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RESUMO

VENANCIO, P. A. Expressado de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano 2,3-
dioxigenase (TDO) no ambiente cervicovaginal normal, na vaginose bacteriana e nas
lesGes cervicais associadas ao HPV. (Dissertacdo de Mestrado). vol.1, 85 f. Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Neste estudo avaliamos o papel do metabolismo do triptofano (Trp) na homeostasia, na
vaginose bacteriana e nas lesbes cervicais associadas ao HPV. A importancia do
metabolismo do Trp se deve a sua a¢do na proliferacdo de microrganismos e de células
do sistema imune. O consumo de triptofano tem sido identificado como uma forma de
controlar o crescimento bacteriano limitando a infec¢do. Por outro lado, a oxidacao de
Trp produz quinurenina (QUIN), que tem papel chave na tolerdncia imunoldgica. A
formacdo de QUIN se da através das enzimas indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e
triptofano 2,3- dioxigenase (TDO). A mais estudada delas no ambito das infecgdes/ imuno
escape € a enzima IDO. Mais recentemente, tem-se dado énfase ao papel da TDO no
cancer. Nesta dissertacdo, o interesse foi avaliar a expressdo da IDO no epitélio
cervicovaginal de mulheres com vaginose bacteriana e de IDO e TDO em amostras
cervicais de mulheres com diferentes graus de leséo cervical associada ao HPV. Foram
incluidas 165 mulheres atendidas no CAISM/UNICAMP, as quais foram divididas em
dois grupos: grupo caso composto por mulheres com lesdo de baixo ou alto grau e
carcinoma invasor (n=42) e grupo controle composto por mulheres com citologia
oncoldgica normal, independente de apresentar infeccdo genital (n=123). IDO foi
avaliada por imunocitoquimica em citologia em base liquida e IDO e TDO em bidpsias
cervicais. Mulheres com vaginose bacteriana apresentaram expressdo aumentada de IDO
em células escamosas em comparacao as mulheres sem vaginose bacteriana (OR=7.41;
IC 95%= 2.50 a 21.4; p <0.0001). No epitélio vaginal normal com ou sem infeccdo por
HPV houve uma expresséo leve de IDO em células escamosas. Na presenca de lesdes ou
carcinoma, houve um aumento no numero de células escamosas displésicas e de
leucdcitos IDO-positivos; aumento de IDO também pOde ser observada em culturas de
pele organotipicas transduzidas com as oncoproteinas E6/ E7 do HPV16. Nas lesbes
cervicais, assim como visto para a IDO, a TDO esteve expressa em leucdcitos,
especialmente os infiltrados na regido estromal e na parede dos vasos sanguineos. A
expressao basal de IDO no epitélio cervical normal e sua regulacédo positiva na infeccédo
por HPV e lesdes associadas sugerem a participagdo do metabolismo do Trp nos
mecanismos imunossupressores envolvidos na doenga. Embora o papel do IDO j& tenha
sido abordada anteriormente, até onde sabemos esta é a primeira evidéncia da expressdo
de TDO no epitélio vaginal, na neoplasia intraepitelial cervical e carcinoma de células
escamosas. Ainda, em leucdcitos, especialmente aqueles com morfologia tipica de
polimorfonucleares, parecem ser importantes fontes de IDO na cérvix uterina.

Palavras-chave: indoleamina 2,3-dioxigenase, triptofano 2,3-dioxigenase, HPV,
vaginose bacteriana, neoplasia intraepitelial cervical, carcinoma de células escamosas.



ABSTRACT

VENANCIO, P.A. Expression of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and tryptophan
2,3-dioxygenase (TDO) in normal cervicovaginal environment, bacterial vaginosis
and cervical lesions associated with HPV. (Master’s thesis). vol. 1, 85 f. Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo. 2018

In this study we evaluated the role of tryptophan (Trp) metabolism in cervix homeostasis,
bacterial vaginosis and HPV-associated lesions. The importance of Trp metabolism is due
to its action on microorganisms and immune cells. Tryptophan consumption has been
identified as a way to controlling bacterial growth limiting infection. On the other hand,
the oxidation of Trp produces kynurenine (Kyn) which plays a key role in immunological
tolerance. The formation of Kyn occurs through the enzymes indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) and tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO). IDO is the most studied of
them within the context of infections / immune escape. More recently, TDO has also been
considered in studies of cancer progression. In this thesis, we were interested in
cervicovaginal epithelium IDO expression in women with bacterial vaginosis and of IDO
and TDO in cervical samples of women with different degrees of cervical lesion
associated with HPV. A total of 165 women attended at CAISM/UNICAMP were divided
into two groups: a case group composed of women with low or high grade lesions and
invasive carcinoma (n = 42) and a control group composed of women with normal
cytology, independent to present genital infection (n =123). IDO was evaluated by
immunocytochemistry in liquid-based cytology and IDO and TDO in cervical biopsies.
Women with bacterial vaginosis had increased IDO expression in squamous cells
compared to women without bacterial vaginosis (OR = 7.41, 95% CI = 2.50- 21.74;
p<0.0001). In normal vaginal epithelium with or without HPV infection there was a mild
IDO expression in squamous cells. In the presence of cervical intraepithelial lesions or
squamous cell carcinoma, there was an increase in the number of IDO-positive dysplastic
squamous cells and leukocytes; increase in IDO can also be observed in organotypic skin
cultures transduced with HPV-16 E6/E7 oncoproteins. In cervical lesions, as observed for
IDO, TDO was expressed in leukocytes, especially infiltrates in the stromal region and in
the wall of blood vessels. The basal expression of IDO in the normal cervical epithelium
and its positive regulation in HPV infection and associated lesions suggests the
participation of Trp metabolism in the immunosuppressive mechanisms involved in the
disease. Although some previous data have already considered the role of IDO, as far as
we know this is the first evidence of the participation of TDO in the vaginal epithelium,
cervical intraepithelial neoplasia and squamous cell carcinoma. In addition, in leukocytes,
especially those with a typical polymorphonuclear morphology, appear to be important
sources of IDO in the uterine cervix.

Key words: indoleamine 2,3-dioxygenase, tryptophan 2,3-dioxygenase, HPV, bacterial
vaginosis, cervical intraepithelial neoplasia, squamous cell carcinoma.

Abstract
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1. INTRODUCAO

O aparelho genital feminino inferior € composto por vulva, vagina e colo do Utero,
que divide-se em endoceérvice e ectocérvice. O colo do Utero comunica-se com 0 meio
externo por meio da vagina, um canal muscular longo que comeca no introito vaginal e
termina em um fundo cego onde a cérvice se implanta. O epitélio que recobre a vagina e
a ectocervice é do tipo escamoso, estratificado e ndo-queratinizado. A endocérvice é
revestida por um epitélio colunar simples ou também chamado de epitélio glandular,
produtor de muco (Figura 1). O local de uniéo entre o epitélio glandular da endocérvice
e 0 epitélio escamoso da ectocérvice é denominado jungdo escamo-colunar (JEC) (Hickey
et al., 2011; Consolaro e Maria-Engler, 2012). O epitélio cervicovaginal contém ainda
células do sistema imune e microbiota residente, que, junto aos elementos epiteliais
supracitados, fornecem um aparato de defesa, ja que o aparelho genital feminino, devido
a particularidade anatdbmica de se comunicar com o0 meio externo, representa um sitio de
facil acesso aos agentes infecciosos (Linhares et al., 2010; Van De Wijgert et al., 2014;
Borgdorff et al., 2016; Smith e Ravel, 2017).

Figura 1: Representacdo esquematica do epitélio escamoso e epitélio glandular do colo
do Utero. 1A: epitélio glandular simples e 1B: epitélio escamoso ndo-queratinizado
composto por varias camadas de células: camada basal, camada intermediaria e camada
superior. Fonte: da autora.

Introducao
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Uma microbiota saudavel € composta por diversos microorganismos anaerobicos
e aerobicos. A prevaléncia de Lactobacillus no ambiente vaginal é crucial para impedir a
instalacdo de patdgenos e garantir a saude vaginal, devido a producdo de compostos
antimicrobianos como: acido lactico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas e sua
capacidade de aderir as células epiteliais formando um biofilme protetor, além de

competir com as demais bactérias por substrato (Borges et al., 2014) .

O advento de técnicas de sequenciamento do gene bacteriano, como o gene
ribossomal 16S rRNA, revelou microorganismos nédo cultivaveis e tem possibilitado uma
melhor caracterizagdo do microbioma vaginal (Ravel et al., 2011; Ma et al., 2012). A
composicdo do microbiota vaginal tem um importante papel protetor contra infecgdes
genitais e disbioses, tais como a vaginose bacteriana (VB), vaginite causada por fungos,
e doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) (Reid e Bocking, 2003). O estudo do
microbioma vaginal de mulheres assintomaticas em idade reprodutiva, permitiu a
identificacdo de cinco perfis principais: em quatro deles houve o predominio de
Lactobacillus iners, L. crispatus, L. gasseri ou L. jensenii, e 0 quinto grupo apresentou
diminuicdo de Lactobacillus e maior taxa de organismos estritamente anaerdbicos, como:
Prevotella, Dialister, Atopobium, Gardnerella, Megasphaera, Peptoniphilus, Sneathia,
Eggerthella, Aerococcus, Finegoldia e Mobiluncus (Ravel et al., 2011).

A vaginose bacteriana tem sido associada a alguns problemas na salde
reprodutiva, como maiores chances de infec¢do por virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e outras DSTs, doenca inflamatdria pélvica (DIP), parto prematuro e infecgdes
maternas e neonatais (Discacciati et al., 2006; van de Wigjert et al., 2014; Brotman et al.,
2014).

Embora, por definigdo, o termo “vaginose” remeta a auséncia de inflamacéo,
eventualmente esta inversdo de microbiota estd acompanhada de sinais de inflamacao,
como o aumento de leucdécitos polimorfonucleares. Devido a isso, ja foi sugerido o uso
do termo vaginite aerdbica para diferenciar estes casos da vaginose bacteriana, incluindo
como critério diagnostico: microbiota sem lactobacilos (Grau 1), presenca de cocos ou
bacilos, contagem de leucdcitos (e aspecto granuloso) e presenca de celulas parabasais,
essa avaliacdo é realizada por microscopia de contraste de fases (Donders et al., 2002).
Para o diagnostico de vginose bacteriana foi adotado a bacterioscopia pelo método de
GRAM, e considerado, tanto pelo CDC (Center for Disease Control and Prevention)

qguando pelo Ministério da Saude (MS) do Brasil, como o padrdo ouro para diagnostico

Introducao
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bacterioscopico deste desequilibrio de microbiota, e baseia-se na quantificacdo dos
morfotipos bacterianos, mas ndo sugere a quantificacdo de leucécitos como critério de
inflamacdo (Workowski et al., 2010; Ministério da Saude, 2014).

O metabolismo do triptofano (Trp) tem um papel central no balango entre a
imunotolerancia e manutencdo da microbiota no epitélio intestinal (Gao et al., 2018). Por
outro lado, a importancia do metabolismo do Trp na relacdo entre o epitélio
cervicovaginal e microbiota é ainda insipiente. Ha possibilidade de que alteracdes no
microbioma vaginal poderiam comprometer a homeostasia e induzir um estado imune e
inflamatorio favoravel a aquisicdo de outras infecgdes genitais, ainda é objeto de estudo.
O aparelho genital feminino inferior pode abrigar vérias bactérias, parasitas e virus
patogénicos, como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas
vaginalis, virus herpes simplex tipo 2 (HSV2), Papilomavirus humano (HPV), e o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO, 2012). Destas, a infeccéo por HPV € uma das
mais preocupantes devido a sua associacdo com a carcinogénese do colo do Utero
(Walboomers et al., 1999).

O HPV pertence a familia Papillomaviridade e agrupados em 5 diferentes
géneros: alfa-, beta-, gama-, mu- e ni-papilomavirus. Foram identificados mais de 200
tipos de HPV, dos quais aproximadamente 40 podem infectar o trato ano-genital
(Papillomavirus Episteme (PaVE); Bernard et al., 2010). Os HPVs do género
Alphapapillomavirus, que infectam mucosa sdo classificados em baixo e alto risco em
relacdo a capacidade oncogénica (De Villiers et al., 2004). Os tipos de HPV genital sdo
divididos em subgrupos que infectam a mucosa e classificados conforme o risco. Os tipos
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 sdo de baixo risco oncogénico e estao associados
a verrugas genitais (condiloma acuminado). De acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 sdo considerados de
alto risco oncogénico (IARC, 2012). Dentre os HPVs de alto risco oncogénico destaca-
se os tipos HPV 16 e HPV18, que estdo associados com 70% dos casos de cancer do colo
do utero (de Villiers et al., 2004; Doobar, 2006; Li et al., 2011).

Os HPVs sdo pequenos virus ndo envelopados, de DNA dupla fita circular, com
cerca de 8000 pares de base (pb), e um capsideo apresentando simetria icosaédrica
(Muhoz et al., 2006). O genoma do HPV possui trés regies funcionais: uma regido nao
codificante conhecida como upstream regulatory region (URR) ou regido controladora
longa (LCR), responsavel pela replicagéo e transcricdo do DNA viral; uma regido que
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codifica genes precoces de HPV (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), que tem funcdo na replicacdo
e transcricdo do genoma do HPV e na regulagéo do ciclo celular; e uma regido tardia,
composta por dois genes, L1 e L2, que codificam a proteina do capsideo viral (Figura 2)
(McMurray et al., 2001; Graham et al., 2006).

L2

L1

Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do HPV. Mostrando a distribuicao
dos genes precoces e ndo estruturais (E), os genes do capsideo viral (L1 e L2) e regido
regulatéria (URR). Fonte: Mufioz et al., 2006.

O ciclo viral do HPV esta correlacionado com o programa de diferenciacdo das
células hospedeiras (Kajitani et al., 2012). De acordo com Doobar (2005) o ciclo normal
da infeccdo por HPV possui 5 fases consecutivas: infeccdo, manutencdo do genoma, fase
proliferativa, amplificacdo gendmica e sintese e liberacdo de novas particulas virais. A
infecgdo inicial pelo virus HPV necessita que as particulas virais infecciosas entrem nas
células da camada proliferativa basal do epitélio escamoso do colo do Gtero através de
uma microfissura ou ferida, pois essas células possuem um alto potencial de
diferenciacdo. Apoés a infec¢do, 0 genoma do virus se mantém com baixo nimero de
copias na forma epissomal. A manutencdo do genoma na forma epissomal na camada
basal € necessaria para o estabelecimento da fase inicial do ciclo viral. Nessa fase as
proteinas iniciais E6, E7, E1 e E2 estdo expressas em baixo nivel. No epitélio normal o
ciclo celular termina quando as células basais migram para as camadas suprabasais e se
diferenciam. Para a producdo de particulas virais é crucial a amplificacdo do genoma do
HPV, que depende da expressdo dos genes E6 e E7. A montagem das particulas virais
ocorre na camada média e superior do epitélio cervical, e nessa fase hd o aumento da
expressdo dos genes virais E1, E2, E4 e E5. Na fase final, os genes L1 e L2 codificam as

proteinas do capsideo viral e sdo expressos nas camadas epiteliais superiores que possuem
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maior expressdo do gene E4, importante para alteracdo da matriz intracelular, maturacao
e replicacdo viral. As particulas virais séo liberadas quando as células infectadas pelo
virus alcangam as camadas superiores do epitélio. A organizacdo do ciclo celular e a
expressao dos genes virais na infeccdo produtiva é semelhante para os diferentes tipos de
HPV (Doorbar, 2005; Ferraz et al., 2012; Snijders et al., 2006;).

Para o desenvolvimento de lesdes e cancer cervical € necessario que haja a perda
da regulacdo do ciclo reprodutivo do HPV. As proteinas E6 e E7 sdo cruciais para a
inducdo e manutencdo da transformagé&o celular por atuarem na regulacao do ciclo celular
e apoptose (Doorbar, 2005; Narisawa-Saito e Kiyono, 2007; Lee et al., 2016). No
processo de integracdo do genoma viral ha uma perda dos genes E2 e E4 responsaveis
pela transcricdo de outros genes. Essa perda da funcdo de E2 leva a desregulacdo da
expressdo de E6 e E7 que inibem as proteinas supressoras tumorais p53 e proteina do
retinoblastoma (pRB). Essa inibicao ocasiona em instabilidade gendmica e imortalizacao
celular contribuindo assim para malignidade (Figura 3) (Snijders et al., 2006; Moody e
Laimins, 2010).
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Figura 3. Ciclo infeccioso do HPV de alto risco. Do lado esquerdo héa representacdo do
ciclo de vida produtivo. O lado esquerdo representa o ciclo de transformacdo. O lado
direito representa a malignidade induzida pelo HPV, onde ha a desregulacdo da producéo
das oncoproteina E6 e E7. Fonte de: Xue et al., 2014.

Assim, o desenvolvimento do cancer do colo do Utero requer a infecgdo e
persisténcia do HPV de alto risco oncogénico no epitélio cervical, que causara um
processo carcinogénico de multiplas etapas envolvendo alteracdes moleculares e
morfolégicas relacionadas as neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) e ao carcinoma
cervical invasor (Franco et al.,1999; Doorbar, 2004).

Por ser uma doenca de progressao lenta, as lesdes cervicais precursoras do cancer
do colo do Utero, podem ser diagnosticadas precocemente através de métodos citoldgicos
(exame de Papanicolaou), colposcdpicos e histologicos utilizados no programa de
rastreamento no controle do céancer de colo do utero (INCA, 2016). As lesGes cervicais
pré-neoplasicas foram classificadas histologicamente por Richart (1973) como NIC e
graduadas de acordo com o nivel de comprometimento epitelial em NIC1, NIC2 e NIC3.
As lesdes precursoras sdo classificadas citologicamente como Lesdo Intraepitelial
Escamosa de Alto Grau (LIEAG) ou Baixo Grau (LIEBG) (Nayar e Wilbur, 2015)
(Figura 4).
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O carcinoma cervical, é ainda subdividido em carcinoma de células escamosas (CCE), se
acometer o epitélio escamoso, ou adenocarcinoma endocervical, se 0 compromentimento
for do epitélio glandular da endocérvice (Richart, 1973; WHO, 2014).
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Figura 4: Citologia e Histologia das lesdes cervicais associadas ao HPV. Modificado de:
Cubie, 2013.

No Brasil, o exame de citologia oncoldgica (CO), ou exame de Papanicolaou, é
0 exame preconizado como teste de rastreamento do cancer do colo do Utero e deve ser
realizado anualmente por mulheres na faixa etaria de 25 a 64 anos que ja iniciaram a vida
sexual (INCA,2018). A mulher que apresentar dois exames anuais de CO consecutivos
negativos podem aumentar a periodicidade do exame de CO, passando a realiza-lo num
intervalo de 3 anos. Mulheres com alteracGes no exame citoldgico recebem condutas de
acordo com o grau da lesdo identificada. Em caso de lesdes limitrofes sugerindo baixo
grau ou LIEBG, a mulher é acompanhada pela CO em intervalo menor de tempo e é
encaminhada para colposcopia em caso de persisténcia ou agravamento das lesdes. Se
lesBes limitrofes sugerindo alto grau ou LIEAG forem identificadas, a mulher deve ser
encaminhada para colposcopia e bidpsia em caso de imagens suspeitas. A bidpsia cervical
guiada pela colposcopia definira as condutas terapéuticas especificas (INCA, 2016). Uma
outra medida de prevencdo adotada pelo Ministério da Saude em 2014 foi a vacina
quadrivalente, que protege contra os HPV de baixo risco (tipos 6 e 11) e HPV de alto
risco (tipos 16 e 18), tendo como publico-alvo meninas na faixa etaria de 9 a 14 anos e
meninos de 11 a 14 anos (Ministério da Saude, 2017). Os exames de rastreio do cancer

de colo utero juntamente com a vacinagdo possuem o objetivo de minimizar a incidéncia
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dessa doenca, que € a terceira mais frequente e a quarta causa de mortalidade por cancer
entre as mulheres no Brasil (INCA, 2017).

A sensibilidade média do esfregaco convencional em detectar NIC de 51% e sua
especificidade média é de 98% (De Pokomandy et al., 2011). Com o propoésito de
aumentar a sensibilidade dos testes de rastreio do cancer do colo do Utero e minimizar
algumas falhas da citologia convencional, a citologia em base liquida (CBL) foi aprovada
pelo US Food and Drug Administration (FDA) em 1996. Ainda, ha a possibilidade da
utilizacdo do remanescente da amostra para a realizacdo de testes citoquimicos e
moleculares, que quando aplicados, aumentam a sensibilidade da deteccdo de lesdes pré-
cancerosas (Campagnoli et al., 2005; Stabile et al., 2012). O uso do teste do HPV
oncogénico tem sido proposto como teste complementar pela Sociedade Americana de
Colposcopia e Patologia (ASCCP), porém o uso dessa ferramenta ndo esta disponivel
no SUS (INCA, 2016). Provavelmente, o teste de HPV venha se tornar uma ferramenta
para o rastreamento de cancer do colo do Utero em Varios paises, juntamente com outros
marcadores. Varios biomarcadores tém sido propostos desde a infeccdo pelo HPV até a
progressdo do carcinoma e podem vir a ser utilizados para decisdo de conduta médica e

prognostico dos pacientes (Litjens et al., 2013; Pepe et al., 2008).

Embora a prevaléncia de infeccdo por HPV seja alta, podendo alcancar taxas de
55% na populacdo brasileira com faixa etaria entrte de 16 a 25 anos (Associacao Hospitalar
Moinhos de Vento, 2017), a evolugdo desta infeccdo e de suas lesdes neoplésicas
associadas pode variar muito, ja que a maioria sofre regressdo espontanea da infeccédo e
apenas uma pequena parcela das mulheres infectadas podem apresentar evolucdo das
lesGes precursoras para o carcinoma cervical (Ostor, 1993; Franco et al., 1999; Discacciati
et al., 2011). Pode levar em media de 12 a 15 anos entre a infecgdo persistente pelo HPV
de alto risco e o estabelecimento das lesdes pré-cancerosas, as quais podem progredir para

o0 carcinoma cervical (Snijders et al., 2006).

Além da persisténcia do HPV, existem outros cofatores que podem influenciar no
desenvolvimento do cancer do colo do utero como: tabagismo, multiplos parceiros, idade
precoce do inicio da atividade sexual, uso de contraceptivos hormonais orais,
multiparidade, presenca de infec¢cbes concomitantes (HIV, Chlamydia trachomatis,
HSV2), além de fatores genéticos e imunoldgicos. Quanto aos fatores relacionados ao
HPV, podemos citar: infecgdes por maltiplos genotipos, variantes do HPV, carga e
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integracdo viral (Walboomers et al., 1999; Bosch e Mufioz, 2002; Mufioz et al., 2006;
Discacciati et al., 2015).

A capacidade do HPV de evadir da resposta imune local é um fator crucial que
pode determinar se a infecgéo e as lesdes associadas evoluirdo para carcinoma cervical.
Isso pode acontecer por diversos mecanismos que vao desde a producdo de algumas
citocinas inibitorias da resposta imune celular até o aporte local de neutréfilos e
macrofagos com fenotipo imunossupressivo (Kobayashi et al., 2008; Stanley, 2012;
Alvarez et al., 2017).

Tais mecanismos parecem envolver também alteracdes metabolicas em células
epiteliais e células imunes presentes no microambiente cervical infectado pelo HPV, dos
quais podemos considerar o catabolismo do triptofano (Trp), que sabidamente cria um
ambiente tolerogénico importante para supressdo da resposta imune tumoral em varios
tipos de canceres (Platten et al., 2012; Munn e Mellor, 2013). A principal via de
metabolizacdo do triptofano é a via as quinureninas (QUIN), na qual o Trp é oxidado a
N-formil-quinurenina, com subsequente deformilacdo a QUIN (Figura 5). Participam
desta conversdao as enzimas triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) e indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO). TDO ocorre prioritariamente no figado, onde é expressa de forma
constitutiva e é responsavel pela maior parte da metabolizacédo do Trp (Pilotte et al., 2012;
Platten et al., 2012). Ja a familia da IDO inclui IDO-1 e IDO-2, sendo a primeira a enzima
imunorreguladora mais estudada (De Jong et al., 2009; L6b et al., 2009). A IDO é uma
enzima induzida por IFN- y e € principalmente expressa em células do sistema imune

como: macréfagos, células dendriticas, células epiteliais e endotélio vascular (L6b et al.,

2009).
-
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Figura 5: Primeira etapa da via das quinureninas (Via QUIN) do metabolismo do Trp.
Modificado de: (Fazio et al., 2015).

Introducao



28

A IDO e o catabolismo do Trp estdo relacionadas com a tolerancia imunologica
periférica. A tolerancia imunoldgica é um processo fisioldgico que inclui um conjunto de
mecanismos complexos que controlam a ativagédo do sistema imune, impedindo a resposta
contra antigenos préprios, danos ao hospedeiro e autoimunidade (Romagnani, 2006). A
mudanca de um ambiente imunogénico para tolerogénico pela IDO envolve o “cross-
talking” de células apresentadoras de antigeno (APC), linfocitos T efetores (Teff) e
células T regulatorias (Tregs), onde ha inducdo de Tregs, que por sua vez inibem a
proliferacdo de células T efetoras, inducéo de fenotipo imunossupressivo em macrofagos
e células dendriticas; mudanca no perfil citocinas inflamatorias (ex: IL-12) para citocinas
inibitdrias (IL-10 e TGF-B) (Munn e Mellor, 2016).

Uma maior expressao de IDO foi observada também nas principais infec¢oes
virais humanas, como o HIV, virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV) e nas
infeccbes bacterianas, como na tuberculose causada por micobactérias, pneumonia
adquirida na comunidade e infec¢cbes por Chlamydophila pneumoniae e Chlamydia
trachomatis. A funcdo desta elevacdo da expressdo de IDO pode ser devido tanto a
mecanismos anti-patdgenos quanto imunossupressivos (Figura 6) (Shmidt e Schultze,
2014). Ja foi demonstrado, por exemplo, que alguns patdégenos podem se privilegiar dos
efeitos imunossupressores da IDO e promover seu ciclo de vida, como a Escherichia coli
uropatogénica, que induz IDO nas células epiteliais do trato urinario e em leucdcitos,
permitindo atenuacao da resposta imune e promovendo a colonizacao e estabelecimento

de infeccdo urinaria (Loughman e Hunstad, 2012).
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Figura 6: Efeitos da enzima IDO. A IDO modifica a concentragdo dos estoques intra e

extracelulares de Trp e QUIN causando efeitos antiproliferativos e imunossupressores.
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A inducdo de IDO em tumores leva a diminuicdo de Trp e formacgdo de QUIN
criando um microambiente favoravel ao imunoescape e a progressdo tumoral (Munn e
Mellor, 2016). A IDO estd expressa constitutivamente em diversos tumores humanos
(Uyttenhove et al., 2003). O aumento de sua expressdo tem sido associado como
marcador de mal progndstico, em pacientes com cancer pancreatico (Zhang et al., 2017),
leucemia mieldide aguda (Folgiero et al., 2014), cancer de mama (Wei et al., 2018),
cancer de ovério (Okamoto et al., 2005), e cancer colorretal (Brandacher et al., 2006).

Apesar da TDO catalizar a mesma reacao de oxidacdo do Trp que a IDO, o fato
dela ser constitutiva no figado e ter uma funcgdo clara na sintese final de nicotinamida fez
com que estudos da participacdo de TDO em tumores acontecessem SO mais
recentemente. Neste sentido, alguns estudos tem mostrado que tumores expressam TDO,
tais como: glioblastoma, carcinoma colorretal, carcinoma de cabeca e pescogo e
carcinoma de vesicula biliar (van Baren and Van den Eynde, 2015). A expressao de TDO
em tumores poderia indicar sua participacdo em processos que levam a alteracdo das
respostas imunes antitumorais e promocdo da sobrevivéncia e motilidade das células
tumorais (Pilotte et al., 2012; Pantouris & Mowat, 2014).

No contexto da carcinogénese do colo do Utero associada a infeccdo por HPV, a
inducdo da enzima IDO na pele expressando a oncoproteina E7 do HPV 16 parece
contribuir para imunossupressao local (Mittal et al., 2013). Nesse mesmo estudo foi
observado maior expressdo de IDO-1 e IFN-y no epitélio cervical de mulheres com NIC
2 e NIC3 associado ao HPV. Em outro estudo foi observado o aumento da razéo
QUIN/Trp em mulheres com carcinoma cervical quando comparado a mulheres com a
cérvice normal (Hascitha et al., 2016). Também ja foi relatada uma expressao difusa de
IDO em bidpsias de carcinoma cervical quando comparado com a cérvix normal ou NIC
de alto grau, bem como IDO foi encontrada em células dendriticas (DCs) imaturas no
infiltrado estromal (Nakamura et al., 2007; Kobayashi et al., 2008). Em co-culturas, a
regulacdo negativa de IDO em linhagens celulares de cancer cervical ativa células NK,
mostrando que IDO pode ser um alvo-terapéutico para o cancer cervical (Sato et al.,
2012). Além disso, estudos clinicos tém demonstrado uma relagéo entre a maior atividade
de IDO e pior prognoéstico de pacientes com carcinoma cervical (Inaba et al., 2010;
Fotopoulou et al., 2011; Ferns et al., 2015).
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Os estudos supracitados, apesar de fornecerem informacgdes importantes sobre o
possivel papel de IDO na carcinogénese cervical, possuem limitagdes que deixam lacunas
que ainda ndo foram abordadas adequadamente. Além da escassez de informacéo sobre a
expressao de IDO no epitélio normal, tais estudos apresentam pequeno tamanho amostral,
caréncia de comparac@es e quantificacdo da expressdo de IDO em relacdo aos diferentes
graus de lesdo, considerando também a influéncia de outras infecgdes genitais sobre a
expressao de IDO em mulheres com HPV e a influéncia do tipo de HPV sobre a expresséo
de IDO.

Em nosso estudo contamos com dois tipos de amostras para avaliacdo de IDO, a
CBL, que é um método de coleta ndo invasivo que possibilitou a anélise de IDO em
mulheres com epitélio normal, além disso permitiu a quantificacdo das células
expressando IDO e a determinacdo dos tipos de HPV na mesma amostra na qual foi
realizado o diagndstico citologico. Também utilizamos bidpsias cervicais para avaliacdo
tanto de IDO quanto TDO, até onde sabemos este Ultimo ainda ndo foi investigado
carcinogénese cervical. A avaliagdo em bidpsias permitiu-nos a avaliacdo do padrao
histoldgico geral da expressdo de IDO e TDO, evidenciando as estruturas teciduais que

mais expressam essas enzimas.

Assim, nesta dissertacdo investigamos a expressdo de IDO em cérvice normal, na
VB e em infecgdes genitais. Investigamos também a expressdo de IDO e TDO em
mulheres com infeccdo por HPV associada ou ndo as lesbes intraepiteliais cervicais ou

carcinoma cervical.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo de IDO com a presenca de infecOes genitais e vaginose
bacteriana e avaliar a expressao de IDO e TDO em amostras cervicais de mulheres com

epitélio cervical normal e com diferentes graus de NIC e carcinoma cervical.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressdo proteica de IDO em amostras cervicovaginais de mulheres com e sem
vaginose bacteriana e infeccGes genitais como: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum, virus Herpes do tipo I/ll, Trichomonas vaginalis,
Actinomyces sp, Candida sp, comparando-as com mulheres com epitélio cervicovaginal

normal.

Avaliar a expresséo proteica de IDO e TDO em amostras cervicais de mulheres com
infeccdo por HPV associada ou ndo a lesdes cervicais tais como LIEBG, LIEAG e
carcinoma de células escamosas, comparando-as as mulheres com epitélio cervicovaginal

normal.

Objetivos



32

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Casuisticas e Aspectos Eticos

Durante o periodo de Agosto de 2013 a Agosto de 2014, neste estudo transversal
foram incluidas 165 mulheres atendidas no Hospital da Mulher (CAISM) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), que foram recrutadas no projeto anterior realizado
por Discacciati et al., (2015). Destas mulheres, 42 foram submetidas a excisdo da zona
de transformacgdo com alca larga (LLETZ) devido a anormalidades citoldgicas de alto
grau encontradas no exame citopatoldgico, e confirmado o diagnostico histolégico de
NIC 1, NIC 2, NIC 3, ou Carcinoma de Células Escamosas (CCE). Essas mulheres foram
selecionadas para o0 grupo caso, ja o grupo controle grupo controle foi composto por 123
mulheres que apresentaram pelo menos dois resultados negativos consecutivos de

Papanicolaou (um no dia da incluséo e outro no ano anterior).

Grupo controle Grupo caso
Mulheres sem lesdo Mulheres com lesdao
I
Citologia em Citologia em
base liquida base liquida BiGpsia
(CBL) (CBL)
| ‘ J
Controle LIEBG LIEAG CCE Cervicite | | NIC1 [ [ NIC2 | [ NIC3 | | CCE
n= 123 (ref) (n=6) (n=30) (n=6) (n=3) (n=6) | [ (n=6) | | (n=8) | | (n=7)
\ T \ \ l
Avaliacdo da expressdo de IDO em s -
mulheres com ou sem infeccdes Avaliacdo da expressdo de Avaliagao da expressao
(C. trachomatis, N. gonorrhoeae, IDO em mulheres com e sem de IDO e TDO nos
T. pallidum, virus Herpes do tipo infeccdo por HPV associada diferentes graus de lesdo
I/ll, T. vaginalis, Actnomyces sp, ou ndo a lesbes e carcinoma e carcinoma
Candida sp) e VB |

[ ' |
Capitulo 1 Capitulo 2

Figura 7: Fluxograma de divisdo da casuistica dos estudos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (ref. 411.692 / 2013 e ref.
1.862.243/016).

Como critério de exclusdo, consideramos gravidez, HIV, doencas cronicas que
enfraguecem o sistema imune, uso de drogas imunossupressoras, mulheres que passaram
por cirugias prévias no colo do Utero e incapacidade cognitiva de ler e compreender o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Ap0s a assinatura do TCLE, as mulheres foram submetidas a um exame especular
para coleta de amostras cervicais, as quais foram preservadas em meio liquido Surepath®
e salina estéril. Também foi coletado um esfregaco cervical para realizar o diagnéstico
microbiologico por bacterioscopia corada pelo GRAM. As amostras foram enviadas para
0 Laboratdrio de Citopatologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (USP), onde

foram realizados os exames pela citopatologista Dra. Michelle Garcia Discacciati.

3.2 Diagnostico Morfologico das lesdes cervicais

Para o diagnostico citoldgico foi utlizada a classificacdo de Bethesda 2014. As
bidpsias obtidas por LLETZ foram avaliadas de acordo com a Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) e classificadas em NIC 1, NIC 2, NIC 3 ou CCE. Nao foram detectados
casos de adenocarcinoma. O diagnostico histolégico das bidpsias obtidas por LLETZ
foram classificadas de acordo com a Classificacdo Internacional dos tumores da OMS de
2014 (Kurman et al., 2014). Para fins de anélises estatisticas, os grupos de mulheres foram

definidos de acordo com a nomenclatura citologica.

3.3 Citologia em Base Liquida (CBL)

Foram colhidas amostra da ectocérvice e endocérvice, utilizando uma escova
especial do kit Surepath® (BD), a qual foi utilizada para a citologia em base liquida
(CBL). Para preparar as laminas de CBL, 8 mL da amostra cervical contida no frasco
Surepath® foram centrifugados e a este volume foram adicionados 4 mL de tampéo de
gradiente. As amostras foram centrifugadas duas vezes, sendo a primeira centrifugacao a
1500 rpm por 2 minutos e a segunda centrifugacdo a 2.900 rpm por 10 minutos,
descartando-se o sobrenadante. O sedimento celular resultante foi ressuspenso em 2 mL
de Surepath®. Foi aspirado 150 pL dessas amostras para preparar as laminas, usando um
delimitador de campo. Estas ldminas foram usadas para realizacdo da imunocitoquimica
a fim de determinar a expressédo de IDO. O restante do pellet ressuspenso foi usado para

extrair o DNA para a genotipagem do HPV.
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3.4 Imunocitoquimica e Imunohistoquimica

A avaliacao da expressao de IDO por imunocitoquimica foi realizada em laminas
de CBL do grupo caso e controle. Em algumas bidpsias das mulheres do grupo caso foram
avaliadas a expressao de IDO e TDO por imunohistoquimica. Como controle positivo da
reacdo de imunocitoquimica para IDO utilizamos linhagem celular de SiHa e SK-Mel 147
estimuladas com interferon-y, por expressarem IDO (Figura 8). Para o controle das
imunohistoquimicas utilizamos cortes de placenta. O controle negativo foi feito nestas

amostras com incubacdo sem o anticorpo primario.

Negativo Positivo
» . 9
SRR

SK-Mel
147

Figura 8: Controles utilizados para a reacdo de Imunocitoquimica. Linhagem melanoma
(SK-Mel 147) e células tumorais cervicais imortalizadas com HPV-16 (SiHa).

As reacdes de imunocitoquimica foram realizadas da seguinte forma: foi realizada
a recuperacdo antigénica por aguecimento (micro-ondas) 1 vez por 3 minutos utilizando
citrato de sédio pH 6,0. O anticorpo primario utilizado foi anti- IDO (ab55305, Abcam,
Cambridge, UK) na diluicdo de 1: 150. A incubacdo com o anticorpo primario foi
realizada durante 2 horas em camara Umida fechada na estufa a 37°C. A incubacdo com
o0 anticorpo secundario e revelacdo com DAB foi realizado utilizando o kit Dako EnVision
+ System-HRP (DAB) (K4007/DAKOCytomation, CA, USA). Apds a reacdo de

imunohistoquimica, procedeu-se a contracoloragdo com Hematoxilina.
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Para as bidpsias incluidas em parafina foi realizada a técnica de imunohistoquimica,
adicionando uma etapa prévia de desparafinizacdo na estufa a 60°C overnight. A
recuperacao antigénica foi realizada 1 vez por 5 minutos utilizando Tris/ EDTA (pH 9,0)
1 vez por 5 minutos no micro-ondas, seguido de bloqueio com albumina do soro
bovino (BSA) 2% em camara Umida semi-aberta, apds foi realizada a incubacdo do
anticorpo primério anti- IDO (ab55305, Abcam, Cambridge, UK) e anti- TDO (ab84926,
Abcam, Cambridge, UK) na diluicdo de 1:150. A incubacdo foi realizada na estufa a 37°
C durante 1 hora em camara Umida fechada. A incubacdo com o anticorpo secundario e
revelacdo com DAB foi feita utilizando o kit Envision Flex, High pH (Link), HRP
(K8000/ Dako, Glostrup, Dinamarca). Apos a reacdo de imunohistoquimica, procedeu-se

e contracoloracdo com Hematoxilina.

3.5 Critério para leitura e interpretacao da imunocitoquimica para IDO na citologia

em base liquida

Para a realizacdo das leituras das laminas de imunocitoquimica, adaptamos 0s
critérios de leitura de Li et al (2012); considerando-se: score 1, até 25% de células
epiteliais marcadas; score 2, 26 a 50% de células escamosas marcadas; score 3, 51 a 75%

de células marcadas; score 4, mais de 75% de células marcadas.

Consideramos como marcagdo positiva a observacdo de coloracdo amarelada ou
castanha no citoplasma. Nas mulheres do grupo caso contamos as células escamosas
displasicas marcadas, enquanto que nas mulheres do grupo controle a contagem foi feita

em células escamosas marcadas.

Para contagem foram escolhidos campos representativos e foram contadas 100
células a um aumento de 400x. A leitura foi repetida na mesma lamina, em campos
diferentes. Se as contagens realizadas fossem diferentes a ponto de alterar o escore, uma
terceira contagem foi realizada. Essa leitura foi repetida por um segundo observador e em
caso de discordancia na leitura de dois escores entre os observadores (Paloma Almeida
Venancio e Dra.Michelle Garcia Discacciati, um terceiro observador realizou a leitura da
lamina, para chegar a um consenso (Dra. Silvya Stuchi). Os escores obtidos de acordo

com os critérios mencionados acima foram dicotomizados da seguinte maneira:
1) escores 1 e 2: expressao negativa ou leve;

2) escores 3 e 4: expressdo moderada ou acentuada.
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Para a contagem de leucdcitos, usamos 0s mesmos critérios e essa contagem foi
possivel em 56 laminas de CBL que possuiam leucécitos em numero suficiente para
contagem. Os leucdcitos foram identificados pela sua morfologia, sendo 0s mais
abundantes polimorfonucleares. Os neutr6filos foram os leucocitos mais comumente

encontrados nas amostras cervicais, seguidos pelos macréfagos (histiocitos).

3.6 Imunohistoquimica para IDO em culturas organotipicas de queratinocitos

As culturas organotipicas foram desenvolvidas utilizando queratinécitos de
prepucio humano neonatal (HFK) transduzidas por pLXSN e E6/E7 do HPV 16, conforme
descrito previamente por (Boccardo et al., 2004) e doadas por Prof. Dr. Enrique Boccardo
para realizagao desse teste.

Realizamos a imunohistoquimica conforme descrito acima para bidpsias clinicas.
A diluicéo utilizada para o anticorpo primario anti-IDO (ab55305, Abcam, Cambridge,
UK) foi 1:500. A incubacdo com o anticorpo secundéario e a revelacdo com DAB foi
realizada utilizando o kit Envision Flex, High pH (Link), HRP (K8000/ Dako, Glostrup,
Denmark).

3.7 Genotipagem do HPV

O DNA foi extraido das amostras cervicovaginais coletadas no Surepath®,
utilizando uma aliquota de 200uL do sedimento obtido ap6s o processo de centrifugacdo

realizado no processamento da citologia em base liquida.

Para a genotipagem do HPV, foi usado o kit de HPV Linear Array Genotyping
(Roche Molecular Systems Inc., Pleasanton, CA, EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. Este teste utiliza a amplificacdo do DNA alvo por meio de uma reacdo da
cadeia de polimerase (PCR) e a hibridizagdo de acidos nucleicos, detectando 37 tipos de
HPV de baixo e alto risco: HPVs 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1IS39 e CP6108.
Sete amostras que tiveram controles internos inadequados (B-globina) foram excluidos da

genotipagem do HPV.
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3.8 PCR multiplex para o diagnostico de 7 infeccBes genitais

A técnica de PCR multiplex foi realizada em amostras endocervicais para o
diagnostico simultaneo de sete infecgdes genitais: Chlamydia trachomatis, Herpes virus
simplex 1 e 2 (HSV1 e HSV2), Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis,
Trichomonas vaginalis e Treponema pallidum, de acordo com um método previamente
padronizado e validado por Souza et al., 2013. Esse teste foi realizado no Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), no Parand,

Brasil.

3.9 Bacterioscopia (Coloracédo de GRAM)

A bacterioscopia vaginal e o diagnostico de vaginose bacteriana foram realizados
com base na técnica de coloracdo pelo GRAM, segundo o escore de Nugent (1991). Por
meio desta tecnica GRAM, os diagndsticos de Candida sp e Actinomyces sp. também

foram realizados.

3.10 Testes estatisticos

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo das prevaléncias pelo teste qui-
quadrado e exato de Fisher. Para avaliar a magnitude da associacéo entre a expressao de
IDO e lesBes cervicais associadas ao HPV, foi realizado uma andlise bivariada para
estimar a razdo de chances ou Odds ratio (OR) com intervalo de confianca (IC) de 95%,
através do software Epi info versdo 7.2.2.2. Para avaliar a magnitude de associacdo entre
IDO em células escamosas e vaginose bacteriana, foi realizado uma regressao logistica
multipla para estimar o OR ajustado pelas infec¢des concomitantes. O nivel de
significancia assumido foi 5% e o software utilizado para a analise multipla foi o0 SAS
9.4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo desta dissertagdo foram organizados em dois capitulos. No
capitulo 1 serdo apresentados os resultados e discusséo referentes a expressdo de IDO em
mulheres sem lesdo cervical, porém com ou sem a presenca de vaginose bacteriana, HPV
e infeccBes genitais concomitantes. No capitulo 2 serdo apresentados os resultados e
discussao referentes a expresdo de IDO e TDO na infec¢do por HPV e nas lesdes cervicais
associadas.

Capitulo 1 — Expresséo de IDO na cérvice normal na auséncia e na presenca de vaginose
e infeccOes genitais (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum, virus Herpes do tipo I/11, Trichomonas vaginalis, Actinomyces sp, Candida sp).

Capitulo 2 — Expressdo de IDO e TDO na infeccdo por HPV e lesbes cervicais

associadas.
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Capitulo 1 - Expressao de IDO na cérvice
normal na auséncia e na presenca de vaginose
e infeccdes genitais (Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum,
virus Herpes do tipo |I/Il, Trichomonas
vaginalis, Actinomyces sp, Candida sp).
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Nas 123 mulheres incluidas no grupo controle, a média de idade o foi de 35.8 + 8,2
anos, com idade minima de 18 e maxima de 58 anos. Quarenta e uma apresentaram algum
tipo de infecgdo genital sem considerar o HPV. A genotipagem para HPV foi possivel
para 116 mulheres, ja que 7 amostras ndo possuiam DNA de qualidade para realiza¢éo do
teste. Os dados referentes a frequéncia de infec¢fes genitais e vaginose bacteriana estéo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia de infec¢cbes cervicovaginais, vaginose bacteriana e HPV

Microorganismo N/N total  Frequéncia
Algum tipo de infeccéo 41/123 33%
genital ou  dishiose
(exceto HPV)*

Vaginose bacteriana 25/123 20%
Chlamydia  trachomatis 9/123 7%
/Neisseria gonorrhoeae

Candida sp 4/123 3%
Trichomonas vaginalis 3/123 2%
Actinomyces sp 2/123 2%
HSV1/HSV2 3/123 2%
HPV 22/116* 19%

* Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Herpes I/II,
Trichomonas vaginalis, Actinomyces sp, Candida sp e vaginose
bacteriana.

A Organizacdo Mundial de Saude estimou, em 2012, 357 milhdes de novos
episodios das quatro doencas sexualmente transmissiveis (DST) curaveis causadas por:
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum e Trichomonas
vaginalis e também alta prevaléncia de infecc¢Ges virais, com estimativa de 417 milhdes
de pessoas infectadas pelo HSV2 e 291 milh&es de mulheres infectadas por HPV (WHO,
2016). Além das infeccdes mencionadas acima, a vaginose bacteriana € a principal queixa
frequente de corrimento vaginal e esta associada com complicagdes ginecoldgicas e

obstétricas (Turovskiy et al., 2011).
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Observamos que mulheres com vaginose bacteriana tiveram uma chance pelo menos
sete vezes maior de apresentar expressdao moderada/acentuada de IDO em células
escamosas do que mulheres sem vaginose bacteriana e esta relagéo foi estatisticamente
significativa (OR=7.41; I1C 95%= 2.50- 21.74; p<0.0001) (Tabela 2). E importante notar
também que cerca de 37% das mulheres sem nenhum tipo de infeccdo cervicovaginal

apresentaram expressdo moderada/acentuada de IDO em células escamosas.

Tabela 2: Expressdo de IDO em células escamosas de acordo com a presenca ou auséncia
de vaginose bacteriana

Expressdo de IDO em células escamosas
Moderada/ Negativa/

Acentuada Leve
N (%) N (%) OR* (I1C 95%) Valor p
Vaginose bacteriana 7.41 (2.50-21.74) <0.0001**
Positivo 20 (80) 05 (20)
Negativo 36 (37) 62 (63)

* Odds Ratio (andlise multivariada ajustada pela presenca de infec¢bes genitais: Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Herpes I/11, Trichomonas vaginalis, Actinomyces sp e Candida

sp)
**Teste Qui-quadrado

A diferenca de intensidade de expressdo de IDO entre 0s casos com e sem
vaginose bacteriana estd ilustrada na Figura 9, que se referem a imunocitoquimica
realizada em laminas de CBL. Nesta figura podemos observar, nas imagens B1, B2 e B3,
a presenca de células indicadoras (clue cells) e polimorfonucleares com e sem marcacgéo
para IDO. Nas imagens A1, A2 e A3, que referem-se a mulheres sem VB, € possivel notar
uma leve expressao de IDO tanto em células escamosas quanto em alguns leucécitos.
Nota-se que ha células expressando IDO em mulheres com vaginose bacteriana numa

frequéncia e intensidade maior do que nas mulheres sem vaginose bacteriana.
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Figura 9: Expressdo de IDO em amostras de citologia em base liquida avaliadas por
imunocitoquimica. Figura Al, A2 e A3: expressao de IDO em mulheres sem vaginose
bacteriana ou infecgdes genitais. Figura: B1, B2 e B3: expressdo de IDO em mulheres
com vaginose bacteriana. A seta vermelha indica uma clue-cell, indicadora de VB, sem
marcacdo de IDO, ja a azul uma clue-cell com forte marcacdo de IDO. A seta preta indica
marcagdo moderada/acentuada de IDO em leucdcitos polimorfonucleares e a seta verde
uma célula escamosa com marcagéo leve de IDO (Nikon ACT-1 1.200C DXM com zoom
Optico 400x).
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Nossos dados clinicos sobre a expressdo de IDO no epitélio normal sugerem que
a microbiota cervicovaginal residente, por si s, parece ser capaz e atuar no equilibrio
imune através da estimulagdo de alguma resposta imunotolerante. A mucosa
cervicovaginal representa uma verdadeira barreira imunoepitelial que protege contra a
aquisicdo de agentes patogénicos, muitos dos quais podem ser adquiridos via relacdo
sexual (Amjadi et al., 2014; Zhou et al., 2018). A funcdo desta barreira é altamente
dependente da interacdo microbiota-epitélio e dos mecanismos imunes que visam manter
equilibrio do ecossistema vaginal (Van De Wijgert et al., 2014; Borgdorff et al., 2016;
Smith e Ravel, 2017). Porém, para confirmar o que observamos em nossa pesquisa
clinica, seriam necessarios mais estudos que desvendam 0s mecanismos da relacdo

microbiota-célula epitelial em nivel molecular e bioquimico relacionado a resposta imune

Apesar de suas particularidades, é interessante comparar a mucosa vaginal com
outras mucosas. Nestas Ultimas décadas a mucosa intestinal foi bastante estudada e foi
definida uma complexa rede de mecanismos responsaveis pelo balanco entre
imunotolerancia, manutencdo da microbiota e salde da mucosa epitelial intestinal. Em
revisao feita por Gao et al. (2018), foi apontado que altera¢cdes na microbiota modulam o
sistema imune intestinal através do metabolismo do Trp. Considerando as similaridades
entre a microbiota intestinal e a cervicovaginal em termos de interagdo microbiota-
epitélio, nosso estudo mostrou dados semelhantes, pois encontramos um aumento de
expressao de IDO em mulheres com vaginose bacteriana, que € o principal distdrbio de

microbiota vaginal.

A alta taxa na relacdo entre QUIN/Trp e baixas concentracdes de Trp ja foram
relacionadas com disbioses da microbiota vaginal e infec¢des por C. trachomatis (Ziklo
et al., 2018). Por outro lado, outro estudo mostrou uma maior concentracdo de QUIN em
perfis saudaveis de microbiota vaginal em comparacdo com VB, mostrando que a
imunotolerancia decorrente do catabolismo do Trp pode também ter efeitos benéficos na
manutencdo da saude da microbiota (Vitali et al., 2015). Porém, apesar de termos
encontrado alguma expressao de IDO em epitélio normal, mostramos que esta expressao
é ainda maior em mulheres com vaginose bacteriana. Isso indica que, em algum momento,
a relacdo simbidtica da microbiota provavelmente se perde e a expressao de IDO passa a
ser um fator favorecedor da proliferagdo bacteriana que leva a vaginose ou aquisicéo de

infeccOes genitais.
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Dos 25 casos de vaginose bacteriana de nossa casuistica, encontramos dois casos
associado a N. gonorrhoeae/ C. trachomatis, um a Candida sp e um ao Actinomyces sp.
Pelo reduzido tamanho amostral ndo foi possivel uma analise multivariada da relagdo da
expressao de IDO com estas infecgbes. Futuramente, o tamanho amostral pode ser
ampliado e esses dados estdo apresentados como resultados preliminares (Tabela 3 do
Apéndice A). Encontramos que 24% (6/25) das mulheres com vaginose bacteriana tinham
infeccdo por HPV, comparado a 17% (16/91) de mulheres com vaginose bacteriana
(p=0,4684, dados ndo mostrados em tabelas). A relacdo entre 0 HPV e a expressdo de

IDO nestas mulheres serad abordada com mais detalhes no capitulo 2.

Estudos mostram que a vaginose bacteriana estd relacionada a uma maior
frequéncia de infeccBes genitais e HPV (Boccardo et al., 2010; King et al., 2011; Jensen
et al., 2014; Marconi et al., 2014; Borgdorff et al., 2016). VVarios mecanismos ja foram
propostos para esta associacdo, tais como: inativacdo de TLR devido a inducdo da
producdo de citocinas anti-inflamatorias por bactérias da vaginose bacteriana (Witkin et
al., 2007), alteracdo do perfil de citocinas (Audirac-Chalifour et al., 2016) e aumento da
expressao de mucinas com consequente favorecimento da mucoadesdo de patdgenos
(Moncla et al., 2016). Neste contexto, n6s encontramos, de maneira inédita, uma maior
expressdo de IDO em células escamosas de mulheres com vaginose bacteriana, sugerindo
que esta disbiose vaginal esta relacionada a inducdo de um ambiente imunotolerogénico
via metabolismo do Trp. Porém, ndo podemos definir, neste estudo transversal, se a
expressao de IDO em mulheres com VB influenciou a maior aquisicdo de infeccoes

concomitantes.

Tomamos o cuidado de avaliar se havia outra fonte de IDO além das células
escamosas. Lavados vaginais de mulheres sem qualquer infeccdo possuem o predominio
de polimorfonucleares (Giraldo et al., 2012). Mesmo que a VB ndo esteja associada a um
processo inflamatdrio notavel em termos clinicos ou pela bacterioscopia pelo GRAM, foi
possivel observar que 40% das mulheres com VB apresentaram leucécitos com expressao
acentuada de IDO. Sabe-se que neutrofilos e macrofagos estdo aumentados em infecgdes
bacterianas como N. gonorrhoeae (Ng) e C. trachomatis (Ct) (Naglak et al., 2017; Ritter
e Genco, 2018). Contabilizamos a expressao de IDO em leucdcitos em laminas de CBL
satisfatorias para a contagem celular. Aparentemente houve uma maior expressao de IDO
em leucécitos presentes apenas nas amostras cervicovaginais de mulheres com

endocervicite por C. trachomatis/N. gonorrhoeae, entretanto o reduzido tamanho
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amostral impediu a analise estatistica. Estes dados também foram apresentados na Tabela

4 do apéndice B.

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que existe uma expressdao moderada/
acentuada de IDO em células escamosas de mulheres com vaginose bacteriana. A
expressdo de IDO também existe, embora em menor magnitude, em células escamosas e
leucdcitos no epitélio de mulheres sem infeccdo detectavel, indicando o possivel papel
desta enzima na homeostasia cervicovaginal. Nosso trabalho fornece informacéo sobre a
localizagdo de IDO na vaginose bacteriana e contribui para o entendimento do papel da
IDO no equilibrio da relagdo microbiota-epitélio cervical e seus mecanismos de

imunotolerancia.
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Capitulo 2 - Expressao de IDO e TDO na
Infeccdo por HPV e lesGes cervicais
associadas.
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Em relacdo as caracteristicas clinicas e sociodemograficas das 165 mulheres que
compdem nossa populacdo de estudo, dicotomizamos a faixa etaria das mulheres em
maior ou menor de 50 anos, a idade das mulheres do grupo de estudo foi menor que 50
anos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupo caso e controle
(p=0,1), Isto evidencia que a amostra foi homogénea em relacdo a idade, etnia e nUmero
de gestagdes. Como esperado, os cofatores associados com risco para leséo cervical
foram: tabagismo, inicio precoce da atividade sexual, menor nivel educacional, uso de
contraceptivos hormonais e presenca de coinfecgdes genitais (Tabela 5). A infeccao pelo
HPV foi associada a lesdo cervical, sendo o teste de HPV positivo em 95% das mulheres
do grupo caso (40/42) e 19% no grupo controle (22/116). Controles internos inadequados
(b-globina) foram excluidos da genotipagem do HPV para 7 mulheres no grupo controle.

Encontramos uma frequéncia maior de mulheres que tiveram a primeira relacéo
sexual com idade inferior a 15 anos no grupo caso (55%), quando comparadas com as
mulheres do grupo controle (29%), e houve diferenca estatisticamente significativa
(p=0.0029). Mulheres do grupo caso apresentaram menor nivel de escolaridade (ensino
fundamental) quando comparadas com as mulheres do grupo controle (0.0001). Em
relacdo ao uso de contraceptivos, encontramos uma frequéncia estatisticamente
significativa maior de mulheres que usam métodos hormonais no grupo caso, quando
comparadas com as mulheres no grupo controle (52% vs. 15%, respectivamente; p=
0.0001). A presenca de infeccdes concomitantes e VB também foram mais prevalentes
no grupo caso em relacdo as mulheres do grupo controle (55% vs. 33%, respectivamente;
p=0.0138).

Encontramos 16 tipos diferentes de HPV no grupo caso e 18 no grupo controle. O
tipo de HPV mais prevalente no grupo caso foi o0 HPV 16 (16/42) seguido dos tipos 31
(7/42), 33 (07/42), 52 (5/42), 35 (3/42). Outros tipos de HPV identificados com menor
frequéncia no grupo caso foram: 18, 45, 51, 55, 56, 58, 62, 71, 73, 81, 83. Onze mulheres
do grupo de caso foram infectadas com mais de um tipo de HPV. No grupo controle, o
tipo mais prevalente de HPV foi também o HPV 16 (6/116), seguido dos tipos 58 (3/116),
CP6108 (3/116), 18, 31, 35, 52, 53 e 56 (2/116 para todos). Outros tipos de HPV
identificados com menor frequéncia no grupo caso foram: 6, 11, 61, 62, 66, 68, 70, 71,84.

Nove mulheres do grupo controle foram infectadas com mais de um tipo de HPV.
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Variaveis Grupo de estudo
Caracteristica Caso | Controle | *valor p
(N=42) | (N=123)
N (%) | N (%)
Idade (anos) 0.1022
>50 04 (9) 04 (3)
<50 38(91) | 119 (97)
Idade da primeira relagdo 0.0029
sexual (anos)
<15 23 (55) | 36(29)
>15 19 (45) | 87(71)
Fumo 0.0181
Fumante e ex-fumante 14 (33) | 20 (16)
Né&o-fumante 28 (67) | 103 (84)
Etnia 0.7329
Negro ou Pardo 11 (26) | 29 (24)
Branco ou Asiatico 31(74) | 94 (76)
Escolaridade <0.0001
Ensino fundamental 29 (69) | 42 (34)
Ensino Médio ou Superior 13 (31) | 81(66)
NUmero de gestacdes
Nulipara 06 (14) 08 (7) 0.1181
Multipara 36 (86) | 115 (93)
Meétodo contraceptivo
Hormonal 22 (52) | 19(15) <0.0001
N&o-hormonal 20 (48) | 104 (85)
Infecgdes vaginais
concomitantes ou
disbiose
Positivo 23 (55) | 41(33) 0.0138
Negativo 19 (45) | 82 (67)
HPV**
Positivo 40 (95) | 22(19) <0.0001
Negativo 02 (5) 94 (81)

* Teste exato de Fisher

** Em amostras de sete mulheres do grupo controle, ndo foi possivel realizar
a genotipagem do HPV porque o controle interno (B-globina) era negativo ou

a amostra era insuficiente.
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Tabela 5: Caracteristicas clinicas e sociodemograficas das mulheres incluidas no estudo.
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Nosso objetivo foi avaliar a expressdo de IDO em células epiteliais e também se
essa expressao foi modificada pela presenca de leséo cervical ou pela infec¢do por HPV.
Utilizamos amostras colhidas em CBL para analise de imunocitoquimica. Observamos
que amostras de ambos 0s grupos, caso e controle, tiveram expressao de IDO em células
epiteliais e leucdcitos, mesmo sem a presenca de infeccdo por HPVou outra infeccédo
genital. Em aproximadamente um ter¢o das amostras do grupo controle encontramos
expressdo moderada/ acentuada de IDO, tanto em células epiteliais quanto em leucécitos.

Para avaliar se a infec¢do por HPV por si sO seria capaz de alterar a expressao de
IDO no epitélio cervical sem lesdo, analisamos a expressao de IDO em amostras de CBL
do grupo controle considerando a presenca ou ndo de infec¢do por HPV, sendo que neste
grupo tinhamos os dados de genotipagem de HPV disponiveis para 116 mulheres. Embora
a expressao de IDO em células epiteliais escamosas de mulheres infectadas por HPV
(12/22; 54%), tenha sido ligeiramente maior que nas mulheres ndo infectadas por HPV
(40/94; 43%), nao houve diferenca estatistica significativa (p = 0.3086). J& em relacdo
aos leucocitos, observamos um aumento significativo na expresséo de IDO em mulheres
do grupo controle infectadas por HPV (07/10; 70%) em relacdo as nao infectadas por
HPV (09/34; 26%), p= 0.0224. Este resultado sugere que a expressao de IDO em
leucdcitos pode ter um papel importante no inicio da infeccdo por HPV, antes mesmo de

ocorrer alteracdes celulares.

Considerando que a infeccdo por HPV ndo alterou de forma significativa a
expressao de IDO em células escamosas em mulheres sem lesdo cervical, considerou-se
a auséncia de lesdo cervical como grupo controle independentemente do status de HPV.
Considerando as mulheres com lesdo cervical, houve aumento estatisticamente
significante da expresséo de IDO em células epiteliais escamosas OR= 4.4 (IC 95%:1.9-
9.9; p = 0.0002) em amostras de CBL quando comparadas ao grupo controle, mesmo na
auséncia de outras infecgdes genitais concomitantes e para leucocitos houve uma
tendéncia do aumento da expressdo de IDO OR= 2.5 (IC 95%:0.95-5.5; p= 0.0598),

porém essa associacao ndo foi significativa (Tabelas 6 e 7).

Analisando as lesdes cervicais individualmente (LIEBG, LIEAG ou CCE), houve
maior frequéncia de expressdo de IDO em células escamosas em todos os graus de lesdo
cervical quando comparado ao grupo controle, principalmente para LIEBG e LIEAG.
Esta associagéo foi significativamente para 0 LIEAG, OR= 4,7 (IC 95%: 1.8-12.5); p=
0.0007) (Tabela 6).
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Para determinar o efeito direto do HPV na regulacdo positiva de IDO,
investigamos a expressdo de IDO em culturas organotipicas epiteliais estabelecidas a
partir de queratinocitos humanos primarios transduzidos com um vector retroviral que
expressa HPV16 E6 / E7 (Figura 10). As culturas quando transfectadas com sequéncias
do HPV 16 apresentam alteracdo no padrdo de diferenciacdo celular (McCance et al.,
1998). Observamos que a IDO foi expressa em niveis elevados em culturas que expressam
oncogenes do HPV16 em relacdo ao controle. Essa observagéo confirma que a regulagéo
positiva de IDO em células epiteliais esta associada com a expressdo dos oncogenes do
HPV.

E6E7/HPV 16

Figura 10: Analise imunohistoquimica da expressao de IDO em culturas organotipicas
estabelecidas a partir de queratindcitos humanos primarios transduzidos com um vetor
retroviral de controle (A) cultura controle; B) A expresséo de HPV16 E6 / E7 regula
positivamente a expressdo de IDO em culturas organotipicas (Nikon ACT-1 1.200C
DXM com zoom éptico de 400 x).

O aumento da expressdo de IDO em células escamosas acontece em magnitude
semelhante para as les@es cervicais associadas ao HPV 16 OR= 5.2 (IC 95%: 1.4- 19.1;
p=0.0080) e para as lesdes associadas a outros tipos de HPV OR= 4.5 (IC 95%1.6-12.9;

p=0.0032) (Tabela 6)
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Tabela 6: Expressao de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) em células escamosas de acordo com as les@es cervicais, avaliada em CBL.

Grupo de estudo (Total)

Grupo de estudo sem infec¢des * ou vaginose bacteriana

Expressdo de IDO nas células escamosas

Expressdo de IDO nas células escamosas

Moderada/ Negativa/ Moderada/ | Negativa/
Acentuada Leve Acentuada Leve
N (%) N (%) N Odds ratio valor p N (%) N (%) N Odds ratio valor p
(1C 95%) (1C 95%)
Controle (Referéncia) 56 (46) 67 (54) 123 Ref 30 (37) 52 (63) 82 Ref
LIEBG/LIEAG/ CCE 33(79) 09 (21) 42 4.4 (1.9-9.9) 0.0002** 14 (74) 05 (26) 19 4.8 (1.6- 14.8) 0.0032
**
LIEBG 05 (83) 01 (17) 06 | 5.9(0.7-52.7) | 0.0808*** 03 (75) 01 (25) 04 5.2 (0.5-52.2) 0.1554
*kk
LIEAG 24 (80) 06 (20) 30 | 4.7(1.8-12.5) | 0.0007** 9 (75) 03 (25) 12 5.2 (1.3-20.7) 0.0245
*kk
Carcinoma de células 04 (67) 02 (33) 06 | 2.4 (0.4-13.5) | 0.4115%** 2 (67) 01 (33) 03 3.4 (0.3-39.9) 0.5535
escamosas (CCE) ekl
Lesdo cervical com 13 (81) 03 (19) 16 | 5.2(1.4-19.1) | 0.0080*** 04 (80) 01 (20) 05 6.9 (0.7- 64.9) 0.0740
HPV 16 foloiel
Lesdo cervical com 19 (79) 05 (21) 24 | 45(1.6-12.9) | 0.0032** 10 (71) 04 (29) 14 4.3 (1.2-15.0) 0.0194
outros tipos de HPV ekl

* Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Herpes I/11, Trichomonas vaginalis, Actinomyces sp, Candida sp e vaginose bacteriana.
** Teste Qui-Quadrado *** Teste exato de Fisher
LIEBG- lesdo intraepitelial de baixo grau/ LIEAG- lesdo intraepitelial de alto grau/ CCE- carcinoma de células escamosas
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Para verificar se a presenca de outras infeccdes poderia influenciar no padréo da
expressdo de IDO em mulheres com lesdo cervical, fizemos uma analise excluindo
amostras de pacientes com outras infecgdes genitais e VB, e continuamos observando
associacdo entre a expressao de IDO em células escamosas (OR= 4.8; IC 95%: 1.6- 14.8;
p=0.0032) e leucocitos (OR=5.2; IC 95%: 1.3- 20.1; p=0.0137) com a presenca de lesdes
independente de apresentar uma coinfecgéo (Tabelas 6 e 7).

Observamos uma maior expressdo de IDO em leucocitos presentes nas amostas
de CBL de mulheres com leséo cervical quando comparadas ao grupo controle, porém
esta associacdo ndo foi estatisticamente significativa (OR= 2.5; IC 95%: 0.95 -5.5;
p=0.0598). Ja a expressdo de IDO em leucécitos foi significativamente maior em
mulheres com les&o cervical associada ao HPV 16 do que no grupo controle (OR= 6.4;
IC 95%:1.2- 33.80; p= 0.0323). Por outro lado, essa associa¢do ndo foi encontrada para
o0s casos de lesdo cervical associada com outros tipos de HPV (OR= 1.6; IC 95%: 0.5-
5.0; p=0.4115) (Tabela 7).

O padrdo representativo referente a intensidade e frequéncia de células
imunocoradas nas laminas de imunocitoquimica de IDO avaliadas em CBL esta
apresentado na Figura 11. Essa figura mostra diferentes graus citoldgicos de lesbes
cervicais associados ao HPV 16 e aumento da expressdo de IDO, principalmente em
LIEBG e LIEAG, quando comparado ao controle. De acordo com a morfologia avaliada
com detalhes ao microscépico 6ptico, observamos que os leucdcitos marcados eram
representados principalmente por polimorfonucleares. Na terceira linha da figura, pode-

se evidenciar uma forte marcacédo de leucdcitos.
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Figura 11: Analise imunohistoquimica representativa da expressdo de IDO em células escamosas e leucdcitos presentes na CBL : expressao
discreta em Papanicolaou normal; expressdo acentuada em LIEBG com HPV 16; expressao acentuada em LIEAG com HPV 16; e expressdo
acentuada em CCE com HPV 16. As duas primeiras linhas da figura mostram imunocoloracdo em células escamosas, enquanto a Gltima linha
mostra imunocoloracdo em leucécitos (Nikon ACT-1 1.200C DXM com 400 x zoom 06ptico).
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Tabela 7: Expressdo de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) em leucdcitos de acordo com as lesdes cervicais, avaliada em amostras de CBL.

Grupo de estudo (Total)

Grupo de estudo sem infec¢cdes * ou vaginose bacteriana

Expressao de IDO em leucdcitos

Expressao de IDO em leucdcitos

outros tipos de HPV

Moderada/ | Negativa/ Moderada/ Negativa/
Acentuada Leve Acentuada Leve
N (%) N (%) N Odds ratio Valor P N (%) N (%) N Odds ratio Valor P
(1C 95%) (1C 95%)

Controle (Referéncia) 18(38) 29 (62) 47 Ref 8 (26) 23 (74) 31 Ref
LIEBG/LIEAG/ CCE 17 (63) 11 (37) 28 2.5 (0.9-5.5) 0.0598** 09 (65) 05 (35) 14 5.2 (1.3-20.1) 0.0137**
LIEBG 01 (33) 02 (67) 03 0.8 (0.6-9.5) 0.6801*** 0 (00) 01 (100) 01 _ 1.0000 ***
LIEAG 13 (62) 08 (38) 21 2.6 (0.9-7.5) 0.0709** 06(60) 04 (40) 10 4.3(0.9-19.3) | 0.0644***
Carcinoma de células 03 (100) 01(00) 04 4.8 (0.4 -50.09) | 0.2932*** 03 (100) 00 (00) 03 - 0.0275***
escamosas (CCE)
Lesdo cervical com 08 (80) 02 (20) 10 6.4 (1.2-33.80) 0.0323*** 04 (50) 00 (00) 04 - 0.0094***
HPV 16
Lesdo cervical com 08 (50) 08 (50) 16 1.6 (0.5—5.0) 0.4115** 05 (50) 05 (50) 10 | 2.9(0.6-12.60) | 0.1579**

* Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Herpes I/11, Trichomonas vaginalis, Actinomyces sp, Candida sp e vaginose bacteriana.
** Teste Qui-quadrado *** Teste exato de Fisher
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Além da CBL, analisamos biopsias cervicais por imunohistoquimica. A coloracdo
de IDO em bidpsias cervicais positivas para HPV 16 em diferentes graus de leséo foi
comparada com um caso de cervicite, mas positiva para HPV16 (controle) (Figura 12).
Novamente, a IDO foi altamente expressa no epitélio alterado, particularmente na NIC 3
e nas camadas superiores da NIC 1 e NIC 2. No caso de cervicite, houve uma leve
marcagdo de IDO no epitélio e também no infiltrado leucocitario presente no estroma
proximo ao epitélio. O infiltrado inflamatdrio na regido adjacente a lesdo foi fortemente
corado para IDO no carcinoma escamoso invasivo. Além disso, a marcacdo de IDO no

endotélio vascular foi evidente.

Cervicite

Figura 12. Analise imunohistoquimica da expressdo de IDO em bidpsias cervicais:
expressao leve em cervicite (controle); expressdo acentuada em NIC 1 com HPV 16;
expressao acentuada em NIC 2 com HPV 16; expressdo acentuada em NIC 3 com HPV
16 e expressdo moderada em CCE com HPV 16. A primeira figura de CCE mostra
marcacdo de IDO na lesdo escamosa e no infiltrado inflamatério presente no estroma
adjacente a lesdo, e ja na segunda figura de CCE mostra detalhes do padrao de expressdo
de IDO no tecido neoplasico, estroma e na parede do vasos sanguineos (Nikon ACT-1
1.200C DXM com zoom éptico de 200 x).
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Enquanto a expressao de IDO ocorreu em varios tipos celulares, como epitélio
alterado, estroma, neutréfilos e parede dos vasos sanguineos, a expressdo de TDO ocorre
em leucdcitos infiltrados principalmente na &rea adjacente a lesdo, no endotélio e nos
leucdcitos ao redor dos vasos sanguineos. Na Figura 13, comparamos o padrdo de
expressao de IDO e TDO em uma bidpsia de uma mesma paciente com NIC 3 e HPV 16
(&rea sem les@o e com lesdo). Nesta figura podemos observar que a marcagdo de TDO
concentra-se principalmente em leucdcitos, enquanto a marcagdo de IDO pode ser vista

de maneira mais disseminada no estroma, epitélio e leucdcitos.

Figura 13. Analise imunohistoquimica em biopsia de NIC 3 com HPV 16. Al e A2)
Expressdo de IDO e TDO representada em area normal (200x); B1 e B2) Expressao de
IDO e TDO representada na lesdo de NIC 3 (100X); C1 e C2) Expressdo de IDO e TDO
representada na lesdo NIC 3 (400x). Na seta vermelha mostra-se a marcagdo de TDO em
leucdcitos ao redor do vaso sanguineo (Nikon ACT-1 1.200C DXM).
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Na Figura 14, observamos com mais detalhes um caso de carcinoma microinvasor
com HPV 16, na qual podemos observar claramente que existe uma marcagdo de TDO
em leucacitos infiltrados no epitélio alterado (embora nesta imagem esteja representando

apenas a porcao alterada intraepitelial que ainda ndo invasiva), assim como nos

neutrofilos ao redor dos vasos sanguineos adjacentes a uma regido epitelial alterada.

Figura 14. Anélise imunohistoquimica em bidpsia cervical de carcinoma microinvasivo
com HPV 16 mostrando a expressao de TDO em leucdcitos na regido adjacente a lesdo e
no epitélio. Observe a expressdo de TDO em leucdcitos na parede dos vasos sanguineos
(Nikon ACT-1 1.200C DXM, A: aumento 200x e B: zoom &ptico de 400x).

Nossos dados obtidos tanto em CBL quanto nas bidpsias mostraram que ha
expressao de IDO em células escamosas e leucocitos no epitélio cervical normal, e que a
frequéncia de células IDO positivas € maior em mulheres com lesdo cervical ou
carcinoma de células escamosas associadas ao HPV. Além disso, um terceiro achado, até
onde sabemos, nunca antes investigado foi a marcacgéo especifica de TDO em leucécitos
infiltrados no estroma adjacente a lesdo e neutrofilos na parede dos vasos sanguineos.
Vimos também, que a expressdo de IDO ¢é aumentada em culturas organotipicas de pele

transduzidas com E6 e E7 quando comparadas com as culturas controles.
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DISCUSSAO

Os aspectos centrais identificados neste estudo séo: 1) existe uma expresséo leve
de IDO no epitélio cervical infectado ou ndo por HPV; 2) na vigéncia de lesdes
intraepiteliais cervicais ou carcinoma de celulas escamosas h4 o aumento na frequéncia
de células escamosas e leucdcitos marcados de forma moderada/acentuada para IDO; este
aumento também foi observado em culturas organotipicas de pele transduzidas com as
oncoproteinas E6/E7 do HPV16; e 3) além da IDO, na vigéncia de lesdes ha expressdo
TDO de forma bastante localizada, especificamente em leucadcitos infiltrados no estroma
e na parede dos vasos sanguineos.

E conhecido que a IDO é expressa em varios tecidos normais e tumorais. No trato
reprodutivo feminino IDO foi previamente encontrada em um pequeno numero de células
do epitélio glandular (Théate et al., 2015). No nosso estudo, usando um maior nimero de
amostras de epitélio cervical normal, identificamos a expressdo de IDO em células
escamosas e leucocitos. Uma vez que o epitélio, tanto da pele quanto das mucosas, € um
tecido de interface entre a microbiota residente e o hospedeiro, a expressao de IDO, e
como consequéncia a regulacdo do metabolismo do Trp em epitélio normal, indica seu
possivel papel na homeostasia cervicovaginal (Nifio-Castro et al., 2014; Romani et al.,
2014). Vérias hipoteses sobre o papel da IDO em tecido sadio foram sugeridas. Efeitos
pleitrépicos da IDO incluem acbes protetoras do epitélio como a deplecdo do Trp para
evitar a replicacdo bacteriana e viral, assim como a producéo basal de QUIN que serviria
para suprimir respostas imune mediadas por células T importantes para a tolerancia
imunolégica (Dai e Zhu, 2010). Entretanto, em algumas situacdes o ambiente
tolerogénico causado pelo aumento da expressdo de IDO contribui com a infeccdo e
tumorigénese (Munn e Mellor, 2016).

A modulacdo da expressao de IDO pelo HPV poderia a principio ser um dos
mecanismos associados ao desenvolvimento de lesdes e carcinoma. Para testar esta
hipotese, comparamos a expressdo de IDO em amostras citoldgicas normais na presenca
ou ndo de infeccdo por HPV. Na auséncia de lesdo cervical, ndo observamos diferenca
significativa na expresséo proteica de IDO em células escamosas entre mulheres que tem
ou ndo HPV. Por outro lado, a expressdo de IDO nos leucocitos foi maior entre as
mulheres infectadas. Este dado sugere que a expressdo de IDO por leucdcitos pode estar
presente desde o inicio da infeccdo pelo HPV, mesmo antes do aparecimento da lesdo, e

poderia ser um dos elementos responsaveis pelo avanco desta. O aumento da expressao
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de IDO antecedendo a les@o parece bem interessante e ampara a importancia desta enzima
nos estagios iniciais da doenca. Esta hipotese merece ser melhor investigada em estudos
futuros e deveria ser considerada na proposta de uma estratégia terapéutica para
eliminacdo do HPV e regressdo das les@es iniciais.

Os leucocitos marcados para IDO identificados na cérvix de mulheres infectadas
com HPV apresentam morfologia tipica de neutrofilos, isto é, sdo células pequenas, com
nacleo segmentado e citoplasma de aspecto granular. H& uma marcacdo de IDO
moderada/acentuada em aproximadamente 70% (7/10) das amostras de cervix normal
com HPV vs 26% (9/34) das amostras sem HPV. Neutrofilos possuem um importante
papel na regulacdo das respostas imune inata e adaptativa em diversos contextos da
inflamac&o (Perobelli et al., 2015). Inicialmente, os neutréfilos eram reconhecidos como
uma populacdo Unica, entretanto hoje se reconhecem varios subtipos de neutrofilos
(Kruger et al., 2015). IDO esta presente em alguns desses subtipos e a inducéo de IDO
nessas células foi primeiramente descrita in vitro usando células humanas incubadas com
E. coli uropatogénica (Loughman e Hunstad, 2012). Linhagens neutrofilicas marcadas
com IDO incluem as células supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSC), que
regulam as respostas do sistema imune inato e tem habilidade importante de suprimir as
respostas das células T (Yu et al., 2013).

A manutengdo de um microambiente imunossupressor possui um importante
papel na carcinogénese de forma geral e também na carcinogénese associada ao HPV
(Bashaw et al., 2017). Macrofagos associados a tumores (TAM), linfocitos infiltrantes do
tumor (TIL) e neutrdfilos associados ao tumor (TAN) séo observados em varios tipos de
canceres (Galdiero et al., 2013; Badalamenti et al., 2018). Dependendo dos subtipos
celulares dominantes, efeitos pré- ou antitumorais sdo esperados (Yu e Fu, 2006; Sica et
al., 2008; Fridlender et al., 2009). Macrdéfagos M2, células Treg e neutrofilos N2 tem sido
considerados como tendo atividade pré-tumoral (Chimal-Ramirez et al., 2013). Tanto o0s
MDSC da linhagem granulocitica como os TANs ganharam muita relevancia mais
recentemente e, devido as similaridades de suas caracteristicas pro-tumorais e fenotipicas,
ndo tem sido simples sua distingdo (Bronte et al., 2016; Moses e Brandau, 2016). O
epitélio transformado pelo HPV produz fatores sollveis e recruta TAM, TIL e MDSC
que foram recentemente identificadas no cancer cervical e associados a expressdo de G-
CSF do tumor e quimiorresisténcia (Kawano et al., 2015; Bashaw et al., 2017; Wu et al.,
2018). No cancer cervical, os neutrofilos tem sido considerados como tendo atividade

pré-tumoral (Punt et al., 2015). Nos nossos dados de casos positivos para HPV16 e com
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lesBes cervicais encontramos que 80% das amostras tiveram leucdcitos com expressao
acentuada para IDO (Tabela 7). Sugerimos que essas células possam ser similares as
MDSCs ou TANS.

Fica evidente, a partir dos resultados, a contribuicdo de leucdcitos com a marcagédo
de IDO. Em relacdo as células escamosas observa-se que ha aumento da expressdo de
IDO nas células displésicas, principalmente em LIEAG e em magnitude maior do que a
observada no carcinoma escamoso. Assim no cancer cervical, ao contrario de outros
tumores nos quais a IDO é expressa constitutivamente (Uyttenhove et al., 2003; L6b et
al., 2009), a expressao de IDO parece estar concentrada no microambiente e na célula
precursora da célula tumoral. De certa forma é como se a células displasicas tivessem
mais recursos de imunoescape do que a célula tumoral, pelo menos no que diz respeito a
metabolizacdo do Trp.

Estudos prévios mostraram a expressdo de IDO em NIC 2 e 3 e cancer cervical,
identificando IDO em células tumorais e Treg Foxp3 (Nakamura et al., 2007; Kobayashi
et al., 2008). Nos casos de carcinoma, a IDO foi encontrada no infiltrado inflamatério ao
longo da fronte invasiva, sugerindo que essas células adquirem um fenotipo
imunossupressor durante a carcinogénese (Sedlmayr et al., 2003; Nakamura et al., 2007).
Nas nossas bidpsias também observamos que a IDO €é expressa nas células tumorais,
células endoteliais e no infiltrado leucocitério da regido adjacente do carcinoma cervical
invasivo. Nas lesbes cervicais observamos marcacdo de IDO nas células displasicas,
leucdcitos e endotélio. A expressdo de IDO em leucdcitos também foi observada nas
bidpsias de cervicite que foram usadas como nosso controle.

Sabemos que a LIEAG e o CCE ocorrem apds a persisténcia do HPV de alto risco
na célula escamosa, permitindo a insercdo de oncogenes E6 e E7 no DNA da célula
hospedeira, com consequente instabilidade gendmica e distirbios de proliferacdo e
diferenciagdo (Doorbar, 2005). Em nosso trabalho, usamos culturas cutaneas
organotipicas de queratindcitos transduzidos por oncogenes E6/ E7 HPV16, um modelo
que mimetiza uma infecgéo transformante, e encontramos uma maior expresséo de 1DO.
Esses resultados s&o concordantes com as marcagdes de IDO nas nossas amostras clinicas
de mulheres com lesBes cervicais associadas ao HPV 16, onde ha grande expressdo de

IDO em células escamosas displasicas.
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Além da IDO, a TDO tambem catalisa a oxidacdo do Trp e producdo de QUIN. A
possibilidade da TDO também estar envolvida no imuno escape de tumores tem ganhado
atencdo crescente. Estudos mostraram que a expressao de TDO em gliomas leva a
imunossupressao favorecendo a sobrevivéncia e invasdo das células tumorais (Opitz et
al., 2011; Pilotte et al., 2012). Também tem sido discutido que a TDO tem como alvo as
respostas de células T, em condigdes de salde e doenga, e que os fendtipos funcionais
dessas respostas podem mudar conforme as condig¢des do individuo (Hjortse et al., 2015).
No contexto da lesdo e carcinogénese cervical, até onde sabemos, este estudo € o primeiro
amostrar a expressdo de TDO. O que nos chamou atencao nas biopsias foi que a marcacgéo
de TDO foi bastante especifica para o infiltrado leucocitario na regido perivascular e
adjacente a lesdo. Fica claro que no contexto de supressdo da resposta imune no ambiente

da cérvix tanto a IDO quanto a TDO devam ser consideradas.

Como o céncer do colo do Utero é uma doenga de progressao lenta precedida por
les@es intraepiteliais bem definidas, o entendimento do microambiente tumoral em termos
de imunotolerancia pode indicar alvos celulares e moleculares do cancer associado ao
HPV, com implicagcbes praticas na prevencdo e tratamento. Nossos dados indicam que
mecanismos imunossupressivos envolvendo o metabolismo do Trp, com acdo das
enzimas IDO e TDO, emergem no epitélio infectado pelo HPV e nas neoplasias
intraepiteliais cervicais e carcinoma de células escamosas. Observamos ainda que existe
uma expressao basal de IDO no epitélio cervical normal, mas tal expressdo torna-se mais
evidente tanto em leucécitos e células escamosas displasicas em mulheres apresentando

infeccdo por HPV e lesdes cervicais associadas.
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5. CONCLUSAO

No epitélio vaginal normal ha uma leve expressdo de IDO em células escamosas
e leucdcitos, sugerindo que a mesma participe na interacdo microbiota-epitélio e
equilibrio do ecossistema vaginal. O aumento da expressdo de IDO na vaginose
bacteriana indica que o desequilibrio na producdo desta enzima poderia ser um fator
favorecedor da proliferacdo bacteriana que leva a vaginose ou da aquisi¢cdo de infec¢des
genitais.

A inducdo da expressdo de IDO pelas oncoproteinas E6/E7 do HPV16 em
culturas organotipicas e em células escamosas e leucécitos cervicais de mulheres com
lesGes intraepiteliais ou carcinoma escamoso sugerem a participagcdo do metabolismo do
Trp nos mecanismos imunossupressores envolvidos na doencga. Além da IDO, mostramos
a presenca de TDO no epitélio vaginal, na neoplasia intraepitelial cervical e no carcinoma
de células escamosas, especialmente nos infiltrados do estroma e da parede dos vasos
sanguineos. Células de morfologia tipica de neutrdfilos, parecem ser fontes importantes
de IDO e TDO na cérvix uterina. Estes fatos devem ser futuramente melhor explorados
para a compreensao da fisiopatologia de doencas cervicovaginais e podem amparar a

proposta de novas terapias.

Concluséo
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APENDICE A: RESULTADOS PRELIMINARES IDO EM CELULAS
ESCAMOSAS NAS INFECCOES GENITAIS

Tabela 3: Dados preliminares sobre a associacao entre IDO em células escamosas € as

infeccOes que foram pouco prevalentes neste tamanho amostral.

Expressio de IDO em células escamosas

Moderada/
Negativa/Levi
Acentuada ~ = 0445 ratio (IC 95%)
N (%) N (%) Valor p

Chlamydia/ 2.18 (0,45-10,53) 0.7304%*
Neisseria
Positivo 05 (56) 04 (44)
Negativo 51 (45) 63 (55)
Candida sp 1,20 (0,16-8.83)
Positivo 2 2 1,0000%%*
Negativo 54 65
Trichomonas

_ Hok
vavinalis 1,49 (0,08-28,57)  0.5909
Positivo 02 (67) 01(33)
Negativo 54 (45) 66 (55)
Herpes I/TI 1.05(0,09-12.17)  1,000%*
Positivo 1 02 (67)
Negativo 55 (46) 65 (54)
HPV 1.43 (0,49-4.07) 0,3086%%*
Positivo 12 (54) 10(45)
Negativo 40 (43) 54 (57)
B-glo_bma 4 3
negativa

* Odds Ratio (analise multivaniada ajustada pela presenca de infecgdes genitais)
** Teste Exato de Fisher
#*#**Teste Qui-quadrado
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APENDICE B : RESULTADOS PRELIMINARES IDO EM LEUCOCITOS NAS

INFECCOES GENITAIS

Tabela 4: Resultados preliminares sobre a expressdo de IDO em leucdcitos de acordo

com as infecc¢Oes cervicovaginais

Expressdo de IDO em leucocitos

Moderada/Acentuada Negativa/Leve Valor p

N (%) N (%)
Vaginose 1.0000*
Bacteriana
04 (40) 06 (60)
14 (36) 24 (63)
Chlamydia/Neisseria 0.0634*
04 (80) 01 (20)
14 (33) 28 (66)
Trichomonas 0.3829*
vaginalis
01 (100) 00 (00)
17 (33) 29 (63)
Herpes I/11 0.3829*
01 (100) 00 (00)
17 (37) 29 (63)
HPV 0.0224*
07 (70) 03 (30)
09 (26) 25 (74)
02 01

* Teste Exato de Fisher

Embora nesse estudo ndo caracterizamos o fenotipos dos leucdcitos presentes nas

amostras, observamos que ha uma grande importancia destes no microambiente vaginal.

Serdo necessarios estudos que fagam a distin¢do dos fenétipos das células imunoldgicas

vaginais nas diferentes condi¢Ges de salde e doenga, para melhor entendimento dos

mecanismos de imunotolerancia.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacgao

Informacgoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacao oral do seu trabalho, com duragao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1. Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.
4. Terminada a arguicao por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovagao ou reprovacao

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1. Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2. Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduagao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 05 de maio de 2017.

Prof. Dr. Joao Roberto Oliveira do Nascimento
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), triptofano 2,3 dioxigenase (TDO) e
concentracdo de quinurenina (QUIN) em amostras cervicais de mulheres com vaginose
e em diferentes graus de neoplasia intraepitelial cervical e carcinoma escamoso

Pesquisador: Ana Campa

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 59709416.5.0000.0067

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.862.243

Apresentacédo do Projeto:

De acordo com as estimativas mundiais, o cancer do colo do Utero € o terceiro mais incidente em mulheres
no mundo e o segundo mais incidente no Brasil, sendo considerado a quarta causa de mortalidade. O
cancer de colo do Gtero vem precedido por lesbes precursoras associadas a persisténcia do virus do as
células das lesdes pré-neoplasicas ou neoplasicas cervicais escapem da vigilancia imunolégica. Tumores
em geral apresentam o aumento da enzima IDO 1 (indoleamina 2,3-dioxigenase 1), que induzida por
interferon (IFN-), oxida triptofano (Trp) a quinurenina (QUIN) levando a um processo de tolerancia
imunoldgica e progressao tumoral. Outra enzima envolvida nesse processo responséavel pela producgédo de
QUIN é a TDO (triptofano 2,3- dioxigenase). Nao ha estudos que avaliem a sua expressao em cancer de
colo do utero. O colo do Utero € um sitio anatémico susceptivel a diversos agentes infecciosos e de
alteracdo de microbiota, que propiciam o efeito carcinogénico do HPV, como as vaginoses bacterianas (VB).
Diante do exposto, nosso objetivo é avaliar a expressdo dos marcadores envolvidos no catabolismo do
triptofano (IDO e TDO) em amostras de mulheres com diferentes graus de lesdo cervical associado ao HPV,
carcinoma microinvasivo e carcinoma invasor por meio da técnica de Imunocitoquimica e medir o metabdlito

quinurenina nessas amostras pela
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UF: SP Municipio: SAO PAULO
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técnica de HPLC. Também avaliaremos se a expressao de IDO e TDO correlaciona-se ao grau das lesdes
cervicais associadas ao HPV e se esta expresséo é influenciada pela presenca de infec¢des genitais
concomitantes. Através do isolamento de neutréfilos de sangue periférico e de sua incubag¢do com os
agentes etioldgicos que levam a vaginose, verificaremos se ha aumento na expressao de IDO e producgéo
de quinurenina a fim de elucidar o seu papel como cofator na histéria natural do cancer do colo do Utero.

Papiloma Humano (HPV) de alto risco oncogénico e de outros fatores que causam transformacdes no
epitélio e consequentemente o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais. Sabe-se que o HPV é eficiente na
evasao da resposta imune, porém € necessario conhecer sobre os mecanismos que permitem que as
células das lesBes pré-neoplasicas ou neoplésicas cervicais escapem da vigilancia imunoldgica. Tumores
em geral apresentam o aumento da enzima IDO 1 (indoleamina 2,3-dioxigenase 1), que induzida por
interferon (IFN-), oxida triptofano (Trp) a quinurenina (QUIN) levando a um processo de tolerancia
imunoldgica e progressao tumoral. Outra enzima envolvida nesse processo responsavel pela producédo de
QUIN é a TDO (triptofano 2,3- dioxigenase). Ndo ha estudos que avaliem a sua expressdao em cancer de
colo do utero. O colo do Gtero é um sitio anatémico susceptivel a diversos agentes infecciosos e de
alteracdo de microbiota, que propiciam o efeito carcinogénico do HPV, como as vaginoses bacterianas (VB).
Diante do exposto, nosso objetivo é avaliar a expressdo dos marcadores envolvidos no

catabolismo do triptofano (IDO e TDO) em amostras de mulheres com diferentes graus de lesdo cervical
associado ao HPV, carcinoma microinvasivo e carcinoma invasor por meio da técnica de Imunocitoquimica e
medir o metabdlito quinurenina nessas amostras pela técnica de HPLC. Também avaliaremos se a
expressdo de IDO e TDO correlaciona-se ao grau das lesdes cervicais associadas ao HPV e se esta
expressao é influenciada pela presenca de infec¢des genitais concomitantes. Através do isolamento de
neutroéfilos de sangue periférico e de sua incubacdo com os agentes etiolégicos que levam a vaginose,
verificaremos se ha aumento na expressao de IDO e producgéo de quinurenina a fim de elucidar o seu papel
como cofator na historia natural do cancer do colo do utero.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar se neutrdfilos isolados de sangue periférico humano quando incubados com os agentes etioldgicos
gue levam a vaginose tem aumento na expressao de IDO e produzem QUIN.

Obijetivos especificos
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1- Avaliar a expresséao proteica de IDO e TDO em amostras cervicais de

mulheres apresentando diferentes graus de lesdo cervical associados ao HPV, a saber:
cervicites, NIC1, NIC2, NIC3, carcinoma cervical microinvasivo e carcinoma

cervical invasor, por meio da técnica de imunocitoquimica

2- Medir o metabolito QUIN em amostras cervicais de mulheres apresentando diferentes graus de leséo
cervical associados ao HPV;

3- Avaliar se neutrdfilos isolados de sangue periférico humano quando incubados com os agentes
etioldgicos que levam a vaginose tem aumento na expressao de IDO e produzem QUIN.

4- Avaliar se a presenca de infec¢des genitais concomitantes (Chlamydia

trachomatis, Candida sp, Trichomonas vaginalis, virus do grupo Herpes e vaginose

bacteriana) esta relacionado a expresséo de IDO e TDO em mulheres com lesfes

cervicais.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O risco da pesquisa € minimo.

Beneficios: O estudo da expressao de biomarcadores associados as alterac6es moleculares causadas pelo
HPV pode contribuir para aumentar a acuracia da deteccdo morfolégica de lesdes de alto grau e identificar
casos de lesdes de baixo grau com potencial de progredir para lesdo mais grave e assim auxiliar na melhor
conduta clinica.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Serdo avaliadas neste estudo 100 mulheres participantes de um estudo anterior (aprovado pelo CEP da
FCF-USP sob nimero 411.692/2013). Os grupos serdo divididos da seguinte maneira:

Grupo caso: mulheres que foram submetidas a bidpsia cervical no CAISM/UNICAMP, com diagndstico
histolégico de NIC2, NIC3 e carcinoma escamoso

Grupo controle: mulheres incluidas no Planejamento Familiar da UNICAMP e que

apresentaram dois diagnosticos citolégicos consecutivos negativos para lesées

intraepiteliais ou malignidade.

Todas estas mulheres ja possuem diagnéstico microbiol6gico completo de infeccdes e HPV.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
O TCLE foi reformulado e esta adequado

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuagado do Parecer: 1.862.243

Recomendacdes:
Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias apontadas foram corrigidas.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Este CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser considerado aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 01/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 786319.pdf 17:05:33
Projeto Detalhado / | projeto_final.docx 01/11/2016 |Ana Campa Aceito
Brochura 17:05:07
Investigador
Outros declaracao_anuencia.docx 01/11/2016 |Ana Campa Aceito
17:04:07

Outros carta_aprovacao_comissao_caism.pdf 01/11/2016 |Ana Campa Aceito
17:02:00

Outros carta_autorizacao_uso_amostras.pdf 01/11/2016 |Ana Campa Aceito
16:59:08

Outros carta_resposta_Paloma.pdf 01/11/2016 |Ana Campa Aceito
16:57:10

TCLE / Termos de |TCLE_APROVADO.pdf 01/11/2016 |Ana Campa Aceito

Assentimento / 16:56:48

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |Novo_TCLE_Projeto_Paloma.doc 01/11/2016 |Ana Campa Aceito

Assentimento / 16:56:02

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha.pdf 02/09/2016 |Ana Campa Aceito
14:20:13

Projeto Detalhado / | Projeto_Paloma.pdf 01/09/2016 |Ana Campa Aceito

Brochura 13:42:00

Investigador

TCLE / Termos de | TCLEpaloma.pdf 01/09/2016 |Ana Campa Aceito

Assentimento / 13:41:16

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de ORIENTADORA . .pdf 01/09/2016 |Ana Campa Aceito

Pesquisadores 13:40:00

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Declaracéo de PALOMA pdf 01/09/2016 |Ana Campa Aceito
Pesquisadores 13:39:44

Declaracéo de DEPARTAMENTO.pdf 01/09/2016 |Ana Campa Aceito
Instituicdo e 13:39:32

Infraestrutura

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 12 de Dezembro de 2016

Assinado por:

Cristina Northfleet de Albuquerque
(Coordenador)

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Enderego para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/2778070061410221

Ultima atualizaco do curriculo em 27/07/2018

Resumo informado pelo autor

Graduada em Biomedicina pela Universidade Anhembi Morumbi (2015). Mestranda no Laboratério de Bioquimica Clinica, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo (FCF/USP). Atuamente dedica-se a estudos e pesquisa relacionados a bioquimica do cancer, infeccGes genitais femininas e disbioses vaginais.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome Paloma Almeida Venancio

Dados pessoais

Filiagdo Marcelo Douglas Venancio e Edna Conceigédo Almeida
Nascimento 08/02/1993 - Brasil

Carteira de 494179478 SSP - SP - 26/10/2010
Identidade

CPF 413.587.888-12

~ A . ~
Formagao académica/titulacao
2016 Mestrado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Expressao de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano 2,3-dioxigenase (TDO) no ambiente
cervicovaginal normal, na vaginose bacteriana e nas lesdes cervicais associadas ao HPV
Orientador: Ana Campa
Co-orientador: Michelle Garcia Discacciati de Carvalho
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
2012 - 2015 Graduagdo em Biomedicina.
Universidade Anhembi Morumbi, UAM, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Estudo das Amostras Insatisfatérias na Citologia Ginecoldgica
Orientador: Sandra Lorente

Formagdo complementar

2015 - 2015 Extenséo universitaria em Il Curso de Fisiopatologia e Andlises Clinicas. (Carga horaria: 40h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2014 - 2014 Extensao universitaria em Escola de Inverno de Radiofarméacia e Radioquimica. (Carga horaria: 40h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2014 - 2014 Curso de curta duragdo em INTRODUCAO A REPRODUGAO ASSISTIDA. (Carga horéria: 6h).
Instituto Gera de Ensino e Pesquisa em Medicina Reprodutiva de SP, GERA, Brasil

2013 - 2013 Curso de curta duragdo em Curso em Reprodu¢do Humana. (Carga horaria: 20h).
Instituto Paulista de Ginecologia e Obstetricia, IPGO, Brasil

Atuagdo profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - FCF-USP

Vinculo
institucional

2016 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Aluno pesquisador , Carga horaria: 40, Regime: Dedicagédo
exclusiva

Areas de atuacao
1. Citologia Clinica
2. Patologia Clinica

3. Bioquimica

Producdo

Producao bibliografica

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata 1/2
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Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

VENANCIO, P. A; MARIA-ENGLER, S. S.; CONSOLARO, M. E. L.; DERCHAIN, S. F.; CAMPA, A;;

DISCACCIATI, M. G.

TDO and IDO role in cervical intraepithelial neoplasia and cervical cancer: diffuse tissue expression of IDO

and focal expression of TDO in infiltrating neutrophils- preliminar results In: 3rd ICGEB Workshop on

Human Papillomavirus and associated malignancies: biology, prevention and therapy., 2017, Sao Paulo.
3rd ICGEB Workshop on Human Papillomavirus and associated malignancies: biology, prevention

and therapy.. , 2017.

"\,
T.‘:.i‘VENANCIO, P. A; MARIA-ENGLER, S. S.; CONSOLARO, M. E. L.; VILLA, L. L.; DERCHAIN, S. F.;
CAMPA, A.; DISCACCIATI, M. G.
Up-regulation of IDO in bacterial vaginosis (BV): role in HPV co-infection In: AACR International
Conference on Translational Cancer Medicine, 2017, Sao Paulo.

AACR International Conference on Translational Cancer Medicine Abstracts. , 2017.

Apresentacao de trabalho e palestra

1.

Eventos

Eventos

VENANCIO, P. A
Importancia do rastreamento do cancer do colo do utero: Exame de Papanicolaou e marcadores
imunohistoquimicos, 2018. (Conferéncia ou palestra,Apresentagéo de Trabalho)

Participacdo em eventos

1.

10.

12.

13.

14.

VIl Simpésio de pés-graduagdo em analises clinicas— SIMPAC and lll International symposium on
pathophysiology and toxicology - ISPAT, 2018. (Simpdsio)

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 3rd ICGEB Workshop on Human Papillomavirus and
associated Malignancies : Biology, Prevention and Therapy, 2017. (Outra)

TDO and IDO role in cervical intraepithelial neoplasia and cervical cancer: diffuse tissue expression of IDO
and focal expression of TDO in infiltrating neutrophils- preliminar results.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) AACR International Conference on Translational Cancer
Medicine, 2017. (Outra)

Up-regulation of IDO in bacterial vaginosis: role in HPV co-infection.

VIl Workshop on Melanoma Models, 2017. (Outra)

XXIX Semana Interna de Prevencao de Acidentes de Trabalho - SIPAT, 2017. (Simpdsio)

3rd Prof.Eric A. Newsholme Research Symposium- Metabolic Regulation, 2016. (Simpésio)
Clube de Citologia no Adolfo Lutz, 2016. (Encontro)

Liga de Imuno-Histoquimica Comparada, 2016. (Encontro)

UofT-USP Workshop on Cancer,Inflammation and Immunity, 2016. (Seminario)

VIl Simpésio de Pés-Graduacdo em Analises Clinicas - SIMPAC and Il Internacional Symposium on
Pathophysiologyand Toxicology- ISPAT A a, 2016. (Simpoésio)

XV Simpésio de Biosseguranga e Seguranga Quimica e Biolégica em Instituigées de Ensino e
Pesquisa, 2016. (Simposio)

Clube de Citologia no Instituto Adolf Lutz, 2015. (Encontro)
V Congresso Internacional de Ginecologia Oncolégica, 2014. (Congresso)

Semindrio de Langamento da Revista Questdes Reprodutivas sobre Cirurgia Estética, Inagem
Corporal e Sexualidade, 2012. (Seminario)
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 9144164/1 - Paloma Almeida Venancio

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depésito:

Orientador:
Co-orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagéo:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

palomavenancio@usp.br
08/02/1993

RG - 49.417.947-8 - SP
Estado de S&o Paulo
Brasileira

Bacharela em Biomedicina - Universidade Anhembi Morumbi - Sdo Paulo - Brasil -
2015

Mestrado

Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Fisiopatologia

04/07/2016

04/07/2016

04/01/2019

Prof(a). Dr(a). Ana Campa - 04/01/2018 até o presente. Email: anacampa@usp.br

Prof(a). Dr(a). Michelle Garcia Discacciati de Carvalho - 04/01/2018 até o presente.

Email: michelle.garciadisc@gmail.com

Inglés, Aprovado em 04/07/2016

Aprovado em 08/08/2017

Primeira Matricula em 04/07/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagédo USP (Resolugédo n® 6542 em vigor a partir de 20/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018

Impresso em: 23/07/2018 23:24:13
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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FBC5757-

7/1 Tépicos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 02/08/2016  14/11/2016 15 1 100 A N  Concluida
Nocgbes de Seguranga em Laboratoérios de
QBQ5744- Quimica e Bioquimica, Etica e ,
6/3 Responsabilidade em Pesquisa (Instituto de 10/08/2016  16/08/2016 30 “ 100 A N Concluida
Quimica - Universidade de Sao Paulo)
FBC5793- . . . . . . )
13/1 Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia | 07/03/2017 19/06/2017 15 1 100 A N  Concluida
BMI5841- Topicos Avangados em Imunologia
7/ Fundamental (Instituto de Ciéncias Biomédicas 22/05/2017  11/06/2017 45 3 100 A N  Concluida
- Universidade de Séao Paulo)
FBA>T28" Aprimoramento Pedagogico 30/05/2017  26/06/2017 60 4 100 A N Concluida
FBF5805- Delineamento de Experimentos e Ferramentas
2/4 Estatisticas Aplicadas as Ciéncias 03/08/2017  11/10/2017 90 6 100 A N  Concluida
Farmacéuticas
ICB5732- Cancer como Doenga Infecciosa (Instituto de
2/1 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Séao 23/10/2017  17/12/2017 120 8 100 B N Concluida
Paulo)
Disciplinas: 0 25 25
Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagao: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 23/07/2018 23:24:13
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