 2,50

C7 9,80 2,80
C8 - 1,90

Os Controles estdo representados C + n°. Os hifens (-) indicam que o ensaio ndo
foi realizado.
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Comité de Etica em Pesquisa- CEP

PROJETO: Mecanismos envolvidos na alteracdo da funcdo de neutrofilos em pacientes com
neoplasia de colo uterino.

TERMO DE ESCLARECIMENTO

As doencas que aparecem no colo do Utero das mulheres tém sido uma grande preocupacéao para todos
da area de satde. No nosso sangue existem as células de defesa (leucdcitos), que em varios tipos de
doencas podem estar defeituosas, perdendo a capacidade de ir até o local da doenca e lutar contra ela.
O que no6s queremos estudar é porque esses defeitos podem acontecer, dependendo do tipo da doenga
do colo uterino e como o tratamento muda a funcdo dessas células. Se vocé concordar em participar,
sera do grupo controle, de mulheres normais. Para isso precisamos colher seu sangue, usando material
esterilizado e descartavel. Seu sangue servira para estudar a funcdo das suas células de defesa em
comparagdo com o grupo de pacientes. Os resultados desse trabalho poderéo ajudar a descobrir outras
formas de melhorar a defesa do organismo contra a neoplasia de colo uterino. O sangue coletado sera
usado para os exames da pesquisa e seu nome em nenhum momento serd divulgado. Vocé podera
obter todas as informag0es que quiser e podera ndo participar da pesquisa ou retirar seu consentimento
a qualquer momento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro,
mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , residente em
, li elou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicacdo que
recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para retirar meu
consentimento e deixar de participar da pesquisa, a qualquer momento, sem justificar minha deciséo.
Sei que meu nome ndo sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar
do estudo. Eu concordo em participar do estudo.
Uberaba, [/ /

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Beatriz Martins Tavares Murta e Prof. Eddie Fernando Candido
Murta
Telefone de contato dos pesquisadores: (0x34)3318-5467 / 3318-5326

Em caso de ddvida em relacéo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Comité de Etica em Pesquisa- CEP

PROJETO: Mecanismos envolvidos na alteragdo da funcdo de neutrofilos em pacientes com
neoplasia de colo uterino.

TERMO DE ESCLARECIMENTO

As doengas que aparecem no colo do Utero das mulheres tém sido uma grande preocupacéo para todos
da area de salde. No nosso sangue existem as células de defesa (leucécitos), que em varios tipos de
doencas podem estar defeituosas, perdendo a capacidade de ir até o local da doenca e lutar contra ela.
O que no6s queremos estudar é porque esses defeitos podem acontecer, dependendo do tipo da doenca
do colo uterino e como o tratamento muda a fungdo dessas células. Para isso precisamos colher seu
sangue, usando material esterilizado e descartavel. Seu sangue servira para estudar como esté a fungédo
das suas células de defesa antes e depois do tratamento para sua doenga. Os resultados desse trabalho
poderdo ajudar a descobrir outras formas de melhorar a defesa do organismo contra a doenga. O
sangue coletado sera usado para os exames da pesquisa e seu home em nenhum momento sera
divulgado. VVocé podera obter todas as informacgdes que quiser e podera ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu tratamento. Pela sua participacdo
no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas
necessarias para a realizacdo da pesquisa nao serdao de sua responsabilidade.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , residente em
, li e/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicacdo que
recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para retirar meu
consentimento e deixar de participar da pesquisa, a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e
que isso nao afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo sera divulgado, que nao terei despesas e
ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.
Uberaba, [/ /

Assinatura do paciente ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel

Pesquisadores Responsaveis: Profa. Beatriz Martins Tavares Murta e Prof. Eddie Fernando Candido
Murta
Telefone de contato dos pesquisadores: (0x34)3318-5467 / 3318-5326

Em caso de ddvida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.
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