UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL — UFMS
Campus de CAMPO GRANDE
PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E
BIOLOGIA MOLECULAR — PMBgBM

ARON CARLOS DE MELO COTRIM

EFEITO MODULATORIO DA MELATONINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO E VISCOSIDADE DE AMOSTRAS DE MUCO CERVICAL
INFECTADAS PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO

CAMPO GRANDE - MS
2020



ARON CARLOS DE MELO COTRIM

EFEITO MODULATORIO DA MELATONINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO E VISCOSIDADE DE AMOSTRAS DE MUCO CERVICAL
INFECTADAS PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Tese apresentada ao Programa Multicéntrico de POs-
Graduagdo em Bioquimica e Biologia Molecular - PMBgBM
- SBBq, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,

como requisito parcial para a obtencdo do grau de Doutor.

Orientadora: Dra. Inés Aparecida Tozetti

CAMPO GRANDE — MS
2020



TERMO DE APROVAGAO

ARON CARLOS DE MELO COTRIM

EFEITO MODULATORIO DA MELATONINA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO E VISCOSIDADE DE AMOSTRAS DE MUCO CERVICAL
INFECTADAS PELO HPV

Tese apresentada ao Programa Multicéntrico de P6s-Graduagdo em Bioquimica e
Biologia Molecular — PMBgBM — SBBq, da Universidade Federal de Mato Grosso do

Sul, para a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica e Biologia
Molecular).

08 de dezembro de 2020

Comissao Examinadora:

PROF2. DR2. INES APARECIDA TOZETTI
ORIENTADORA
UFMS - PMBgBM

PROF2. DR2. ALDA MARIA TEIXEIRA FERREIRA
UFMS - PMBgBM

PROF?. DR?. LUDIER KESSER SANTOS SILVA
UFMT — PPGIP

PROF. DR. JEANDRE AUGUSTO DOS SANTOS JAQUES
UFMS - PMBgBM

PROF. DR. ANIBAL MONTEIRO DE MAGALHAES NETO
UFMT - PPGIP



A DEUS
“em quem estdo escondidos todos os tesouros
da sabedoria e da ciéncia.”

A minha amada esposa Mariane
e nosso filho Joéo.



“Meu ponto é que, se Deus de fato existe, ele se relaciona com o universo mais
como um autor se relaciona com uma peca de teatro do que como um objeto
no universo se relaciona com algum outro”

—C. S. Lewis



Agradecimentos

Agradeco a Deus pelas misericordias, amor e graca dispensados a mim, pela
resiliéncia que me fora dada na vida, por ter conhecido pessoas e lugares interessantes.
A Ele a gloria pelos séculos dos séculos.

A minha orientadora Profd. Inés Aparecida Tozetti pelo privilégio concedido a mim
de chama-la de Prof. Inés. Sou grato por todo apoio nesse periodo, sendo compreensiva
e tendo sempre uma boa palavra a me dizer. Obrigado por abrir as portas do laboratério
e me conceder acesso a sua incrivel vida cientifica e pelos “hot dogs imunolégicos” que
sdo uma delicia. Obrigado por tudo, vocé é uma pesquisadora/professora magnifica, uma
imunologista fantastica e uma pessoa incrivel. Vocé sempre fara parte das melhores
recordacdes que tenho do doutorado.

Aos doutores e amigos Prof. Eduardo Luzia Franca e Prof2. Adenilda Cristina
Honodrio Franca por toda orientacdo, amizade, paciéncia, atencao e direcionamento em
cada fase do trabalho. Pelo acolhimento e oportunidade de fazer parte de suas pesquisas
e projetos cientificos. Obrigado por acreditar e confiar na minha capacidade e trabalho.
Admiro a forma de trabalho humanizado, terno, compreensivo e profissional de que vocés
adotam e que € raro no meio cientifico. Sou grato pelas palavras de apoio e encorajamento
nos momentos dificeis que foram vencidos gracas a vocés. Obrigado por tudo. Vocés sdo
meus exemplos de educadores.

A todos os professores, técnicos e alunos do PMBgBM/UFMS com os quais pude
conviver e compartilhar conhecimento. Em especial a Prof. Fabiana Zanoelo
(coordenadora durante a maior parte do meu doutorado) por toda ajuda e disposicdo em
lutar pelo programa e pelo desenvolvimento dos alunos, também pelas maravilhosas
aulas de bioguimica em que pude perceber que tinha feito uma étima escolha. A Profa.
Giovana Henriques por compartilhar seu incrivel conhecimento de bioquimica de forma
tdo apaixonante, que me inspirou a estudar cada vez mais. Muito obrigado pelo
compromisso e empenho de vocés no meu ensino.

Agradeco a Prof. Dr. Malson Lucena (coordenador atual do PMBgBM) pelo suporte
e dedicacao que tem dispensado ao programa e em especial ao aprendizado dos alunos.
Ao Tec. Administrativo Amos pelo suporte e disposi¢cdo em solucionar cada problema e
imprevisto que nos acomete. Muito obrigado.

Aos amigos do Laboratorio de Imunologia, Biologia Molecular e Bioensaios/ Inbio/
UFMS profa. Alda, prof2. Cacilda, prof2. Andre, Tec. Camila, Larissa, Mari, Andrielli, Julio
e Marco por me receberem tdo bem no laboratério, por compartilharem comigo seus
saberes e por me ajudarem em tudo em que eu precisei. Em especial a Tec. Camilinha,
por todo o cuidado e zelo com o laboratério, por sempre estar disposta a me ajudar, pelos
conhecimentos e experiéncias cientificas compartilhados e pelos cafesinhos que sempre
chegavam em boa hora. Muito obrigado de coracéo.

A Prof. Alda por sua hiperatividade e simpatia, por compartilhar com nés alunos,
sua experiéncia cientifica e por dividir o chimarrdo durante as aulas (quando ainda nao
tinhas o problema do coronavirus, claro). Pela recepcéo, amizade e auxilio em todos em
tudo que precisei durante o doutorado. Grande Abraco.



A querida Ana Paula Machado, ndo so pela paciéncia e disposicdo em me ensinar
0s protocolos, mas, principalmente pela amizade e demostrada em cada momento dificil
gue enfrentamos e compartilhamos. Pelos pasteis saboreados, conversas, desabafos,
piadas e dramas. Obrigado por tudo, conhecer vocé foi incrivel, desejo toda felicidade e
saude para vocé e sua linda familia.

As companheiras de vida académica Mahmi, Patricia Marchi e Rubian por tudo que
passamos e enfrentamos juntos, pelos desabafos e risos, vitorias e derrotas acima de
tudo pela amizade, respeito e admiracdo que temos uns pelos outros. Pensando melhor,
acho que somos mais cumplices que amigos. Vocés sao incriveis, que cada uma de vocés
alcance o que almeja e muito obrigado por tudo.

Aos meus amigos do Laboratorio de Cronoimunomodulagdo/ CUA/ UFMT prof2.
Danny Laura, prof2. Patricia Marchi, Andrielly, Katleyn, Mary, Claudia, Kellen, Jordana e
Mahmi por todos esses anos de trabalho, confianca, amizade e respeito. Passamos por
muita coisa, crescemos e aprendemos muito juntos. Eu ndo chegaria aqui hoje sem a
amizade de cada uma de vocés.

Aos meus amigos/familia da linda e amada Cidade Morena. A familia do Sr. Ruy,
Louri, Ruy Neto por me receber de uma forma tao incrivel em sua casa, o desprendimento
e generosidade de vocé é surreal. Aos agregados Marcos, Joao Victor, Bernardo e Juliana
conhecer e conviver com vocés foi a melhor experiéncia que tive em Campo Grande.

A minha amada familia que sempre acreditou e investiu em meus sonhos. De forma
especial a meu pai Adenir, minha méae Avani Kétia e meu irmdo Ramon Carlos s6 nos
sabemos o que ja enfrentamos nessa vida, essa vitoria eu dedico a vocés!!! A minha
cunhada Luana que trouxe ao mundo a menina mais linda que eu ja vi, minha sobrinha
Clarice. Aos meus cunhados Adam e Renata e a oma Eni Waldow, as nossas comelancas
tornam os domingos mais gostosos. Muito obrigado pelo amor, compreensao, carinho e
dedicacao de vocés. Obrigado por estarem sempre ao meu lado, pois sozinho eu néo teria
forcas.

A minha amada esposa Mariane, que esteve ao meu lado nos momentos de alegria
e tristezas, saude e doenca, riqueza (que ainda ndo chegou) e pobreza. Te agradeco por
exigir e me fazer melhor a cada dia. Te agradeco pela vida do nosso filho Jodo e seu
esforco faradnico em cuida-lo e protegé-lo. Agradeco por fazer parte da minha vida. Saiba
gue tudo isso é foi feito com vocé, foi feito para vocé e por vocé. Meu maior desejo € te
fazer a mulher mais feliz do mundo e nunca desistirei desse projeto!!! Obrigado meu amor.

Ao Dr. Yehya Shakib do Lab. PrevenLab pela parceria nas coletas sem as quais
esse trabalho nado seria possivel.

A CAPES, CNPq, UFMS e UFMT pelo apoio, amparo a pesquisa e incentivo
financeiro durante a realizacao deste trabalho.



RESUMO

A busca por moléculas enddgenas com potencial imunomodulatério tem impulsionado
pesquisas em varias areas da medicina. A imunomodula¢éo da producao de citocinas
e guimiocinas é uma das formas de avaliar o potencial terapéutico desses compostos
e diminuir os efeitos adversos observados nas terapias convencionais. A melatonina
€ um hormdnio produzido principalmente pela glandula pineal que atua através de
receptores do sistema nervoso central e periférico. As propriedades
imunomodulatérias da melatonina estdo relacionadas ao metabolismo oxidativo, ao
recrutamento de leucécitos nos tecidos infectados, a reducdo da expressdo de
algumas citocinas como IL-6 e IL-8 e no controle de infecgcdes e lesdes. O
papilomavirus humano (HPV) € o principal agente etiolégico do cancer cervical
apresentando varios tipos com riscos oncogénicos variados. Os tipos mais agressivos
apresentam mecanismos eficientes para o desenvolvimento de lesGes neoplasicas
como estimulagéo da producéo de citocinas. O muco cervical € um sistema biolégico
composto por proteinas e compostos inorganicos, como NacCl, cujo a principal funcéo
€ a protecado da cérvice uterina. Reologia é o estudo da deformacédo e o escoamento
dos fluidos. A alteracdo do comportamento reolégico dos fluidos biolégicos
proveniente da producdo de citocinas é observada em algumas doencgas infecto-
parasitarias, podendo ser um parametro de avaliacdo. Este estudo buscou avaliar o
efeito imunomodulatério da melatonina sobre o estresse oxidativo, producdo de
citocinas tendo como parametro o comportamento reoldgico do muco cervical. As
amostras de muco cervical provenientes de pacientes positivas e negativas para HPV,
foram coletadas com escova endocervical e analizadas quanto a presenca de
melatonina, anion radical superéxido, atividade da enzima superoxido dismutase,
analise de viscosidade e producdo e concentracbes das citocinas. Em nossos
resultados foi possivel constatar a presenca de melatonina no muco cervical de
mulheres infectadas pelo HPV em concentracdo inferior ao grupo controle. As
amostras infectadas apresentaram ainda atividade da enzima CuZn - SOD reduzida e
elevada concentracdo de anion superoxido, indicando um quadro de estresse
oxidativo. A viscosidade das amostras infectadas foi reduzida em relagédo ao grupo
controle. A melatonina adsorvida a microesfera de polietilenoglicol (PEG-MLT) foi
eficiente na restauracéo dos padrbes de atividade da SOD, concentragcdo do anion
radical superéxido e viscosidade. As citocinas IL-6 e IL-8 apresentaram maior
expresséo nas amostras LSIL e HSIL em relacdo ao grupo NILM. As amostras HSIL
apresentaram uma correlacdo negativa entre a concentracdo de MLT e de IL-6 e IL-
8. Sugerimos que os niveis de IL-6, IL-8 e MLT em amostras HSIL, s&o decisivas para
a progressao das lesdes neoplasicas em infec¢cdes do HPV.

Palavras-chave: Citocinas, HPV, PEG, SOD, Viscosidade.



ABSTRACT

The search for endogenous molecules with immunomodulatory potential has boosted
research in several areas of medicine. Immunomodulation of the production of
cytokines and chemokines is one of the ways to evaluate the therapeutic potential of
these compounds and to reduce the adverse effects observed in conventional
therapies. Melatonin is a hormone produced mainly by the pineal gland that acts
through central and peripheral nervous system receptors. The immunomodulatory
properties of melatonin are related to oxidative metabolism, the recruitment of
leukocytes in infected tissues, the reduction of the expression of some cytokines such
as IL-6 and IL-8 and in the control of infections and injuries. Human papillomavirus
(HPV) is the main etiological agent of cervical cancer, presenting several types with
varied oncogenic risks. The most aggressive types have efficient mechanisms for the
development of neoplastic lesions such as stimulation of cytokine production. Cervical
mucus is a biological system composed of proteins and inorganic compounds, such as
NaCl, whose main function is the protection of the uterine cervix. Rheology is the study
of deformation and fluid flow. The change in the rheological behavior of biological fluids
from the production of cytokines is observed in some infectious and parasitic diseases,
which can be an evaluation parameter. This study sought to evaluate the
immunomodulatory effect of melatonin on oxidative stress, production of cytokines
taking as a parameter the rheological behavior of cervical mucus. The cervical mucus
samples from HPV positive and negative patients were collected with an endocervical
brush and analyzed for the presence of melatonin, superoxide radical anion,
superoxide dismutase enzyme activity, viscosity analysis and cytokine production and
concentrations. In our results, it was possible to verify the presence of melatonin in the
cervical mucus of women infected with HPV in a lower concentration than the control
group. The infected samples also showed reduced CuZn - SOD enzyme activity and a
high concentration of superoxide anion, indicating oxidative stress. The viscosity of the
infected samples was reduced in relation to the control group. Melatonin adsorbed to
the polyethylene glycol microsphere (PEG-MLT) was efficient in restoring SOD activity
patterns, superoxide radical anion concentration and viscosity. The cytokines IL-6 and
IL-8 showed greater expression in the LSIL and HSIL samples compared to the NILM
group. HSIL samples showed a negative correlation between the concentration of MLT
and IL-6 and IL-8. We suggest that the levels of IL-6, IL-8 and MLT in HSIL samples,
are decisive for the progression of neoplastic lesions in HPV infections.

Keywords: Cytokines, HPV, PEG, SOD, Viscosity.
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1. INTRODUCAO

1.1.Muco cervical

O muco cervical € um sistema biolégico que consistem de 90 a 99% de liquido
contendo componentes como lipidios, colesterol, carboidratos, agua, ions inorganicos
como NacCl, proteinas plasmaticas, imunoglobulinas, anticorpos, enzimas, citocinas e
células imunoldgicas também sao encontrados em menores concentracdes. Entre 0os
compostos organicos temos proteinas de baixo e alto peso molecular e outras
macromoléculas que interagem entre si e formam uma estrutura gelatinosa ou
mucoides. A concentracdo, composicao e viscosidade do muco cervical diferem no

decorrer do ciclo menstrual e ao longo da gravidez por influencia hormonal [1 - 4].

Os componentes macromoleculares do muco cervical incluem proteinas derivadas
do plasma e produzidas localmente e glicoproteinas de alto peso molecular, as
mucinas. As mucinas sdo compostas por até a 75% de carboidratos unidos por
ligacdes glicosidicas entre N-acetilgalactosamina e serina ou treonina na cadeia
polipeptidica e sdo os principais determinantes do comportamento fisico-quimico do

muco [1, 3].

O muco cervical é produzido no colo do utero pelas células ciliadas secretoras de
muco do epitélio colunar simples. Esta solugéo coloidal € descrita como uma barreira
fisica protetora contra a entrada de patégenos no utero. O colo do Gtero é formado
pela ectocérvice e endocérvice que € revestida pelo epitélio colunar simples
mucossecretor. Os pontos de ligacdo entre os dois epitélios sdo chamados de juncéo
escamocolunar (JEC). O colo do utero (ectocérvice) e a vagina sdo compostos por
epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado. A primeira camada germinativa € a
responséavel pelas condi¢des fisiologicas em situacdes de regeneracdo (replicagédo
celular) enquanto que as outras camadas representam os diferentes estagios na

maturacao das ceélulas basais [1- 5].
1.2 Papilomavirus humano (HPV) e o cancer do colo do atero (CCU)

O papilomavirus humano é da familia Papovaviridae sendo considerado o
principal agente etiolégico do cancer cervical. Sdo conhecidos cerca de 230 tipos de
HPV, sendo que os tipos 6, 11, 42, 43 e 44 s&o relacionados as lesbes benignas e 0s
tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66 estdo associados a lesbes de alto grau e cancer cervical
[6, 7].



No Brasil estima-se que o cancer do colo do Utero seja a terceira neoplasia
mais comum em mulheres com vida sexual ativa. Atualmente mais de 270.000
mulheres morrem de cancer cervical por ano em todo o mundo, com mais de 500.000
casos diagnosticados por ano, sendo 99% relacionado a presenca do HPV. A relagéo
entre o0 HPV de alto risco oncogénico (HR-HPV), a neoplasia intraeptelial cervical
(CIN) e o cancer uterino foi estabelecido por estudos epidemioldgicos e associado a

exposicao do virus [8, 9].
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Figura 1. As células basais do epitélio cervical repousam na membrana basal, que é
sustentada pela derme. Acredita-se que o HPV acesse as células basais através de

microlesdes no epitélio cervical [18].

Alguns tipos de HR-HPV tem a capacidade de estimular a expressao de
citocinas que em conjunto a infecgao por HPV contribui para o aparecimento de les6es
neoplasicas cervicais [10, 11]. Os HPVs 16 e 18 sao responsaveis por causar
neoplasias genitais malignas e responsaveis aproximadamente por 70% dos casos de
cancer do colo do utero. Estes HR-HPV estimulam a expresséo de citocinas (IL-6, IL-
8 e IL-10) que em conjunto ao aumento do estresse oxidativo, a ineficacia da resposta
antioxidante no microambiente ocasiona o surgimento de lesées cancerigenas [7, 10
-17].



A infecc&o por HPV ocorre por contato direto com a particula viral que adentra
o epitélio até a camada das células basais do epitélio cervical (Figura 1) ou ainda nas

regides onde o epitélio basal é exposto como na JEC [18].

As anormalidades citolégicas e a gravidade das ledes cevicais sdo classificadas
pelo Sistema Bethesda em: negativa para lesao intraepitelial ou malignidade (NILM),
les&o intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), leséo intraepitelial escamosa de
de alto grau (HSIL), células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-
US) e células escamosas atipicas de significado indeterminado sem exclusdo de HSIL
(ASC-H) apresentando diferentes tipos de carcinoma invasivo [7, 8, 9, 14, 15, 19, 20,
21].

O HPV pode ser classificado, de acordo com seu tropismo celular em cutaneos
(epidermotréficos) ou mucosos. Os cutaneos afetam principalmente a pele das méos
e dos pés com a formacao de verrugas e mucosos infectam o revestimento da boca,
garganta, trato respiratorio ou epitélio ano-genital, sua manifestacdo ocorre na forma
de condilomas planos e acuminados. J& os mucosos infectam as células do epitélio
basal e mucoso, a maioria das infec¢cdes pelo HPV sdo benignas e desaparecem

naturalmente dentro de 1 a 5 anos [22 — 24].

1.3 Neurohorménio melatonina (MLT)

A busca por novas biomoléculas com potencial modulador tem impulsionado
pesquisas em varias areas da medicina. O emprego de compostos enddégenos com
efeito modulador torna-se viavel na busca da diminuicdo dos efeitos adversos
causados por farmacos e terapias convencionais. A modulacdo da producdo de
estresse oxidativo e da expressao de citocinas e quimiocinas sao formas de avaliar o
potencial modulatérios desses compostos [25]. Destaca-se ainda a utilizacdo de
compostos enddgenos (hormdnios, proteinas, lipideos, citocinas, entre outros)
associados a modernas formas de carreamento e liberacdo, tem apresentado

vantagens terapéuticas em relagao as terapias convencionais [26].

Diante de tais perspectivas, 0 neurohormonio melatonina tem tido resultados
promissores como imunomodulador. A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina é
uma amina biogénica produzida e secretada principalmente pela glandula pineal com

a sintese estimulada a noite e inibida durante o dia, sendo responséavel pelo ciclo



circadiano, (Figura 2) [27, 28, 29]. Outros tecidos como medula Ossea, trato
gastrointestinal, retina e vesicula biliar também produzem melatonina em menores

concentracdes [30, 31].
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Figura 2. A producdo de melatonina é estimulada por vias noradrenérgicas que

respondem aos ciclos de claridade e escurudéao [29].

As propriedades imunomodulatérias da melatonina estdo relacionadas ao
recrutamento de leucécitos nos tecidos infectados [32, 33], modulagédo da expresséo
de algumas citocinas como IL-6 e IL-8 [10, 11] e atividade pré-oxidante ou antioxidante
de acordo com seu local de acdo [36, 37]. Estudos também, tem demostrado
alteracbes na concentracdo sérica de melatonina e seus derivados em diferentes
neoplasias como cancer de mama, colorretal, endometrial, pulméo, estomago [38 -
41].

A biossintese da MLT acontece prioritariamente na glandula pineal e em
menores quantidade em outros tecidos. Inicialmente o triptofano € convertido em
serotonina pela acdo da enzima hidroxilase. A serotonina € convertida em N-
hidroxiptamina por uma descarboxilase. A conversao de N-acetilserotonina em MLT

envolve duas principais enzimas a N-Acetil-Transferase (NAT) e a Hidroxi-Indol-Orto-
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Metil-Transferase (HIOMT). A NAT converte a serotonina em N-acetilserotonina e o
HIOMT transfere um grupo metil da S-adenosil-metionina para a N-acetil serotonina,
gerando a 5-metoxi-triptamina ou melatonina (Figura 3) [42, 43].
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Figura 3 — Biossintese da melatonina. A sintese da N-acetil-5-metoxitriptamina a

-0

partir do triptofano € estimulada na presenca de luz e a atividade da enzima NAT é

estimulada na auséncia de luz [43].

A MLT depois de secretada € distribuida por diversos tecidos pela corrente
sanguinea, sendo que 70% encontra-se ligada a albumina. J& que a MLT nédo é
armazenada as taxas de sintese e secrecdo noturna variam de acordo com a
heterogeneidade de cada individuo, porém costumam ser continuos em um mesmo
individuo, sendo o ciclo circadiano um dos mais importantes para os seres humanos
[42, 44].

A melatonina é metabolizada no figado e tem como principal metabolito a 6-
sulfatoximelatonina excretada na urina humana. Ha evidéncias de que a sintese de
melatonina diminui com o avanco da idade do individuo. A luz é o principal fator

ambiental para regulacdo da sintese de MLT e também é responsavel pelo ciclo
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circadiano, controlado pela intensidade da luz conforme as alterac¢des diarias da fase
claridade-escuriddo e mudancas sazonais [42, 45, 46]. Com o envelhecimento, os
niveis de MEL diminuem favorecendo o aumento de doencas cancerigenas em
individuos mais velhos. Devido a acao antioxidante alguns autores destacam que a
melatonina tem fungao radioprotetora o que minimiza o dano celular devido a radiagao
ionizante [47 — 50].

A atividade imunomodulatéria da melatonina esta relacionada a sua a¢éo sobre
os linfocitos e na expressdo de citocinas, acao anti-inflamatodria (blogqueado
prostaglandinas e regula a COX-2), antitumoral (com capacidade de inibicdo de
mitoses em trés linhagens de células diferentes, suprimindo a recaptacdo do
acidolinoléico, regulando dessa forma os receptores de estrogénio), antioxidante com
alta efetividade na reducéo de radicais livres e cronobiologica (regulando os ciclos
biolégicos) [42, 44, 51, 52].

E conhecido também a atividade pro-oxidante ou antioxidante da melatonina,
dependendo do local de agéo [37, 53]. O estresse oxidativo € observado em todas as
etapas do processo carcinogénico (iniciagdo, promogao e progressao). A capacidade
antioxidante da melatonina é observada em sua atuacdo tanto sobre as enzimas

antioxidantes com sobre os préprios radicais livres [54 - 59].
1.4 Estresse oxidativo

As espécies reativas do oxigénio (EROs) séo subprodutos do metabolismo
celular altamente reativos, sendo encontradas como diferentes espécies quimicas,
como anion radical superéxido (O2), peréxido de hidrogénio (H2032) e radical hidroxila
(OH") [60]. Essas moléculas sdo importantes na sinalizacdo celular, inflamacéo e
resposta imunoldgica. Mecanismos antioxidantes enzimaticos (enzimas superoxido
dismutase, catalase, peroxidase e glutationa redutase) e ndo enzimaticos (vitamina E,
vitamina C, melatonina, luteina, zinco) atuam no controle da concentracao das EROs,
mantendo-a em um limiar fisiolégico e minimizando seus efeitos deletérios. [61, 62].
O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a geracdo de moléculas oxidantes e a
atuacdo dos sistemas antioxidantes intrinsecos das células. A producdo excessiva
desses subprodutos pode causar alteracdes moleculares em proteinas, lipidios,
carboidratos e DNA ocasionando alteracbes na atividade metabdlica desses

compostos e resultando em defeitos moleculares que ocasionalmente levam a
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diversas patologias como neoplasia, diabetes e doencas neurodegenerativas e

envelhecimento. [63 - 65].

Vérios estudos tém relatado a diminuicdo dos agentes antioxidades ou de sua
atividade na circulacdo sanguinea e no tecido do cancer cervical [66 - 67]. Também
tem sido observado a diminuicdo da atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH) em eritrocitos de pacientes com cancer
cervical [66 — 69]. A reducéo da atividade da SOD tem sido correlacionada ao dano
do DNA celular no tecido cervical infectado com HPV. Outro fator relacionado é a
atividade inflamatdéria, que promove um aumento nos niveis de EROs, associado a
diminuicdo da capacidade antioxidante celular, gerando assim, um microambiente
propicio para o aparecimento das lesGes neoplasicas em infeccbes causadas pelo
HPV [70, 71].

As enzimas SOD foram as primeiras enzimas antioxidantes a serem
caracterizadas, sdo metaloenzimas pois apresentam um cofator que pode ser
manganés (Mn), ferro (Fe) ou cobre-zinco (CuZzn), pelos quais também sdo nomeados
Mn-SOD, Fe-SOD e CuZn-SOD, respectivamente. As SOD estdo distribuidas pelo
organismo desempenhando papel de defesa celular contra espécies reativas de
oxigénio sendo capazes de dismutar anion radical superoxido a peroxido de

hidrogénio (H202) em moléculas oxigénio (O2) [72].
1.5 Analise reolégica

Reologia € a ciéncia que estuda a deformacéo e o escoamento dos fluidos
guando submetidos a determinadas tensdes. A caracterizagdo do comportamento
reolégico apresenta ampla aplicagdo nas inddstrias quimica, alimenticia e
farmacéutica, fornecendo informa¢des importantes relacionadas a estrutura e
estabilidade [73]. Dentre as analises reoldgicas, o perfil de viscosidade dos fluidos
biolégicos como sangue, saliva, muco brénquio e muco cervical tém fornecido
resultados importantes quanto aos padrées de normalidade, diagnéstico de

determinada patologia e avaliacdo do grau de comprometimento do individuo [74 - 78].

A caracterizagdo da viscosidade pode servir ainda como parametro para a
avaliacdo do efeito modulador de moléculas bioativas sobre a viscosidade de fluido
biolégicos [79]. A viscosidade do muco cervical tem sido analisada com objetivo de

avaliar a motilidade espermatica, alteracdes hormonais durante o ciclo menstrual e a
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producdo de muco cervical sintético [80, 81, 82], podendo este parametro reoldgico

ser estudado em patologias especificas.
1.6 Citocinas IL-6 IL-8 e IL-10

As citocinas modulam diferentes processos e desenvolvimento fisiologicos,
inflamatérios e ndo inflamatérios e o crescimento e diferenciacéo celular através de
varias vias de sinalizacdo [3]. Diversas alteracdes moleculares em mulheres que
apresentem o cancer cervical foram demonstradas sendo mais frequente a
imunossupressado produzida pelas citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) e Th3
(TGFB1). O virus HPV tem capacidade de regular a expressao de citocinas. Sabe-se,
por exemplo, que o HPV-16 pode aumentar a expressao de TGFB1 e IL-10 gerando
um microambiente imunossupressor que colabora com a progresscao das lesdes. [83
— 84].

A inteleucina 6 (IL-6) é considerada pleitropica responsavel por varias funcbes
biolégicas como na regulacdo da resposta imunoldgica inata e adaptativa, nos
processos inflamatérios, nos tecidos hematopoiéticos e oncogénese. A IL-6 tem
capacidade de ativar as ceélulas Th1l7 em parceria com o TGF- 3 [89]. A IL-6 tem
capacidade imunoprotetora contribuindo positivamente na producdo de anticorpos
para protecdo do colo uterino na mucosa contra as infecgcdes cometidas por HPV,
podendo ativar a morte de células cancerigenas mediadas por células NK e ainda em
contraste ela tem papel de estimulacdo autocrina para crescimento de células

cancerigenas cervicais [90].

As alteragfes nos niveis da citocina IL-6 afetam o microambiente imunologico
do colo uterino. Linfécitos reativos, macréfagos mononucleares, células da medula
Ossea e algumas células cancerigenas (inclusive células cervicais) tem capacidade
de produzir IL-6, sendo este um fator de risco para a progressdo da infeccdo
persistente pelo virus HPV em pacientes com cancer do colo do utero. Assim, a IL-6

serve como indicador de infeccdo de alto grau e progressao neoplasica [91].

A interleucina 8 (IL-8 ou CXCL8) é um componente da familia das quimiocinas
CXC que exercem diversas fun¢des importantes no sistema imunoldgico, incluindo a
ativagao e atracao de neutrdéfilos. Em estudos in vitro a IL-8 € produzida por neutrofilos,

mondcitos, macrofagos e células epiteliais quando apresentado a produtos
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microbianos originados de bactérias comensais ou patdégenos que causam infeccdes

sexualmente transmissiveis (ISTs) [92].

No trato reprodutor feminino € observado um aumento nos niveis IL-8 em
mulheres que apresentam ISTs. O aumento de IL-8 nas secrecfes da genitalia e na
identificacdo em culturas de células epiteliais tem sido usadas como marcador

biolégico de inflamagdo em ensaios experimentais de microbicidas [92].

A interleucina IL-8 é um importante fator angiogénico e de crescimento
autdcrino em diversas neoplasias que afetam os seres humanos. Em meios
condicionados com células positivas para HPV foi observado a inducao da expresséo

pré-angiogenica de IL-8, que por sua vez, atua no crescimento e invasao tumoral [93].

A IL-10 é uma citocina do tipo T helper (Th2) tem funcdo supressora na
imunidade mediada por células. Ela tem capacidade de bloquear as células
apresentadoras de antigeno e desregular a expressdo do complexo de
histocompatibilidade (MHC) impedindo a resposta imunoldgica, ou seja, € uma

citocina com propriedades imunossupressoras [83 — 84].

A IL-10 tem caréater pleiotropico, sendo importante em varios tipos de
neoplasias. As citocinas do tipo 2, como IL-4 e IL-10 sdo imunoinibitérias e podem
compelir para o crescimento tumoral onde elas sé&o capazes de diminuir a produgao
de citocinas do tipo Th1l no microambiente tumoral sendo o perfil de pacientes com

tumores, ou seja, contribuindo para o desenvolvimento cancerigeno [83 — 84].

Estudos cientificos demonstram a relagcdo do aumento da IL-10 em pacientes
acometidos pelo virus HPV, onde esta cria um microambiente imunossupressor
acelerando a proliferacdo celular e desenvolvimento tumoral. O aumento da
expressdo da citocina IL-10 est4 associado aos tipos de HPV e ao avanco da
patologia, pode ser liberada por linfocitos infiltrantes de tumor, macréfagos e ainda

pode ser secretada pelas proprias células tumorais [83 — 84].
1.7 Microesferas de polietilenoglico (PEG)

Os novos sistemas de liberagdo modificada de farmacos tém por finalidade
melhorar os parametros de biodisponibilidade, bioviabilidade e a biofuncionalidade
[73]. A associacdo do horménio melatonina a tais sistemas de liberacdo pode

potencializar seu efeito sem que haja necessidade de aumento da dosagem [81, 82].
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As microesferas de polietilenoglicol (PEG) sdo consideradas um importante veiculo

para a administracdo de farmacos, produtos naturais e hormonios [75, 94 - 97].

A veiculacdo de drogas adsorvidas a sistemas carreadores, como as
microesferas de PEG tem sido um tratamento alternativo eficiente em varias doencas,
assim, estas microesferas sdo agentes promissores para a veiculacdo entrega do
horménio melatonina [98], prevenindo-o da degradacdo promovido por enzimas

metabdlicas e principalmente aumentando a sua biodisponibilidade no organismo [99].

Diante disso, este estudo teve como finalidade avaliar e estabelecer as
correlagcdes entre a concentracdo de melatonina, o estresse oxidativo, perfil de
viscosidade e concentracdo das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 em amostras de muco
cervical de mulheres positivas para infec¢ao pelo HPV moduladas com microesferas

de polietilenoglicol (PEG-MLT) em infec¢gGes causadas pelo HPV.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Avaliar in vitro o efeito modulador da melatonina adsorvida em microesfera de

PEG sobre o estresse oxidativo e viscosidade no muco cervical em amostras

positivas e negativas para a presenca do HPV.

2.2.0bjetivos especificos

v

Detectar e quantificar a concentracdo do horménio melatonina nas
amostras de muco cervical positivas e negativas para infec¢éo por HPV,;
Quantificar a concentracdo do anion radical superoxido nas amostras de
muco cervical;

Quantificar a atividade da enzima CuZn-SOD,;

Quantificar a concentracéo de anion radical superéxido nas amostras de
muco cervical na presenca de PEG-MLT;

Qauntificar a atividade da enzima CuzZn-SOD na presenca de PEG-MLT;
Avaliar a modulacdo promovida pela PEG-MLT sobre o estresse
oxidativo através do indice de estresse oxidativo (OxSI);

Quantificar a concentracao das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10;

Avaliar a viscosidade do muco cervical em amstras positivas e negativas
para a presenca do HPV;,

Avaliar a modulacdo promovida pela PEG-MLT sobre viscosidade do
muco cervical em amostras positivas para HPV,;

Correlacionar os dados de concentracdo e melatonina ao estresse

oxidativo, viscosidade e concentracdo das citocinas;
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O item Resultados e Discussao sera apresentado na forma de compilagéo dos 2
artigos citados abaixo com seus respectivos objetivos. Os artigos na integra se

encontram nos itens 3.1 e 3.2 desta tese.

Artigo 1: Effect of polyethylene glycol microspheres adsorbed with melatonin
on oxidative stress and viscosity of cervical mucus samples infected with

Human Papillomavirus.

Objetivos: Avaliar in vitro a presenca do neurohormdénio melatonina no muco cervical
e avaliar o estresse oxidativo e viscosidade do muco cervical em amostras positivas e
negativas para a presenca do HPV antes e depois da estimulacdo com melatonina e

melatonina adsorvida a microesfera de PEG.

Artigo 2: Correlacdo entre a concentracdo de melatonina e citocinas no muco

cervical em amostras positivas para presenca do Papilomavirus humano

Objetivos: Correlacionar a concentracdo de melatonina a concentracdo de citocinas
IL-6, IL-8 e IL-10 nas amostras de muco cervical positivas e negativas para a presenca
do HPV.
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3.1 Artigo 1. Publicado a revista Biointerface Research in Applied
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Abstract: The interfaces of hormenes and endogenous molecules assoctated with nanostructured
materials is one of the ways to evaluate the therapeutic potential. Melatonin is a nenrohormone that is
related to oxidative metabolism: Human Papillomavirus (HPV) is the principal etiological agent of
cervical cancer. Cervical mmcus is a biological system whose main function is the protection of the
uterine cervix This study aims to evaluate the immmmomodulatory effect of melatonin on oxidative
stress and rheological behavior of cervical mucus. The cervical mucus was analyzed the melatonin
concentration, viscosity. superoxide, and the superoxide dismmutase. Melatonin showed lower
concentration in the cervical mucus from women infected with HPV. The viscosity was lowest in mucus
from women infected with oncogenic HPV. The positive samples for HPV also showed high superoxide
release and reduced CuZn-SOD levels indicating oxidative stress. Melatonin adsorbed to the
polyethylene glycol microsphere (PEG-MLT) was efficient in restoring the viscosity. superoxide anion.
and CuZn-SOD at similar levels to mucus from women negative for HPV. These data suggest that in
high-risk HPV infections, there is a decrease in melatonin levels and the viscosity of cervical nmcus.
PEG-MLT was efficient in reducing oxidative stress and restoring viscosity of cervical mucus.

Keywords: Oxidative stress, Melatonin, Cervical Mucus, Viscosity, HPV, PEG.

© 2020 by the authors. This article 1s an open-access article dismbuted under the terms and coaditions of the Creative
Commons Atribution {CC BY) license (https://creativecommons.org/licensesby/4.0:).

1. Introduction

Human papillomavirus (HPV) is the principal etiological agent of cervical cancer and
is a member of the Papillomaviridae family. About 230 types of HPV are known. The types 6,
11, 42, 43, and 44 were related to benign lesions, and types 16, 18, 31, 33, 45, and 66 were
associated with high-grade lesions and cancer cervical Some types of high-risk HPV can
stimulate the expression of immunomodulatory agents, which, together with HPV infection,
contributes to the appearance of cervical neoplastic lesions [1, 2]. Another related parameter in
the disease progression of cervical cancer is oxidative stress and an inadequate antioxidant
response[3, 4, 5].

The melatonin (MLT) hormone have imnmnomodulatory properties that are related to
the recruitment of leukocytes in infected tissues [6, 7], and according to their site of action has

https://biointerfaceresearch.com/ 6757
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pro-oxidant or antioxidant activity [8, 9]. Alterations in the serum melatonin concentration
were observed in the breast, colorectal, endometrial, lung, and stomach cancer [10 - 13]. The
antioxidant capacity of melatonin may be related to the direct action on antioxidant enzymes
as well as the indirect form on the inhibition of free radicals [14, 15].

Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive particles, being found as different
chemical species, such as superoxide anion (O2), hydrogen peroxide (H202), and hydroxyl
radical (OH") [16]. These molecules are essential intermediaries of mitochondrial respiration,
cell signaling, inflammation, and the immune response. Enzymatic antioxidant mechanisms:
superoxide dismutase (CuzZn-SOD) (EC 1.15.1.1), catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), and
glutathione (GSH) (EC 1.15.1.9) and non-enzymatic mechanisms: vitamin E, vitamin C,
melatonin, lutein and zinc, act to control the ROS concentration, maintaining its physiological
levels and minimizing the effects deleterious [17, 18]. Oxidative stress is the imbalance
between the generation of oxidizing compounds and the performance of intrinsic antioxidant
systems in cells. The excessive and uncontrolled production of these free radicals can cause
molecular alterations in proteins, lipids, carbohydrates, and DNA causing changes in the
metabolic activity of these compounds. These alterations result in molecular defects that can
lead to several pathologies such as diabetes, obesity, neurodegenerative diseases, and cancer
[19 - 21].

Several studies reported a decrease in antioxidants agents or their activities in the blood
and uterine cervical cancer [24, 25]. Also observed in the erythrocytes in patients with cervical
cancer decreased the activity of CuzZn-SOD, CAT, and GSH [22 — 25]. The reduction in SOD
activity has been correlated with damage to cellular DNA in cervical tissue infected with HPV.
Another factor is related to inflammatory activity, which promotes an increase in ROS levels,
associated with a decrease in cellular antioxidant capacity. All these parameters generate a
favorable microenvironment for the appearance of neoplastic lesions in infections caused by
HPV [26, 27].

On the other hand, rheological studies have shown that deformation and flow of fluids
can be associated with certain pathological conditions and influenced by oxidative stress. The
characterization of rheological behavior has wide applications in the chemical, food, and
pharmaceutical industries, providing important information related to structure and stability
[28, 29]. The viscosity profile of biological fluids such as blood, saliva, bronchial mucus, and
cervical mucus has contributed to the understanding of several pathophysiological processes.
The characterization of viscosity can also serve as a parameter for the evaluation of the
modulating effect of bioactive molecules on the viscosity of biological fluids [29 - 31]. The
viscosity of cervical mucus has been analyzed in order to assess sperm motility, hormonal
changes during the menstrual cycle, and the production of synthetic cervical mucus [32,33].

Studies have shown that the release of a molecule can be modified when delivered to a
carrier system [34- 36]. These systems are capable of improving the parameters of
bioavailability, bioavailability, and biofunctionality [28,37]. The association of the melatonin
hormone to such delivery systems can potentiate its effect without the need to increase the
dosage [36]. Polyethylene glycol microspheres (PEG) are considered an essential vehicle for
the administration of drugs, natural products, and hormones [30].

The delivery drugs adsorbed to carrier systems, such as the PEG microspheres has been
an efficient alternative treatment in several diseases. Thus these microspheres are promising
agents for the delivery of melatonin hormone [38 - 42], preventing it from degradation
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promoted by proteins by metabolic enzymes and mainly increasing their bioavailability in the
body [43].

Therefore, this study aimed to assess the correlations between melatonin concentration,
the viscosity profile, and oxidative stress of cervical mucus samples infected with HPV
modulated with melatonin adsorbed to polyethylene glycol microsphere.

2. Materials and Methods

2.1. Subjects and collection of cervical mucus.

Cervical mucus samples were collected from women between 18 and 35 years of age
who were between the 12" and 21% day of the menstrual cycle without previous history of
alterations in the uterine cervix or tested positive for HPV infections. Women that had other
diseases such as syphilis, AIDS, diabetes, and cancer were excluded.

Before entering the study, the women signed an informed consent form, which was
approved by the local ethics committee (Protocol Number CAAE: 89628218.0.0000.5587).

2.2. Sample processing.

The cervical mucus samples were collected using an endocervical brush with a volume
of approximately 700 uL. The samples were centrifuged for the total extraction of the mucus
adhered to the brush. The material was fractionated in 2 aliquots, being the first aliquot added
1 mL of Cell Preserv® (preservative solution) and used directed to the detection of viral DNA,
and the second aliquot was used in laboratory analysis.

The rheological analysis was done directly in cervical mucus. For the melatonin
levels, superoxide release, and CuzZn-SOD, the cervical mucus was previously centrifuged at
1200 x g for 20 minutes and resuspended in 1mL of phosphate buffer solution (PBS). The
experimental designs are listed in Figure 1.

2.3. HPV detection.

The cervical mucus in preservative solution was evaluated detection viral DNA using
the Cobas® HPV Test. (Cobas z 480®Analyzer - Roche). The test uses the amplification of the
target DNA by polymerase chain reaction (PCR) and hybridization of nucleic acid for the
detection of 14 high-risk HPV types.

Cervical Mucus
Samples

(n=33)

Liquid based
cytology

{LBC)

Conventional
collection

| \
.
Rheological Stimulation
anal §|5 with melatonin Dilution in PBS Cobas Test HPV
Y and PEG-MLT
I J
[ |
Quantification CuZn SOD Rheological Cluant|f|cat‘|0n CuZn SOD
of superoxide . of superoxide -
activity analysis 5 activity
anion anion

Figure 1. Experlmental designs of processing of cervical mucus samples and laboratory analysis.
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2.4. Melatonin Hormone Quantification.

The melatonin concentration was performed using the enzyme immunoassay kit of
melatonin (Melatonin ELISA® - IBL) [44]. The procedures were performed according to the
manufacturer. The reaction rate was measured by absorbance in a spectrophotometer TP-
Reader® microplate reader (Thermo Plate) at 405 nm. Melatonin concentration was calculated
as a function of the standard curve in pg/mL.

2.5. Formulation and stimulation of melatonin adsorbed to polyethylene glycol (PEG-MLT).

The melatonin solution at a concentration of 9.0 pg.mL™* was prepared using PBS for
dissolution. The PEG microspheres were used with vehicles to carry the melatonin that was
adsorbed on its surface. The microspheres were prepared from PEG 6000, which was diluted
in 100 mL of PBS and incubated for 30 minutes at 37°C. After incubation, a sodium sulfate
solution (Na2S0a) (v/v) was added to the PEG and incubated at 37 °C for 45 minutes. The
solution was diluted 3:1 in PBS and centrifuged at 5000 rpm for 2 minutes. A further 1:10
dilution in PBS was carried out and incubated at 95 °C for 5 minutes to obtain medium density
microspheres. The microspheres were labeled overnight at room temperature with a solution
of Dylight-488 (Pierce Biotechnology, Rockford, USA; 10ug.mL™?) in dimethylformamide at
a 100:1 molar ratio of PEG:Dylight. The samples were then analyzed by fluorescence
microscopy [41, 42].

For the formation of the polyethylene glycol microsphere adsorbed with melatonin, the
PEG solution mixed with a melatonin solution in the concentration of 9.0 pg.mL-1 and
incubated at 37 °C for 30 minutes [41, 42]. The PEG-MLT solution was used as a stimulus in
the volume of 10uL

2.6. Rheological Analysis.

In the second aliquot of cervical mucus, part was directed to the rheological analysis
of viscosity in a MCR 102 Reometro (Anton Paar®) coupled to the Rheoplus Software v3.61.
The shear stress (t) was used as a parameter for the test, varying from 0 to 5 mPa.s for the
upward curve and from 5 to 0 mPa.s for the downward curve [29 - 31]. The viscosity of the
cervical mucus was reevaluated in all samples after treatment with melatonin and PEG-MLT
[melatonin adsorbed to PEG to a final concentration of 100ng.mL1]. This analysis was repeated
after stimulation with PEG-MLT.

2.7. Superoxide anion.

Oxidative metabolism was assessed by quantifying the superoxide release in cervical
mucus was determined by cytochrome C reduction [45 - 47]. This colorimetric method consists
of the oxidation of ferricytochrome C in the presence of the superoxide anion, this color change
being detectable in a spectrophotometer with a 630nm filter.

The cervical mucus was resuspended in PBS containing 2.6 mM CaClz, 2 mM MgClz,
and 2 mg/mL cytochrome C [Sigma, St Louis, USA]. Aliquots [ 100 pL] of the suspension were
incubated in the presence or not of 10uL of melatonin adsorbed to PEG [PEG-MLT] in culture
plates at 37°C for 1 hour. After incubation and reading on a spectrophotometer, the superoxide
release concentration was calculated using the following relationship:

_._Dbo.100
[0,7] = %3
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where, [O27] is the concentration of superoxide anion, and DO is the optical density
(absorbance) and the results expressed as nmol/Oz" [51].

2.8. CuZn-superoxide dismutase determination (CuZn-SOD - E.C.1.15.1.1).

The activity of the SOD enzyme was carried out by the method of photo-reduction of
nitroblue tetrazolium (NBT). The cervical mucus was diluted in PBS, obtaining a final volume
of 0.5 mL, and placed in glass tubes in the presence or not of 10uL of 10uL of melatonin
adsorbed to PEG [PEG-MLT]. Each tube contained 0.5 mL of the sample, and the standard
tube contained 0.5 mL of hydro-alcoholic solution. Next, 0.5 mL of chloroform-ethanol
solution (1:1 ratio) and 0.5 mL of the reactive mixture (NBT increased by EDTA) was added
to the tubes. The experimental and standard solutions received 2.0 mL of buffer carbonate, and
the pH was increased to 10.2 after the addition of hydroxylamine. The tubes remained still at
room temperature for 15 min and were subsequently read at 560 nm. The following expression
calculated superoxide dismutase:

Active SOD — (Standard Abs — Sample Abs) 100
ctive B (Standard Abs.) '

where Abs. Standard is the absorbance of the standard and Abs. The sample is the absorbance
of the sample [48, 49].

2.9. Oxidative Stress Index (OxSI).

The oxidative parameters of the cervical mucus were correlated with the other results
through the Oxidative Stress Index (OxSI ) that obtained through the following relationship:
Active. SOD

[0,7]
Where, [O27] is the superoxide concentration and Activ. SOD is the activity of the CuZn-SOD
enzyme.

OxSI =

2.10. Statistical analysis of the data.

The statistical analysis was performed using the analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey's post-test, for the correlation analysis was used the Spearman correlation
test. Statistical significance was considered when p<0.05.

3. Results and Discussion

3.1. Sampling and HPV detection.

The 33 cervical mucus samples analyzed for viral DNA 14 samples were positive for
high-risk oncogenic HPV types, and 19 samples were negative being considered as a control
group for the subsequent analyzes (Table 1).

Table 1. Detection of human papillomavirus (HPV) in cervical mucus samples.

Cervical Mucus Viral types Number (n) TOTAL
. HPV 16 9
Positive HPV EVET) 2 14
Negative HPV - 19 19
TOTAL 33 33
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3.2. Melatonin hormone in cervical mucus.

The melatonin hormone in the cervical mucus of women non-infected showed a
concentration of 12.38 pg.mL™, while in cervical mucus from women infected with HPV
presented 6.03 pg.mL. There was a decrease of 48.70% in the melatonin concentration in
cervical mucus from women with positive HPV (Figure 2).
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Figure 2. Melatonin concentration in cervical mucus from women with negative and positive for HPV.
*Statistically difference between groups.

There are no records in the scientific literature demonstrating the presence of melatonin
in the cervical mucus. It is known that melatonin acts on the female reproductive system,
mainly on ovarian function, modulating ovarian steroidogenesis, mainly on progesterone
production [50 - 53]. Studies also demonstrate the presence of high concentrations of the
hormone in the preovulatory follicles [54]. Other studies also show that the action of melatonin
on the gonads [55].In this work, the presence of melatonin in cervical mucus suggests a broad
action of this hormone on the female reproductive system.

The vascularization of mucous tissues guarantees them the necessary blood supply to
maintain their functions. In the genital mucosa, blood vessels supply nutrients, gas exchange,
and hormones [56]. In this work, the presence of melatonin hormone in the cervical mucus may
come from the blood circulation itself. Studies show that during the night, occur decrease in
the serum melatonin levels in patients with breast, endometrial, prostate, colorectal, lung, and
stomach cancer [11-13]. It is known that women with tumor growth have lower serum
melatonin levels [57]. In this study, the decrease of melatonin in cervical mucus can be
associated with the progression of the lesions.

3.3. Oxidative stress parameters.
3.3.1 Superoxide anion concentration.

The evaluation of oxidative parameters was performed by quantifying the superoxide
anion and the CuzZn-SOD enzyme. Oxidative stress is one of the parameters in the disease
progression of cervical cancer [58]. Studies have shown a reduction in antioxidant levels in
both circulation and uterine tissue of women with cervical cancer [4, 5, 59]. As a result of the
decrease in antioxidant levels, there is an increase in reactive oxygen species in the tissues [60].
In this study, we showed a significant increase in the superoxide anion level in the cervical
mucus (Figure 3).
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Figure 3. Superoxide anion concentration in cervical mucus from women with negative and positive for HPV.
*Statistically difference between groups.

Reactive species are important cellular signalers in their physiological concentration.
However, the increase in these molecules may be related to several diseases. The consequence
of the increase in free radicals is damage to DNA. In infections caused by HPV-16, free radicals
promote the activation of the E7 oncogene, which in turn leads to genomic instability and
promotes replication [61]. Thus, both the increase in ROS and the inhibition of antioxidant
agents are molecular devices for the progression of infection and, consequently, cancer.

HPV infections occur through the viral insertion to the basal epithelial layer, the
particularly mentally squamocolumnar junction (SCJ), or in regions of micro lesions generated
during sexual intercourse [62]. The increase in the superoxide anion in cervical mucus from
women infected for HPV points to an oxidative imbalance in the uterine cervix. It is not yet
known whether this oxidative imbalance induced or promoted the evolution of infection.

3.3.2. CuZn-SOD enzyme determination.

SOD acts as a central enzyme for the metabolism of the superoxide anion, being of
fundamental importance for the balance of the cell-mediated immune response [63].
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Figure 4. Activity of the CuZn-SOD enzyme in cervical mucus from women with negative and positive for
HPV. *Statistically difference between groups.

The impairment of the antioxidant functions of cells, due to the decreased activity of
the SOD enzyme, is related to several diseases and neoplasms [64, 65]. Insufficient
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concentrations of enzymatic cofactors, such as zinc and manganese, can lead to a reduction in
SOD [66]. Studies have reported a significant decrease in CuZn-SOD activity in the uterine
cervix in patients with cervical cancer [28]. In this study, we observed a lower SOD
concentration in cervical mucus from women with positive HPV (Figure 4).

The decrease in SOD in the uterine cervix was demonstrated in other studies [26], and
the cervical mucus, evidenced in this work, may probably be due to oxidative stress in the
microenvironment of the uterine cervix in patients with cervical cancer. This oxidative
imbalance does not necessarily reflect systemic oxidative stress, once it has been observed that
the plasma alterations SOD activity are not related to those found in tissues [67, 68]. This
particularity corroborates the importance of studying the oxidative parameters of cervical
mucus.

3.3.3. Oxidative stress index.

Since the concentration of superoxide anion and the activity of CuZn-SOD are an
essential parameter for the assessment of oxidative stress, the relationship between these two
variables was expressed in the form of the Oxidative Stress Index (OxSl). Thus, the OxSI value
is directly proportional to the antioxidative response; that is, the higher the index value, the
greater the SOD activity or, the lower the concentration of the superoxide anion, with both
events co-occurring.

Comparing the OxSI values, the cervical mucus from women infected by HPV showed
a lower index value compared to the women without the infection (Table 2). This results in
reinforce the hypothesis that the cervical mucus from women with positive HPV present the
oxidative imbalance once that these groups showed higher superoxide concentration and lower
SOD activity (Figures 3 and 4). This behavior has been observed in HPV infections and uterine
cervical cancer [23, 65, 66].

Some studies have shown that CuzZn-SOD, unlike Mn-SOD, which is mitochondrial,
does not respond directly to oxidative stress because of its action mediated by indirect
mechanisms [67, 69]. Thus, the increase in the superoxide anion in the cervical mucus does not
directly stimulate the activity of CuzZn-SOD in the site.

Table 2. Oxidative Stress Index (OxSI) from cervical mucus form women.

GROUPS OxSlI
Negative HPV 1,44 £0,72
Positive HPV 0,76 + 0,41*

* Statistically difference between groups.

Here, the difference between the OxSI values between the studied groups can be due to
the higher melatonin levels of cervical mucus showed in women with HPV infection. The
melatonin hormone has a direct action on the regulation of oxidative activity.

3.4. Rheological analysis.

However, cervical mucus is the first physical barrier to protect the uterine cervix against
infections [70]. The loss of the rheological characteristics of this fluid makes the cervix
susceptible to biological and physical harmful action [71]. Several studies have classified the
rheological characteristics of cervical mucus according to the ovulatory cycle, hormonal action,
and pathological state [72]. The mucus viscosity is also related to the characteristics of fertility
and sperm mobility [73].
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In this work, was observed a decrease of viscosity in cervical mucus from women
infected with HPV (Figure 5). This decrease in viscosity may action the uterine cervix and
favor to viral infection. Studies have shown that the viscosity of cervical mucus decreases due
to the action of the hormone estrogen [74 — 77]. Estrogen is the main female hormone
responsible for the control of the ovulatory cycle [75].

On the other hand, melatonin can act directly on the production of estrogen and
neoplastic growth by inhibiting the activity of the enzyme aromatase (converts androgens into
estrogens) and by the specific endogenous inhibition of alpha estrogen receptors via calmodulin
estrogen [74 — 77]. Thus melatonin acts as a modulator of estrogen production. The higher
concentrations of melatonin in women without HPV infection suggest a protective effect that
probably maintains the physiological levels of estrogen and viscosity. However, in women with
HPV-infected low melatonin levels, possibly occur an increase in estrogen concentrations,
which can be related to a decrease in the viscosity. Further studies should be conducted to

understand better hormonal involvement and changes in viscosity in cervical mucus.
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Figure 5. Viscosity curve of the cervical mucus from women with negative and positive for HPV. *Statistically
difference between groups.

3.5. Stimulation with melatonin and PEG-MLT.

In order to minimize and oxidative damage caused by the action of HPV infection on
cervical mucus, by decreasing the concentration of melatonin, the cervical mucus samples were
treated with melatonin [MLT] at a concentration of 9 pg.mL™ adsorbed or not to polyethylene
glycol microsphere [PEG-MLT].

After stimulation of the cervical mucus samples, measurements of superoxide anion,
activity of the CuzZn-SOD enzyme, and viscosity curve were performed, and the results
correlated with the OxSI.

Independently of HPV infection, similar superoxide concentration was observed in the
cervical mucus when in the presence of melatonin. The treatment with PEG-MLT in cervical
mucus from women infected by HPV reduced in 27.3% the superoxide concentration (Figure
6). These results can be explained by the significant increase in the activity of the SOD CuZn
enzyme. Melatonin, adsorbed or not to PEG, was able to increase the activity of the Cuzn-
SOD enzyme in cervical mucus. The highest CuzZn-SOD activities were observed in cervical
mucus treated with PEG-MLT from women with HPV infection (Figure 7).
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Figure 6. Superoxide anion concentration in cervical mucus after treatment with melatonin adsorbed or not to
PEG microsphere from women with negative or positive for HPV. Note: MTL (melatonin); PEG (Polyethylene
glycol); PEG-MLT (melatonin adsorbed to Polyethylene glycol) *Statistically different between groups.

Several studies highlight the antioxidant activity of melatonin, both acting directly on
free radicals and indirectly through the modulation of enzyme activity [9, 10, 78 - 80]. The
results presented in Figures 6 and 7 reinforce the antioxidant effects of melatonin, as well as
the action of the PEG microsphere that slows the degradation and prolonging the effect of this
hormone [34, 38, 39]. Another fact is that the adsorption of several melatonin molecules on the
surface of the PEG microsphere increases in the bioavailability of melatonin [39 - 43].
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Figure 7. CuZn-SOD enzyme activity in cervical mucus after treatment with melatonin adsorbed or not to PEG
microsphere from women with negative or positive for HPV. Note: MTL (melatonin); PEG (Polyethylene
glycol); PEG-MLT (melatonin adsorbed to Polyethylene glycol) *Statistically different between groups.

Through the rheological analysis, it was possible to observe an increase in the viscosity
of cervical mucus from women infected by HPV when treated with PEG-MLT (Figure 8). The
microsphere adsorbed to melatonin was able to restore the viscosity of the cervical mucus from
women with positive for HPV to values similar to those observed in cervical mucus from
women negative for HPV.

Due to the fact that cervical mucus is a protective barrier of the uterine cervix against
physical and biological agents [5, 81], the restoration of its viscosity can be significant for the
control of infection and probably can act in the prevention of cancer of cervical uterine.
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Figure 8. Viscosity curve of cervical mucus after treatment with melatonin adsorbed or not to PEG microsphere
from women with negative or positive for HPV. Note: MTL (melatonin); PEG (Polyethylene glycol); PEG-MLT
(melatonin adsorbed to Polyethylene glycol) *Statistically different between groups.

By correlating the OxSI and the melatonin concentration in the cervical mucus after
stimulation with PEG-MLT, it was possible to observe a significant increase in the r-value (r =
0.32- Table 3). The positive correlation of these parameters reinforces the hypothesis that the
increase in the concentration of melatonin provides an increase in OxSI, as shown in Figures 5
and 6 by the decrease in superoxide release levels and the increase in SOD activity. The higher
r-value obtained in the correlation test demonstrates the efficiency of the PEG microsphere in
potentiating the effects of the carried compounds, a result confirmed in other studies [39 - 43].
OxSI showed no correlation with melatonin concentration for the control group.

Interesting that in this study, the data were correlated. Spearman’s correlation analysis
showed that melatonin concentration is directly proportional to OxSI; being this correlation is
ten times higher in cervical mucus from women with positive HPV (Table 3). This effect is
explained by the direct action of melatonin on the superoxide anion, chelating it through Haber-
Weiss reactions, described for this hormone [69, 78 - 80].

Table 3. Spearman's correlation test between melatonin concentration and OxSI of cervical mucus from women
with negative or positive for HPV.

GROUPS r-value p-value*
Negative HPV + 0,02 0,04
Positive HPV +0,20 0,04
Negative HPV+ PEG-MLT + 0,05 0,06
Positive HPV + PEG-MLT +0,32 0,03

Note: MTL (melatonin); PEG (Polyethylene glycol); PEG-MLT (melatonin adsorbed to Polyethylene
glycol) *Statistically different between groups.

The correlation established between viscosity and OxSI showed the protective effect of
the antioxidant mechanism on cervical mucus. The non-infected group showed a positive
correlation between the variables, indicating that the antioxidant efficiency contributes to
maintaining the increase in cervical mucus viscosity. (Table 4). The cervical mucus infected
by HPV did not show a correlation between the variables, showing that the decrease in viscosity
in this group occurs due to the action of melatonin [74].

The correlation between OxSI and viscosity, after stimulation with PEG-MLT, was
directly proportional. Thus, as the OxSI value increases, the viscosity value increases. Such an
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effect may be correlated with the effect of melatonin probably by estrogen alterations [50, 52,
76].

Table 4. Spearman's Correlation Test between OxSI and the viscosity of cervical mucus from women with
negative or positive for HPV.

GROUPS r-value | p-value*
Negative HPV +0,51 | 0,04
Positive HPV +0,05 | 0,80

Negative HPV+ PEG-MLT | - 0,15 0,07
Positive HPV + PEG-MLT | +0,31 | 0,03

Note: MTL (melatonin); PEG (Polyethylene glycol); PEG-MLT (melatonin adsorbed to Polyethylene
glycol) *Statistically different between groups.

4. Conclusions

We conclude that the hormone melatonin is present in cervical mucus and that this
concentration is lower in cervical mucus from women with HPV infection. The cervical mucus
infected by HPV shows a reduction in the activity of SOD-CuZn and an increase in the
superoxide anion concentration.

It was possible to establish a directly proportional correlation between the concentration of
melatonin and the activity of the enzyme CuZn-SOD. In contrast, melatonin showed an
inversely proportional correlation with the superoxide anion. OxSI was efficient in assessing
the impairment of antioxidant functions generated by HPV infection, which is directly
correlated to the melatonin concentration.

In high-risk HPV infections, there is a decrease in the viscosity of cervical mucus. The
melatonin concentrations were directly correlating to the viscosity of cervical mucus. PEG-
MLT was efficient in reducing oxidative stress by increasing SOD activity and decreasing the
concentration of superoxide anion. PEG-MLT was efficient in restoring viscosity of cervical
mucus from women infected for HPV.
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3.2 Artigo 2: Submetido a revista Cancer Immunology, Immunotherapy (CII)
(comprovante de submissao anexo lll).

Correlacao entre a concentracao de melatonina e citocinas no muco cervical
em amostras positivas para presenca do Papilomavirus humano
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Resumo

O Papilomavirus humano (HPV) é o principal agente causador do cancer de colo
uterino, caracteristico pelas lesdes neoplasicas. De acordo com a morfologia das
células da cérvice uterina os achados sdo classificados em negativas para lesao
intraepitelial ou malignidade (NILM), leséo intraeptelial escamosa de baixo grau
(LSIL), leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL), células escamosas atipicas
de significado indeterminado (ASC — US) e células escamosas atipicas de significado
indeterminado sem exclusao de HSIL (ASC — H). A progressao das lesdes neoplasicas
esta relacionada ao quadro inflamatdrio no microambiente do colo uterino e mediado
pela expressdo e estimulacao de citocinas. A melatonina (MLT) é um neurohorménio
responsavel pela regulagéo do ciclo circadiano e de diversas fungdes fisiologicas e
imunoimodulatérias como a expressdo de citocinas para o controle do processo
inflamatorio. O muco cervical € uma secrecao liquida viscosa, composta por proteinas,
componentes inorganicos e agentes pré e anti-inflamatérios sendo uma importante
barreira protetora. O objetivo deste estudo foi quantificar e correlacionar a
concentracéo das citocinas MLT, IL-6, IL-8 e IL-10 no muco cervical. De acordo com
os resultados foi observado a diminuicdo da MLT nas amostras LSIL e HSIL em
comparacao com as NILM. As citocinas IL-6 e IL-8 apresentaram maior expressao nas
amostras LSIL e HSIL em relacdo ao grupo NILM. As amostras HSIL apresentaram
uma correlacdo negativa entre a concentracéo de MLT, IL-6 e IL-8. Sugerimos que 0s
niveis de MLT, IL-6 e IL-8 em amostras HSIL, sdo decisivas para a progressao das
lesBes neoplasicas em infecces por HPV.

Palavres-chave: Citocinas, HPV, HSIL, melatonina, muco cervical
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Introducéo

O HPV é da familia Papovaviridae sendo o principal agente etioldgico do cancer
cervical. S&o conhecidos cerca de 230 tipos de HPV, sendo que os tipos 6, 11, 42, 43
e 44 séao relacionados as LSIL e os tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66 estdo associados a
HSIL [1, 2]. A infeccdo por HPV ocorre por contato direto com a particula viral que
adentra o epitélio até a camada das células basais do epitélio cervical. O potencial
oncogénico do HPV esta relacionado a genes pré-oncogénicos que promovem a
sintese de proteinas (E2, E5, E6 e E7) e atuam na proliferacdo, diferenciacao celular
e inativacao de genes supressores de tumores como p53 e pRB [3].

Alguns tipos de HPV de alto risco tem a capacidade de estimular a expresséo
de citocinas (IL-6, IL-8 e IL-10) que em conjunto com a infec¢cdo por HPV contribui
para o aparecimento de lesbes neoplasicas cervicais. A citocina IL-10 esta ligada a
inducdo de um microambiente imunossupressor favoravel a proliferacao viral [4, 5, 6].

A MLT ou N-acetil-5-metoxitriptamina é uma amina biogénica produzida e
secretada principalmente pela glandula pineal com padrdo de sintese estimulada a
noite e inibida durante o dia, sendo responsavel pelo ciclo circadiano. Outros tecidos
como medula 0ssea, trato gastrointestinal, retina e vesicula biliar também produzem
melatonina em menores concentragdes [7].

As propriedades imunomodulatorias da melatonina estdo relacionadas a
expressao de algumas citocinas como IL-6 e IL-8 e IL-10 [4, 5, 6]. Estudos também
tem demostrado altera¢cdes na concentracdo sérica de melatonina e seus derivados
em diferentes neoplasias como cancer de mama, colorretal, endometrial, pulméo,
estomago [8, 9].

A MLT esta presente no muco cervical, foliculos pré-ovulatorios e gbnadas e
seus receptores foram (MT1 e MT2) presentes nos foliculos ovarianos [8, 9, 10].
Embora, tenha sido constatada a presenca da MLT nesses tecidos, sua origem ainda
nao foi totalmente esclarecida. A presenca deste neurohormdnio e de seus receptores
no sistema reprodutor feminino sugerem uma ampla atuacao deste hormonio tanto de
regulacdo quanto de protecéo.

O objetivo do estudo foi investigar a concentragao de MLT e das citocinas IL-6,
IL-8 e IL-10 e estabelecer a correlacdo entres essas variaveis em amostras de muco
cervical de pacientes infectadas e ndo infectadas pelo HPV com exame citopatolégico
NILM, LSIL e HSIL.
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Materiais e Métodos
Grupo amostral e colheita das amostras

O grupo amostral estudado foi composto de 41 mulheres entre 18 e 35 anos de
idade, entre os dias 12° e 21° dia do ciclo menstrual, sem histérico de alteragbes na
mucosa da cérvice uterina, e negativas para doencas como sifilis, AIDS, diabetes e
cancer.

As amostras de muco cervical foram colhidas com uma escova endocervical
com volume aproximado de 700uL e dividia em duas aliquotas. A primeira foi
acondicionada em 1 mL de solucdo preservante e encaminhada para avaliagdo em
citolégica e deteccdo do DNA viral. A segunda aliquota foi em acondicionada em
solucdo de tampéo fosfato (PBS) centrifugada a 1200G por 20 minutos para remocao
de células e material solido e o sobrenadante caminhado para quantificacdo de
melatonina e citocinas.

Deteccdo do DNA do HPV

A deteccédo o DNA viral foi realizado através do Cobas® HPV Test. (Cobas z
480®Analyzer - Roche). O teste permite a deteccéo de 14 tipos de HPV de alto risco
e discrimina os tipos 16 e 18 utiliza a amplificacdo do DNA alvo pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e hibridacdo de acido nucleico.

Andlise Citologia

A analise citoldgica foi realizada em por meio da Citologia em Base Liquida
(CBL) onde as amostras sdo acondicionadas em solucéo preservante Cell Preserv®e
encaminhadas a um processador de laminas Kolplast Cell Preserv® e confeccéo das
laminas em monocamada celular. Posteriormente as amostras sdo classificadas de
acordo com os achados celulares em: negativas para lesdo intraeptelial ou
malignidade NILM, LSIL, HSIL, ASC — US e ASC — H.

Quantificacdo das citocinas no muco cervical

As citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 foram quantificadas no muco cervical por citometria de
fluxo (CB) através do BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflamatory Cytokines
Kit (BD Biociences®) sendo processadas de acordo com as instru¢des do fabricante.
Um citdmetro de fluxo foi utilizado para essas analises (FACSCalibur, BD Biosciences,
EUA). Os graficos de citometria foram gerados usando o software CellQuest (BD
Biosciences, EUA), e os dados foram obtidos usando o software 1.0 FCAP Array (BD).
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Quantificagdo da melatonina no muco cervical

A dosagem de melatonina foi realizada utilizando kit de imunoensaio enzimético
para a determinac&o quantitativa de melatonina (Melatonin ELISA® - IBL). As leituras
foram realizadas em uma leitora de microplacas TP - Reader ® (Thermo Plate) a 405
nm. A concentracao do hormonio foi calculada em funcao da curva padrao e expresso
em pg/mL.

Analise estatistica

Os dados gerados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido
de pos-teste de Tukey, analise de correlagdo por Spearman. Para analise estatistica
foi considerado significativo quando o valor de p<0,05.

Resultados e Discusséao
Andlise de CBL e deteccdo do DNA de HPV

De acordo com a analise em CBL, entres as 41 amostras de muco cervical
colhidas, sete apresentaram NILM (Figura 1a), cinco foram classificadas como LSIL
(Figura 1b), nove continham HSIL (Figura 1c) e 7 foram classificadas como ASC-US
(Figura 1d) e ASC-H (Figura 1e), sendo estas descartadas do estudo. A figura 1f
apresenta carcinoma invasivo.

— AR BT o -
Fig. 1 Exame citopatol6gico obtido por CBL das amostras estudadas: NILM (a), LSIL

(b), HSIL (c), ASC-US (d), ASC-H (e) e carcinoma invasivo (f). Os destaques referem-
se aos achados histoldgicos.

No Cobas® HPV Test, utilizado para deteccédo do DNA todas as amostras NILM
apresentaram negativas para presenca do DNA de HPV. As amostras HSIL e LSIL
apresentaram presenca do DNA de HPV dos tipos 16 e 18.
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Quantificacdo de MLT no muco cervical

As amostras NILM (grupo controle negativo) apresentou a concentracao de
melatonina de 13,77 pg.mL?, enquanto os grupos infectado LSIL e HSIL
apresentaram 4,93 e 5,75 pg.mL! do hormoénio, respectivamente. Estudos tem
demostrado a diferenca da concentracdo do horménio melatonina no muco cervical
em amostras positivas e negativas para a presenca do HPV [10]. Porém, na literatura
cientifica n&o descreve a concentragdes da melatonina de acordo com o tipo de lesao
desenvolvida.
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Fig. 2 Concentracao de melatonina no muco cervical em amostras NILM, LSIL e HSIL.
(*): diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05

A melatonina age no sistema reprodutor feminino sobre a funcdo ovariana.
Estudos ja demostraram a presenca de receptores para melatonina do tipo MT1 e MT2
nos foliculos ovarianos e no muco cervical [10, 11, 12], sugerindo assim uma ampla
acao deste hormonio no aparelho reprodutor feminino.

Estudos tém demostrado a diminuigcdo da concentracdo de melatonina sérica
em pacientes com cancer [8, 9]. Sugerimos que ocorra um comportamento
semelhante nas neoplasias oriundas da infeccéo pelo HPV, pois a maior concentracéo
de melatonina nas amostras NILM e a menor concentracdo do nas amostras LSIL e
HSIL sugerem uma relacdo entre o horménio e o desenvolvimento progressao das
lesdes.

Quantificac&o de citocinas no muco cervical

A guantificagdo de citocinas inflamat6rias no muco cervical por CF, apresentou
uma diferenca significativa na expresséao de IL-6 no grupo HSIL em relacéo ao grupo
controlo e ao grupo LSIL (Figura 3). Estudos tém demostrado o aumento na expressao
de IL-6 em infeccBes por HPV e céancer cervical, sendo ela relacionadas a gravidade
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e intensidade das lesdes neoplasicas [13]. Os resultados obtidos para a citocina IL-6
corroboram os estudos que descreveram a maior expressao desta para grupos LSIL
e HSIL em comparagédo com grupo NILM [5], embora esta diferenca nao tenha sido
observada para o grupo LSIL no presente estudo. A menor expressao desta citocina
nas amostras NILM e LSIL em comparagdo com as HSIL reforgam a relagao dela com
a gravidade, intensidade das lesbes e progressdo neoplasica.
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Fig.3 Concentracdo de citocinas IL-6 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.
(*): diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05.

Foi observado também o aumento da expressao da citocina IL-8 nos grupos
HSIL e LSIL em comparacdo ao grupo controle (Figura 4). Os niveis de IL-8 néo
variaram significativamente entre as amostras LSIL E HSIL. O aumento da expresséo
sérica de IL-8 em infeccdo por HPV ja foi relatado em varios estudos [12]. Nas
Infeccbes por HPV a maior concentracéo de IL-8 nas amostras de soro e lavado
cervical esta relacionada a progressao das lesdes neoplasicas, a caracteristicas
angiogénicas e metastaticas dos tumores e ao processo de sinalizacdo das
angiogenese tumoral via PI3K/Akt [13, 15, 16]. Estudos relataram que células positivas
para HPV sdo capazes de induzir a expressao pré-angiogénica de IL-8 promovendo o
crescimento e a invasao de tumores em células endoteliais da veia umbilical humana
[6]. Assim o0 aumento da expressédo de IL-8 em células infectadas pelo HPV esta
relacionado a progressao e crescimento tumoral, justificando assim a maior ocorréncia
nas amostras HSIL.
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Fig.4 Concentracdo de citocinas IL-8 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.
(*): diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05.

N&o foi observado diferenca significativa na expressao da citocina IL-10 nas
amostras LSIL, HSIL em relacdo ao grupo controle (Figura 5). Assim com a IL-6 a IL-
10 esta citocina esta relacionada a progressao e intensidade das les6es neoplasicas,
sendo ela um marcador importante [13]. A auséncia desta citocinas nas amostras
estudadas pode estar relacionada a precocidade das lesbes e ao ndo historico de
cancer cervical do grupo amostral.
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Fig.5 Concentracao de citocinas IL-10 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.
(*): diferenca estatistica significativa para p-valor < 0,05.
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Correlagdo entre a concentracdo de melatonina e citocinas no muco
cervical

Como demostrado nos resultados 0 aumento na expresséo das citocinas IL-6
e IL8 contrasta com a diminuicdo da concentracdo de melatonina no muco cervical
nas amostras LSIL e HSIL. Porém, apenas as amostras HSIL apresentou correlacéo
negativa confirmada entre as variaveis pelo teste de correlacdo de Spearman (Tabela
1).

Tab. 1 Teste de correlagdo de Spearman entre a concertacdo e melatonina e a
expressao de citocinas IL-6 e IL-8 nas amostras LSIL e HSIL

Grupos e r-valor p-valor
LSIL (MLT e -0,60 1,60
HSIL (MLT e -0,80 0,01
HSIL (MLT e -0,40 0,02

As amostras HSIL apresentaram correlacdo negativa entre a concentracéo de
melatonina e a citocinas IL-6 e IL-8. Estudos ja demostraram que a melatonina modula
a defesa inflamatéria do organismo, diminuindo a producdo de citocinas proé-
inflamatorias como a IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral a (TNFa) [17, 18, 19]. Em
fibroblastos da gengiva humana, a melatonina é capaz de inibir a expressdo de IL-8 e
IL-6, diminuindo a resposta inflamatéria da mucosa bucal [20].

Sugerimos que no muco cervical ocorra um comportamento semelhante, onde
o decréscimo da concentracdo de melatonina esta diretamente relacionado ao
aumento da expressao de IL-6 e IL-8 nas amostras LSIL e HSIL, contribuindo assim
para o desenvolvimento das lesdes e progressao tumoral.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos neste trabalho foi
possivel concluir que:

v

Foi constatado a presenca do horménio melatonina no muco cervical em
concentracfes mensuraveis;

A concentracdo da melatonina é diminuida no muco cervical nas amostras de
pacientes infectadas pelo HPV, nédo diferindo entre os grupos LSIL e HSIL;

As amostras de pacientes infectadas pelo HPV apresentam redugédo na
atividade da Cuzn-SOD;

As amostras de pacientes infectadas pelo HPV apresentam aumento da
concentracdo de anion radical superoxido em relacdo as pacientes nao
infectadas;

A microesferas de PEG-MLT foram eficientes no aumento da atividade da
enzima CuZN-SOD nas amostras de pacientes infectadas pelo HPV;

A microesferas de PEG-MLT foram eficientes na reducéo da concentracao do
anion radical superéxido nas amostras de pacientes infectadas pelo HPV;

O OxSl foi eficiente na avaliaco do comprometimento das funcdes
antioxidantes geradas na infeccéo pelo HPV em comparacdo com o grupo de
pacientes nao infectados, onde o menor valor de OxSI entre as amostras
sugere um desequilibrio nos mecanismos antioxidantes investigados;

As amostras de pacientes positivas para a presencga do HPV apresentaram um
guadro de estresse oxidativo em relacdo as amostras de paceintes negativas
de acordo com o valor de OxSlI;

A melatonina apresenta uma correlacdo inversamente proporcional a
concentragdo do anion radical superéxido;

A melatonina apresenta uma correlagdo diretamente proporcional a atividade
da enzima CuZn-SOD;

O OxSI esta diretamente correlacionado a concentracdo de melatonina, sendo
gue a medida que se eleva a concentracdo de melatonina ocorre também o
aumento do OxSI.

A PEG-MLT foi eficiente na reducéo do estresse oxidativo através do aumento
da atividade da SOD e da diminui¢do da concentracdo do anion superoxido;
As amostras HSIL apresentam maior expresséo de citocina IL-6 em relacdo as
amostras NILM;
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v" As amostras HSIL e LSIL apresentaram aumento da expresséao da citocina IL-
8 em relagédo as amostras NILM;

v' A citocina IL-8 apresenta maior expressdo nas amostras HSIL em relacdo a
LSIL;

v' Os resultados sugerem uma correlacdo inversa entre a concentracdo e
melatonina e as citocinas IL-6 e IL-8 nas amostras de pacientes que
apresentaram HSIL;

v" A melatonina apresenta uma correlagdo diretamente proporcional a
viscosidade do muco cervical;

v" Nas Infec¢des por HPV ocorre a diminuicdo da viscosidade do muco cervical;

v. A MLT e a PEG-MLT foram eficientes na restauracdo dos padrdes de
viscosidade do muco cervical nas amostrasde pacientes infectadas pelo HPV;

O estresse oxidativo e as alteragbes de viscosidade do muco cervical podem
proporcionar as condi¢des favoraveis para o desenvolvimento das lesdes neoplésicas.
Assim, melatonina associada a um moderno sistema de liberagéo, como a microesfera
de PEG, pode potencializar seus efeitos moduladores sobre 0s mecanismos
antioxidantes e de viscosidade do muco cervical, diminuindo o estresse oxidativo e
restaurando a barreira protetora proporcionada pelo muco cervical.
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Projeto: Efeto imunomodulatorio da melatonina sobre 3 produgdo de citocinas e
comportamento reclogico do muce cervical em amostras positva para HPV.
Pesquisadores e instituigoes envolvidas: M.e Aron Carios de Melo Cotrim — instituto
de Biociencias — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)

Profa. Dra. Inés Aparecida Tozetti — Instituto de Biociéncias — Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS).

Prof. Dr. Eduardo Luzia Franga - Instituto Universtano do Araguaia — Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT).

Profa. Dra. Adendda Cristina Hondrio-Franca - Instituto Universitirio do Araguaa -
Universidade Federa de Mato Grosso (UFMT).

Prof. M.e Yehya Chakib Ghalfi — Universidade do Vale do Araguaia (UNIVAR)

Objetivo principal: Avaliar e efeito imunomodulador da melatonina sobre 3 producdo
de citocinas e comelaciona-o 30 comportamento reologico No muco cervical de
mulheres com e sem o HPV.

Procedimentos: Serdo utiizadas amostras de muco cervical positivas para DNA de
HPV de alto risco oncogénico com diagndstico histopatologico de neoplasia intraepitelial
cervical @ amostras negativas para DNA de HPV e negatva para les3o intraspitelial e
malignidade (NILM) coletadas no municipio de Bama do Gargas/MT em dlinicas e
hosptas atraveés de parcenas previamente estabelecidos & medante Terme de
Consentimento Livre e Esclarecido” sendo preservado a identidade dos pacentes. As
amostras serao colhidas de acordo com a demanda normal do estabelecimento
aproveitando o material coletado para 0 exame de ciologico, N30 acametando assm
coletas ou riscos adicionais a pacents. Sers utlizado escowa endocsrvical para a
colhata do muco e clulas.

Possiveis riscos e desconforto: Os nscos envolvidos no presente estudo estio
relaconades 3 contaminagdo do matenal durante o procedimento de colhsta e
processamento da amostra. Podera haver certo desconforto, resutants da coleta do
material cervical, apesar desta serem reaizadas com técnica adequada e de mansra
cuidadosa por profissionas qua®icados e aproveitamento d3 demanda nomal de
exames dos laboratdno e dlinicas parceiras.
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Beneficios previstos: A pesquisa traz como bensficio a producdo de conhecimento
cientfico relacionado acs mecanismos da patologia estudada, formas de terapias mas
eficentes. epidermiologia da doenca e diagnostico e o incentivo 3 pratica do exame
ginecologico preventive. O estudo ainda fomece dados importantes as participantes
oz 3 tipagem viral,

............... idade:_.._._.._._fui nformada dos objetivos, procedimentos, riscos e beneficios
dﬁlapﬁqusa descritos acsma Entendo que tersi garantia de confidencialidade, ou
sgja, que apenas os resultados dos exames realzados com o leite matemo serdo
divulgados e minguem, alem dos pesquisadores, tera acesso 305 NOMES O0S
participantes desta pesquisa. Entendo também, que tenho direito de receber, sempre que
desefar, outras informagdes sobre o estudo, entrando em contato com o pesquisador
(Me Aron C. M. Cotrim). Fui informada ainda, que a minha participagio & voluntiria e
que, s eu prefienr n3o particpar ou deixar de particpar deste estudo em qualquer
momento, isso NAD influenciari no meu atendimento junts 3o Hospital. Compreendendo
fudo o que me foi explicade sobre o estudo &, esiando de acordo em participar, assino

e Aron Carlos de Melo Cotrim
Pesquisador principal

Prof. Me Amn Caros de Mele Cofrim. Rodovia BR-OTO, Km 5. Bama do
Gargas - Mato Grosso. CEP: 78600-000. E-mail aroncarlcsbg@grmail.com

Bama do GargasiMT, de de 2013.
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Cancer Immunology, Immunotherapy

Correlation between melatonin concentration and cytokines in cervical mucus in
positive samples for the presence of human papillomavirus

Manuscript Number:
Full Title:

Article Type:
Funding Information:

--Manuscript Draft--

Correlation between malatonin concentration and cytokines in cervical mucus in

positive samples for the presence of human papillomavirus
Research Report

Conselho Nacional de Desenvolvimento Dr E F
Cientifico & Tecnolégico B S
(No: 447218/2014-0; No: 305725/2018-1) |

Coordenagao de Aperfeicoamento de Dr Aron Cotrim
Pessoal de Nivel Superior

(001)

Human papilloma virus (HPV) is the main causative agent of cervical cancer,

characterized by neoplastic lesions in the cervix. Based on the morphology of the cells
of the uterine cervix, the findings are classified as negative intraepithelial lesions for
malignancies (NILMs), low-grade squamous intraepithelial lesions (LSILs), high-grade
squamous intraepithelial lesions (HSILs), atypical squamous cells of undetermined
significance (ASCs - US) and atypical squamous cells of undetermined significance
without excluding HSILs (ASCs - H). The progression of neoplastic lesions is related to
the microenvironmental inflammatory process of the cervix and mediated by the
expression and stimulation of cytokines. Cervical mucus is a viscous liquid secretion
composed of proteins, inorganic components and pro- and anti-inflammatory agents
and is an important protective barrier. The aim of this study was to quantify and
cormrelate the concentrations of cytokines IL-6, IL-8 and IL-10 and Melatonin (MLT) in
cervical mucus. According to the results, a decrease in MLT was observed in LSIL and
HSIL samples compared to NILM. The cytokines IL-6 and IL-8 showed greater
expression in the LSIL and HSIL samples compared to the NILM group. HSIL samples
showed a negative correlation between the concentration of MLT and IL-6 and IL-8.
We suggest that the leveis of IL-8, IL-8 and MLT in HSIL samples are decisive for the
progression of neoplastic lesions in HPV infections. New carvical cancer treatment
strategies may include cytokine and melatonin control targets for effective

immunotherapy.
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