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RESUMO 

 

 

A busca por moléculas endógenas com potencial imunomodulatório tem impulsionado 
pesquisas em várias áreas da medicina. A imunomodulação da produção de citocinas 
e quimiocinas é uma das formas de avaliar o potencial terapêutico desses compostos 
e diminuir os efeitos adversos observados nas terapias convencionais. A melatonina 
é um hormônio produzido principalmente pela glândula pineal que atua através de 
receptores do sistema nervoso central e periférico. As propriedades 
imunomodulatórias da melatonina estão relacionadas ao metabolismo oxidativo, ao 
recrutamento de leucócitos nos tecidos infectados, a redução da expressão de 
algumas citocinas como IL-6 e IL-8 e no controle de infecções e lesões. O 
papilomavírus humano (HPV) é o principal agente etiológico do câncer cervical 
apresentando vários tipos com riscos oncogênicos variados. Os tipos mais agressivos 
apresentam mecanismos eficientes para o desenvolvimento de lesões neoplásicas 
como estimulação da produção de citocinas. O muco cervical é um sistema biológico 
composto por proteínas e compostos inorgânicos, como NaCl, cujo a principal função 
é a proteção da cérvice uterina. Reologia é o estudo da deformação e o escoamento 
dos fluidos. A alteração do comportamento reológico dos fluidos biológicos 
proveniente da produção de citocinas é observada em algumas doenças infecto-
parasitárias, podendo ser um parâmetro de avaliação.  Este estudo buscou avaliar o 
efeito imunomodulatório da melatonina sobre o estresse oxidativo, produção de 
citocinas tendo como parâmetro o comportamento reológico 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 presença de 
melatonina, ânion radical superóxido, atividade da enzima superóxido dismutase, 
análise de viscosidade e produção e concentrações das citocinas. Em nossos 
resultados foi possível constatar a presença de melatonina no muco cervical de 
mulheres infectadas pelo HPV em concentração inferior ao grupo controle. As 
amostras infectadas apresentaram ainda atividade da enzima CuZn - SOD reduzida e 
elevada concentração de ânion superóxido, indicando um quadro de estresse 
oxidativo. A viscosidade das amostras infectadas foi reduzida em relação ao grupo 
controle. A melatonina adsorvida a microesfera de polietilenoglicol (PEG-MLT) foi 
eficiente na restauração dos padrões de atividade da SOD, concentração do ânion 
radical superóxido e viscosidade. As citocinas IL-6 e IL-8 apresentaram maior 
expressão nas amostras LSIL e HSIL em relação ao grupo NILM. As amostras HSIL 
apresentaram uma correlação negativa entre a concentração de MLT e de IL-6 e IL-
8. Sugerimos que os níveis de IL-6, IL-8 e MLT em amostras HSIL, são decisivas para 
a progressão das lesões neoplásicas em infecções do HPV. 
Palavras-chave: Citocinas, HPV, PEG, SOD, Viscosidade. 
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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. INTRODUÇÃO 

1.1. Muco cervical 

O muco cervical é um sistema biológico que consistem de 90 a 99% de líquido 

contendo componentes como lipídios, colesterol, carboidratos, água, íons inorgânicos 

como NaCl, proteínas plasmáticas, imunoglobulinas, anticorpos, enzimas, citocinas e 

células imunológicas também são encontrados em menores concentrações. Entre os 

compostos orgânicos temos proteínas de baixo e alto peso molecular e outras 

macromoléculas que interagem entre si e formam uma estrutura gelatinosa ou 

mucoides. A concentração, composição 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 proteínas derivadas 

do plasma e produzidas localmente e glicoproteínas de alto peso molecular, as 

mucinas. As mucinas são compostas por até a 75% de carboidratos unidos por 

ligações glicosídicas entre N-acetilgalactosamina e serina ou treonina na cadeia 

polipeptídica e são os principais determinantes do comportamento físico-químico do 

muco [1, 3]. 

O muco cervical é produzido no colo do útero pelas células ciliadas secretoras de 

muco do epitélio colunar simples. Esta solução coloidal é descrita como uma barreira 

física protetora contra a entrada de patógenos no útero. O colo do útero é formado 

pela ectocérvice e endocérvice que é revestida pelo epitélio colunar simples 

mucossecretor. Os pontos de ligação entre os dois epitélios são chamados de junção 

escamocolunar (JEC). O colo do útero (ectocérvice) e a vagina são compostos por 

epitélio escamoso estratificado não queratinizado. A primeira camada germinativa é a 

responsável pelas condições fisiológicas em situações de regeneração (replicação 

celular) enquanto que as outras camadas representam os diferentes estágios na 

maturação das células basais [1- 5]. 

1.2 Papilomavírus humano (HPV) e o câncer do colo do útero (CCU) 

O papilomavírus humano é da família Papovaviridae sendo considerado o 

principal agente etiológico do câncer cervical. São conhecidos cerca de 230 tipos de 

HPV, sendo que os tipos 6, 11, 42, 43 e 44 são relacionados as lesões benignas e os 

tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66 estão associados a lesões de alto grau e câncer cervical 

[6, 7]. 
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No Brasil estima-se que o câncer do colo do útero seja a terceira neoplasia 

mais comum em mulheres com vida sexual ativa. Atualmente mais de 270.000 

mulheres morrem de câncer cervical por ano em todo o mundo, com mais de 500.000 

casos diagnosticados por ano, sendo 99% relacionado a presença do HPV. A relação 

entre o HPV de alto risco oncogênico (HR-HPV), a neoplasia intraeptelial cervical 

(CIN) e o câncer uterino foi estabelecido por estudos epidemiológicos e associado a 

exposição do vírus [8, 9].  

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 

microlesões no epitélio cervical [18]. 

Alguns tipos de HR-HPV tem a capacidade de estimular a expressão de 

citocinas que em conjunto a infecção por HPV contribui para o aparecimento de lesões 

neoplásicas cervicais [10, 11]. Os HPVs 16 e 18 são responsáveis por causar 

neoplasias genitais malignas e responsáveis aproximadamente por 70% dos casos de 

câncer do colo do útero. Estes HR-HPV estimulam a expressão de citocinas (IL-6, IL-

8 e IL-10) que em conjunto ao aumento do estresse oxidativo, a ineficácia da resposta 

antioxidante no microambiente ocasiona o surgimento de lesões cancerígenas [7, 10 

- 17].  



8 
 

A infecção por HPV ocorre por contato direto com a partícula viral que adentra 

o epitélio até a camada das células basais do epitélio cervical (Figura 1) ou ainda nas 

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

As anormalidades citológicas e a gravidade das leões cevicais são classificadas 

pelo Sistema Bethesda em: negativa para lesão intraepitelial ou malignidade (NILM), 

lesão intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesão intraepitelial escamosa de 

de alto grau (HSIL), células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-

US) e células escamosas atipicas de significado indeterminado sem exclusão 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 cutâneos 

(epidermotróficos) ou mucosos. Os cutâneos afetam principalmente a pele das mãos 

e dos pés com a formação de verrugas e mucosos infectam o revestimento da boca, 

garganta, trato respiratório ou epitélio ano-genital, sua manifestação ocorre na  forma 

de condilomas planos e acuminados. Já os mucosos infectam as células do epitélio 

basal e mucoso, a maioria das infecções pelo HPV são benignas e desaparecem 

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

1.3 Neurohormônio melatonina (MLT)  

A busca por novas biomoléculas com potencial modulador tem impulsionado 

pesquisas em várias áreas da medicina. O emprego de compostos endógenos com 

efeito modulador torna-se viável na busca da diminuição dos efeitos adversos 

causados por fármacos e terapias convencionais. A modulação da produção de 

estresse oxidativo e da expressão de citocinas e quimiocinas são formas de avaliar o 

potencial modulatórios desses compostos [25].  Destaca-se ainda a utilização de 

compostos endógenos (hormônios, proteínas, lipídeos, citocinas, entre outros) 

associados a modernas formas de carreamento e liberação, tem apresentado 

vantagens terapêuticas em relação as terapias convencionais [26]. 

Diante de tais perspectivas, o neurohormônio melatonina tem tido resultados 

promissores como imunomodulador. A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina é 

uma amina biogênica produzida e secretada principalmente pela glândula pineal com 

a síntese estimulada a noite e inibida durante o dia, sendo responsável pelo ciclo 
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circadiano, (Figura 2) [27, 28, 29]. Outros tecidos como medula óssea, trato 

gastrointestinal, retina e vesícula biliar também produzem melatonina em menores 

concentrações [30, 31].  

 

 

Figura 2. A produção de melatonina é estimulada por vias noradrenérgicas que 

respondem aos ciclos de claridade e escurudão [29]. 

As propriedades imunomodulatórias da melatonina estão relacionadas ao 

recrutamento de leucócitos nos tecidos infectados [32, 33], modulação da expressão 

de algumas citocinas como IL-6 e IL-8 [10, 11] e atividade pró-oxidante ou antioxidante 

de acordo com seu local de ação [36, 37]. Estudos também, tem demostrado 

alterações na concentração sérica de melatonina e seus derivados em diferentes 

neoplasias como câncer de mama, colorretal, endometrial, pulmão, estomago [38 - 

41]. 

A biossíntese da MLT acontece prioritariamente na glândula pineal e em 

menores quantidade em outros tecidos. Inicialmente o triptofano é convertido em 

serotonina pela ação da enzima hidroxilase. A serotonina é convertida em N-

hidroxiptamina por uma descarboxilase. A conversão 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]. 

Figura 3 – Biossíntese da melatonina. A síntese da N-acetil-5-metoxitriptamina a 

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

estimulada na ausência de luz [43]. 

A MLT depois de secretada é distribuída por diversos tecidos pela corrente 

sanguínea, sendo que 70% encontra-se ligada à albumina. Já que a MLT não é 

armazenada as taxas de síntese e secreção noturna variam de acordo com a 

heterogeneidade de cada indivíduo, porém costumam ser contínuos em um mesmo 

indivíduo, sendo o ciclo circadiano um dos mais importantes para os seres humanos 

[42, 44]. 

A melatonina é metabolizada no fígado e tem como principal metabolito a 6-

sulfatoximelatonina excretada na urina humana. Há evidências de que a síntese de 

melatonina diminui com o avanço da idade do indivíduo. A luz é o principal fator 

ambiental para regulação da síntese de MLT e também é responsável pelo ciclo 
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circadiano, controlado pela intensidade da luz conforme as alterações diárias da fase 

claridade-escuridão e mudanças sazonais [42, 45, 46]. Com o envelhecimento, os 

níveis de MEL diminuem favorecendo o aumento de doenças cancerígenas em 

indivíduos mais velhos. Devido a ação antioxidante alguns autores destacam que a 

melatonina tem função radioprotetora o que minimiza o dano celular devido a radiação 

ionizante [47 – 50]. 

A atividade imunomodulatória da melatonina esta relacionada a sua ação sobre 

os linfócitos e na expressão de citocinas, ação anti-inflamatória (bloqueado 

prostaglandinas e regula a COX-2), antitumoral (com capacidade de inibição de 

mitoses em três linhagens de células diferentes, suprimindo a recaptação do 

ácidolinoléico, regulando dessa forma os receptores de estrogênio), antioxidante com 

alta efetividade na redução de radicais livres e cronobiológica (regulando os ciclos 

biológicos) [42, 44, 51, 52]. 

 É conhecido também a atividade pró-oxidante ou antioxidante da melatonina, 

dependendo do local de ação [37, 53]. O estresse oxidativo é observado em todas as 

etapas do processo carcinogênico (iniciação, promoção e progressão). A capacidade 

antioxidante da melatonina é observada em sua atuação tanto sobre as enzimas 

antioxidantes com sobre os próprios radicais livres [54 - 59].  

1.4 Estresse oxidativo 

As espécies reativas do oxigênio (EROs) são subprodutos do metabolismo 

celular altamente reativos, sendo encontradas como diferentes espécies químicas, 

como ânion radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila 

(OH-) [60]. Essas moléculas são importantes na sinalização celular, inflamação e 

resposta imunológica. Mecanismos antioxidantes enzimáticos (enzimas superóxido 

dismutase, catalase, peroxidase e glutationa redutase) e não enzimáticos (vitamina E, 

vitamina C, melatonina, luteína, zinco) atuam no controle da concentração das EROs, 

mantendo-a em um limiar fisiológico e minimizando seus efeitos deletérios. [61, 62]. 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre a geração de moléculas oxidantes e a 

atuação dos sistemas antioxidantes intrínsecos das células. A produção excessiva 

desses subprodutos pode causar alterações moleculares em proteínas, lipídios, 

carboidratos e DNA ocasionando alterações na atividade metabólica desses 

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

envelhecimento. [63 - 65]. 

Vários estudos têm relatado a diminuição dos agentes antioxidades ou de sua 

atividade na circulação sanguínea e no tecido do câncer cervical [66 - 67]. Também 

tem sido observado a diminuição da atividade das enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH) em eritrócitos de pacientes com câncer 

cervical [66 – 69]. A redução da atividade da SOD tem sido correlacionada ao dano 

do DNA celular no tecido cervical infectado com HPV. Outro fator relacionado é a 

atividade inflamatória, que promove um aumento nos níveis de EROs, associado a 

diminuição da capacidade antioxidante celular, gerando assim, um microambiente 

propício para o aparecimento das lesões neoplásicas em infecções causadas pelo 

HPV [70, 71]. 

As enzimas SOD foram as primeiras enzimas antioxidantes a serem 

caracterizadas, são metaloenzimas pois apresentam um cofator que pode ser 

manganês (Mn), ferro (Fe) ou cobre-zinco (CuZn), pelos quais também são nomeados 

Mn-SOD, Fe-SOD e CuZn-SOD, respectivamente. As SOD estão distribuídas pelo 

organismo desempenhando papel de defesa celular contra espécies reativas de 

oxigênio sendo capazes de dismutar aníon radical superóxido a peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em moléculas oxigênio (O2) [72]. 

1.5 Análise reológica 

Reologia é a ciência que estuda a deformação e o escoamento dos fluidos 

quando submetidos a determinadas tensões. A caracterização do comportamento 

reológico apresenta ampla aplicação nas indústrias química, alimentícia e 

farmacêutica, fornecendo informações importantes relacionadas a estrutura e 

estabilidade [73]. Dentre as análises reológicas, o perfil de viscosidade dos fluídos 

biológicos como sangue, saliva, muco brônquio e muco cervical têm fornecido 

resultados importantes quanto aos padrões de normalidade, diagnóstico de 

determinada patologia e avaliação do grau de comprometimento do indivíduo [74 - 78].  

A caracterização da viscosidade pode servir ainda como parâmetro para a 

avaliação do efeito modulador de moléculas bioativas sobre a viscosidade de fluido 

biológicos [79]. A viscosidade do muco cervical tem sido analisada com objetivo de 

avaliar a motilidade espermática, alterações hormonais durante o ciclo menstrual e a 
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produção de muco cervical sintético [80, 81, 82], podendo este parâmetro reológico 

ser estudado em patologias específicas. 

1.6 Citocinas IL-6 IL-8 e IL-10  

As citocinas modulam diferentes processos e desenvolvimento fisiológicos, 

inflamatórios e não inflamatórios e o crescimento e diferenciação celular através de 

varias vias de sinalização [3]. Diversas alterações moleculares em mulheres que 

apresentem o câncer cervical foram demonstradas sendo mais frequente a 

imunossupressão produzida pelas citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-6, IL-10) e Th3 

(TGFβ1). O vírus HPV tem capacidade de regular a expressão de citocinas. Sabe-se, 

por exemplo, que o HPV-16 pode aumentar a expressão de TGFβ1 e IL-10 gerando 

um microambiente imunossupressor que colabora com a progressção das lesões. [83 

– 84]. 

A inteleucina 6 (IL-6) é considerada pleitrópica responsável por várias funções 

biológicas como na regulação da resposta imunológica inata e adaptativa, nos 

processos inflamatórios, nos tecidos hematopoiéticos e oncogênese. A IL-6 tem 

capacidade de ativar as células Th17 em parceria com o TGF- β [89]. A IL-6 tem 

capacidade imunoprotetora contribuindo positivamente na produção de anticorpos 

para proteção do colo uterino na mucosa contra as infecções cometidas por HPV, 

podendo ativar a morte de células cancerígenas mediadas por células NK e ainda em 

contraste ela tem papel de estimulação autócrina para crescimento de células 

cancerígenas cervicais [90]. 

As alterações nos níveis da citocina IL-6 afetam o microambiente imunológico 

do colo uterino. Linfócitos reativos, macrófagos mononucleares, células da medula 

óssea e algumas células cancerígenas (inclusive células cervicais) tem capacidade 

de produzir IL-6, sendo este um fator de risco para a progressão da infecção 

persistente pelo vírus HPV em pacientes com câncer do colo do útero. Assim, a IL-6 

serve como indicador de infecção de alto grau e progressão neoplásica [91]. 

A interleucina 8 (IL-8 ou CXCL8) é um componente da família das quimiocinas 

CXC que exercem diversas funções importantes no sistema imunológico, incluindo a 

ativação e atração de neutrófilos. Em estudos in vitro a IL-8 é produzida por neutrófilos, 

monócitos, macrófagos e células epiteliais quando apresentado a produtos 
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microbianos originados de bactérias comensais ou patógenos que causam infecções 

sexualmente transmissíveis (ISTs) [92]. 

No trato reprodutor feminino é observado um aumento nos níveis IL-8 em 

mulheres que apresentam ISTs. O aumento de IL-8 nas secreções da genitália e na 

identificação em culturas de células epiteliais tem sido usadas como marcador 

biológico de inflamação em ensaios experimentais de microbicidas [92]. 

A interleucina IL-8 é um importante fator angiogênico e de crescimento 

autócrino em diversas neoplasias que afetam os seres humanos. Em meios 

condicionados com células positivas para HPV foi observado a indução da expressão 

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

A IL-10 é uma citocina do tipo T helper (Th2) tem função supressora na 

imunidade mediada por células. Ela tem capacidade de bloquear as células 

apresentadoras de antígeno e desregular a expressão do complexo de 

histocompatibilidade (MHC) impedindo a resposta imunológica, ou seja, é uma 

citocina com propriedades imunossupressoras [83 – 84]. 

A IL-10 tem caráter pleiotrópico, sendo importânte em vários tipos de 

neoplásias. As citocinas do tipo 2, como IL-4 e IL-10 são imunoinibitórias e podem 

compelir para o crescimento tumoral onde elas são capazes de diminuir a produção 

de citocinas do tipo Th1 no microambiente tumoral sendo o perfil de pacientes com 

tumores, ou seja, contribuindo para o desenvolvimento cancerígeno [83 – 84]. 

Estudos científicos demonstram a relação do aumento da IL-10 em pacientes 

acometidos pelo vírus HPV, onde esta cria um microambiente imunossupressor 

acelerando a proliferação celular e desenvolvimento tumoral. O aumento da 

expressão da citocina IL-10 está associado aos tipos de HPV e ao avanço da 

patologia, pode ser liberada por linfócitos infiltrantes de tumor, macrófagos e ainda 

pode ser secretada pelas próprias células tumorais [83 – 84]. 

1.7 Microesferas de polietilenoglico (PEG) 

Os novos sistemas de liberação modificada de fármacos têm por finalidade 

melhorar os parâmetros de biodisponibilidade, bioviabilidade e a biofuncionalidade 

[73]. A associação do hormônio melatonina a tais sistemas de liberação pode 

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

para a administração de fármacos, produtos naturais e hormônios [75, 94 - 97]. 

A veiculação de drogas adsorvidas a sistemas carreadores, como as 

microesferas de PEG tem sido um tratamento alternativo eficiente em várias doenças, 

assim, estas microesferas são agentes promissores para a veiculação entrega do 

hormônio melatonina [98], prevenindo-o da degradação promovido por enzimas 

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

Diante disso, este estudo teve como finalidade avaliar e estabelecer as 

correlações entre a concentração de melatonina, o estresse oxidativo, perfil de 

viscosidade e concentração das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 em amostras de muco 

cervical de mulheres positivas para infecção pelo HPV moduladas com microesferas 

de polietilenoglicol (PEG-MLT) em infecções 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 presença do HPV.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Detectar e quantificar a concentração do hormônio melatonina nas 

amostras de muco cervical positivas e negativas para infecção por HPV;  

 Quantificar a concentração do ânion radical superóxido nas amostras de 

muco cervical; 

 Quantificar a atividade da enzima CuZn-SOD; 

 Quantificar a concentração de ânion radical superóxido nas amostras de 

muco cervical na presença de PEG-MLT; 

 Qauntificar a atividade da enzima CuZn-SOD na presença de PEG-MLT; 

 Avaliar a modulação promovida pela PEG-MLT sobre o estresse 

oxidativo através do índice de estresse oxidativo (OxSI); 

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

 Avaliar a viscosidade do muco cervical em amstras positivas e negativas 

para a presença do HPV; 

 Avaliar a modulação promovida pela PEG-MLT sobre viscosidade do 

muco cervical em amostras positivas para HPV; 

 Correlacionar os dados de concentração e melatonina ao estresse 

oxidativo, viscosidade e concentração das citocinas; 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O ítem Resultados e Discussão será apresentado na forma de compilação 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 presença do neurohormônio melatonina no muco cervical 

e avaliar o estresse oxidativo e viscosidade do muco cervical em amostras positivas e 

negativas para a presença do HPV antes e depois da estimulação com melatonina e 

melatonina adsorvida a microesfera de PEG. 

Artigo 2: Correlação entre a concentração de melatonina e citocinas no muco 

cervical em amostras positivas para presença do Papilomavirus humano 

Objetivos: Correlacionar a concentração de melatonina a concentração de citocinas 

IL-6, IL-8 e IL-10 nas amostras de muco cervical positivas e negativas para a presença 

do HPV.  
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3.1 Artigo 1: Publicado à revista Biointerface Research in Applied 

Chemistry (BRAC).  
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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 (H2O2), 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 (CuZn-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 CuZn-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 12th and 21st 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 μL. 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 CuZn-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. 

 

Figure 1. Experimental 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-1 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 37ºC. After incubation, a sodium sulfate 

solution (Na2SO4) (v/v) was added to the PEG and incubated at 37 ºC 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 ºC 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; 10µg.mL-1) 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 ºC for 30 minutes [41, 42]. The PEG-MLT solution was used as a stimulus in 

the volume of 10μL 

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 (τ) 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.mL-1]. 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 CaCl2, 2 mM MgCl2, 

and 2 mg/mL cytochrome C [Sigma, St Louis, USA]. Aliquots [100 μL] of the suspension were 

incubated in the presence or not of 10μL of melatonin adsorbed to PEG [PEG-MLT] in culture 

plates at 37oC for 1 hour. After incubation and reading on a spectrophotometer, the superoxide 

release concentration was calculated using the following relationship: 

[𝑂2
−] =

𝐷𝑂 . 100

6,3
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where, [O2
-] is the concentration of superoxide anion, and DO is the optical density 

(absorbance) and the results expressed as nmol/O2
- [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 10μL of 10μL 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)

(𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 𝐴𝑏𝑠. )
 .100 

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: 

OxSI =  
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑒.  𝑆𝑂𝐷 

[𝑂2
−]

 

Where, [O2
-] is the superoxide concentration and Activ. SOD is the activity of the CuZn-SOD 

enzyme. 

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 

Positive HPV 
HPV 16 9 

14 
HPV 18 4 

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-1, while in cervical mucus from women infected with HPV 

presented 6.03 pg.mL-1. There was a decrease of 48.70% in the melatonin concentration in 

cervical mucus from women with positive HPV (Figure 2). 

 
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 CuZn-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]. 

 

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 (OxSI). 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 CuZn-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 CuZn-SOD in the site. 

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

GROUPS OxSI 

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]. 

25

https://doi.org/10.33263/BRIAC106.67576772
https://biointerfaceresearch.com/


https://doi.org/10.33263/BRIAC106.67576772  

https://biointerfaceresearch.com/ 6765 

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. 

 

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-1 adsorbed or not to polyethylene 

glycol microsphere [PEG-MLT]. 

After stimulation of the cervical mucus samples, measurements of superoxide anion, 

activity of the CuZn-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 CuZn-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]. 

 
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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(comprovante de submissão anexo III). 
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Resumo 

O Papilomavírus humano (HPV) é o principal agente causador do câncer de colo 

uterino, característico pelas lesões neoplásicas. De acordo com a morfologia das 

células da cérvice uterina os achados são classificados em negativas para lesão 

intraepitelial ou malignidade (NILM), lesão intraeptelial escamosa de baixo grau 

(LSIL), lesão intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL), células escamosas atípicas 

de significado indeterminado (ASC – US) e células escamosas atípicas de significado 

indeterminado sem exclusão de HSIL (ASC – H). A progressão das lesões neoplásicas 

está relacionada ao quadro inflamatório no microambiente do colo uterino e mediado 

pela expressão e estimulação de citocinas. A melatonina (MLT) é um neurohormônio 

responsável pela regulação do ciclo circadiano e de diversas funções fisiológicas e 

imunoimodulatórias como a expressão de citocinas para o controle do processo 

inflamatório. O muco cervical é uma secreção líquida viscosa, composta por proteínas, 

componentes inorgânicos e agentes pró e anti-inflamatórios sendo uma importante 

barreira protetora. O objetivo deste estudo foi quantificar e correlacionar a 

concentração das citocinas MLT, IL-6, IL-8 e IL-10 no muco cervical. De acordo com 

os resultados foi observado a diminuição da MLT nas amostras LSIL e HSIL em 

comparação com as NILM. As citocinas IL-6 e IL-8 apresentaram maior expressão nas 

amostras LSIL e HSIL em relação ao grupo NILM. As amostras HSIL apresentaram 

uma correlação negativa entre a concentração de MLT, IL-6 e IL-8. Sugerimos que os 

níveis de MLT, IL-6 e IL-8 em amostras HSIL, são decisivas para a progressão das 

lesões neoplásicas em infecções por HPV.   

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

 



35 
 

Introdução 

O HPV é da família Papovaviridae sendo o principal agente etiológico do câncer 

cervical. São conhecidos cerca de 230 tipos de HPV, sendo que os tipos 6, 11, 42, 43 

e 44 são relacionados as LSIL e os tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66 estão associados a 

HSIL [1, 2].  A infecção por HPV ocorre por contato direto com a partícula viral que 

adentra o epitélio até a camada das células basais do epitélio cervical. O potencial 

oncogênico do HPV está relacionado a genes pró-oncogênicos que promovem a 

síntese de proteínas (E2, E5, E6 e E7) e atuam na proliferação, diferenciação celular 

e inativação de genes supressores de tumores como p53 e pRB [3].  

Alguns tipos de HPV de alto risco tem a capacidade de estimular a expressão 

de citocinas (IL-6, IL-8 e IL-10) que em conjunto com a infecção por HPV contribui 

para o aparecimento de lesões neoplásicas cervicais. A citocina IL-10 está ligada a 

indução de um microambiente imunossupressor favorável a proliferação viral [4, 5, 6]. 

A MLT ou N-acetil-5-metoxitriptamina é uma amina biogênica produzida e 

secretada principalmente pela glândula pineal com padrão de síntese estimulada a 

noite e inibida durante o dia, sendo responsável pelo ciclo circadiano. Outros tecidos 

como medula óssea, trato gastrointestinal, retina e vesícula biliar também produzem 

melatonina em menores concentrações [7].  

As propriedades imunomodulatórias da melatonina estão relacionadas a 

expressão de algumas citocinas como IL-6 e IL-8 e IL-10 [4, 5, 6]. Estudos também 

tem demostrado alterações na concentração sérica de melatonina e seus derivados 

em diferentes neoplasias como câncer de mama, colorretal, endometrial, pulmão, 

estomago [8, 9]. 

A MLT está presente no muco cervical, folículos pré-ovulatórios e gônadas e 

seus receptores foram (MT1 e MT2) presentes nos folículos ovarianos [8, 9, 10]. 

Embora, tenha sido constatada a presença da MLT nesses tecidos, sua origem ainda 

não foi totalmente esclarecida. A presença deste neurohormônio e de seus receptores 

no sistema reprodutor feminino sugerem uma ampla atuação deste hormônio tanto de 

regulação quanto de proteção. 

O objetivo do estudo foi investigar a concentração de MLT e das citocinas IL-6, 

IL-8 e IL-10 e estabelecer a correlação entres essas variáveis em amostras de muco 

cervical de pacientes infectadas e não infectadas pelo HPV com exame citopatológico 

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 12º e 21º dia do ciclo menstrual, sem histórico de alterações na 

mucosa da cérvice uterina, e negativas para doenças como sífilis, AIDS, diabetes e 

câncer.  

As amostras de muco cervical foram colhidas com uma escova endocervical 

com volume aproximado de 700μL e dividia em duas alíquotas. A primeira foi 

acondicionada em 1 mL de solução preservante e encaminhada para avaliação em 

citológica e detecção do DNA viral. A segunda alíquota foi em acondicionada em 

solução de tampão fosfato (PBS) centrifugada a 1200G por 20 minutos para remoção 

de células e material sólido e o sobrenadante caminhado para quantificação de 

melatonina e citocinas.  

Detecção do DNA do HPV 

 A detecção o DNA viral foi realizado através do Cobas® HPV Test. (Cobas z 

480®Analyzer - Roche).  O teste permite a detecção de 14 tipos de HPV de alto risco 

e discrimina os tipos 16 e 18 utiliza a amplificação do DNA alvo pela reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e hibridação de ácido nucleico. 

Análise Citologia  

A análise citológica foi realizada em por meio da Citologia em Base Líquida 

(CBL) onde as amostras são acondicionadas em solução preservante Cell Preserv® e 

encaminhadas a um processador de lâminas Kolplast Cell Preserv® e confecção das 

lâminas em monocamada celular. Posteriormente as amostras são classificadas de 

acordo com os achados celulares em: negativas para lesão intraeptelial ou 

malignidade NILM, LSIL, HSIL, ASC – US e ASC – H. 

Quantificação 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 instruções do fabricante. 

Um citômetro de fluxo foi utilizado para essas análises (FACSCalibur, BD Biosciences, 

EUA). Os gráficos 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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Quantificação da melatonina no muco cervical 

A dosagem de melatonina foi realizada utilizando kit de imunoensaio enzimático 

para a determinação quantitativa de melatonina (Melatonin ELISA® - IBL). As leituras 

foram realizadas em uma leitora de microplacas TP - Reader ® (Thermo Plate) a 405 

nm. A concentração do hormônio foi calculada em função da curva padrão e expresso 

em pg/mL. 

Análise estatística 

Os dados gerados foram submetidos a análise de variância (ANOVA), seguido 

de pós-teste de Tukey, análise de correlação por Spearman. Para análise estatística 

foi considerado significativo quando o valor de p<0,05. 

Resultados e Discussão 

Análise de CBL e detecção do DNA de HPV 

De acordo com a análise 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. 

Fig. 1 Exame citopatológico 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 histológicos. 

No Cobas® HPV Test, utilizado para detecção do DNA todas as amostras NILM 

apresentaram negativas para presença do DNA de HPV. As amostras HSIL e LSIL 

apresentaram presença do DNA de HPV dos tipos 16 e 18. 
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Quantificação de MLT no muco cervical 

As amostras NILM (grupo controle negativo) apresentou a concentração de 

melatonina de 13,77 pg.mL-1, enquanto os grupos infectado LSIL e HSIL 

apresentaram  4,93 e 5,75 pg.mL-1 do hormônio, respectivamente. Estudos tem 

demostrado a diferença da concentração do hormônio melatonina no muco cervical 

em amostras positivas e negativas para a presença do HPV [10]. Porém, na literatura 

cientifica não descreve a concentrações da melatonina de acordo com o tipo de lesão 

desenvolvida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Concentração de melatonina no muco cervical em amostras NILM, LSIL e HSIL. 

(*): diferença estatística significativa para p-valor < 0,05 

A melatonina age no sistema reprodutor feminino sobre a função ovariana. 

Estudos já demostraram a presença de receptores para melatonina do tipo MT1 e MT2 

nos folículos ovarianos e no muco cervical [10, 11, 12], sugerindo assim uma ampla 

ação deste hormônio no aparelho reprodutor feminino. 

Estudos têm demostrado a diminuição da concentração de melatonina sérica 

em pacientes com câncer [8, 9]. Sugerimos que ocorra um comportamento 

semelhante nas neoplasias oriundas da infecção pelo HPV, pois a maior concentração 

de melatonina nas amostras NILM e a menor concentração do nas amostras LSIL e 

HSIL sugerem uma relação entre o hormônio e o desenvolvimento progressão das 

lesões.   

Quantificação de citocinas no muco cervical 

A quantificação de citocinas inflamatórias no muco cervical por CF, apresentou 

uma diferença significativa na expressão de IL-6 no grupo HSIL em relação ao grupo 

controlo e ao grupo LSIL (Figura 3). Estudos têm demostrado o aumento na expressão 

de IL-6 em infecções por HPV e câncer cervical, sendo ela relacionadas a gravidade 
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e intensidade das lesões neoplásicas [13]. Os resultados obtidos para a citocina IL-6 

corroboram os estudos que descreveram a maior expressão desta para grupos LSIL 

e HSIL em comparação com grupo NILM [5], embora esta diferença não tenha sido 

observada para o grupo LSIL no presente estudo. A menor expressão desta citocina 

nas amostras NILM e LSIL em comparação com as HSIL reforçam a relação dela com 

a gravidade, intensidade das lesões e progressão neoplásica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 Concentração de citocinas IL-6 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.  

(*): diferença estatística significativa para p-valor < 0,05. 

Foi observado também o aumento da expressão da citocina IL-8 nos grupos 

HSIL e LSIL em comparação ao grupo controle (Figura 4). Os níveis de IL-8 não 

variaram significativamente entre as amostras LSIL E HSIL. O aumento da expressão 

sérica de IL-8 em infecção por HPV já foi relatado em vários estudos [12]. Nas 

Infecções por HPV a maior concentração de IL-8 nas amostras de soro e lavado 

cervical está relacionada a progressão das lesões neoplásicas, a características 

angiogênicas e metastáticas dos tumores e ao processo de sinalização das 

angiogenese tumoral via PI3K/Akt [13, 15, 16]. Estudos relataram que células positivas 

para HPV são capazes de induzir a expressão pró-angiogênica de IL-8 promovendo o 

crescimento e a invasão de tumores em células endoteliais da veia umbilical humana 

[6]. Assim o aumento da expressão de IL-8 em células infectadas pelo HPV está 

relacionado a progressão e crescimento tumoral, justificando assim a maior ocorrência 

nas amostras HSIL. 
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Fig.4 Concentração de citocinas IL-8 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.  

(*): diferença estatística significativa para p-valor < 0,05. 

Não foi observado diferença significativa na expressão da citocina IL-10 nas 

amostras LSIL, HSIL em relação ao grupo controle (Figura 5). Assim com a IL-6 a IL-

10 esta citocina está relacionada a progressão e intensidade das lesões neoplásicas, 

sendo ela um marcador importante [13]. A ausência desta citocinas nas amostras 

estudadas pode estar relacionada a precocidade das lesões e ao não histórico de 

câncer cervical do grupo amostral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5 Concentração de citocinas IL-10 no muco cervical amostras NILM, HSIL e LSIL.  

(*): diferença estatística significativa para p-valor < 0,05. 
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Correlação entre a concentração de melatonina e citocinas no muco 

cervical 

Como demostrado nos resultados o aumento na expressão das citocinas IL-6 

e IL8 contrasta com a diminuição da concentração de melatonina no muco cervical 

nas amostras LSIL e HSIL. Porém, apenas as amostras HSIL apresentou correlação 

negativa confirmada entre as variáveis pelo teste de correlação de Spearman (Tabela 

1). 

Tab. 1 Teste de correlação de Spearman entre a concertação e melatonina e a 

expressão de citocinas IL-6 e IL-8 nas amostras LSIL e HSIL 

Grupos e 

Variáveis 

r-valor p-valor 

LSIL (MLT e 

IL-6) 

-0,60 1,60 

HSIL (MLT e 

IL-6) 

-0,80 0,01 

HSIL (MLT e 

IL-8) 

-0,40 0,02 

 

As amostras HSIL apresentaram correlação negativa entre a concentração de 

melatonina e a citocinas IL-6 e IL-8. Estudos já demostraram que a melatonina modula 

a defesa inflamatória do organismo, diminuindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral α (TNFα) [17, 18, 19]. Em 

fibroblastos da gengiva humana, a melatonina é capaz de inibir a expressão de IL-8 e 

IL-6, diminuindo a resposta inflamatória da mucosa bucal [20].  

Sugerimos que no muco cervical ocorra um comportamento semelhante, onde 

o decréscimo da concentração de melatonina está diretamente relacionado ao 

aumento da expressão de IL-6 e IL-8 nas amostras LSIL e HSIL, contribuindo assim 

para o desenvolvimento das lesões e progressão tumoral. 
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4. CONCLUSÕES 

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos neste trabalho foi 

possível concluir que: 

 Foi constatado a presença do hormônio melatonina no muco cervical em 

concentrações mensuráveis; 

 A concentração da melatonina é diminuída no muco cervical nas amostras de 

pacientes infectadas pelo HPV, não diferindo entre os grupos LSIL e HSIL; 

 As amostras de pacientes infectadas pelo HPV apresentam redução na 

atividade da CuZn-SOD; 

 As amostras de pacientes infectadas pelo HPV apresentam aumento da 

concentração de ânion radical superóxido em relação as pacientes não 

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 redução da concentração do 

ânion radical superóxido nas amostras de pacientes infectadas pelo HPV; 

 O OxSI foi eficiente na avaliação do comprometimento das funções 

antioxidantes geradas na infecção pelo HPV em comparação com o grupo de 

pacientes não infectados, onde o menor valor de OxSI entre as amostras 

sugere um desequilíbrio nos mecanismos antioxidantes investigados; 

 As amostras de pacientes positivas para a presença do HPV apresentaram um 

quadro de estresse oxidativo em relação as amostras de paceintes negativas 

de acordo com o valor de OxSI; 

 A melatonina apresenta uma correlação inversamente proporcional a 

concentração do ânion radical superóxido; 

 A melatonina apresenta uma correlação diretamente proporcional a atividade 

da enzima CuZn-SOD; 

 O OxSI está diretamente correlacionado a concentração de melatonina, sendo 

que à medida que se eleva a concentração de melatonina ocorre também o 

aumento do OxSI.  

 A PEG-MLT foi eficiente na redução do estresse oxidativo através do aumento 

da atividade da SOD e da diminuição da concentração do ânion superóxido; 

 As amostras HSIL apresentam maior expressão de citocina IL-6 em relação as 

amostras NILM; 
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 As amostras HSIL e LSIL apresentaram aumento da expressão da citocina IL-

8 em relação as amostras NILM; 

 A citocina IL-8 apresenta maior expressão nas amostras HSIL em relação a 

LSIL; 

 Os resultados sugerem uma correlação inversa entre a concentração e 

melatonina e as citocinas IL-6 e IL-8 nas amostras de pacientes que 

apresentaram HSIL;  

 A melatonina apresenta uma correlação diretamente proporcional a 

viscosidade do muco cervical; 

 Nas Infecções por HPV ocorre a diminuição da viscosidade do muco cervical; 

 A MLT e a PEG-MLT foram eficientes na restauração dos padrões de 

viscosidade do muco cervical nas amostrasde pacientes infectadas pelo HPV; 

O estresse oxidativo e as alterações de viscosidade do muco cervical podem 

proporcionar as condições favoráveis para o desenvolvimento das lesões neoplásicas. 

Assim, melatonina associada a um moderno sistema de liberação, como a microesfera 

de PEG, pode potencializar seus efeitos moduladores sobre os 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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