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ABSTRACT

Squamous Intraepithelial Lesions (SILs) are pre-malignant cervical lesions, which
can progress to cervical cancer (CC). Several studies demonstrated that high-risk (HR)
Human Papillomaviruses (HPVs) are involved with the development of cervical pre-
malignant/malignant conditions, in addition to the abolishment of an effective Immune
response. Langerhans cells (LC) are considered the first and most important cells
responsible for the recognition, processing and presenting-antigen in mucosa, including
the cervical one. Whereas T cells require the transportation and processing of antigens,
their functional dependence of CL is absolute requirement for them to initiate and perform
their duties as effector cells. This study was focused on performing in histological
sections of HPV-induced cervical SILs, the analysis of (i) HPV DNA presence and eight
oncogenic types through Nested and Hemi-nested PCR technique (ii) the LC density by
means of Indirect Immunofluorescence technique, and (iii) the CD4+, CD8+ and
granzyme B+ subpopulations by Immunohistochemical staining. By analyzing the LC
density ascertained by four distinct markers (S-100, Langerin, CD1a and CD83), a clear
decrease of Langerin+ cells number in SIL lesions versus the normal epithelium was
observed. Additionally, it was verified a significant increasing in the number of S100,
CDla, CD83 (LC), CD8, CD4 and granzyme B (immune-competent) positive cells along
with the severity of cervical disease, when compared with the normal group. A higher
quantity of CD1a+,CD83+ (LC) and CD8+ and granzyme B+-lymphocytes was observed
of HPV+ and HPV16/18+ tissue/samples when compared to normal cervix. A severe
decrease in LC and lymphocytes was observed in CINIII samples from those HPV+ and
HPV16/18+ group. HPV 16 was the most prevalent in the samples studied, being present
in 50% of CINIII samples and 60% of CC samples. 84% of CINIII samples had multiple
infections. Thus, the increase of LC number through the distinct SIL degrees might be
associated with a possible increasing of LC migration to the site of cervical injury and
recruitment of lymphocyte population in an attempt to control hrHPV's associated cervical

lesion development.



RESUMO

O carcinoma de células escamosas da cérvice uterina € precedido por uma série
de modificagdes do epitélio original, que constituem as neoplasias intra - epiteliais
cervicais (NIC), transformagdes progressivas que podem evoluir a lesdes invasoras.
Estudos demonstram que os Papilomavirus Humano (HPVs) de alto risco estdo
intimamente associados ao desenvolvimento de processos celulares malignos e na
subversao da resposta imune na cérvice uterina. As cé€lulas de Langerhans (CL) t€ém-se
mostrado as primeiras células responsaveis pelas fungdes de reconhecimento,
processamento e apresentacdo de antigeno em mucosas. Tais células representam
absoluto requerimento para que Linfocitos T possam iniciar e exercer as suas funcdes
como células efetoras. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo efetuar a andlise
(1) da presenca do DNA do HPV e de oitos tipos oncogénicos por meio da técnica de
Nested e Hemi-nested PCR, (ii) da densidade de células de Langerhans no epitélio de
amostras de Lesoes Escamosas Intra-epiteliais (LEIs) e invasoras do colo uterino
induzidas pela presenca do HPV, por meio da técnica de Imunofluorescéncia indireta e
(i11) das subpopulagdes de linfocitos T CD4+, CD8+ e de células granzima B+ no epitélio
e no estroma, pela técnica de Imunohistoquimica. A andlise da densidade de LC
determinada por quatro marcadores diferentes (S100, Langerina, CD1a e CD83) revelou
queda no numero de células Langerina+ em amostras com lesdes em relagdo ao epitélio
normal. No entanto, verificou-se um aumento significativo no numero de células de
Langerhans S100, CD1a, CD83 positivas e de cé¢lulas imuno-competentes, CD8, CD4 e
granzima B positivas, em LEIs e cancer, quando comparado com o grupo normal.
Observou-se um aumento na densidade de CL (CDla+, CD83+) e de células CD8+ e
granzima B+ em amostras de NICII quando comparado as amostras controles, tanto no
grupo de amostras HPV+ quanto nas amostras HPV16/18+. Porém, observou-se queda
expressiva no nimero de CL e linfécitos em lesdes de NICIII, com a maioria dos
marcadores utilizados. O HPV16 foi o mais prevalente nas amostras estudadas, estando
presente em 50% das amostras de NICIII e 60% das amostras de cancer. 84% das
amostras de NICIII apresentaram multiplas infec¢des. Assim, o aumento do niimero de
CL através dos graus distintos de lesdo pode estar associado com um possivel aumento
da migragcdo de CL para o local da lesdo cervical e recrutamento de populagdes de

linfocitos, na tentativa de controlar LEIs associadas com HPVs de alto risco.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 O Cancer Cervical

O cancer do colo do tutero corresponde, aproximadamente, a 15% de todas as
categorias de cancer feminino, sendo o terceiro tumor mais frequente na populagdo
feminina, com incidéncia menor apenas do que o cancer de mama e do cancer de cdlon e
reto, constituindo a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil (Instituto
Nacional do Cancer - INCA, 2015).

Com o surgimento de 527 mil casos novos por ano no mundo, o cancer do colo do
utero ¢ responsavel pela morte de, aproximadamente, 230 mil mulheres a cada ano. Em
2013 esse cancer foi responsavel pelo obito de 265 mil mulheres, sendo que 87% desses
ocorreram em paises em desenvolvimento (BOSCH ez a/, 2013; IARC 2014). A sobrevida
média mundial estimada para essa neoplasia em 5 anos ¢ de 52%, mas em paises
desenvolvidos essa sobrevida varia de 59 a 69%, sendo aproximadamente de 49% nos
paises em desenvolvimento, onde os casos sdo encontrados em estadios relativamente
avangados (BOSCH & MUNOZ, 2002; INCA, 2015).

Na América Latina e no Sudeste Asiatico, as taxas de incidéncia sdo geralmente
altas enquanto, na América do Norte, na Australia, no Norte e Oeste europeus sdo
consideradas baixas (BOSCH et al., 1995; BOSCH & MUNOZ, 2002, BOSCH et al,
2013). No Brasil, existe uma grande variagdo nas taxas de incidéncia, sendo as maiores
observadas nas regides Norte (23,57 / 100 mil), Centro-Oeste (22,19 / 100 mil) e Nordeste
(18,79 / 100 mil), sendo o segundo tipo de cancer mais frequente nas duas ultimas. Nas
regides Sudeste (10,15 / 100 mil) e Sul (15,87 / 100 mil), esse tipo de cancer € o quarto e
quinto mais frequente, respectivamente. Uma maior incidéncia do cancer de colo
evidencia-se na faixa etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu
pico, geralmente na faixa etaria de 50 a 60 anos (INCA 2015). Segundo estimativas do
INCA (2015) no ano de 2014 ocorreram no Brasil 15.590 novos casos de cancer do colo
uterino (com 4.370 novos casos na regido Sudeste), com um risco estimado de 15,33 casos
a cada 100 mil mulheres.

Como demonstrado em importantes estudos epidemioldgicos, o cancer cervical €
o primeiro dentre os demais tipos, reconhecido pela Organizagdo Mundial de Saude

(OMS) como sendo quase em sua totalidade atribuido a infec¢ao pelo HPV, embora

15



outros fatores associados ao virus e aos pacientes estejam seguramente envolvidos

(SPINILLO et al., 1993; BOSCH et al., 2008; KASAP et al., 2011; BOSCH et al., 2013).

1.2 As Lesoes Precursoras do Carcinoma de Células Escamosas

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa
fase de doenga pré-invasiva, que correspondem as lesdes precursoras do cancer cervical.

O termo Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC) foi introduzido em 1968, por
Richart que propds sua divisdo em graus I, II e III, de acordo com o grau de acometimento
dos estratos do epitélio (Figural). Na classificagdo proposta por Richart a NICI
correspondia a displasia leve, a NICII a displasia moderada e a NICIII a displasia grave
e CIS (Carcinoma in situ). A identificacdo de lesdes coilocitoticas, ao longo dos anos 80,
levou a proposicao por Richart em 1990, de uma terminologia baseada em dois graus da
doenga, NIC de baixo grau (alteragdes compativeis com atipia coilocitotica e lesdoes NICI)
e NIC de alto grau (abrangendo as NICs de grau II e III (SANKARANARAYANAN et
al., 2003; SELLORS et al., 2004; BRASILEIRO - FILHO 2006).

Em 1988 foi criado o Sistema Bethesda para classificacdo citopatologica das
lesdes uterinas, sendo o mesmo publicado em 1991 e revisado em 2001. Esse sistema
propos a criagdo do termo Lesdes Escamosas Intra-epiteliais ou LEIs € um esquema de
categorizagao das lesdes em dois graus, baixo e alto grau. Assim a classificacdo de
Bethesda considera como LSIL (lesdes de baixo grau) as alteragdes compativeis com o
efeito citopatico do HPV e a NIC de baixo grau (NICI), enquanto que as HSIL (lesdes de
alto grau) compreendem as NICs mais avancadas de grau II e III. No presente estudo,
baseado na analise da correlacdo do nimero de células de Langerhans e linfocitos T em
diferentes tipos de lesdes, utilizou-se a terminologia Neoplasia Intra-epitelial Cervical,
que ¢ normalmente utilizada para a categorizag@o histopatoldgica das lesdes cervicais.

A maior parte das displasias leve (NICI) a moderada (NICII) evolui geralmente
para a regressdo. Aproximadamente 20% das NICs I progridem para NICII, 30% destas
lesdes irdo progredir para NICIII e 40% dessas lesdes irdo progredir ao cancer invasivo
MELNIKOW et al., 1998; ZUR-HAUSEN 2002; MOSCICKI et al., 2004; PETO et al.,
2004).

Diversos trabalhos epidemioldgicos, desenvolvidos nas ultimas trés décadas,

foram dedicados a elucidagdo dos fatores de risco associados a patologia do cancer
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cervical. Evidéncias atuais indicam que a infec¢ao persistente por tipos oncogénicos de
HPVs e a carga viral, representem fatores de risco essenciais para o desenvolvimento do
cancer cervical (BOSCH & MUNOZ, 2002; BOSCH & SANJOSE, 2002; JASTREBOFF
& CYMET, 2002; ZUR HAUSEN, 2009). Porém, a presenca de fatores de risco
imunologicos (a imunossupressao) e comportamentais (a presenga de multiplos parceiros
sexuais, o tabagismo, a multiparidade e o uso de anticoncepcionais orais) acarretam um
aumento na probabilidade de progressdo das lesdes cervicais em dire¢do ao carcinoma
invasor (BOSCH & SANJOSE, 2002; JASTREBOFF & CYMET, 2002, KASAP et al.,
2011; BOSCH et al., 2013).

De fato, o modelo atualmente mais aceito para a progressao de lesdes intra-
epiteliais cervicais ao carcinoma ¢ baseado na infecg¢do e persisténcia de HPVs de alto
risco que associadas a deficiéncia imunologica e a exposicao a fatores mutagénicos (que
elevariam a atividade de genes virais como E6 e E7), poderiam causar a progressao das
LSIL para as HSIL que poderiam evoluir ao carcinoma invasor (ZUR-HAUSEN, 2002;
KASAP et al.,2011; HIBMA et al., 2012).
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FIGURA 1: Seccgoes de lesdes precursoras do Carcinoma de Células Escamosas. A

letra A representa o epitélio escamoso normal com uma unica camada de células basais,
camadas intermedidria e superficial ricas em glicogénio e apresentando nucleos
picnéticos. Em B, observa-se uma amostra de NICI com presenca de desorganizagdo no
terco basal do epitélio e de coilocitos nas camadas superiores. A letra C mostra uma
imagem de NICII com desorganizacdo nos dois ter¢os basais do epitélio e critérios
celulares de malignidade e infec¢do viral. Em D, uma amostra de NICIII, onde as células
apresentam alto grau de anormalidade nuclear e celular em toda a espessura do epitélio.
NIC — Neoplasia Intra-epitelial Cervical. Em E, Carcinoma de células escamosas (CCE)
invasor moderadamente diferenciado, com presenca de necrose e reagdo inflamatoria.
Coloracao de HE. Em A: aumento de 40X, B: aumento de 400X, C-E: aumento de 100X.

(Fonte: http://en.wikimedia.org ¢ http://screening.iarc.fr).

1.3 O Papilomavirus Humano

O Papilomavirus, incluido na familia Papillomaviridae (DE VILLIERS et al.,
2004), consiste em um virion de 55nm, icosaédrico, com 72 capsdmeros, sem envoltorio,
apresentando genoma de DNA circular de dupla fita. Esses virus, que sdo altamente
especificos para seus respectivos hospedeiros, infectam o epitélio de revestimento da pele
e de certas mucosas. Esse tropismo celular se traduz por interagdes especificas entre o
virus e sua cé¢lula hospedeira, o queratindcito (PEREYRA et al.,, 1996; VILLA, 1997; DE
VILLIERS et al., 2004).
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FIGURA 2: Organizacio do genoma do HPV. O genoma do Papilomavirus humano
contém aproximadamente 8.000 pares de bases sendo dividido em trés regides: E (early
ou precocemente transcrita), L (late ou tardiamente transcrita) e LCR (long-control-

region ou regido de controle longa). (Fonte: www.ipoporto.min-saude.pt.).

O genoma do HPV consiste em um DNA circular de dupla fita, contendo
aproximadamente 8.000 pares de base (pb), podendo apresentar em sua totalidade
delegdes de até 25%. O genoma viral ¢ dividido em trés segmentos: regido precoce ou
“early-region” (E), constituida por seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7); regido tardia ou
“late-region” (L), responsavel pela codificacao das duas proteinas estruturais do capsideo
viral e regido de controle longa, ou “long-control-region” (LCR), também denominada
de “upstream regulatory region” (URR), (TYRING, 2000) - Figura 2. Essa ultima varia
em tamanho, de 500 a 1000pb nos diferentes tipos de HPV, e contém a origem de
replicacdo (ORI) viral e os elementos de controle transcricional, os quais regulam a
expressdo génica do HPV (PEREYRA et al., 1996; VILLA, 1997; MACIAG & VILLA,
1999; revisao em TYRING, 2000 e em DOORBAR, 2005). Os dois genes tardios, L/ e
L2 codificam, respectivamente, a proteina principal e secundéria do capsideo viral. Por
codificarem proteinas estruturais, esses genes sao especialmente conservados na grande

maioria dos varios tipos de HPVs (TYRING, 2000; DE VILLIERS et al., 2004).
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1.3.1 - CLASSIFICACAO DO HPV

A analise da seqiiéncia de DNA do genoma dos HPVs permitiu a identifica¢do de
mais de 150 distintos tipos virais. Desses, cerca de 40 tipos podem infectar o trato genital.
Atualmente considera-se um novo tipo de HPV quando as seqiiéncias de nucleotideos dos
genes L1, E6 e E7 (aproximadamente 30% do genoma viral) diferirem acima de 10% dos
tipos conhecidos. Se esse percentual for inferior a 2%, o novo virus isolado ¢ designado
como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais possuem genomas cuja seqiiéncia
nucleotidica nessas regides difere entre 2% e 10% dos tipos ja descritos (BERKHOUT et
al., 2000; BURD et al., 2003; DE VILLIERS et al., 2004; BERNAUD et al., 2010).

A diferenca entre os tipos de HPV encontrados em tumores benignos e malignos
permite classifica-los como HPVs de baixo e alto risco oncogénico (CAVALCANTI et
al., 2000) - Quadrol. Doze HPVs (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) sdo
designados pela OMS como sendo HPVs de alto risco para o desenvolvimento do cancer
cervical, com alguns tipos adicionais (68 e 73) sendo reconhecidos como possiveis
causadores dessa neoplasia. O HPV 16 ¢ o mais prevalente HPV de alto risco, sendo
responsavel por aproximadamente 50% de todos os canceres cervicais (DOORBAR,
2006; DOORBAR et al., 2012).

Os HPVs infectam tanto as mucosas quanto os tecidos cutaneos e sao classificados
segundo o seu tropismo como cutaneotrdpicos € mucosotropicos - Quadro 1 (CRISH et
al., 2000; ZUMBACH 2000; SILVA et al., 2002). Os determinantes que desencadeiam
as diferengas de tropismo observadas no Papilomavirus ainda ndo foram elucidados,
porém, acredita-se que variagdes discretas em certas por¢des do genoma viral possam

resultar em potencial patogénico distinto (STUBENRAUCH et al., 1999).
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Quadro 1 — Relagao entre o tipo de HPV e a patologia associada.

Tropismo Patologia Tipos de HPV *
Verrugas plantares 1,2,4,63
Verrugas comuns 2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77,
1,3,4,10,28
Verrugas vulgares (planas)
3,10,26,27,28,38,41,49,75,76
Outras lesdes cutaneas (ex.: cistos
epidérmicos, carcinoma de laringe) 6,11,16,30,33,36,37,38,41,48,
Cutaneotropico 60,72.73
Epidermodisplasia verruciformis
2,3,10,5,8,9,12,14,15,17,19,
Papilomatose respiratéria recorrente 20,21,22,23,24,25,36,37,38,
47,50
Papilomas/Carcinomas conjuntivos
6,11,16
Condiloma acuminado (verrugas
genitais) 6,11,30,42,43,45,51,54,55,70
Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC)
e Nao especificos 30,34,39,40,53,57,59,61,62,64,
66,67,68,69
e Baixo risco (NICI) 6,11,16,18,31,33,35,42,43,44,45
Mucosotrdopico 51,52,74
e Alto risco (NICII e NICIII) 16,18,6,11,31,34,33,35,39,42,44,
45,51,52,56,58, 59,66
Carcinoma cervical 16,18,31,45,33,35,39,51,52,56,
58,66,68,70

*A ordem numérica indica a frequéncia relativa da cada tipo. Os HPVs de baixo risco

estdo destacados em verde, enquanto que os de alto risco estdo assinalados em

vermelho. Fonte: DOORBAR, 2005 (modificado).
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1.3.2 - VACINAS CONTRA O HPV

Nos ultimos anos, duas novas vacinas desenvolvidas contra tipos de HPV
comegaram a ser comercializadas. Cervarix (Glaxo Smith Kline ®) ¢ uma vacina
profilatica desenvolvida contra os HPVs 16, 18, 31, 33, e 45, os tipos mais comumente
relacionados ao desenvolvimento do cancer cervical, incluindo os adenocarcinomas
(HARPER, 2009; SCHILLER & MULLER, 2015). Gardasil (Merck, Sharp & Dohme ®)
¢ uma vacina profilatica efetiva contra os HPVs 16, 18 e 31 sendo também efetiva contra
os HPVs 6 e 11, que causam verrugas genitais e a Papilomatose respiratoria (HARPER,
2009; SCHILLER & MULLER, 2015). Recentemente uma nova vacina considerada de
“segunda geracdo” se encontra em desenvolvimento e promete oferecer protecao contra
tipos de HPVs adicionais, ndo contemplados pelas duas vacinas anteriores. A vacina
nonavalente V503 (Merck, Sharp & Dohme ®) atualmente submetida a aprovagao do US-
FDA, parece ser segura e efetiva na prevencao de infecg¢do persistente e lesdes associadas
aos tipos de HPV de alto risco 16, 18, 31, 33, 45, 52 ¢ 58, além dos HPVs 6 ¢ 11 mais
associados a verrugas anogenitais (DROLET et al., 2014, CHATTERIJEE 2014;
RIETHMULLER et al., 2015; SCHILLER & MULLER 2015).

O objetivo da vacinagdo contra o HPV ¢ estimular nas pacientes submetidas a
imunizag¢ao, a producdo de anticorpos capazes de se ligar fortemente a superficie do virus,
impedindo-o fisicamente de infectar a célula hospedeira, e prevenindo dessa forma, a
infeccdo. Proteinas estruturais do capsideo como a L1, representam alvos importantes
para a producdo desses anticorpos. Quando expressa em leveduras ou outras células, L1
agrega-se para formar capsideos vazios, conhecidos como VLPs (Virus-like Particles ou
particulas tipo-virais), particulas constituidas por proteinas virais recombinantes, nao
oncogénicas ou patogénicas, uma vez que ndo contem material genético infeccioso,
sendo, portanto, ideais para o uso em vacinas (EIBEN et al., 2003; LIN et al., 2010;
DROLET et al., 2014).

Estas vacinas mantém uma forte promessa para reduzir a incidéncia das doengas
relacionadas ao HPV, e podem ter um grande impacto em paises onde outros programas
de prevengdo ao cancer cervical ndo sejam amplamente disponiveis. A implementagdo de
um amplo programa de vacinacdo contra 0 HPV em um dado pais, deve ainda considerar
importantes questdes e/ou limitagdes como: (i) a possivel evasdao de mulheres vacinadas

aos exames cito/histopatologicos de rotina e aos programas institucionais de
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rastreamento; (ii) o alcance das vacinas atuais a apenas uma pequena percentagem dos
tipos oncogénicos; (iii) a auséncia de atividade terapéutica dessa vacinas profilaticas,
ainda incapazes de inibir a progressdao da infec¢do pelo HPV em células basais
previamente infectadas (EIBEN etz al 2003; LIN et al, 2010; DROLET et al 2014). No
entanto, ha uma esperanca clinica de que no futuro essas vacinas sejam capazes de
neutralizar os virions dos HPVs ndo s6 na cérvice, mas em outros sitios comumente
associados ao HPV, como pénis, vagina, vulva, anus, cavidade oral e orofaringe

(D’ANDRILLI ef al., 2010; DROLET et al., 2014).

1.3.3 - O CICLO DE VIDA DO HPV

O ciclo produtivo do virus inicia-se pela infeccao das células basais e parabasais
do epitélio cervical e seguindo em direcao ao topo do epitélio. Para que os virus alcancem
as células da camada basal ¢ necessario que ocorra a perda da integridade do epitélio
(micro-abrasdes), o que facilita a penetragdo das particulas virais. Ao se dividir, as células
tronco basais infectadas produzem células que vao posteriormente se diferenciar,
carregando os HPVs em seu interior ou seu genoma, além de células contendo os virus
que se conservardo na camada basal do epitélio, determinando assim a cronificagdo da
infec¢do (ZUR HAUSEN, 2000, TYRING, 2000; DOORBAR, 2005).

A internalizacao do virus € um processo lento e complexo que pode durar horas e
que ocorre, no caso dos HPV16 e 31, via endocitose mediada por clatrina e por caveolina,
respectivamente (BOUSARGHIM et al., 2003). O desnudamento viral intracelular que se
segue a infec¢@o permite que o DNA do virus seja transportado para o nicleo das células
hospedeiras, onde serd mantido sob a forma de DNA epissomal abrangendo
aproximadamente 50 a 100 copias do HPV por célula apds a replicagao viral (ZUR-
HAUSEN, 2000 e 2002; DOORBAR, 2005, HORVATH et al., 2010).

Para a produ¢do de virions infecciosos, os papilomavirus devem replicar o seu
genoma e empacota-lo em particulas virais. A replicagdo ocorre nas células em
proliferacado (inicialmente naquelas da camada basal do epitélio), e requer a expressao de
duas proteinas (E4 e ES), cujas funcdes na replicagdao nao estdo bem definidas (Figura 3).
Para que a replicagdo viral ocorra ¢ necessaria a ligagdo de E2 a regido regulatéria do
DNA viral, assim como o recrutamento mediado por E2 para a ORI viral, da proteina E1

que atua como uma helicase (ZUR-HAUSEN, 2000; DOORBAR, 2005).
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Para que ocorra a produgao de particulas virais, L2 a proteina secundaria, assim
como L1, a proteina principal do capsideo, sdo produzidas assim que a replicacdo do
genoma viral ¢ finalizada, expressas nas camadas médias ou superficiais do epitélio
infectado somente em células que expressam E4. Desse modo, as particulas virais sao
formadas e liberadas somente quando as células infectadas alcangam a superficie do

epitélio — Figura 3 (ZUR-HAUSEN 2000 e 2002; DOORBAR, 2005).
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FIGURA 3: Ciclo de vida durante a infec¢cio produtiva por HPV. Representacao da
mucosa escamosa ¢ expressao génica do HPV 16. Durante a diferenciagado epitelial, p97
promove a expressdo dos oncogenes virais £6 e E7 (vermelho). Nas camadas superiores
do epitélio, p670 induz proteinas de replicagdo viral (verde) facilitando a amplificacdo do
genoma viral (azul). Os genes L/ e L2 (amarelo) sdo expressos nas células superficiais.

Fonte: DOORBAR, 2005 (modificado).

1.4 A Resposta Imune Local a Infec¢ao pelo HPV

A importancia da imunidade mediada por células (IMC) no controle da infecgdo
pelo HPV ¢ demonstrada em extenso nimero de artigos, que documentam o aumento da

prevaléncia do HPV e de doengas associadas em pacientes imunossuprimidos, como o0s

24



receptores de transplantes e aqueles infectados pelo HIV (TYRING et al., 2000;
SCOTT et al., 2001; TINDLE et al., 2002).

Porém, uma das maiores evidéncias da associagdo entre a deficiéncia da
imunidade celular e a infec¢do pelo HPV, se deve a realizacdo de estudos desenvolvidos
em portadores do HIV. Esses individuos apresentam um aumento na prevaléncia da
infeccdo anogenital pelo HPV, assim como longos periodos de persisténcia da infec¢ao.
Além disso, as infecgdes por multiplos tipos de HPV e por tipos oncogénicos sdo mais
comuns nesses pacientes (SPINILLO et al, 1993; ARANY et al, 1998; LEVI et al,
2005; CECCATO JUNIOR et al., 2015).

O risco para o desenvolvimento de cancer cervical em pacientes HIV positivas,
parece ser ainda maior em mulheres com baixa contagem de linfocitos T CD4+
(CASTELLSAGUE et al., 2002). Porém, as tentativas de associa¢do entre os marcadores
do estagio da infec¢do pelo HIV (carga viral e contagem de linfocitos CD4") e a infecgdo
pelo HPV, tem sido inconsistentes. Alguns estudos sugerem que a doenga avancada e o
alto grau de deficiéncia imunoldgica, determinados por baixos niveis de T CD4+ em
sangue periférico, estejam associados com maior prevaléncia e persisténcia da infec¢ao
pelo HPV. Por outro lado, outros estudos tém mostrado que o HIV influencia a presenca
da infec¢@o pelo HPV e de LEls, independente da contagem de linfocitos T CD4+. Os
diferentes resultados observados nesses estudos, talvez sejam devido as caracteristicas
especificas de cada populacdo, tais como idade jovem ou estagios iniciais da infec¢ao
pelo HIV (PALEFSKY et al.,1999; SCOTT et al, 2001, STRICKLER et al., 2005;
TEIXEIRA et al., 2012; CAMARGO et al., 2014).

1.4.1 — A RESPOSTA IMUNE INATA ESTABELECIDA NA CERVICE
UTERINA

O sistema imune inato consiste na primeira linha de defesa contra organismos
invasores, enquanto que o sistema imune adaptativo desenvolve uma resposta diante de
uma nova exposi¢do ao mesmo patdogeno. Ambos os sistemas apresentam tanto
componentes celulares como humorais, através dos quais executam suas fungdes na
protecdo contra patogenos. Entre as diferencas observadas entre os dois sistemas imunes
destacam-se: (i) no sistema imune inato, a presenca de componentes de defesa
constitutivos e disponiveis para serem prontamente mobilizados diante de uma infecgao,

além da inespecificidade de resposta para uma variedade de organismos invasores; (ii) no
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sistema imune adaptativo, a presenga de elevada especificidade antigénica e de memoria
imunoldgica, embora esse sistema necessite de um tempo maior para reagir frente a um

determinado antigeno (AKTAS et al., 2009; KENNEDY, 2010).

Na cérvice uterina, as células do sistema imune inato (macréfagos, células de
Langerhans, células dendriticas, células Natural Killer, linfocitos Tyd e queratindcitos)
reconhecem estruturas estranhas através de receptores como aqueles do tipo Toll (revisao
em ZHANG et al., 2007), os quais sinalizam para a expressao de citocinas inflamatorias
e quimiocinas como interleucinas (ILs) IL1B, IL6, IL8 e IL12, fator de necrose tumoral
(TNFa) e os interferons (IFNs) a, B e A. Essas moléculas promovem o recrutamento de
células do sistema imune, a secre¢do de fatores anti-microbianos e a ligacdo entre os
sistemas imune inato e adaptativo (MEDZHITOV et al., 2000).

As células dendriticas sdo APCs (Antigen Presenting Cells ou células
apresentadoras de antigenos) que sob o estimulo de citocinas inflamatorias e o
reconhecimento antigénico, aumentam a expressao do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC/HLA), visando a apresentacdo de peptideos antigénicos as células T
(DEGLI-ESPOSTI et al., 2005). Para isso, DCs (Dendritic Cells ou células dendriticas)
tém que migrar para os tecidos linfoides secunddrios, sofrer maturacdo e expressar
moléculas co-estimulatorias como CD40, CD80 (B7.1) ou CD86 (B7.2), as quais irdo se
ligar a CD154 (CD40L) ou CD28, proteinas expressas em células T especificas (CELLA
et al., 1996). Essa ligacao resulta na inducao da proliferacdo de células T, producdo de
IL-2, e no aumento da expressao de genes anti - apoptdticos.

De acordo com o perfil de citocinas produzidas, a resposta de células T CD4+
pode ser classificada como celular ou Thl (caracterizada pela produgdo de IL2, IL12,
IL15, TNFa e IFNy), humoral ou Th2 (relacionada a expressao de I1L4, ILS, IL6, IL10 e
IL13), modulatoéria ou Treg/Th3 (baseada principalmente na produgdo de IL10, TGF-B, e
IFNy) e Th17 (relacionada a expressdo de IL17, IL23 e IL32). Entretanto, a resposta de
células T CD8+ desencadeia o desenvolvimento de células T-citotoxicas, capazes de
secretar enzimas proteoliticas, granzima e perforina (BROERE et al,, 2011).

Estudos desenvolvidos nos modelos in vivo e in vitro indicam que os
queratindcitos, incluindo os cervicais, secretam constitutivamente baixos niveis de uma
variedade de citocinas (como TNF a, IFN-a, IFN-B, TGF-f), fatores de crescimento e

quimiocinas e podem ser induzidos por varios estimulos a produzir quantidades mais
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significativas dessas moléculas (BARKER ef al., 1991; revisdo em SCOTT et al 2001;
GIANNINI et al 2002).

Alguns estudos investigaram a capacidade das citocinas, em particular TGF-J3,
TNF-a e os interferons, de inibir a proliferacdo in vitro de queratindcitos normais e
infectados pelo HPV, assim como a expressao dos genes precoces do HPV, E6 e E7 cujas
proteinas sdo consideradas criticas para os eventos de transformacdo das células
infectadas (CROOK et al., 1989; HAWLEY et al., 1989). Entretanto os resultados
advindos de estudos in vitro foram conflitantes, e altamente dependentes das condi¢des
experimentais (revisao em SCOTT et al., 2001). Assim, os efeitos variados atribuidos aos
diferentes interferons talvez sejam HPVs especificos ou dependentes das linhagens e/ou

outras condi¢des experimentais (revisao em SCOTT et al., 2001).

1.4.3 — A RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Os diversos componentes celulares envolvidos nas fases de reconhecimento e
efetora da resposta imune epitelial adaptativa tem sido alvo de inumeros estudos tanto nas
infecgcdes cutaneas, quanto nas de mucosas causadas pelo HPV. Esses componentes
incluem (i) as células dendriticas (incluindo as células de Langerhans) que constituem
uma populagdo heterogénea de células hematopoiéticas raras presentes na maioria dos
tecidos e que sdo essenciais para a inducdo da imunidade e da tolerdncia (STEINMAN &
WITMER, 1978; BIRNBERG et al., 2008; OHNMACHT et al., 2009), e (ii) as células T
proliferativas que retornam aos tecidos epiteliais infectados, através de mecanismos
envolvendo a a¢ao de quimiocinas, moléculas de adesao e moléculas acessorias.

A rede de DCs é composta por varios subtipos dessas células que variam em sua
origem, localiza¢do anatomica, tempo de vida e fungdo. Na pele humana, duas principais
sub-populagdes de DCs podem ser discriminadas, as células de Langerhans (CL) e as
células dendriticas dermais (CDDs) residentes na derme. Estudos de diferenciacao in-
vitro de precursores da medula 6ssea CD34+, sugerem que as CL e as CDDs sao
originadas a partir de um precursor mieléide comum, e apresentam alguns aspectos em
comum, como a expressao de antigenos MHC classes I e II e de alguns marcadores
mieldides e leucocitarios (CD45RO, CD13, CD33), assim como a perda dos marcadores
de linhagem CD3, CD16, CD19, CD20 e CD56 (LARREGINA et al., 2001).

As CL sao as unicas células dendriticas encontradas na epiderme da pele e da

mucosa, € contém granulos em forma de raquete denominados de Granulos de Birbeck
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nos quais a proteina Langerina, uma lectina tipo C, ¢ um componente essencial
(VALLADEAU et al., 2000; revisdio em CHOPIN et al., 2012). Adicionalmente as CL
expressam um receptor de adesdo de membrana (E-caderina), uma ATPase de membrana
(adenosina tri-fosfatase) além do receptor de quimiocinas CCR6 (CHARBONNIER et
al., 1999; SANTGOETS et al., 2008). As células dendriticas dermais (CDDs) podem ser
distinguidas das CL pela expressdo de certas proteinas como a lectina ligadora de manose
MMR (Macrophage Mannose Receptor), a molécula de adesdo SIGN (I-CAM especifica
de CD), o receptor CD36, o fator de coagulagdo XIlla e o marcador de
macréfago/monocito CD14 (De GRUIJL et al., 2006; revisao em CHOPIN et al., 2012).

Como “sensores-chave” de perigo, as células dendriticas imaturas residem em
tecidos periféricos e 6rgaos, que estejam normalmente muito expostos a antigenos como
a pele, mucosas, pulmdes, estdbmago e intestinos. A inducao da resposta imune adaptativa
tem inicio, quando um dado patéogeno ¢ fagocitado por DCs imaturas que sofrem
maturacdo resultando na inibi¢ao da capacidade de captura de antigenos, assim como na
mudanga na expressao de receptores de superficie, especialmente de quimiocinas (revisao
em ROMANI et al., 2003). Em seguida, essas células migram para orgaos linfoides
secundarios em dire¢do as areas onde estdo presentes os linfocitos T, para que ocorra o
evento de apresentagdo de antigenos. Alguns trabalhos tém demonstrado a importante
participacdo de citocinas (como as interleucinas IL-1a e IL-1B, e o TNF-a) e de seus
receptores nesse processo, facilitando e guiando a migra¢do das DCs (ROAKE et al,,
1995; CUMBERBATCH et al., 1999 e 2003). Esse processo culmina na apresentagao
apropriada de antigenos processados aos linfécitos T e no inicio do desenvolvimento de

uma resposta imune adequada (VALLADEAU & SAELAND, 2005).

1.5 AS CELULAS DE LANGERHANS

As células de Langerhans, intimamente envolvidas no estabelecimento da resposta
imune na epiderme, residem na camada mais basal da epiderme e dos demais epitélios,
aonde formam uma estrutura em forma de rede (ROMANI et al, 2003). Representam
entre 2 a 4% das células da epiderme e sua densidade varia de 200 a 1000 cels/mm?2 de
acordo com a localizagdo anatomica.

Desde a descoberta de que as CL desempenhavam importante fungdo como
APCs, essas células tém sido utilizadas como o principal modelo de estudo da biologia

das células dendriticas. De fato, importante conhecimento acerca da fungdo das DCs foi
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estabelecido em estudos desenvolvidos em CL, como (i) a descoberta de GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony stimulating factor ou Fator estimulador de Colonia
Granulécito - Macrofago) como fator de crescimento crucial para a sobrevivéncia das
células dendriticas (HEUFLER ez al., 1988; WITMER-PACK et al.,1987); (ii) o conceito
de maturagdo dessas células; (iii) o aumento na capacidade estimulatoria de células T
(SHULLER et al.,1985) e (iv) a capacidade de translocacao de moléculas de MHCII para
a superficie celular apos sofrerem maturagdo (PIERRE et al, 1997), entre outros
(ROMANI et al., 1989; LEE et al.,1993; REIS E SOUSA et al.,1993).

Entretanto, CL possuem aspectos proprios que as distinguem das demais células
dendriticas, e que lhes conferem propriedades especificas na participagdo da resposta
imune local no seu sitio de a¢do, o epitélio (revisdo em ROMANI et al., 2003).

Embora relativamente pouco seja conhecido acerca da migragao das CL recém-
geradas na medula Ossea para a epiderme, sabe-se acerca de sua renovagdo na epiderme
que apresentam um baixo “turnover” ou capacidade de renovagdo, sendo capazes de
permanecer na epiderme por longos periodos, que variam de algumas semanas até 4
meses. Esse fato pode ser devido tanto ao baixo nivel de divisdo, quanto a elevada
longevidade dessas células dentro do ambiente epidermal (CZERNIELEWSKI et al,
1985; KAMATH et al., 2002; MERAD et al., 2002, revisio em ROMANI et al., 2012)

Destaca-se que duas importantes citocinas estdo criticamente envolvidas no
processo de migragao de precursores mieldides das CL para a epiderme, o TGF-B1 e a
proteina MIP-3a (Macrophage Inflammatory Protein-30,)/CCL20 (BORKOWSKI et al.,
1996; GINHOUX et al., 2006). O TGF-B1, citocina derivada de queratindcitos, ¢é
essencial para estimular o influxo de precursores de CL na pele, assim como o adequado
desenvolvimento dos granulos de Birbeck nessas células, pela indugdao do fator de
transcricdo Id2 (BORKOWSKI et al., 1996; TAKAHARA et al., 2002). Da mesma
forma, a quimiciona MIP-30/CCL20 produzida por queratindcitos na presenca de
inflamagao, ¢ capaz de se ligar ao receptor CCR6 e possivelmente ao CCR2, presentes na
superficie de precursores de CL, favorecendo a migragdo desses para a epiderme

(BORKOWSKI et al., 1997; CHARBONNIER et al., 1999).
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1.5.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E FENOTIPICOS DAS CELULAS DE
LANGERHANS

Os granulos de Birbeck (GB) sdo estruturas que geralmente apresentam forma de
raquete presentes unicamente nas CL, cuja estrutura foi intensamente estudada e
estabelecida por microscopia eletronica (BIRBECK et al., 1961). A funcdo desses
granulos permaneceu obscura durante longo periodo, com duas principais correntes
liderando essa questdo: (i) a de que os mesmos seriam organelas envolvidas no transporte
de segmentos da membrana plasmatica, para a renovagdo da membrana em
compartimentos endossomais citoplasmaticos (HASHIMOTO, 1971; TAKARASHI et
al., 1985); (ii) a de que os granulos estariam envolvidos no estabelecimento de uma via
endocitica para captagdao de antigenos (STOSSEL et al., 1990). A tultima hipotese tem
sido fortemente suportada pela identificacido da expressdo da molécula de
Langerina/CD207 ndo s6 na membrana das CL, mas principalmente na membrana dos
granulos de Birbeck da qual ¢ parte estrutural (VALLADEAU et al, 1999 e 2000).

A molécula de Langerina consiste em uma lectina tipo C manose-especifica,
membro da familia de receptores envolvidos na captura de substancias e patdogenos
(VALLADEAU et al., 1999 e 2000). Porém, diferente de outros receptores lectina tipo
C, Langerina ndo apresenta co-localizagdo com moléculas de MHC-classe 11, e, por essa
razao, parece nao estar envolvida na via classica de processamento de antigenos
exogenos, mas talvez no fendmeno de apresentacao cruzada de antigenos (VALLADEAU
et al, 2000).

A expressdo de Langerina est4 diretamente relacionada a formagao dos granulos
de Birbeck. De fato, experimentos de transfec¢ao do cDNA de Langerina em fibroblastos,
foram capazes de mostrar in vitro a criagdo de uma rede compacta de estruturas de
membrana com o aspecto tipico de granulos de Birbeck, ou seja, estruturas sobrepostas e
com aspecto de zipper induzidas pela molécula de Langerina (VALLADEAU et al.,
2000). Os ultimos autores sugeriram que a capacidade de formagdo dos GB pela
Langerina seria uma consequéncia da sua funcao de captura de antigenos, permitindo o
transporte antigénico através dessas organelas, e fornecendo o acesso a uma via nao-
classica de processamento de antigenos. Considerando que as CD sdo capazes de realizar
a apresentacdo cruzada (cross-presentation) entre as moléculas MHC de classes I e II

(ROMANI et al., 1989; DEN HAAN et al., 2001), os autores propuseram que o material
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endocitado pelas CL, poderia ganhar acesso a membrana dessas células por meio da via
de MHC classe I (VALLADEAU et al., 2000).

O papel das CL em disseminar o virus HIV para células T CD4+ de memoria foi
investigado por varios estudos (POPE et al, 1994; SUGAYA et al, 2004), sendo
posteriormente verificada a capacidade das CL de se ligar ao virus via Langerina e
degrada-lo em seus granulos de Birbeck, impedindo assim a transmissao viral para células
T (DE WITTE et al., 2007). Sugere-se que o virus do sarampo possa ser erradicado de
forma similar pelas células de Langerhans (VAN DER VLIST et al, 2011; revisao em
ROMANI et al., 2012).

Assim, a utilizacdo de anticorpos anti - Langerina constitui ndo s6 uma excelente
ferramenta para o estudo funcional dos granulos de Birbeck, mas também para o estudo
e identificagcdo das CL em importantes aspectos bioldgicos, como a sua ontogenia,

maturacao e ativacdo (VALLADEAU et al., 1999 ¢ 2000).

1.5.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS CELULAS DE LANGERHANS

Como mencionado, as células dendriticas da epiderme (CL) e aquelas derivadas
da derme (CDDs) ndo sdo completamente idénticas, diferindo tanto funcionalmente como
na expressao de moléculas de superficie.

As CL apresentam maior capacidade de captura de antigenos, enquanto que as
CDDs parecem possuir maior capacidade de apresentagdo de antigenos. Além da captura,
as CL sdo capazes de transportar antigenos, incluindo auto-antigenos da epiderme para
linfonodos proximos. Um elegante estudo demonstrou intenso transporte de
melanossomas da epiderme e da derme para linfonodos proximos em camundongos
normais, que foi marcantemente abolido em camundongos knock-out para TGF- em
cujos tecidos as CL estavam praticamente ausentes (HEMMI et al., 2001).

As diferencas observadas na expressdo de lectinas tipo C, sugerem que ambos 0s
subgrupos de DCs da pele (CL e CDD) podem reconhecer e responder a um diferente
espectro de patégenos (ROMANI et al., 2003; SANTEGOETS et al., 2008, ROMANI et
al, 2012). Além disso, as CDD geradas in vitro, induzem mais eficientemente a
diferenciag¢do de células B naive em células plasmaticas secretoras de IgM, em resposta
a estimulagdo por CD40 e IL-2, enquanto que as CL ndo apresentam essa propriedade.

Porém estudos in vitro revelam que as CL parecem ser mais potentes estimuladoras de
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linfécitos T citotoxicos, assim como indutoras mais potentes de uma resposta Thl
(CAUX et al., 1997; DE SAINT-VIS et al., 1998).

Como mencionado, por estimulos de diversas origens (antigenos/processo
inflamatério ou liberacao de citocinas), as CL sdo induzidas a migrar de seus sitios
periféricos para proximo de tecidos linféides onde se encontram os linfocitos T. Além
dos antigenos ou estimulos inflamatorios, sinais como quimiocinas ou receptores de
quimiocinas, poderiam funcionar como agentes mediadores e recrutadores de células
dendriticas (SCOTT et al., 2001; FLORES et al., 2005; LEVI et al., 2005; VALLADEAU
etal., 2005). Esses eventos complexos culminarao na maturacao das CL e na apresentagao
apropriada de antigenos aos linfocitos T, para desencadeamento de uma resposta imune

eficiente, como descrito adiante.

1.5.3 MATURACAO, ATIVACAO E MIGRACAO DAS CELULAS DE
LANGERHANS

As células dendriticas incluindo as células de Langerhans, apresentam morfologia
diversa de acordo com o seu estdgio de maturacao. Estudos demonstraram que existem
dois tipos de CDs que diferem fenotipicamente e funcionalmente, denominadas de CDs
imaturas e maduras (FLORES et al., 2005; HAYATI & ZULLKARNAEN et al., 2007,
SANTGOETS et al., 2008). Considera-se que as células imaturas sdo capazes de
identificar e capturar antigenos, enquanto que as células maduras possuem a capacidade
de funcionar como APCs. As DCs residentes da pele e mucosas (CL da epiderme e CDs
da derme) sdo células imaturas tipicas, que necessitam sofrer maturagdo para funcionar
como APCs. A caracteristica diferencial entre essas duas populacdes € a expressao de
algumas moléculas acessorias, especialmente CD83, que pode ser demonstrada imuno-
histoquimicamente (HAYATI & ZULLKARNAEN 2007, SANTGOETS et al, 2008).

As células de Langerhans imaturas que residem na periferia da epiderme normal
sdo altamente especializadas na identificacdo de antigenos, estando posicionadas nesse
sitio de maneira ideal para a deteccdo de qualquer patogeno que venha a invadir a barreira
da epiderme. Essas células verificam constantemente o seu micro-ambiente a procura
desses antigenos, pela extensdo e retracdo de seus prolongamentos ou dendritos
(ROMANI et al., 2003; STEINMAN et al., 2007). Ap6s a captura dos antigenos pelas

CL, ocorre o processamento desses (Figura 4A) e a apresentacdo dos antigenos
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processados na superficie dessas células, por meio das moléculas MHC classes [ ou Il e
da ligagdo a citocinas pro-inflamatdrias, eventos que garantem a ativacgao das CL.

Apoés ativacdo, hd um aumento drastico na expressio de moléculas co-
estimulatdrias na superficie das CL, e o inicio da producao de citocinas requeridas para o
desencadeamento de uma resposta inflamatoria do tipo Thl ou Th2 (Figura 4B), como
por exemplo, do receptor de quimiocina CCR7, que apresenta importante fun¢do na
migracao dessas células para o encontro com células T nos linfonodos (ROMANI et al.,
2003). Além disso, quando ativadas essas c€lulas diminuem a expressao de E-caderina,
integrina de adesao celular responsavel pela manutencao das CL na epiderme (TANG et
al., 1993).

Assim, ap0s a fase de reconhecimento e transporte de antigenos ocorre a migragao
das CL para 6rgaos linfoides periféricos, eventos essenciais para garantir a interagao das
CL com células T. As citocinas parecem ser cruciais na mediagdo do processo de
migracao das CL, como a IL-la e o TNF-o (produzidas principalmente por
queratindcitos) e a IL-1f (produzida principalmente pelas células de Langerhans). Porém,
a IL-10, produzida por queratindcitos atua como inibidora da migragdo das CL (CAUX
et al.,1997), enquanto que o GM-CSF também produzido por queratindcitos, promove o
inicio da maturagdo das células de Langerhans (revisdo em WANG ef al., 1999 e em
ROMANI et al., 2003).

Dessa forma, quando as CL chegam aos linfonodos adquirem uma superficie
fenotipicamente caracteristica de CDs maduras, capazes de ativar as células T CD8+ ou
T CD4+ através da apresentacdo cruzada com as moléculas MHC de classe I e II,
respectivamente (Figura 4C). Destaca-se a co-estimulagdo estabelecida pela ligagao de
CD28 (expresso na superficie das células T) com o ligante da familia B7 (expresso na
membrana das CL) e outros sinais co-estimulatérios das CDs, que transmitem o estimulo
de ativagdo para células T tornando-as efetoras, ou seja, linfocitos T CD8+ citotoxicos e
células T CD4+ helper (auxiliar). Células efetoras adquirem moléculas que auxiliam na
sua migracdo para os tecidos afetados, no qual exercerdo sua fung¢do imune
especificamente reconhecendo e eliminando as células infectadas e/ou alteradas, como
apresentado na Figura 4A (JANEWAY et al., 2002; TINDLE et al., 2002; ROMANI et
al., 2003; STEINMAN et al., 2007).
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FIGURA 4: Reconhecimento e resposta dos sistemas imunes Inato e Adaptativo a
presenca de células alteradas e ou infectadas. A, B -As CDs/CL imaturas reconhecem
proteinas antigénicas que uma vez internalizadas sdo processadas em peptideos e expostas
através de MHC classe I e II. C-Quando as CL chegam aos linfonodos adquirem uma
superficie fenotipicamente caracteristica de CD madura capaz de ativar as cé¢lulas T CD8+
ou T CD4+ através da apresentagdo cruzada com as moléculas MHC classe 1 e II,
respectivamente. Destaca-se a co-estimulagdo estabelecida pela ligacdo de CD28 com o
ligante da familia B7 e outros sinais co - estimulatorios das células dendriticas que
transmitem o estimulo de ativacdo para células T tornando-as efetoras. Células T efetoras
adquirem moléculas que auxiliam na sua migragdo para os tecidos afetados, no qual
exercerdo sua atacando especificamente as células alteradas e/ou infectadas. Fonte:

TINDLE, 2002 (modificado).

1.5.4 O PAPEL DAS CELULAS DE LANGERHANS NO CONTROLE DA
INFECCAO PELO HPV

Considerando que os linfécitos T necessitam do transporte e processamento de

antigenos, a sua dependéncia funcional das DCs/CLs constitui requerimento absoluto

para que possam eficientemente, iniciar e exercer as suas fungdes como células efetoras.

34



Devido ao seu grande potencial fagocitario dentro do epitélio escamoso, as células
de Langerhans tém-se mostrado as primeiras células responsaveis pela funcdo de
reconhecimento e apresentagdo de antigeno, constituindo-se em elementos importantes
da defesa imune local (ROMANI et al., 1989 e 2003). Portanto, como destacado, dado o
confinamento da infec¢ao pelo HPV na camada epitelial, a presenga de células dendriticas
ou de células de Langerhans nesse sitio, parece ser crucial na geragdo de uma resposta
imune eficiente (MERAD et al., 2008; DOORBAR et al., 2012).

O papel da imunidade celular, especialmente da importante agao dos linfocitos T
CD8+ e CD4+ no controle a infec¢ao pelo HPV ainda ndo foi completamente esclarecido,
sendo que os trabalhos direcionados a elucidar essa questdo foram principalmente
desenvolvidos no modelo in-vitro, apresentando muitas vezes resultados contraditorios
(revisao em SCOTT et al, 2001; FRAZER et al., 2004). Por outro lado, inimeros
trabalhos tém demonstrado que o HPV ¢ capaz de induzir véarios mecanismos que
resultam na subversao da resposta imune do hospedeiro (revisdo em TYRING et al., 2000;
em TINDLE, 2002; em MANICKAM et al, 2007, em PATEL et al., 2009; em
DOORBAR et al., 2012; em STANLEY, 2012; em CONESA-ZAMORA, 2013).

Os estudos que foram direcionados a analise da resposta imune local a infecgao
pelo HPV, e que avaliaram a densidade das células de Langerhans em lesdes HPV
positivas (LEIs, condilomas e verrugas genitais) em comparagdo a lesdes HPV negativas
(LEIs), ou mesmo a tecidos cervicais de pacientes controles ndo infectadas, também
diferiram quanto aos resultados encontrados. A grande maioria desses trabalhos verificou
uma redu¢do do niimero das CL em lesdes HPV positivas (MORRIS et al., 1983;
MCcARDLE et al., 1986; TAY et al., 1987; DRIJKONINGEN et al., 1988; HAWTHORN
etal., 1988; VIAC et al., 1990; MORELLI et al., 1992 e 1993; LEHTINEM et al., 1993;
CONNOR et al, 1999; FLORES et al., 2006). Entretanto, outros trabalhos nado
encontraram alteragdo significativa da densidade dessas células em lesdes cervicais HPV
positivas em comparagdo a amostras controles ndo infectadas (VAYRINEM et al., 1984;
AL-SALEH et al., 1995).

Portanto, o importante papel das CL no controle da infec¢ao local pelo HPV na
mucosa cervical e no controle da progressao das Lesdes Escamosas Intra-epiteliais rumo

ao carcinoma invasor, permanece por ser investigado.
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1.5.5 O PAPEL DAS CELULAS DE LANGERHANS NAS LESOES
ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS

Com o objetivo de investigar a participacdo das CL - elementos chave no
reconhecimento e apresentacao de antigeno - no controle da progressao das neoplasias
cervicais, diversos trabalhos foram direcionados a analise comparativa da densidade das
CL em amostras controle e histopatologicamente afetadas por graus diversos de NICs. A
maior parte desses estudos foi baseada na detec¢do imuno-histoquimica de moléculas de
superficie das CL como S100, CD1a, CD83 e Langerina.

A proteina S100, uma proteina ligadora ao cdlcio presente em uma grande
variedade de tecidos, foi observada pela primeira vez em células de Langerhans da pele
por Cochia e colaboradores (1981). Embora nao seja especifico para a identificacdo desse
tipo celular, o anticorpo anti-S100 marca fortemente as extensdes dendriticas de células
de Langerhans, caracteristica morfologica que a distingue de outras células do epitélio
cervical (McARDLE et al., 1986; TAY et al., 1987a; HACHISUGA et al., 1989 ¢ 2001;
XIE et al, 1990; AL-SALEH et al., 1995; TAKEHARA et al., 1996; ABDOU et al.,
1999; CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et al., 2004; LEVI et al., 2005; CAMPANER
et al., 2007).

A glicoproteina CD1a, que pertence a familia de moléculas apresentadoras de
antigenos nao-protéicos aos linfocitos T, consiste em um marcador eficiente da superficie
de células de Langerhans, especialmente das células imaturas, em amostras cervicais
(VAYRINEM et al., 1984; TAY et al., 1987a; HAWTHORN et al., 1988; HUGHES et
al., 1988; MORELLI et al., 1992 e 1993; CONNOR et al., 1999; MOTTA et al., 1999;
FLORES et al., 2006; HAYATI & ZULLKARNAEN et al., 2007).

Células dendriticas maduras expressam CD83 e altos niveis de CD40/80/86,
enquanto que as células imaturas expressam altos niveis de CDla e baixos niveis de
CD40/80/86 (SANTGOETS et al., 2008). Estudos direcionados a quantificacdo das
c€lulas dendriticas em carcinoma mamario, observaram que CDs imaturas residiam
principalmente no interior do tumor, enquanto as células maduras se localizavam na area
peritumoral. Os autores concluiram que a infiltracao de células maduras (CD83+) nos
tumores, seria um parametro favoravel ao prognostico de sobrevivéncia em pacientes com
cancer de mama (BELL et al., 1999; IWAMOTO et al., 2003).

Contudo, um unico estudo foi direcionado a analise do nimero de CL maduras

(CD83) e imaturas (CD1a) na cérvice uterina. Ao comparar a densidade dessas células
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em amostras de tecidos normais, NICIII e cancer, Hayati & Zullkarnaen (2006)
observaram aumento significativo de células CD83+ de acordo com a progressdo das
lesdes, associado a uma marcante redugdo na densidade de CLs CDla+ (imaturas) de
acordo com a severidade das lesdes cervicais.

A expressao de Langerina em células de Langerhans foi inicialmente demonstrada
por imuno-histoquimica em amostras de diversos orgdos como pele, linfonodos e timo
humanos (KASHIHARA et al., 1986), sendo posteriormente utilizada em dois inicos
trabalhos para a analise da densidade de CL em biopsias cervicais derivadas de amostras
de pacientes (GIANNINI ez al., 2002; FLORES et al, 2006). Embora a expressao de
Langerina ndo seja exclusiva das CL, ¢ amplamente aceito que no epitélio cervical as
células de Langerhans sdo as Uinicas células a expressar essa proteina. Langerina consiste
em uma lectina tipo C associada a membrana e apresentando de 40 a 42 KDa, expressa
ndo somente na superficie celular, mas também intracelularmente em associagdo com o0s
granulos de Birbeck (KASHIHARA et al., 1986; VALLADEAU et al., 1999 e 2000), o
que a torna um excelente marcador deste tipo celular (ROMANI et al., 2012).

Como mencionado, um grande nimero de trabalhos descritos na literatura foi
dedicado, a andlise da densidade das CL em amostras provenientes do trato genital
feminino, especialmente da cérvice. Contudo, esses estudos apresentaram resultados
conflitantes no que diz respeito ao numero de células encontrado.

Alguns estudos observaram uma redu¢do do ntimero das CL em amostras
cervicais, com significativa associagao entre o numero dessas células e a severidade das
lesdes cervicais, utilizando anticorpo anti-S100 (TAY et al., 1987a; AL-SALEH et al.,
1995; CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et al., 2004), anti-CD1a (TAY et al., 1987a;
HAWTHORN et al., 1988; HUGHES et al., 1988; VIAC et al., 1990; MORELLI et al.,
1992 e 1993; CONNOR et al., 1999; MOTTA et al., 1999; FLORES et al., 2006;
HAYATI & ZULLKARNAEN ef al.,, 2007) e anti-Langerina (FLORES et al., 2006).
Esses resultados sdo compativeis com a hipodtese, de que uma reducdo local das CL
poderia ser responsavel pela geracdo de uma resposta imune celular ineficiente, incapaz
de deter a progressao das lesdes Intra-epiteliais de baixo grau em direcdo a lesdes
invasoras mais severas.

Entretanto, de maneira oposta, outros estudos, utilizando o anticorpo anti-S100
verificaram um aumento da densidade das CL em amostras cervicais portadoras de graus
distintos de alteragdes cervicais em comparagdo as amostras controles (MORRIS et al,,

1983; McARDLE et al.,, 1986; TAKEHARA et al., 1996; CAMPANER et al., 2007).
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Dois estudos que utilizaram a técnica de impregnagao por Znl e OsOs (CAORSI et al,,
1986) e por AuCl; (ABDOU et al., 1999) para a contagem das CL em amostras cervicais,
também observaram um aumento do numero dessas cé¢lulas, quando compararam
amostras normais com aquelas portadoras de Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais. Esses
autores defenderam a hipotese de que o aumento observado das CL, poderia ser devido a
um possivel aumento da migragdo das CL para o sitio da lesdo cervical. Outra hipotese
tambem considerada foi a de que, embora presentes em nimero normal ou elevado as CL
poderiam apresentar alteragdes funcionais e morfologicas. De fato, alteracdes
morfologicas das CL ja foram descritas em alguns estudos, como a diminui¢do do numero
de dendritos e o volume de citoplasma dessas células (MORRIS et al, 1983;
UCHIMURA et al., 2004).

Portanto, o importante papel das CL no controle da infec¢ao local pelo HPV na
mucosa cervical e no controle da progressdao das Lesdes Escamosas Intra-epiteliais

permanece por ser mais completamente investigado.

1.6 O PAPEL DA IMUNIDADE CELULAR NO CONTROLE DA INFECCAO
PELO HPV E DAS LESOES CERVICAIS

A demonstracao da resposta imune celular especifica ao HPV no sangue periférico
de pacientes tem sido um desafio, uma vez que alguns fatores t€ém dificultado a realizagao
satisfatoria de estudos relacionados, incluindo: (i) a impossibilidade de manutengdo do
HPV in vitro; (ii) a observada variabilidade inter-laboratorial dos antigenos—alvo, dos
ensaios utilizados, das populagdes estudadas, assim como dos métodos empregados na
tipagem desses virus; (iii)) a auséncia de manifestagdes sist€émicas significativas
decorrentes da infeccao pelo HPV, considerando que a mesma ¢ sempre confinada aos
sitios de células escamosas epiteliais.

Apesar desses fatos, nos ultimos anos tém-se observado avangos significativos na
elucidacao da importancia da imunidade celular na historia natural da infec¢do pelo HPV
(revisao em SCOTT et al., 2001; PATEL & CHIPLUNKAR, 2009). Em um estudo in
vitro que avaliou a resposta de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) frente
a estimulagdo de proteinas do HPV, observou-se maior proliferagdo do numero de células
T CD4+ frente aos peptideos do HPV-16, nos casos que regrediram em comparagao
aqueles que persistiram (KIM et al., 2012). Em estudo anterior desenvolvido pelo mesmo

grupo, uma maior porcentagem de linfocitos T CD8+ foi verificada em resposta ao
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antigeno E6 do HPV-16 em PBMCs provenientes de pacientes que apresentaram
regressao da lesio (NAKAGAWA et al., 2010).

Entretanto, considera-se que a resposta imune celular local ocorrendo diretamente
na cérvice uterina, estaria mais diretamente relacionada tanto ao controle das infec¢des
quanto das lesdes que acometem esse sitio anatdmico. Assim, mudancas na imunidade
celular da cérvice uterina poderiam ter implicagdes diretas no desenvolvimento de
diferentes graus de lesdes cervicais. Porém, escassos estudos foram direcionados a anélise
das subpopulag¢des linfocitarias em tecidos cervicais.

Dois estudos, que avaliaram a presenga de células T CD4 em lesdes da cérvice
uterina, observaram o predominio dessas células em lesdes de baixo grau associada a
lesdes verrucosas (COLEMAN et al., 1994; HONG et al., 1997). Em um estudo baseado
na analise de subpopulagdes de linfocitos T no epitélio e no estroma de amostras controles
versus NICI, III e cancer, observou-se predominancia de linfécitos T CD4+ no estroma
de lesdes do tipo NICI com capacidade de regressdo, com maior razdo CD4+/CD8+ do
que a observada em NICI progressivas, NICIII e cancer invasivo. Nas amostras de cancer
houve predominio de células T CD8+ e CD45RO+ em relagdo aos linfécitos T CD4+
(MONNIER-BENOIT et al., 2006). Maluf e colaboradores (2008) por meio da técnica de
imuno-histoquimica constataram forte expressdo do marcador de linfocitos T CD3 em
pacientes com NICIII que apresentaram recorréncia da lesdio (MALUF et al.,, 2008).
Similarmente, outros estudos observaram um elevado nimero de linfocitos T CD8+ em
amostras de NICIII (TAKEHARA et al., 1996) e cancer (MONNIER-BERNOIT et al,,
2006) em comparagdo aquele verificado em amostras controle.

Entretanto, ao analisarem a densidade de linfocitos T CD4+ e CD8+ na cérvice
uterina de mulheres infectadas pelo HPV, Alves e colaboradores (2010) observaram
maior quantidade de células T CD8+ em amostras de NICII e NICIII. A presenca de
linfécitos T CD4+ foi observada em NICII e III e em 87,5% das amostras de céancer,
enquanto apenas 50% das amostras de CCE demonstraram semelhante propor¢do de
células T CD8+ (ALVES et al., 2010).

Um estudo recente foi direcionado a analise do significado progndstico da
frequéncia de subpopulagdes de células T CD4+, CD8+ e CD11+ em pacientes afetadas
por NICII e NICIII haviam sido submetidas a cirurgia de conizagdo (CAF). Observou-se
que uma maior densidade de células T CD4+ apresentou correlacdo significativa com
maior taxa de regressdo da doenca, associacdo ndo verificada com células T CDS8

citotoxicas (ORIGONI et al., 2013). Contudo, outro estudo observou que amostras de
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cancer cervical apresentando grandes areas de infiltrados de linfocitos T CD8+ foram
associadas a auséncia de metéstase em linfonodos adjacentes (PIERSMA et al., 2007).

Portanto, constata-se que os trabalhos que foram direcionados a andlise de
subpopulagdes de linfocitos T no sangue periférico, especialmente aqueles baseados na
resposta in vitro a antigenos do HPV produziram resultados conflitantes. Além disso, a
maioria dos trabalhos baseada na analise tecidual das subpopulagdes linfocitarias nao
avaliou a presenca da infec¢do pelo HPV.

Com base nos aspectos acima mencionados, destaca-se a necessidade da
realizagdo de estudos direcionados a avaliagao da resposta imune celular da cérvice

uterina na progressao das lesdes cervicais, no importante contexto da infec¢ao pelo HPV.

1.7 O PAPEL DA GRANZIMA NA ATIVACAO DE LINFOCITOS T
CITOTOXICOS NA CERVICE UTERINA

Dois mecanismos basicos sao responsaveis pela lise das células-alvo por linfocitos
T citotéxicos: aquele mediado pela interacao do receptor Fas — FasL (ligante de Fas) e
aquele baseado na acdo de granulos citoplasmaticos. Este ultimo consiste no mais
importante mecanismo de destruicao de células-alvo, e envolve a liberagdo de moléculas
efetoras citoliticas (entre elas a perforina e a granzima), que levam a rapida fragmentagao
do DNA da célula-alvo e apoptose.

A familia das granzimas compreende um grupo especial de serino-proteases que
permanecem armazenadas, completamente processadas e na forma ativa, em granulos
citoplasmaticos dos linfocitos T citotoxicos, diferentemente de outras serino-proteases
que permanecem armazenadas na forma pré-ativa de zimogénio como a tripsina (JENNE
& TSCHOPP, 1988). As granzimas sao classificadas em 8 grupos de enzimas (A, B, C,
D, E, F, G e H) que compartilham algumas caracteristicas estruturais. A granzima B
(GrB), codificada pelo gene C// e também conhecida como CCPI (Cytotoxic cell
proteinase 1 ou proteinase I da célula citotoxica) ¢ a variante mais abundante nos
linfécitos T citotoxicos, sendo a sua funcdo fisioldgica relacionada aos eventos
proteoliticos no processo de reconhecimento de células-alvo (HEUSEL et al., 1994).

As granzimas liberadas dos granulos dos linfocitos T citotoxicos atuam na célula-
alvo determinando o desencadeamento de uma série de eventos que culminam com a
morte celular por apoptose, processo que tem a fungdo de destruir as células infectadas

por virus ou as cé€lulas malignas antes que se perpetue a infec¢do viral ou que se
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desenvolva um cancer. O mecanismo de entrada da granzima B no citoplasma das células-
alvo ainda ndo ¢ completamente elucidado. Em estudos iniciais acreditava-se que as
granzimas ganhavam acesso a célula-alvo por meio dos poros formados na membrana
pela perforina, mas trabalhos posteriores sugeriram que granzima B entra na célula-alvo
via receptor manose-6-fosfato-cation-dependente, sendo, no entanto, o papel da perforina
importante na liberacdo de granzima B das vesiculas endociticas (LORD et al., 2003).
Uma vez no citoplasma da célula-alvo, a granzima B ¢ capaz de induzir a apoptose de
células-alvo infectadas ou transformadas por duas vias diferentes (i) pela via dependente
de caspase, baseada na ativacdo de DNAase e na formacao do apoptossoma, e (ii) pela
via caspase-independente, envolvendo a translocacdo de Bax, que leva a liberacao
citoplasmatica do citocromo C. Portanto, considera-se que ambas proteinas, perforina e
granzima B, desencadeiem de forma sinérgica o sinal para que ocorra apoptose nas células
tumorais (BLINK ef al., 1999).

Um dos primeiros estudos a avaliar a presenca de células T / granzima B+ em
amostras cervicais, verificou que embora a maioria dos carcinomas cervicais analisados
apresentassem extensas areas de infiltracao por linfocitos T, observou-se auséncia da
expressao da granzima B em quase todos os casos avaliados (CROMME et al., 1995).
Em estudo posterior desenvolvido pelo mesmo grupo, a analise de células T expressando
granzima B em lesdes pré-malignas foi avaliada pela primeira vez, sendo observada uma
reduzida taxa de ativacdo de células T (linfocitos TIA positivos) em amostras de NIC,
enquanto que alguns exemplares de carcinomas de colo exibiram maciga infiltracdo de
linfécitos T ativados. Além disso, observou-se absoluta correlagdo entre o numero de
linfocitos T CD8+ ativados (TIA+) e aqueles expressando granzima B de acordo com a
severidade das lesdes Intra-epiteliais (BONTKES et al., 1997).

Um estudo demonstrou que a marcagao por granzima B poderia ser considerada
como um valioso marcador de melhor prognostico nas lesdes Intra-epiteliais de alto grau.
Um numero crescente de linfocitos T granzima B+ foi observado em amostras de colo
normal, de NIC de alto grau e no carcinoma invasor com significativa redu¢do na
expressao da granzima B no estroma cervical dos casos de NIC de alto-grau recidivantes
(KONDO et al., 2005).

Portanto, em face da constatacdo de que os linfocitos T citotdxicos sdo as
principais células efetoras no processo de erradicagdo de células infectadas por virus e
neoplésicas, e que por meio da agdo da perforina a granzima B e capaz de induzir a

apoptose em células-alvo, torna-se importante realizar a anélise da densidade de células
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granzima B+, em comparacdo a densidade de outras células que também apresentam

importante papel no estabelecimento da resposta imune na cérvice uterina.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer do colo do utero corresponde a terceira neoplasia mais frequente na
populagdo feminina, e no Brasil ¢ a quarta causa de morte de mulheres por cancer. Estudos
epidemioldgicos apontam que, embora apresente uma origem multifatorial ¢
principalmente causado pela infeccdo persistente por tipos oncogénicos do HPV. O
cancer cervical ¢ precedido por lesdes pré-invasoras histopatologicamente classificadas
como Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais de graus I, II, III, de acordo com o nivel de
acometimento das camadas do epitélio cervical. Grande parte das infec¢des causadas pelo
HPV sdo extintas como resultado do estabelecimento de uma resposta imune efetiva. No
entanto, a maioria das infec¢des causadas por HPVs de alto risco apresentam maior taxa
de progressao para lesdes cervicais de alto grau ou cancer.

Mudangas na resposta imune da mucosa do colo uterino podem ter implicagdes
para o desenvolvimento de diferentes graus de NIC e cancer cervical. A mucosa cervical
possui sitios tanto indutores quanto efetores da resposta imune, e a infec¢cdo por HPV
pode interferir com os mecanismos imunes locais tanto na fase de inducao (apresentagao
de antigenos) quanto na fase efetora (ativacao de células imuno-competentes).

Dentro do epitélio escamoso, as células de Langerhans correspondem as células
responsaveis pelo reconhecimento, transporte e apresentagdo de antigenos, constituindo-
se essas APCs em elementos-chave na defesa imune local da cérvice uterina, na fase
inicial da resposta imune. Dentre os marcadores preferencialmente expressos pelas CL,
destacam-se a molécula da Langerina e de CD1a, sendo a ultima marcadora de células
imaturas.

Muitos estudos ja foram desenvolvidos para a determinagdo do nimero de CL em
amostras cervicais normais ou apresentando graus distintos de lesdes escamosas intra-
epiteliais, sendo a maior parte desses baseados na detec¢cao imunohistoquimica de S100,
CDla e Langerina. Contudo, o conjunto dos resultados obtidos nesses estudos quanto a
densidade das CL em lesdes cervicais, ¢ de acordo com a severidade dessas lesdes
cervicais, apresenta controvérsias. Além disso, existe uma lacuna na literatura acerca de
estudos sobre a densidade das CL (imaturas ou maduras) no contexto da infec¢do pelo
HPV, especialmente considerando a presenga de tipos especificos.

Portanto, o importante papel das CL no controle da infec¢ao local pelo HPV na

mucosa cervical, ¢ no controle da progressdo das lesdes escamosas intra-epitelais
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permanece por ser melhor investigado. A nossa hipodtese ¢ a de que existam alteragdes na
densidade das subpopula¢des de CL de acordo com o grau da lesdo cervical, e com os
tipos de HPV presentes nessas lesdes.

Assim, acreditamos que a analise (i) da densidade das células de Langerhans totais
expressando os marcadores S100 e Langerina, e (ii) da densidade de CL imaturas e
maduras, respectivamente expressando, as moléculas de CDla e CD83, em amostras
cervicais portadoras de graus distintos de lesdes e cancer cervical, e da infecgdo por HPVs
de alto risco, contribuira de forma relevante para um melhor entendimento da resposta
imune local na progressao das neoplasias cervicais.

Como destacado, a atividade eficiente de CL como APCs contribui diretamente a
ativacdo das células envolvidas no estabelecimento da fase adaptativa da resposta imune
na cérvice uterina, os linfocitos T CD4 ¢ CDS.

Com base nessas consideracdes ressaltamos a importancia da infec¢ao pelo
Papilomavirus humano na patogénese do CC e lesdes precursoras, e na necessidade de
desenvolvimento de estudos que investiguem o papel da resposta imune celular no
controle dessa infec¢do e da progressao do CC. Dessa forma, o presente estudo se propoe
a avaliar no epitélio e no estroma de amostras cervicais portadoras de niveis distintos de
lesdo e cancer, a densidade de linfocitos T CD4+ e CD8+, além de linfocitos expressando
granzima B+. A nossa hipétese ¢ a de que ha diferengas nas subpopulacdes linfocitarias
localmente recrutadas para o estabelecimento de uma resposta celular efetiva e que atue
no controle da progressao da lesdao e/ou da infeccao por HPVs de alto risco.

Pretende-se, por meio desse estudo, avaliar de forma conjunta a densidade, o perfil
da maturacdo ou citotoxidade das principais células envolvidas, tanto na fase inicial

quanto na fase efetora da resposta imune local da cérvice uterina.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da resposta imune local em lesdes escamosas intra-epiteliais e no
cancer cervical associados a infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV) por meio da
analise da densidade, do nivel de maturacdo e da citotoxidade das células envolvidas na

resposta imune inata e adaptativa da cérvice uterina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em amostras cervicais com distintos graus de neoplasias intra-epiteliais, cancer ou

amostras controle, avaliar:

- O numero de células de Langerhans totais, imaturas ¢ maduras.

-A densidade de linfocitos T CD4+, T CD8+ e granzima B positivos (no epitélio e no

estroma.

-A presenga do DNA do HPV e de oito tipos oncogénicos por meio da técnica de Nested

e Hemi-nested PCR.

-A correlagao existente entre o nimero de células de Langerhans maduras e imaturas e de
linfécitos T CD4+, CD8+ e granzima B positivos, em comparacao a presenca da infecgao

pelo Papilomavirus Humano.
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4. METODOLOGIA

4.1 PREPARACOES DAS AMOSTRAS CERVICAIS: COLETA, FIXACAO E
PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Neste trabalho, foram analisadas 66 amostras cervicais obtidas por Cirurgia de
Alta Frequéncia (CAF), 15 amostras de cancer invasor obtidas por bidpsia ou cirurgia,
todas correspondentes a espécimes incluidos em parafina. As amostras foram
selecionadas de um banco de amostras arquivadas no Laboratorio de Anatomia Patoldgica
Tafuri, Belo Horizonte, MG, e gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Tafuri,
coordenador do referido laboratorio. Destaca-se que tais amostras foram concedidas sob
a forma de empréstimo durante o periodo de realizagiao da pesquisa, ficando os blocos de
parafina utilizados no presente estudo sob a guarda provisoria do Laboratorio de
Patogénese Molecular, do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, mediante a
assinatura de um termo de responsabilidade. O diagndstico histopatoldgico foi
independentemente, revisado e confirmado por trés médicos patologistas com larga
experiéncia profissional.

Assim, as amostras avaliadas incluiram 10 amostras de mucosa cervical normal
sem alteragdes histopatoldgicas e obtidas de pacientes submetidas a histerectomia, 21
amostras de NICI, 23 de NICII, 22 amostras de NICIII e 15 amostras de cancer cervical.

A pratica da coleta amostral para realizagdo de exame histopatoldgico de rotina
foi realizada sob visdo colposcopica por médicos ginecologistas. Para realizagdo das
Cirurgias de Alta Frequéncia utilizou-se o aparelho Wavetronic 2000 acoplado ao
aspirador de fumaga. Apds a coleta, as amostras de tecido foram processadas
rotineiramente para inclusdo em parafina, sendo inicialmente realizada a fixacdo dos
tecidos em formalina a 10% por 24 horas. Em seguida, os fragmentos foram submetidos
a desidratagcao gradativa em alcool absoluto, posteriormente a diafanizagao em xilol e a
impregnacao e inclusdo em parafina, sob temperatura média de 75°C. Destaca-se que para
a realizacdo desse trabalho, foram utilizadas amostras cervicais coletadas no periodo de
2004 a 2009.

A utilizacao destas amostras parafinadas para fins de pesquisa havia sido aprovada
pelo Comité em Etica e Pesquisa (COEP) da UFMG, em dois outros estudos anteriores.
Para a realizacdo do presente estudo, o projeto de pesquisa foi encaminhado e submetido

a aprovacao do COEP — UFMG (Anexo 1, Secao de Anexos).
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4.2 EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS CERVICAIS

Para a realizacdo da extracdo do DNA, foi necessaria a obten¢do de cortes
histolégicos em microtomo (MICROM, Modelo HM335E), realizada no Laboratorio de
Experimentacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento, do Departamento de
Morfologia, ICB, UFMG. Cinco cortes com cerca de 10um foram obtidos de cada
amostra, e transferidos com o auxilio de um palito estéril para um microtubo de 1,5mL.
No intervalo de cada bloco, o microtomo foi cuidadosamente limpo com xilol e a navalha
do micrétomo também cuidadosamente limpa com xilol, etanol e solug@o de hipoclorito
de sodio a 2,5%, nesta ordem, para prevenir a contaminacao cruzada entre as amostras
(GREER et al., 1991; WRIGHT & MANOS, 1990; SHIMIZU & BURNS, 1995). Além
disso, no intervalo entre cada amostra foram realizados dois cortes de um bloco que
continha apenas parafina, sendo esses cortes considerados os controles negativos para
avaliar a presenca de contaminagdo cruzada. Para a extragdo do DNA das amostras
parafinadas foi utilizado o protocolo de extragdo abaixo, descrito por WRIGHT &
MANOS (1990), com pequenas modificagoes.

Para remoc¢ao da parafina por duas vezes, os cortes foram imersos em 1 ml de
xilol, lentamente agitados em shaker por periodo de 1 hora, e apds, centrifugados a 10.000
rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante (SND) desprezado. Em seguida os cortes
foram lavados por 2 vezes com alcool etilico absoluto para remog¢ao da mistura xilol e
parafina residual, com consecutiva centrifugacdo e desprezo do SND. Foi realizada a
secagem do tecido precipitado cobrindo-se os tubos com Parafilm (American N.C.) € 0s
deixando a temperatura ambiente por 30 minutos. Por ultimo foi realizada a lise do tecido
a 37°C overnight com 450uL de solucao de digestao contendo: S0OmM de Tris-HCI] pH
8,5 (Promega), ImM de EDTA (Gibco), 0,5% de Tween 20 (Invitrogen) e 200ug/mL
proteinase K (Sigma). Em seguida os tubos foram centrifugados e o sobrenadante de
células (lisado de células) transferido para outro tubo para ser utilizado nas reacdes de

PCR.

4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

4.3.1 Amplificacao de um Fragmento do Gene de p-Globina Humano
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Como controle da integridade do DNA obtido das amostras apds extragao, foi
utilizada a amplificagdo do gene de beta-globina humana por meio dos iniciadores PC03
e PC04 (SAIKI et al., 1985), capazes de amplificar um fragmento de 110pb do gene de
B-globina. As condi¢des de preparo da reagdo e o programa de amplificagao utilizado
estdo descritos no Anexo 2, na Se¢ao de Anexos.

Como controle positivo da amplificacdo do gene de B-globina humano, foram
utilizadas amostras de DNA extraidas de sangue, gentilmente cedidas pelo Laboratorio
de Genética Bioquimica do Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG.
Como controle negativo da reagcdo de PCR, foi utilizado o branco do Mix da reagado, que
consiste em uma mistura de todos componentes da reagdo (ANTP’s, Tampao 1B-10X
Phoneutria, iniciadores e 7ag DNA polimerase PHT- Phoneutria) sem adigdo de qualquer

amostra de DNA.

4.3.2 DETECCAO DA INFECCAO POR HPV E GENOTIPAGEM

4.3.2.1 Detec¢do do Genoma Viral

Com o objetivo de se aumentar a sensibilidade e a especificidade da PCR, assim
como a chance de detecgdo do DNA do HPV nas amostras sob analise foi utilizada a
técnica de Nested — PCR. Assim, os iniciadores genéricos MY09 e MY11 (MANOS et
al., 1989) foram utilizados em uma primeira reacdo de PCR para amplificagdo de um
fragmento de 450pb do gene L/, conservado nos diversos tipos de HPV e numa segunda
reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores GP5 ¢ GP6+ (MOLIJIN et al., 2005),
capazes de amplificar um fragmento de 150pb interno ao fragmento amplificado na
primeira reagdo (DE RODA HUSMAN et al, 1995; WILANDER et al., 1996,
HUSNJAK et al., 2000; GRAVITTI et al., 2000; FUESSEL HAWS et al., 2004). As
condi¢cdes da reacdo de Nested - PCR estdo descritas no Anexo 2, na Secdo de Anexos.

Como controle positivo da reagdo de Nested PCR para o HPV foi utilizado o DNA
extraido de células HelLa, que possuem o DNA do HPV18 integrado ao seu genoma.

Como controle negativo da rea¢ao de PCR, foi utilizado o branco do Mix da reacao.

4.3.2.2 Tipagem dos HPVs Oncogénicos

48



Apo6s a identificacdo das amostras positivas para o DNA do HPV foi realizada
nessas amostras a tipagem dos HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58),

utilizando-se metodologias e iniciadores especificos para cada tipo.

4.3.2.3 Tipagem dos HPVs 16, 18, 31, 52 e 58

A tipagem dos HPVs 16, 18, 31, 52 e 58 foi realizada por meio de um protocolo
de Hemi-nested PCR, utilizando-se os iniciadores genéricos E6CF4 e E7CR3
complementares aos genes £6 e E7, para a amplificagdo de um primeiro fragmento de
tamanho variavel (350 a 390pb) de acordo com o tipo de HPV (YAMAGUCHI et al.,
2002). Em seguida foi realizada uma segunda reacdo de amplificagdo, utilizando-se como
DNA molde o produto obtido na primeira reagdo, o iniciador reverso E7CR3 e os
iniciadores diretos, HPV16SF, HPV18SF, HPV31SF, HPV52SF e HPV58SF
(YAMAGUCHI et al., 2002), capazes de amplificar fragmentos de 149pb, 177pb, 249pb,
300pb e 375pb, respectivamente. Os protocolos de amplificagao empregados (condigdes
de preparo da reagdo e programa de amplificagdo) estdo descritos no Anexo 2, na Se¢do

de Anexos.

4.3.2.4 Tipagem por PCR do HPV33

A tipagem do HPV33 foi realizada baseada em um protocolo descrito por GRCE
et al. (1997), modificado, utilizando-se os iniciadores descritos na se¢ao de Anexos. Para
amplificacdo do fragmento de 455pb do HPV33 foi utilizado o programa de amplificagdo
Touchdown-PCR (descrito no Anexo 2), padronizado e gentilmente cedido pela Dra.
Maria Gabrielle de Lima Rocha, Professora do Departamento de Analises Clinicas e

Toxicologicas da Faculdade de Farmécia, UFMG.
4.3.2.5 Tipagem por PCR do HPV35

A tipagem do HPV35 foi realizada baseada em um protocolo descrito por
SOTLAR et al., (2004), modificado, e no uso de iniciadores especificos para o HPV35
capazes de amplificar um fragmento de 290pb da regido de £6 e E7 do genoma viral. As
condi¢des do Mix da reagdo, assim como o programa de amplificagdo do PCR especifico
estdo descritos no Anexo 2, na Se¢ao de Anexos.

Como controles positivos das reagdes de PCR para tipagem dos HPVs foram
utilizadas: (i) amostras de DNA do Laboratorio de Patogénese Molecular, do

Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, sabidamente portadoras de tipos especificos
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do HPV; (i1) amostras de DNA extraido de cé¢lulas HeLa que possuem o DNA do HPV18
integrado ao seu genoma e (iii) amostras de DNA tipo — especificas gentilmente cedidas
pela Dra. Dora Mendez do NUPAD, Nucleo de Apoio e Diagnostico da Faculdade de
Medicina da UFMG. Como controle negativo da reagdo de PCR, foi utilizado o branco
do Mix da reagao.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de Poliacrilamida
6% por duas horas em tampao 1X TBE (Tris-Borato-EDTA), a uma voltagem constante
de 100V. Cinco microlitros de cada produto da PCR foram homogeinizados com 5ul de
tampdo de amostra 2X (5X TBE/ azul de bromofenol a 0,25%/ Ficoll 400 a 15%) e
aplicados por canaleta do gel. Apds o término da eletroforese, os produtos de interesse
foram visualizados nos géis de policrilamida apds colorag@o pela prata (Anexo 2, Se¢do

de Anexos).

4.4 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para analise da expressdao das proteinas CDla, CD83, S100 e Langerina foram

utilizados os seguintes anticorpos seguindo protocolo estabelecido no Laboratorio:

TABELA 1: Especifica¢des dos anticorpos utilizados na técnica de Imunofluorescéncia
Indireta:

Anticorpo Especificacoes Hospedeiro Marca Codigo
. . Polyclonal
Anticorpo anti — S100 abbit Dako 70311
Anticorpo anti — Langerina Monoclonal Abcam Ab49730
mouse
Primarios | Anticorpo anti- CDla Monoclonal Abcam Ab113618
mouse
Anticorpo anti- CD83 Polyclonal | g, ta Cruz | $C20083
rabbit
Anticorpo anti-rabbit conjugado
com Cy5 (Cy5-conjugated - Goat Jackson 111-175-
Affini Pure) Immuno 144
Anticorpo anti-mouse conjugado
Secunddrios | com biotina (Biotin-SP- Goat IJ;CS;S;I; 1 11;10665_
conjugated — Affini Pure)
Estreptoawdm? conjugada com Jackson 016-220-
Cy2 (Cy2-conjugated -
. Immuno 084
Streptavidin)

A marcacao dos nucleos foi realizada com Iodeto de Propideo (Molecular Probes;

Cédigo P1304MP).
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Os cortes de 7um dos tecidos foram desparafinizados em 4 banhos com xilol por
10 minutos e reidratados através de uma série graduada de etanol (100 a 25%). Para
aumentar a detec¢dao do antigeno foi realizada a recuperacdo antigé€nica, onde os cortes
foram imersos em solu¢ao de Tris/EDTA pH 9,0 e aquecidos em banho-maria a 100°C
durante 30 minutos. Apos o resfriamento, os cortes passaram por uma etapa de bloqueio
com solucao de BSA (Bovine Serum Albumin) a 2% em 1X-PBS (Phosphate - Buffered
Saline), durante 60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram
incubados com o anticorpo primario anti-S100 a uma dilui¢do de 1:200, por 60 minutos
a temperatura ambiente. A diluicdo adequada dos anticorpos primadrios foi estabelecida
em experimentos de padroniza¢do para o uso dos anticorpos. Apds a lavagem em 1X -
PBS, os cortes foram incubados por 60 minutos a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario anti-rabbit conjugado com Cy5 a diluigcdo de 1:200, e 0,5uLL de lodeto de
Propideo para cada 100uL de solugdo. Para os demais anticorpos, ap6s desparafinizagao
e recuperagdo antigénica em solugdo de Tris/EDTA pH: 9.0, realizou-se a lavagem dos
cortes com 1X-PBS seguida por uma etapa de bloqueio com solu¢do 2% BSA/1X-PBS,
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente os cortes foram incubados
com o anticorpo primario anti-Langerina a dilui¢ao de 1:400, anti- CD1a (a dilui¢ao de
1:100) e anti-CD83 (a diluicdo de 1:50) por 18 horas a 4°C. No dia seguinte, apds a
lavagem com 1X-PBS os cortes foram incubados por 60 minutos a temperatura ambiente,
com o anticorpo anti-mouse ou anti-rabbit (para deteccdo do anticorpo anti-CD83)
marcados com Biotina-SP a dilui¢ao de 1:200. Realizou-se novamente a lavagem das
laminas em 1X-PBS, e, posteriormente os cortes foram incubados por 60 minutos a
temperatura ambiente em uma Unica solugdo contendo o anticorpo conjugado a
estreptoavidina e marcado com Cy2 (Cy2-Streptavidin ou Cy5 (Cy5-Streptavidin) e 0,5
uL de Iodeto de Propideo para cada 100uL de solucao. Finalmente apos lavagem em 1X-
PBS, a montagem das laminas foi realizada com o meio de montagem Hydromount
(National Diagnostics, Georgia, Atlanta, USA).

Para controle negativo de cada reagao, realizou-se a substitui¢do do anticorpo
primario pela solu¢do de bloqueio (2% BSA em 1X-PBS). Para controle positivo utilizou-
se uma amostra de NICII sabidamente positiva para a marcagao de células de Langerhans.

As imagens obtidas pela técnica de Imunofluorescéncia foram capturadas por
meio de microscopio confocal a laser (Carl Zeiss LSM 510 Meta), utilizando-se o
programa Carl Zeiss Laser Scanning Microscope (LSM) 510 Meta (versao 3.2). Para a

deteccao da fluorescéncia gerada pelos anticorpos secundarios marcados com Cy2 e CyS5,
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e pelo lodeto de Propideo, foram utilizados os lasers 488, 633 e 543, que emitem
fluorescéncia nas cores verde, branco e vermelho, respectivamente.

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaborag¢do com o Prof. Gregory Thomas
Kitten, do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Departamento de Morfologia,

ICB, UFMG.
4.5 IMUNOHISTOQUIMICA

A expressao das proteinas CD4, CD8 e Granzima B foi analisada por meio da
técnica de Imunohistoquimica, sendo utilizados os seguintes anticorpos seguindo o

protocolo fornecido pelo fabricante e as condi¢des estabelecidas no Laboratorio.

TABELA 2: Especificagcdes dos anticorpos utilizados na técnica de Imunohistoquimica

Anticorpo Especificagoes Hospedeiro | Marca Codigo
Anticorpo anti — CD4 Monoclonal Santa SC59034
Primario mouse Cruz
Anticorpo anti — CD8 Polyclonal Abcam AB4055
rabbit
Anticorpo anti- granzima B Polyclonal Abcam AB4059
rabbit

Para a marcacao dos nucleos foi realizada a contra coloragdo com Hematoxilina
de Harris (Merck Millipore; Codigo 3203 00 10, USA).

Os cortes dos tecidos de 7um foram desparafinizados em 4 banhos com xilol por
10 minutos e reidratados através de uma série graduada de etanol (100 a 25%). Para
aumentar a deteccdo do antigeno foi realizada a recuperacao antigénica, onde os cortes
foram imersos em solu¢ao de Tris/EDTA pH 9,0 e aquecidos durante 30 minutos em
banho-maria a 100°C. Apos o resfriamento, os cortes passaram por uma etapa de bloqueio
com solucdo 2% BSA em 1X-PBS, durante 60 minutos a temperatura ambiente. Os cortes
foram entdo incubados com os anticorpos primarios (anti-CD4 a dilui¢ao de 1:50, anti-
CD8 a diluicao de 1:200 e anti-granzima B a diluicao de 1:100) por 18 horas a 4°C. No
dia seguinte, apds a lavagem com 1X-PBS os cortes foram imersos em solugdo de
bloqueio da peroxidase endogena com solucdo de peroxido de hidrogénio (H202) a 3%
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem, foram incubados com anticorpo

secundario biotinilidado diluido a 1:500 em BSA a 0.3% em IX-PBS (Kit Vectastain;
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Vector Laboratories, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Realizou-se
novamente a lavagem das laminas em 1X-PBS, e, posteriormente os cortes foram
incubados, na solu¢cdo ABC Vector (Vectastain ABC KIT- PK 6101 ou -PK 6102; Vector
Laboratories, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente. A revelacao foi realizada
apos lavagem das laminas, utilizando-se como cromoégeno Diaminobenzidina (DAB) do
Kit Vector (SK-4100; Vector Laboratories). Os cortes foram lavados em 4gua destilada
por 10 minutos, contra-corados com Hematoxilina de Harris (Merck Millipore, Codigo
3203 00 10, USA) por 30 segundos, lavados em &gua corrente por 10 minutos,
desidratados através de uma série crescente de alcool, diafinizados em xilol e as laminas
montadas em Entellan (Merck Millipore, Codigo 3208 20 10, USA).

Para controle negativo de cada reacdo, realizou-se a substituicdo do anticorpo
primario pela solucdo de bloqueio (2%BSA em 1X-PBS) e para controle positivo utilizou-
se amostras de linfonodo pélvico obtidas de pacientes com lesdes cervicais do NICII e

NICIIL.

4.6 AVALIACAO E INTERPRETACAO DAS MARCACOES DE S$100,
LANGERINA, CD1a E CD83

As medidas da area de tecido lesionado e do nimero de células positivas para os
marcadores foram obtidas pelo software KS300 do analisador de imagens Carl Zeiss
(Oberkochen, Germany). Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo e sob a
Orientagdo do Prof. Marcelo Vidigal Calliari, do Laboratorio de Protozooses do
Departamento de Patologia Geral, ICB, UFMG.

A imunoreatividade foi avaliada quanto a distribuicao de células positivas para os
diferentes marcadores. O epitélio lesionado foi visualizado pela objetiva de 40X e foram
digitalizadas imagens de toda a extensdo da lesdo. Para a identificag¢do, selecdo e
contagem das células de Langherans marcadas por S100, Langerina, CDla e CD83
utilizou-se como critério a presenga de células marcadas cujo nticleo e prolongamentos
celulares, ou parte do nucleo com prolongamentos eram evidentes. Nao foram incluidas
na contagem, cé€lulas que apresentavam apenas os prolongamentos corados, mas cujo
nicleo ndo era visivel ou nucleos isolados corados, porém sem a presenca de
prolongamentos. As imagens obtidas pela técnica de Imunofluorescéncia foram
capturadas através de microscopia confocal (Carl Zeiss LSM 510 Meta) utilizando-se o

programa Carl Zeiss Laser Scanning Microscope LSM 510 Meta (versao 3.2). De cada
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imagem foi obtida, em escala quantitativa, a extensdo em micrometros de toda a area do
epitélio lesionado.

Considerando-se os diferentes tamanhos de area de epitélio presentes em cada
amostra, foi realizado um ajuste prévio do numero de células positivas para cada
biomarcador, obtido pela analise de amostras cervicais individuais. Esse ajuste foi
realizado em etapa anterior ao célculo da expressdo mediana de cada marcador,
determinada para cada grupo de lesdo. Assim, para todos os marcadores, o numero de
c¢lulas marcadas por um dado anticorpo foi ajustado para aquele obtido na menor area de

epitélio lesionado, em cada amostra analisada.

4.6.1 AVALIACAO E INTERPRETACAO DAS MARCACOES DE CD4,
CD8 E GRANZIMA B

Nesse estudo, dois tipos distintos de andlise foram empregadas para a
quantificagdo de linfocitos T (i) no epitélio de amostras de NIC e em éreas do tecido
conjuntivo referentes as regides de invasdo em amostras de cancer, e no (ii) epitélio de
amostras de NIC e no estroma adjacente a area de epitélio lesionado, assim como em
areas de estroma associadas a invasdo de origem epitelial. A imuno-expressao foi avaliada
pela distribuicdo de células positivas para os diferentes marcadores. O epitélio lesionado
foi visualizado pela objetiva de 40X e foram digitalizadas imagens de toda a extensao da
lesdo, do estroma adjacente e/ou do estroma associado a invasdo. De cada imagem foi
obtida, em escala quantitativa, a area de epitélio e do estroma, utilizando-se como padrao,
a extensdao em micrometros do epitélio lesionado. Em escala quantitativa, foi analisada a
distribuicdo de cé€lulas positivas para os marcadores acima relacionados, sendo
consideradas positivas quando observada a presenca de coloracdo marrom associada as
caracteristicas morfologicas das células analisadas. As medidas da éarea epitelial, do
estroma e do nimero de células positivas para os marcadores foram obtidas pelo software
KS400 contido no analisador de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany).

Como descrito no item anterior, um ajuste do nimero de células CD4+, CD8+ ¢
granzima B+ obtidos em cada amostra, foi realizado em etapa anterior ao céalculo da
expressdo média e mediana de cada marcador, verificada por grupo de lesdo. Assim, para
os trés marcadores o niamero de células marcadas foi ajustado para aquele encontrado na
menor area de epitélio lesionado ou estroma adjacente a lesdo, para cada amostra

analisada.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados morfométricos e numéricos obtidos pela analise do epitélio e/ou estroma
das lesdes de colo uterino foram expressos como mediana e intervalo interquartilico. O
teste de comparacdo nao-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para avaliacdo de
significancia estatistica das medianas de células contadas por mm? entre dois grupos
diferentes. O teste de Kruskal- Wallis 1-way ANOVA foi usado para determinar as
diferencas significativas entre trés ou mais grupos. A analise foi realizada no software

Graphpad Prism 5. O nivel de significancia considerado foi de P<0,05.
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S. RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO DA TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA PARA A
QUANTIFICACAO DAS CELULAS DE LANGERHANS

Visando a otimizag¢do do uso dos anticorpos primarios anti-S100, anti-Langerina,
anti-CD1la e anti-CD83 para determinacdo do nimero de células de Langerhans em
amostras cervicais, os seguintes experimentos foram realizados: curvas de dilui¢ao e
testes de tempo e da temperatura de incubag@o dos anticorpos.

Para a otimizac¢ao do uso dos anticorpos primdrios foram testadas (i) as diluigdes
de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1000, (ii) os periodos de incubagdo de 1 hora, 2
horas, 3 horas e 18 horas (overnight) e (iii) as temperaturas de incubacao de 4°C ou
ambiente, utilizando-se amostras representativas de todos os grupos de lesdes.

Considerando a padronizagdo do anticorpo anti-S100, observou-se boa
intensidade de marcagao pelo uso do anticorpo diluido a 1:200 e incubado por 1 hora a
temperatura ambiente. Em relagdo a padronizacao dos anticorpos anti-Langerina, anti-
CDl1a e anti-CD83, verificou-se que a melhor intensidade de marcacao foi alcancada pelo
uso do anticorpo na dilui¢ao de 1:400, 1:100 e 1:50, respectivamente, por cerca de 18
horas a 4°C.

Em relacdo ao uso dos anticorpos secundarios, a utilizagdo desses anticorpos
diluidos a 1:200 durante periodo de incubagdo de 1 hora a temperatura ambiente, mostrou

os melhores resultados para a revelacdo dos anticorpos primarios.

5.2 PADRONIZACAO DA TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA PARA
QUANTIFICACAO DOS LINFOCITOS T CD4+, CD8+ E GRANZIMA B+

Para quantificacdo das populagdes linfocitarias em amostras cervicais por meio
do uso dos anticorpos anti-CD4, anti-CDS e anti-granzima B foram realizados curvas de
diluicao e testes do tempo e da temperatura de incubagdo para otimiza¢ao do uso dos
anticorpos primdrios. Assim, foram testadas (i) as dilui¢gdes de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400
e 1:800, (i1) os periodos de incubacdo de 1 hora, 2 horas, 3 horas e 18 horas (overnight) e
(i11)) as temperaturas de incubagdo ambiente ou de 4°C, utilizando-se amostras

representativas de todos os grupos de lesdes.
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Pela realizacao dos experimentos de padronizagdo dos anticorpos anti-CD4, anti-
CDS e anti-granzima B, observou-se boa qualidade de marcacdo dos anticorpos diluidos
a 1:50, 1:200 e 1:100, respectivamente, e incubados por cerca de 18 horas a 4°C.

Em relagdo a dilui¢ao dos anticorpos secundarios € demais reagentes, seguiu-se o

protocolo do Kit utilizado, conforme descrito na se¢do anterior.

5.3 ANALISE DAS POPULACOES DE CELULAS DE LANGERHANS E
LINFOCITARIA NO EPITELIO DE AMOSTRAS CERVICAIS

Um total de 77 amostras cervicais (9 de mucosa normal sem alteragdo
histopatologica, 16 amostras de NICI, 19 de NICIIL, 18 de NICIII e 15 de cancer, foram
analisadas quanto a imunoreatividade para os marcadores S100, Langerina, CD1a, CD83,
CD4, CD8 e granzima B, no epitélio de amostras controles, de amostras de NIC, e em
massas tumorais de amostras de cancer.

Estas amostras também foram submetidas a analise molecular para a pesquisa da
presenca ou auséncia do DNA do papillomavirus humano e de 8 tipos de alto risco, sendo
entdo divididas em dois grupos. O grupo HPV+ foi composto por 68 amostras cervicais
obtidas de mulheres portadoras de lesdes que foram positivas para o DNA do HPV ou de
algum dos 8 tipos de alto-risco pesquisados. Nove amostras controles foram incluidas
nesse grupo para fins de comparagdo. O grupo de amostras HPV16/18+ foi composto por
34 amostras com alteragdes cervicais exclusivamente positivas para o DNA dos HPVs 16

e/ou 18, além de amostras controles (Tabelas 1 e 2, Anexo 3).

5.3.1 DETECCAO DO DNA DO HPV E GENOTIPAGEM

A presenca do DNA do HPV nas amostras cervicais foi avaliada por meio da
amplificagdo (i) pela Nested-PCR do fragmento de 150pb da regido do gene LI,
conservado entre os tipos de HPV, e (ii) por Hemi-nested PCR ou PCR convencional dos
fragmentos de DNA dos genes E6 e E7, especificos para cada um dos 8 tipos. O
DNA/HPV foi encontrado em 64/68 (94%) das amostras apresentando lesdes cervicais
(Tabela 1, Anexo 3).

Os resultados obtidos para a pesquisa do DNA de tipos especificos do HPV nas
amostras cervicais com NIC ou cancer (n=68) revelaram que o HPV16 foi o tipo mais
prevalente (28/68-41%), seguido pelo HPV35 (20/68-29%), HPV18 (16/68-23,5%) e
HPV31 (13/68-19,1%). Nas amostras de tecido analisadas, o DNA dos HPVs 52(10/68-

57



14,7%) e 58(9/68-13,2%) foi encontrado em propor¢des semelhantes, bem como do
HPV33 (8/68-11,76 %) e do HPV45 (5/68-7,35 %).

Considerando a freqiiéncia dos tipos de HPV por categoria de lesdo, nas lesdes de
NICI os HPVs 33 e 35 (5/16-31%) foram os mais prevalentes, seguidos pelos HPVs 45
(4/16-25%) e 18 (3/16-18,7%). Vinte e cinco por cento das amostras de NICI
apresentaram positividade para dois ou mais tipos de HPV (Tabela 3). Nas lesdes de
NICII observou-se maior prevaléncia do HPV16 (8/19-42%), com 21% das amostras de
NICII (4/19) apresentando multiplas infecgdes (Tabelas 3 e Tabela 1, Anexo 3).
Cinquenta por cento (9/18) dos tecidos de pacientes com NICIII foram positivos para o
DNA do HPV16 e do HPV35, seguidos pelo DNA do HPV18 (8/18-42%) (Tabela 1,
Anexo 3). Os HPVs 52 e 58 apresentaram frequéncias semelhantes (4/18-22%) nas
amostras de NICIIL, sendo que quinze das 18 (83 %) amostras foram infectadas com dois
ou mais tipos de HPV, enquanto cinco (27%) pacientes com NICIII apresentaram
positividade para trés tipos de HPV (Tabela 3). Maior propor¢ao das mulheres com cancer
invasivo (9/15-60%) foi positiva para o DNA do HPV 16, com prevaléncias similares do
DNA dos HPVs 31 e 35 (4/15-26%), seguido do HPV18 (3/15-20%) (Tabela 3 e Tabela
1, Anexo 3).

Tabela 3- Porcentagem dos tipos de DNA do HPV encontrados em cada grupo de pacientes com
lesdo pré-neoplasicas e neoplasias do colo do itero: NICL I, IIl e CA*

Grupos

(n=68) HPV16 HPVI8 HPV31l HPV33 HPV35 HPV45 HPV52 HPVS8
NICI 12,5% 18,75% 25% 31,25%  31,25% 25% 6,25% 6,25%
(n=16)

NICII 42% 10,52% 0 5,26% 10,52% 5,26% 21,05% 5,26%
(n=19)

NICIII 50% 42% 26% 5,26% 50% 0 22% 22%
(n=18)

CA (n=15) 60% 20% 26,6% 6,6% 26,6% 0 6,6% 20%

*NIC= Neoplasia intra-epitelial cervical; CA= Cancer cervical invasor.
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5.3.2 ANALISE DAS POPULACOES DE CELULAS DE LANGERHANS E
DE LINFOCITOS NO EPITELIO

A Figura 5 mostra imagens representativas de células de Langerhans positivas
para S100 presentes no epitélio de pacientes sem alteragdes cervicais (Fig.5A), de
portadoras de NICI (Fig.5B), II (Fig.5C), III (Fig.5D) ou cancer cervical (Fig.5E).
Observa-se abundantes células de Langerhans S100 positivas com tipica morfologia
dendritica em toda a extensdo do epitélio em amostras sem alteragdo (5A), e nos tercos
inferior (5B), no terco médio (5C) e no terco superior (5D) nas amostras de NICI, NICII
e NICIII, respectivamente.

Na Figura 6 sdo mostradas imagens de tecidos cervicais apresentando células
Langerina positivas em amostras controle (Fig.6A), em amostras de NICI (Fig.6B), NICII
(Fig.6C), NICIII (Fig.6D) e cancer cervical (Fig.6E). Embora seja evidente a presenga de
células Langerina positivas em todos os tipos de lesdo intra-epitelial e em cancer, observa-
se um predominio de células dendriticas na amostra controle (Fig.6A).

As imagens representativas de células CD1a positivas (Fig.7) evidenciam células
dendriticas bem caracterizadas por sua morfologia estrelada e presenca de
prolongamentos. No entanto, verificou-maior concentragdo de células CDla+ no tergo
basal do epitélio de amostras normais (Fig.7A), assim como no limite inferior das lesoes
de NICI (7B), NICII (7C) e NICIII(7D).

Células CD83+ sdo observadas no epitélio de amostras normais (Fig.8A), como
em amostras de Neoplasia Intra-epitelial Cervical graus I (8B), II (8C) e III (8D). De
forma interessante, verifica-se maior numero de células de Langerhans CD83+ no
primeiro e no segundo terco do epitélio de amostras de NICI (8B) e NICII (8C),
respectivamente.

A figura 9 apresenta imagens representativas de infiltrados de linfocitos T CD4+,
CD8+ e granzima B+ no epitélio de amostras normais (Fig.9A, F, K), de NICI (9B, G,
L), I1 (9C, H, M), III (9D, I, N) e cancer (9E, J, O). Observa-se maior numero de células
CD4+ (9C), CD8+ (9H) e granzima B+ (9M) presentes no epitélio de amostras cervicais

com NICII quando comparado as amostras normais, demais tipos de lesdo e cancer.
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Figura 5: Imagens representativas de células de Langerhans S100+ em Lesoes
Escamosas Intra-epiteliais e invasoras e em amostra controle. Expressao de S100
(branco) pela técnica de imunofluorescéncia. Os nticleos estdo marcados em vermelho
pelo lodeto de Propideo. Células de Langerhans S100+ exibem tipica morfologia
dendritica e se localizam no estroma das amostras de cancer no interior de massas
tumorais. Amostra controle negativo (A); B: NICI; C: NICII; D: NICIII e E: Cancer.
Aumento 400x.
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Figura 6: Imagens representativas de células de Langerhans Langerina+ em Lesoes
Escamosas Intra-epiteliais e invasoras em amostra controle. Expressao de Langerina
(verde) pela técnica de imunofluorescéncia. Controle negativo (A); B: NICI; C: NICII e
D: NICIII; E: Cancer. Nas lesdes de graus I, II e III, ha predominio de nucleos (vermelho)
de células com alteracdes nos tercos basal, médio e superior, respectivamente. Células de
Langerhans exibindo morfologia tipica sdo observadas em todas as amostras do epitélio
cervical, assim como nas massas tumorais de amostras de cancer Aumento 400x.
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NICIlI

Figura 7: Imagens representativas de células de Langerhans CDla+ em Lesoes
Escamosas Intra-epiteliais e amostra controle. Expressao de CD1a (verde) pela técnica
de imunofluorescéncia. Amostra controle negativo (A); B: NICI; C: NICII e D: NICIIL.
Células de Langerhans com prolongamentos tipicos e marcadas por CD1a sdo observadas
no epitélio sem alteracdes (A) ou apresentando Lesdes Intra-epiteliais de graus I (B), II
(C) e I (D). Aumento 400x.
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NICHI

Figura 8: Imagens representativas de células de Langerhans CD83+ em Lesoes
Escamosas Intra-epiteliais e em amostra controle. Expressdo de CD83 (verde) pela
técnica de imunofluorescéncia. Amostra controle negativo (A); B: NICI; C: NICII; D:
NICIII. Células de Langerhans maduras marcadas por CD83 e ricas em prolongamentos
sao observadas na regido basal (C) e supra basal (A a D) do epitélio escamoso. Aumento
400x.
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NORMAL

Figura 9: Imagens representativas de células imunocompetentes em Lesdes
Escamosas Intra-epiteliais e cincer e em amostras controles. CD4+: A-E; CD8+: F-
J; Granzima B+: K-O. Células positivas apresentam coloragcdo marrom e estdo presentes
no epitélio de amostras cervicais sem alteragdes (A, F, K), ou portadoras de Lesdes
Escamosas grau I (B, G, L), grau Il (C, H, M), grau III (D, I, N) e cancer (E, J, O). Os
nucleos foram contra-corados com Hematoxilina de Harris. Aumento de 400X.
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Como mencionado na se¢ao de Metodologia, devido a variacdo existente no
tamanho das areas de tecido presentes nas imagens digitalizadas para anéalise do nimero
de células marcadas por cada anticorpo especifico, um ajuste prévio do nimero de células
totais marcadas em cada amostra foi realizado, tomando-se como referéncia a menor area
do epitélio lesionado em cada amostra individual determinada pelos 7 marcadores
utilizados. Em seguida, os valores numéricos corrigidos foram utilizados para o calculo
da mediana do nimero de células positivas para os marcadores avaliados no grupo
controle e em cada grupo de lesdo distinto (NICI, NICII, NICIIT e CA), sendo esses
valores submetidos a analise estatistica (Tabelas 4 e 5).

Quando o niimero de células de Langerhans e linfocitos T encontrado no epitélio
das amostras cervicais dos grupos de lesaio HPV+ foi comparado com aquele observado
nas amostras controles, verificou-se aumento do numero das células de Langerhans
marcadas por S100, CDla e CD83 nos grupos de NIC e cancer, com maior aumento
dessas células nas amostras de NICI (S100+) e de NICII (células CDla e CD83+).
Entretanto, de maneira oposta, o numero de células Langerina positivas foi menor entre
os grupos de lesdo quando comparado ao controle, com maior reducdo das células
Langerina+ em amostras de NICII (Tabela 4). Observou-se maior nimero de células
CD4+, CD8+ e granzima B+ nos tecidos cervicais com lesdo em relagdo aos controles,
com maior aumento de linfocitos T CD4, CD8 e granzima B positivos em amostras de
NICIL

Em nosso estudo, ao compararmos o numero de células de Langerhans e linfécitos
T obtidos para cada marcador em cada categoria de lesdo de acordo com a gravidade da
lesdo, observou-se nas amostras HPV+ reducdo gradual do numero de células de
Langerhans de NICI—-NICII—-NICIII, com maior queda dessas cé¢lulas verificada em
amostras de NICII (células Langerina+) e NICIII (células S100+ ¢ CD1a+). Um pequeno
aumento no valor da mediana das células Langerina+ e S100+ foi observado no grupo de
cancer. De acordo com o grau de severidade das lesdes nas amostras do grupo HPV+,
verificou-se aumento das células CD4+, CD8+ e granzima B+ de NICI—NICII, seguida
de reducao significativa para NICIII (P <0,05). No entanto, observou-se uma queda
significativa de 62% no numero de células granzima B+ de NICIII—-CA (Tabela 4).

A analise da razao CD8/CD4 ¢ considerada um parametro adequado para avaliar-
se as caracteristicas da resposta imune. A andlise da razdo CD8/CD4 no epitélio de

amostras cervicais do grupo HPV+ com lesao intra-epitelial e cancer revelou um aumento
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dessa razdo em NICI e NICII quando comparado com valores de CD8/CD4 obtidos em

amostras normais ¢ nos demais grupos de lesdo (Tabela 5).

Tabela 4- Quantificacdo das células de Langerhans e subpopulag¢oes de linfécitos T no

grupo HPV+
Lang+ S100+ CDl1a+ CDS83+ Granz CD4 CDS8 CD8/CD4
8 6 2 0,70 0,30 2 7,50 1,47
Normal
9 [2,1-9,2] [2,15- [0,25- [0-4,35] [0-3,60] [0,40- [1,95- [0,5-
n:
35,75] 25] 3,10] 12,10] 3,75]
NICI 5,31 15,75 13,20 1,60 15,63 5,68 28,25 3,20
16 [0,47- [2,33- [4,2- [0,02- [2,48- [1,58- [14- [0,99-
n:
12,93] 25,25] 22,23] 5,17] 25,09] 49,20] ,53,78] 12,2]
3,10 12 14,60 6,50 25,60 10,60 52 6,67
NICII
19 [1,43- [6-20] [1- [0-17,7] [8,50- [4,5-30] [19,8- [3,66-
n:
16] 30,20] 47,20] 146] 11,56]
3,65 9,55 7,9 3,25 15,15 4,25 14,6 1,26
NICIII
18 [0,74- [3,62- [3,85- [0,30-5] [9- [1,82- [3,98- [0,81-
n:
9,65] 22,13] 17,85] 23,40] 11] 46,40] 4,17]
5 13 - - 5,71 4,17 19,11 2,60
CA [2-16] [6,55- - - [2,82- [1,09- [9,19- [1,41-
n=15 44] 13] 20,79] 61,05] 15,04]

*Valores da mediana (25%-75%) do niimero de células de Langerhans (Langerina +,
S100+, CDla+ e CD83+) e linfocitos T (CD8+, CD4+ e granzima B+), presentes no
epitélio de amostras cervicais sem alteracdes histopatologicas, ou apresentando Lesdes
Intra-epiteliais do tipo NICI, NICII, NICIII e em cancer.

A andlise comparativa da densidade de células de Langerhans e de linfocitos T
entre os grupos de amostras com Lesdo intra-epitelial e as amostras controles do grupo
HPV16/18+ demonstrou que tanto as células de Langerhans (S100+ e CD1a+) quanto os
linfécitos T (CD4+, CD8+ e granzima B+) estdo presentes em maior propor¢ao nas
lesdes, do que nas amostras sem alteracdes citopatoldgicas. Observou-se maior aumento
de células S100+ e granzima B+ em amostras de NICI. No entanto, maior densidade
decélulas dendriticas CD1a+ e de linfocitos T CD4+ e CD8+ foi verificada nas lesdes de

NICII (Tabela 5). Uma queda no nimero de células de Langerhans marcadas por CD83
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foi observada em pacientes portadoras de lesao NICI do grupo HPV16/18+ (Tabela 5,
Figura 11D).

Quanto a gravidade da lesdo, como observado para as células de Langerhans
S100+, houve um aumento no numero de CL Langerina+ em amostras de NICI com
redugdo gradual no nimero de células Langerina+ e S100+ de NICI->NICII—NICIII. No
entanto, verificou-se um crescimento na densidade de NICI— NICII seguido de queda
em NICIII de células de Langerhans CD1a e CD83 positivas. De forma similar, quando
a densidade de linfocitos foi comparada entre os grupos de lesdo, verificou-se aumento
de células CD4+ e CD8+ de NICI— NICII seguido de queda dessas células em NICIII
(Tabela 5).

A analise comparativa das razdes de CD8/CD4 observadas no epitélio de tecidos
sem alteracao ou naqueles apresentando Neoplasias Intra-epiteliais ou cancer revelou um
aumento na razao CD8/CD4 em tecidos de NICII e cancer, quando comparadas com

valores de CD8/CD4 obtidas em amostras normais ¢ NICI (Tabela 5).
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Tabela 5- Quantificacdo das células de Langerhans e subpopulagdes de linfécitos T no

grupo de amostras positivas para os HPVs 16 e/ ou 18.

Lang+ S100+ CDla+ CD83+  Granz CDh4 CDS8 CD8/C
D4
8 6 2 0,70 0,,30 2 7,50 1,47
Normal
9 [2,10- [2,15- [0,25- [0-4,35] [0-3,60] [0,40- [1,95- [0,50-
n:
19,20] 35,75] 25] 3,10] 12,10] 3,75]
8,2 22,70 5 0,43 19 19,80 27,70 1,45
NICI
s [3,8- [2,74- [3,23- [0,15- [0,96- [2,65- [8,58- [0,81-
n:
24.7] 55] 21,20] 21,60] 75] 99,85] 211,4] 5,13]
2,10 14,35 12,85 10,30 13,15 20,95 51,75 4,01
NICII
g [1- [6,07- [0,80- [1,25- [7,71- [4,05- [18,6- [1,6-7,7]
n:
14,10] 77,43] 33,80] 17,03] 36,18] 60,80] 218]
1,35 9,80 11,70 4,45 18,40 2,15 10,25 0,87
NICIII
10 [0-8,45] [2,82- [5,32- [2,25-6]  [10,30- [0,39- [3,98- [0,28-
n:
23,65] 19,93] 23-25] 10,13] 48,96] 22,5]
4 13,81 - - 4,39 3,56 37,90 6,93
CA [2-16] [8-44] - - [2,17-9] [0,95- [7,29- [1,81-
n=11 17,67] 96] 15,7]

*Valores da mediana (25%-75%) do niimero de células de Langerhans (Langerina+,
S100+, CDlat+ e CD83+) e linfocitos T (CD8+, CD4+, granzima B+) presentes no
epitélio de amostras cervicais sem alteragdes histopatoldgicas, ou apresentando Lesdes

Intra-epiteliais do tipo NICI, NICII, NICIII e cancer.
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5.3.3 ANALISE GLOBAL DO NUMERO DE CELULAS DE LANGERHANS NO
EPITELIO DE AMOSTRAS CERVICAIS

Ao compararmos o numero de células de Langerhans positivas para os quatro
marcadores utilizados, no epitélio das amostras cervicais de pacientes portadoras de NIC
e cancer, com o numero de CL presentes em tecidos sem alteracdes citopatoldgicas,
observou-se um aumento do niamero das células marcadas por S100, CD1a e CD83 no
epitélio das amostras portadoras de todos os graus de lesdo, em relagdo as amostras
controles (Fig.s 5, 9 e 10). Esse aumento foi observado em amostras provenientes dos
dois grupos estudados, grupo HPV+ (Tabela 4) e grupo HPV16/18+ (Tabela 5).

De forma contraria aos resultados acima descritos, verificou-se que o nimero de
células de Langerhans marcadas por Langerina (Fig.6) foi menor na maioria dos grupos
de lesdo e de cancer quando comparados as amostras controles, nos dois grupos
analisados (HPV+ e HPV16/18+) (Tabelas 4 e 5, Figura 10).

Quando o ntimero de células de Langerhans foi analisado de acordo com a
gravidade da lesao (NICI—>NICII—NICIII), observou-se uma queda gradual das células
marcadas por S100 e Langerina nos grupos HPV+ (Tabela 4 e figuras 10A, 10C) e
HPV16/18+ (Tabela 5, figuras 10B, 10D) nos grupos de lesao.

Destaca-se que no grupo de amostras HPV16/18+ verificou-se uma queda de
células Langerinat+ de aproximadamente 74% entre NICI-NICII e de 90% de
NICI->NICIII no grupo, embora essa reducdo ndo tenha alcancado significancia
estatistica (Tabelas 5, Figura 10D).

Contudo, observou-se um pequeno aumento no numero das células S100+ e
Lang+ nas amostras de NICIII para cancer nos dois grupos de estudo (Tabelas 5 ¢ 6).

Ao analisar a densidade de CL marcadas por CD83 de acordo com a gravidade da
lesdo constatou-se maior numero dessas células em lesdes de grau II para os dois grupos
estudados, HPV+ e HPV16/18+ (Tabelas 4 ¢ 5, figura 11C, 11D). Portanto, houve um
aumento de células de Langerhans maduras de NICI—-NICII associada a uma redugdo

superior a 50% no nimero dessas células em amostras de NICIII.
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Figura 10: Comparac¢io do numero de células de Langerhans em amostras cervicais.
Os graficos expressam os valores das medianas (25%-75%) do nimero de células de
Langerhans positivas para os marcadores S100 (A-B) e Langerina (C-D) no epitélio de
amostras cervicais HPV+ (A e C) e HPV16/18+ (B e D). (*) p <0,05. Escala: 0 a 300.
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5.3.4 ANALISE GLOBAL DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS NO
EPITELIO DE AMOSTRAS CERVICAIS

Nesse estudo ao realizar a analise do nimero de células T CD4+, CD8+ e
granzima-+ no epitélio de amostras de pacientes portadores de Lesdes intra-epiteliais e em
amostras com cancer cervical, em comparagdo com o numero dessas células verificado
em amostras controle, observou-se que ha um aumento na densidade dessas populacdes
em todos os graus de neoplasia cervical e de carcinoma. Este aumento foi observado em
amostras de lesao dos dois grupos estudados, HPV+ e HPV16/18+ (Tabelas 4 ¢ 5) e com
significancia estatistica para a maioria dos casos, como verificado nos graficos da Figura
12. Destaca-se o aumento de 85 vezes no nimero de células granzima B+ observado em
tecidos de NICII em pacientes do grupo HPV+ em relacdo ao grupo controle (Tabela 5,
Figura 12E).

Quando o namero de linfocitos T foi analisado de acordo com a gravidade da lesao
(NICI—>NICII-NICIII) observou-se um aumento na densidade de linfécitos CD4+ de
NICI—-NICII com posterior queda de linfocitos em NICIII, seguida de um leve aumento
nos grupos de cancer em ambos os grupos estudados, HPV+ ¢ HPV16/18+ (Tabelas 4 ¢
5, Figuras 12A, 12B). Destaca-se a reducao de células TCD4+ observada em amostras de
NICII—NICIII em pacientes dos grupos HPV+ (queda de 60%) e HPV16/18+ (queda de
89,7%) com P<0.05 (Fig.s 12A e 14B).

Ao realizarmos a comparagdo da densidade de linfocitos TCD8+ em graus
distintos de Neoplasia cervical e no carcinoma invasor, constatou-se acimulo de células
T CD8+ nas Neoplasias de grau II, em amostras provenientes tanto do grupo HPV+
quanto HPV16/18+ (Fig. 12C, 12D). Dessa forma, quando o nimero de linfocitos TCD8+
foi comparado de acordo com o grau da lesdo, observou-se um aumento no numero dessas
células de NICI— NICII e grande redugdo no nimero destas células em NICIII, seguido
de aumento dessa densidade em cancer. Observou-se uma queda, de aproximadamente,
80% no nimero de células TCD8+ entre NICII e NICIII, com significancia estatistica nos
grupos HPV+ (P=0.0023) e HPV1618+ (P=0.0266) (Tabelas 4 ¢ 5 e Figuras 12C, 12D).

A andlise de linfécitos granzima B+ (Fig. 12E-12F) no epitélio de amostras
cervicais, revelou que células granzB+ se encontravam predominantemente em lesoes do
tipo NICII em amostras provenientes de pacientes do grupo HPV+, e em lesdes de NICI
amostras do grupo HPV16/18+ (Tabelas 4 e 5). De acordo com a gravidade da lesdo, no
grupo HPV+, ocorreu um aumento de células expressando granzima b de NICI—NICII,

seguido de uma queda gradual no nimero dessas células de NICII-NICIII—CA valores
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que alcangaram significancia estatistica (Fig. 12E). No entanto, no grupo HPV16/18+,
observou-se maior densidade de células granzB+ em amostras de NICI, e, neste caso,
houve uma queda significativa no nimero dessas células de NICI—NICII, com niveis
similares do numero dessas células em NICI e NICIIL, seguida de uma queda de 76% no
valor da mediana entre NICIII-CA (P=0,0487) Tabela 5- Figural 2F.

Ao realizar a andlise comparativa das razdes CD8/CD4 no epitélio de amostras
cervicais, verificou-se maior razdo CD8/CD4 no grupo de lesdao de NICII, tanto no grupo
HPV+ como no grupo HPV16/18+, o que poderia estar associado ao elevado niumero de
células CD8+ observado nesse sitio cervical. Observou-se uma diminui¢do da razao
CD8/CD4 em NICII em comparagdo as demais amostras nos grupos HPV+ e
HPV16/18+, o que poderia indicar a redugdo de células CD8+ e/ ou CD4+ no epitélio de
NICIIIL.
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5.4 ANALISE DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS T NO EPITELIO E NO
ESTROMA DE AMOSTRAS CERVICAIS

Neste estudo, também foi analisado o nimero de células imunocompetentes nos
dois sitios distintos da cérvice uterina, no epitélio e no estroma. Para tal analise, foram
utilizadas 66 amostras da mucosa cervical, sendo 16 amostras categorizadas como NICI,
19 como NICII, 16 como NICIII, 15 amostras de cancer ¢ 10 amostras controles obtidas
de mulheres histerectomizadas nao apresentando alteragdes cervicais. De acordo com a
presenca do DNA viral, as 66 amostras foram divididas em 2 grupos: HPV+, que abrange
as amostras positivas para o DNA de qualquer tipo de HPV testado e HPV16/18+, que
engloba as amostras positivas para o DNA do HPV16 e/ou HPV18. Destaca-se que o
numero de amostras classificadas como NICI, II, III e céancer foi variavel nos dois

referidos grupos (Tabela 7 e 8; Tabela 2, Anexo 3).

5.4.1 DETECCAO DE HPV E GENOTIPAGEM

O DNA do HPV foi encontrado em 95% (63/66) das amostras portadoras de
alteragoes cervicais (Tabela 2, Anexo 3).

A deteccdo por PCR ou Hemi-nested PCR de fragmentos de DNA tipo-especificos
nas amostras de NICs ou cancer (n=66) revelou que o HPV16 foi o tipo mais prevalente
(22/66-42%), seguido pelo HPV3S (17/66-25%), HPV18 (12/66-18,2%) e HPV3l1
(11/66-16,6%) (Tabela 6 e Tabela 2, Anexo 3). Nas amostras de tecido analisados, o DNA
dos HPVs 52 e 58 foi encontrado em propor¢do similares (8/66-16,6%), bem como o
DNA do HPV33 (7/66-10,6%) e do HPV45 (5/66-7,57%).

Nas lesoes de NICI o HPV35 (5/16-31%) foi o mais prevalente, com os tipos 31
e 35 (4/16-25%) e 16/18 (3/16-18,7%) exibindo propor¢des semelhantes. Vinte e cinco
por cento das amostras do grupo NICI apresentaram positividade para dois ou mais tipos
de HPV. Maior positividade para o DNA do HPV16 (8/19-42%) foi observada entre as
amostras de NICII seguido do HPV52 (4/19-21%), o segundo mais frequente. Cinquenta
por cento (8/16) das pacientes com NICIII foram positivas para o DNA do HPV16, e
apresentaram frequéncias semelhantes do HPV18 e HPV35 (5/16-31,2%). Taxas de
prevaléncia mais baixas para os outros tipos de HPV de alto risco analisados, foram
observadas em amostras desse grupo de lesdo. Dez das 16 (62,5%) amostras de NICIII
foram infectadas com dois ou mais tipos de HPV, enquanto trés (18,7%) pacientes

apresentaram positividade para quatro tipos de HPV. Maior propor¢do das mulheres
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(9/15-60%) com cancer invasivo foi positiva para o DNA do HPV16, com prevaléncia
similar dos HPVs 31 e 35 (4/15-26%), seguido do HPV18 (3/15-20 %) o quarto tipo mais
prevalente (Tabela 6 e Tabela 2, Anexo 3).

Tabela 6- Porcentagem dos tipos de DNA do HPV encontrados em cada grupo de pacientes com
lesdo pré-neoplasicas e neoplasias do colo do atero: NICI, II, III e CA*Distribuicio e Tipagem de
DNA dos HPVs*

Grupos
(n=66) HPV16 HPVI8 HPV31 HPV33 HPV35 HPV45 HPV52  HPVSS
NICI 18,75%  18,75%  25% 25% 31,25%  25% 6,25% 6,25%
(n=16)
NICII 42% 5,26% 0 5,26% 10,52%  5,26% 21,05%  10,52%
(n=19)
NICIII 50% 31,25%  25% 6,25% 31,25% O 12,5% 12,5%
(n=16)
CA 60% 20% 26,6% 6,6% 26,6% 0 6,6% 20%
(n=15)

*NIC= Neoplasia intra-epitelial cervical, CA= Cancer cervical invasor.

5.4.2 SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS T EM AMOSTRAS
CERVICAIS

A Figura 13 apresenta imagens representativas de linfocitos T positivos para os
marcadores CD4, CDS e granzB.

Células T CD4+ positivas s3o observadas na cérvice normal (Fig.13A), porém
verifica-se maior numero dessas células no epitélio e no estroma de tecidos com lesao,
particularmente em amostras de NICI e cancer (Fig.13B e 13E).

Um grande numero de células CDS8 positivas foi observado nos dois sitios
cervicais sem alteragdes. Contudo, aumento expressivo de células T CD8+ foi observado
no epitélio de NICI (Fig.13 G) e no estroma de NICII (Fig.13H).

Maior densidade de células granzima B+ sdo observadas em no estroma de tecidos
com lesdo e amostras controle quando comparadas ao epitélio (Fig.13K- 130). Alteragdes
morfoldgicas sdo observadas nas células granzima B+ nos infiltrados inflamatérios:
células maiores sdo observadas no estroma de amostras controles (Fig.13K) enquanto
células bem menores sdo observadas no infiltrado inflamatoério de amostras de cancer

(Fig.130).
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Figura 13: Imagens representativas de células imunocompetentes no epitélio e no
estroma de amostras cervicais. Células positivas apresentam coloragdo marrom, e estao
presentes no epitélio e no estroma de amostras cervicais sem alteragdes (A,F,K) ou
naquelas portadoras de lesdes escamosas intra-epiteliais de graus I (B,G,L), II (C,H,M),
III (D,LN) e cancer (E,J,O). As imagens correspondentes as células CD4+ (A-E), CD8+
(F-J) e granzima B+ (K-O) sdo indicadas. Os nticleos foram contra-corados com
Hematoxilina de Harris. Aumento de 400X.
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5.4.3 SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS T NO COLO CERVICAL
NORMAL

Todas as densidades numéricas de células CD4+, CD8+ e granzima B+ por mm?
que foram expressas como mediana [25% -75 %], assim como os valores da razdo de
CD8/CD4 e da razao granzB/CD8 sdao mostrados nas Tabelas 7 e 8 para os grupos HPV+
e HPV16/18+, respectivamente.

A presenca de linfocitos T com reatividade para os anticorpos anti-CD4, anti-CD8
e anti-granzima B, foi demonstrada na cérvice de pacientes sem alteracdes
histopatologicas, com maior distribuicdo das subpopulagdes de células CD8+ e granzima
B+ no estroma de amostras controles (Fig. 13F e 13k). No estroma de amostras normais,
a densidade mediana de cé¢lulas CD8+ foi igual a 60 [13-91]/mm?, de células granzima
B+ foi de 33[19-50]/mm? e da razdo granzB+/CD8+ foi 0.73[0.37-1.53] (Tabela 7). A
densidade de linfécitos encontrados no epitélio foi menor quando comparado ao estroma,
com menor nimero de células CD8+ (10[3-15]/mm?) e granzima B+ (1.87[0-3]/mm?), e
com maior razao de granz/CD8 de (0.17 [0-0.31]) (Tabela 7). No entanto, essa diferenca
nao foi observada na distribuicao de células CD4 positivas entre o epitélio e o estroma de

amostras controle.

5.4.4 SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS EM TECIDOS CERVICAIS
DE PACIENTES DO GRUPO HPV+

Quando realizada a comparagdo entre o nimero das subpopulacdes de linfocitos
T presentes nos tecidos cervicais portadores de lesdo em relagdo as amostras controle,
observou-se que a densidade de células TCD4+ foi maior no epitélio de tecidos com
Lesdo Intra-epitelial e com cancer invasor do que no epitélio de amostras controle (Tabela
7; P<0.005 para NICII, NICIII e cancer). Maior densidade de células CD4+ foi observada
nas amostras de cancer invasivo (14[3.4-39]), quando comparado as amostras controles
(P<0.05) e as demais lesdes. Similarmente, no estroma das amostras cervicais do grupo
HPV+, o nimero de células TCD4+ foi maior nos grupos de NIC e cancer quando
comparadas as amostras de tecido normal (P<0.05). Verificou-se maior numero de
células TCD4+ no estroma de amostras de cancer (108[18-297]) quando comparado as
amostras sem alteracoes (3,24[0,93-4,72] — (Tabela 7, Fig.14B, P<0.05). Em relacao a

gravidade da lesdo, uma queda significativa de células CD4+ foi verificada de
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NICII—NICIII tanto no epitélio quanto no estroma, com um aumento de cinco vezes no
numero de linfocitos CD4+células positivas no estroma de amostras de NICIII em relagao
as amostras de cancer com P<0.05 (Fig.14A, 14B).

Observou-se maior numero de células TCD8+, no epitélio de todos os tipos de
lesdo intra-epitelial e cancer invasivo, quando comparado ao epitélio cervical de amostras
normais (Tabela 7, Figura 14E, P<0.05), com queda significativa na densidade dessas
células em lesdes de NICIII, acompanhada por um aumento relevante no niimero de
células TCD8+ em cancer (P<0.05). No estroma de amostras cervicais do grupo HPV+,
foi verificado aumento na densidade de células CD8+ nos tecidos displasicos e
neoplasicos, com aumento maior no niumero dessas cé¢lulas nas lesdes de NICII (449[147-
695]). Em relacdo a gravidade da lesdo, uma queda significativa de células CD8+ foi
observada entre as lesdes de NICII—-NICIII (168[59-278]/ mm?; P<0.05), assim como de
NICII para cancer (117[63-396]/ mm?; Figura 14F; P<0.05).

A andlise da razdo de CD8/CD4 tém sido realizada em alguns estudos, e ¢
considerada um parametro adequado para avaliar-se as caracteristicas da resposta imune.
A andlise da razdao CD8/CD4 no epitélio das amostras cervicais do grupo HPV+ com
lesdo intra-epitelail e cancer, revelou um aumento dessa razao em NICII e cancer quando
comparado com valores de CD8/CD4 obtidos em amostras normais e nos demais grupos
de lesdo. Valores elevados nas razdes de CD8/CD4 foram observados no estroma de
todos os tipos de NIC, em comparacao com tecidos normais e cancer, sendo o tltimo o
que apresentou a menor razao (Tabela 7).

Células granzima B positivas também foram encontrados no epitélio normal, mas
verificou-se aumento de seu numero de acordo com o grau da lesdo. Portanto, um
aumento notavel de células granzima B+ foi observado no epitélio de todas as categorias
NIC e cancer em relagdo as amostras controle (P<0,05). Destaca-se que, o nimero de
células granzima B+ foi significativamente maior no epitélio de amostras de NICII do
grupo HPV+ (38 [ 25-69 ]/ mm?; Figura 141; P <0,05) .

Como observado no epitélio, em comparacao com tecidos normais a densidade de
células granzima B+ foi maior no estroma de todos os tipos de NIC e cancer (P< 0,05),
com maior numero de células granzima B positivas no estroma de NICI (106 [ 44-198]/
mm? ; Fig.14I). Em amostras cervicais do grupo HPV+, observou-se uma diminui¢ao
significativa de células granzima B+ no estroma de ambos, NICIII (64[31-92]) e cancer

(4] 18-80]/ mm?) em relagao as amostras de NICI (Fig. 14J; P<0,05).
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A razdo de granzima B+/CD8+ ¢ um parametro que permite estimar a propor¢ao
relativa de células T citotoxicas no total da populagdo de células TCD8+. Os valores da
razdo granzima B/CDS8 observado no epitélio de todas as categorias de NIC e cancer
foram maiores do que o observado no epitélio normal, com maior razdo granzB/CD8
verificada em amostras de NICII (Tabela 7, P<0,05). O aumento no valor dessa razao em
amostras de NICII pode refletir o aumento de células granzima B+, ainda que na presenca
de elevado numero de células TCD8+. Além disso, uma redu¢do na razdo granzB/CDS8
foi observada em amostras de NICI e cancer do grupo HPV+, o que possivelmente poderia
ser devido a diminuig¢ao de células granzima B+ (Figural4l) e / ou ao aumento de células
T CD8+ (Figural4E).

A analise da razao de granzima B/CD8 no estroma das amostras cervicais normais
e alteradas indicou reducdo dessa razao em amostras de NICI e NICII no grupo HPV+
(Tabela 7). Esses achados poderiam estar associados com o aumento das células CD8+,
observado em ambas lesdes displasicas (Fig.14F), apesar do alto nimero de células

granzB+ observado no estroma de NICI e NICII (Fig. 14J).
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Tabela 7: Quantificaciao das subpopulacées de linfocitos T no grupo de amostras positivas

para HPV*
Amostras Densidade Celular (cels/mm?) CDS8/CD4 Granz/CD8
CD4+ CD8+ Granz B+ razio razio
Normal Estroma 3,24 60,55 333 11,60 0,73
[0,93-4,72] [13,13-91,73] [19,7-50,28] [5,80-28,9] [0,37-1,53]
(n=10) Epitélio 3,03 10,50 1,87 1,66 0,17
[1,9-5,2] [3-15,6] [0-3,93] [0,29-3,68] [0-0,31]
NICI Estroma 59,75 2122 106,6 2,89 0,57
[6,25-208,5] [84,5-485,3] [44,4-198,/4] [1,13-4,34] [0,27-0,99]
(n=16) Epitélio 13,35 61,35 17,40 1,59 0,27
[3,4-69,5] [28,5-108,6]  [6,7-34,73] [0,58-5,58] [0,08-1,83]
NICII Estroma 85,3 449 97,50 3,51 0,43
[22-266] [147,9-695,4] [60,8-165,7] [1,7-13,21] [0,10-0,68]
(n=19) Epitélio 13 52 38,80 6,7 0,74
[4,5-29,9] [21,7-207,7] [25-69] [3,11-11,61] [0,16-3,93]
NICIII Estroma 21 168,8 64,4 5,35 0,33
[7,4-84,6] [59,75-278,9] [31,18-92,75] [0,89-18,80] [0,16-1,47]
(n=16) Epitélio 8,54 28,5 21,20 2,10 0,59
[2,9-14,9] [11,2-50,25]  [13,7-44,15] [0,85-4,52] [0,13-1,83]
CA Estroma 108,7 117,9 52,42 1,37 0,36
[18,53-297] [63-396,5] [18-82,25] [1-3,28] [0,13-0,67]
(n=15) Epitélio 14,56 60 13,28 6,82 0,31
[3,4-39] [37,9-120,6] [5-34,86] [1,81-15,77] [0,04-0,74]

* Valores da mediana (25% - 75%) do numero de linfécitos T (CD8+, CD4+, Granzima
B+) presentes no epitélio e no estroma de amostras cervicais sem alteragdes
histopatologicas, ou portadoras de lesdes intra-epiteliais do tipo NICI, NICII, NICIII e
cancer.

5.4.5 SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS EM TECIDOS CERVICAIS
DE PACIENTES DO GRUPO HPV16/18+

O resultado da andlise do namero de células CD4+, CD8+ e granzB+ no epitélio
e no estroma de tecidos com NIC e cancer de pacientes portadores do DNA do HPV16,
HPV18 ou ambos os tipos sao mostradas na Tabela 8 e Figura 14 (CD4: 14C,D; CDS8:
14G,H; granzB: 14K,L).

Um aumento na densidade de células TCD4+ foi observado no epitélio de todos
os tipos de tecidos com lesdes pré-invasivas e cancer. A densidade dessas células foi
maior no epitélio de NICI nas amostras do grupo HPV16/18+ (58[10-232]/mm?) em
relacdo ao niumero de células CD4+ encontrados no epitélio da cérvice normal (3,03[1,9-

5,2]/mm?]) e de outros tecidos com NIC (Tabela 8, Fig.14C). Além disso, verificou-se
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uma diminui¢do de 88% na frequéncia de células CD4+ em NICIII, quando comparado
com NICI (Fig.14C; P < 0,05).

Em concordancia com os resultados obtidos no epitélio, observou-se que a
densidade dessas células foi radicalmente aumentada dentro do estroma de NICI, no
grupo HPV16/18 (219[48-371]/mm?), quando comparada com a densidade de células
CD4+ presentes no estroma normal (3,24[0,93-4,72] / mm? - P <0,05) e em NICII, NICIII
e cancer (Fig.14D). Como observado no epitélio, foi verificada uma redugdo semelhante
de células CD4+ no estroma quando comparadas a amostras com NICI e NICIII, embora
essa reducdo nao tenha alcangado significancia estatistica. No entanto, houve um aumento
significativo de células CD4+ de NICIII—CA nas amostras do grupo HPV16/18+
(Fig.14D; P < 0,05).

A analise comparativa do numero de células TCD8+ presentes no epitélio de
tecidos normais, com aqueles encontrados em tecidos displasicos e em amostras de cancer
cervical, revelou numeros elevados de células TCD8+ em todos os tecidos de pacientes
com alteragdes cervicais. Este aumento de células CD8+, foi particularmente notado no
epitélio de NICII do grupo HPV16/18+ (148[23-340]/mm?), quando comparado com
amostras da cérvice normal (10[3-15]/mm?) e com outros tecidos com NIC (Fig.14G; P
< 0,05).

No entanto, nas amostras do grupo HPV16/18+ houve um declinio no niimero de
células CD8+ no epitélio de NICIII em relagdo ao epitélio de NICII, com uma redugao de
aproximadamente 90% na densidade dessas células (14[10-34] mm?) (Tabela 8,
Figural4G; P <0,05). Observou-se, também, um aumento no numero de células CD8+ no
estroma de NICII (418[129-1035]/mm?) quando comparado com o niimero de TCDS8
observado no estroma das amostras normais (60[13-91]/ mm?) e de outras lesdes com
NIC (Fig.14H; P < 0,005).

A analise comparativa das razdes de CD8/CD4 observadas no epitélio de tecidos
sem alteragdo ou naqueles apresentando lesdes displasica ou neoplasica revelou um
aumento na razdao CD8/CD4 em tecidos de NICII e cincer. O aumento observado em
tecidos de NICII pode estar associado tanto com a redugdo das células CD4+ quanto com
um aumento de células T CD8+ (Fig.s 14C e 14G). Uma diminuicao notavel da razao
CD8/CD4 foi observada em NICIII em relagdo a todos os grupos analisados, o que
poderia indicar a reducdo de células CD8+ e/ ou CD4+ no epitélio de NICIII (Tabela 8,
Figs.14C e 14G).
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Verificou-se um aumento significativo na razao CD8/CD4 no estroma de NICII
das amostras pertencentes ao grupo HPV16/18+, que poderia estar associado ao elevado
nimero de células CD8+ observado neste sitio cervical (Tabela 8; Figural4H).
Curiosamente, uma redugdo significativa da razdo CD8/CD4 em comparagdo com o
estroma normal foi observada nas amostras de cancer (Fig.14D e 14H)

Ao realizar a comparacdo do numero de células granzima B+ em amostras do
grupo HPV16/18+ observou-se um aumento significativo no niimero dessas células no
epitélio das lesdes de NIC e de cancer invasor, em comparagcdo com amostras normais
(P<0,05). Como observado no epitélio das amostras do grupo HPV+, este aumento foi
maior em NICII (48,8] 9.37108.8]/mm?) e acompanhado da diminui¢do das células
granzima B+ em NICIII (Tabela 10, Figural4K). Uma reducdo de células granzima B+
foi observada no estroma das amostras de cancer no grupo HPV16/18+, quando
comparadas com aquelas presentes em tecidos de NICIII (91[38,5-107]; Figural4L).

A razdo de granzB+/CD8+ mostrou-se maior no epitélio das lesdes de NICIII no
grupo HPV16/18+ (1,21[0,09-1,88]); (P<0,05), o que provavelmente reflete um aumento
de células granzima B+, associado a um declinio no nimero de células T CD8+ (Figs.
14G e 14K). Além disso, a razao granzB/CDS8 no epitélio mostrou-se reduzida em
amostras de NICI e cancer, o que provavelmente poderia ser devido a diminui¢ao de
células granzima B+ (Fig.14K) e / ou a um aumento de células T CD8+ (Fig. 14G).

A analise comparativa das razdes granzB+/CD8+ no estroma de tecidos sem
alteracdo ou apresentando lesdes intra-epiteliais ou neoplasicas revelou uma redugao
nessa razdo em amostras de tecidos com NICI e NICII no grupo HPV16/18+ (Tabela 8).
Essa redu¢@o pode estar associada com o aumento das células CD8+ observado nas lesdes
displasicas (Fig.14H), apesar do elevado niimero de células granzB+ no estroma de

tecidos com NICI e com NICII (Fig. 14L).

83



Tabela 8: Quantificacdo das Subpopula¢oes de Linfocitos T no Grupo de amostras
positivas para HPV16 e ou HPV18

Amostras Densidade Celular (cels/mm?) CDS8/CD4 Granz/CD8
CD4+ CD8+ Granz B+ razio razio
Normal Estroma 3,24 60,55 33,3 11,60 0,73
[0,93-4,72] [13,13-1,73] [19,7-50,28]  [5,8-28,96] [0,37-1,53]
(n=10) Epitélio 3,03 10,50 1,87 1,66 0,17
[1,9-5,2] [3-15,6] [0-3,93] [0,29-3,68] [0-0,31]
NICI Estroma 219 343 175,7 3,58 0,38
[48,8-371,5] [174-1310] [71,4-41,50] [2,11-27,50] [0,17-0,65]
(n=5) Epitélio 58 73,60 19 1,43 0,10
[10,77-32,9] [20,7-273,6] [2,2-79,20] [0,87-5,13] [0,03-2,40]
NICII Estroma 192 418.,5 69,60 3,25 0,11
[34,75-38,2] [129,2-1035] [42,50-6,18] [1,35-11,33] [0,07-0,34]
(n=8) Epitélio 28 148 48,85 49 0,51
[3-69,20] [23,3-340,5] [9,37-108,8] [1,6-13,61] [0,06-3,59]
NICII Estroma 13 138 91 5,58 0,66
[4,3-85,40] [53-258] [38,50-107] [1,67-40,97] [0,16-1,66]
(n=7) Epitélio 6,96 14 22,60 0,98 1,21
[0,36-14,9] [10-34,6] [17-59] [0-4,97] [0,09-1,88]
CA Estroma 163 206 44 1,44 0,36
[16,49-297] 67,59-396,5] [18-80] [1,11-5,49] [0,04-0,45]
(n=11) Epitélio 9,77 60 9 6,9 0,23

[3,44-293]  [44-174,7] [5-16,75]  [2,04-17.88]  [0,02-0,34]

*Valores da mediana (25% - 75%) do niimero de linfocitos T (CD8+, CD4+, granzima

B+) presentes no epitélio e no estroma de amostras cervicais sem alteragdes
histopatologicas, ou portadoras de lesdes intra-epiteliais tipo NICI, NICII, NICIII e de
cancer.

84



CD4* cels/mm?

CD4* cels/mm?

CD4* cels/mm?

CD4* cels/mm?

15001

1000

a
[=3
?

NORMAL NICI

CD8+ cels/mm?

NICIl  NICll CA

NORMAL NICI

NORMAL NiICI

CD8+ cels/mm?

NICII  NIClll CA

CD8+ cels/mm?

NICIl  NICllI CA

CD8+ cels/mm?

BB

NORMAL NICI

NICII  NiICHI

1500+

1000+

500

400+
3004
2004
1004

15001
14004
13004
12004
11004

1000--

600-
4004
2004

15004

10004

500

400
3004
2004
1004

15004

10004

500+

NORMAL CINI

NORMAL NICI

NICII  NICIll CA

*

ML

NORMAL MCI

NICH NICHI

NORMAL NiICI

NICII  NICIlI CA

— T

CINIl CINII CA

Granzima B+ cels/mm? Granzima B+ cels/mm? Granzima B+ cels/mm?

GranzimaB+ cels/mm?

1500+

10004

500

150

1004
50

- L

1500+

1000+

500-

300-

200
1004
0

NORMAL MCI

NICH NICHI

o | F¥-

1500+

10004

500

150

1004

NORMAL NICI NICII NICIII

1500
13501
1200
1050
900
750
6001
500
400-
3004
2004
100-

NORMAL NICI NICII  NICIl CA

0_

NORMAL MCI

.

NICH

1
NICIII

CA

Figura 14: Comparacio do numero de linfocitos T CD4+, TCD8+ e granzima B+ em
amostras cervicais. Os graficos expressam valores da mediana (25% - 75%) do nimero
de linfocitos TC4+ no epitélio (A, C) e no estroma (B, D); de linfocitos TCD8+ no epitélio
(E, G) e no estroma (F, H); de linfoécitos granzima B+ no epitélio (I, K) e no estroma (J,
L) de amostras provenientes dos grupos HPV+ (1% € 2% linha) e HPV16/18+ (3% e 4* linha).
(*) P <0,05. Escala: 0 a 1500.
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6. DISCUSSAO

O papilomavirus humano (HPV) ¢ o principal agente causador do cancer cervical
e de suas lesdes precursoras, sendo que na maioria dos casos, a infec¢ao por esse patdgeno
¢ eliminada apds a ativagdo da resposta imune. Contudo, ocasionalmente, as lesdes
cervicais ndo regridem e a progressao maligna da doenga pode avancar, seguir sob
condi¢des apropriadas. Assim, a infec¢do viral persistente € necessaria para a progressao
neoplasica e a falha da eliminagdo viral ¢ atribuida a uma deficiéncia na resposta imune.
As células de Langerhans tém-se mostrado as células dendriticas responsaveis pelas
fungdes de reconhecimento, processamento e apresentacdo de antigeno em mucosas,
incluindo a cervical. Tais células constituem requerimento absoluto para que os
Linfocitos T CD4+ e CD8+ possam eficientemente desempenhar as suas fungdes efetoras.

Escassos estudos foram direcionados a andlise da densidade de CL em amostras
cervicais considerando-se a presenca da infeccao pelo HPV ou de seus tipos de alto-risco,
especialmente utilizando-se técnicas moleculares mais sensiveis para realizacdo da
tipagem viral. No presente estudo observou-se queda no nimero de CL Langerina+ e
aumento de CL marcadas por S100, CD1a e CD83 em lesdes cervicais apresentando os
HPVs 16 e 18, assim como naquelas portadoras de sete tipos virais oncogénicos em
comparag¢do as amostras sem alteragdes histopatologicas.

A grande maioria dos estudos verificou redu¢do da densidade de CL em amostras
cervicais de graus distintos de NIC ou de carcinoma que foram positivas a infec¢ao pelo
HPV, detectada por critérios morfoldgicos (presenga de coildcitos) ou moleculares
(detecgdo de antigenos ou do DNA do HPV). Algumas hip6teses foram consideradas para
a queda no nimero dessas células, como: (i) efeito citopatico do HPV sobre as CL,
argumento esse baseado na verificacdo de profundas alteracdes morfoldgicas em CL
presentes em lesdes positivas ao HPV e na presenca de coildcitos que seriam resultantes
da replicacdo viral; (ii) efeito na maturacdo de queratindcitos que resultaria na alteragdo
da expressdo de moléculas de superficie (como ICAMs, CD40, E-caderina, vimentina e
filarina,). Foi proposto que alteracdes na expressao de antigenos de células epiteliais
poderia acarretar em bloqueio ou redugao da passagem de CL pelo epitélio ou de seus
precursores originados de fontes proximas; (iii) efeito na producdo por queratinocitos de
citocinas e quimiocinas envolvidas na diferenciagdo, na ativagdo e na migracao de CL,

ou ainda no recrutamento de seus precursores mieloides. Essa hipotese foi baseada na
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reconhecida reducao na expressao tanto in vivo (mMRNA) quanto in vitro de citocinas e
quimiocinas (como GM-CSF, TNF alfa, interleucinas, MIP3a, MCP1, entre inimeras
outras), verificadas em queratindcitos transfectados com oncoproteinas virais (E6 e E7 de
HPVs de alto-risco) e linhagens celulares de carcinoma cervical (Hela, Siha, CasKi).

Poucos trabalhos avaliaram a densidade de células de Langerhans em amostras
cervicais considerando-se a presenca nessas lesdes de tipos especificos do HPV ou
mesmo o nimero de copias do genoma viral presente (HAWTHORN et al., 1988; VIAC
et al., 1990; MORELLI et al., 1993a, b; AH-SALEH et al., 1995; FLORES et al., 2006).
Em um desses estudos, observou-se redu¢cdo do nimero de CL em amostras portadoras
dos HPVs 16 e 18, com maior redugdo verificada em amostras apresentando elevado
numero de copias do HPV16 (HAWTHORN et al., 1988). Os autores sugeriram que a
presenca da infeccao ativa pelo virus, alteraria a expressao de moléculas da superficie de
queratinocitos, que resultaria na reducdo da passagem ou aumento de velocidade de
evasdo das CL através do epitélio. A reducdo na produgdo de GM-CSF por queratinocitos,
citocina indutora da diferenciacdo de CL, também foi considerada, sendo proposta pelos
autores alteracdo na maturacdo e na migragao de células de Langerhans.

Como anteriormente mencionado, resultados conflitantes foram observados em
estudos dedicados a andlise da densidade de CL em neoplasias intra-epiteliais cervicais e
no cancer em comparagdo as amostras controle, sendo verificada redugdo dessas células
em trabalhos baseados na marcacao dessas células por S100 (TAY et al, 1987a; AL-
SALEH et al., 1995; CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et al., 2004; NADALIS et al,
2007), anti-CD1a (TAY et al., 1987a; HAWTHORN et al., 1988; HUGHES et al., 1988;
VIAC et al., 1990; MORELLI et al., 1992 e 1993; CONNOR et al., 1999; MOTTA et al.,
1999; FLORES et al., 2006; HAYATI & ZULLKARNAEN et al, 2007) e anti-
Langerina (FLORES et al., 2006).

Contudo, em comparagdo a amostras de tecido sem alteragdes, um aumento no
nimero de células de Langerhans foi observado em amostras de tecidos cervicais
provenientes de pacientes portadoras de graus variados de NIC e carcinoma (MORRIS et
al., 1983; CAORSI et al., 1986; McARDLE et al., 1986; HACHISUGA ef al., 1989 e
2001; XIE et al., 1990; TAKEHARA et al., 1996; ABDOU et al., 1999; GIANNINI et
al., 2002; CAMPANER et al., 2007; HAYATTI et al.,2007). Esses autores consideraram
que o aumento observado poderia ser ocasionado por: (i) desenvolvimento de uma
resposta imune direcionada as células alteradas visando conter a progressao do processo

neoplésico; (i1) elevacao da taxa de migracao de precursores de CL da medula 6ssea; (iii)
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aumento de proliferagdo de CL ja existentes; (iv) aumento do tempo de retencao de CL
por periodos mais longos do que os observados em CL em migragdo no tecido normal
(MORRIS et al., 1983; CAORSI et al., 1986; McARDLE et al., 1986; HACHISUGA et
al, 1989 e 2001; XIE et al., 1990; TAKEHARA et al., 1996; ABDOU et al., 1999;
GIANNINTI et al., 2002; CAMPANER et al., 2007, HAYATI et al.,2007).

Em nosso estudo verificou-se elevagdo na densidade de CL marcadas por S100 e
Langerina em lesdes portadoras de HPVs de alto-risco com maior aumento observado em
NICI, enquanto que marcante aumento no nimero de CL marcadas por CD1a e CD83 foi
observado em amostras de NICII.

Associagdo significativa entre o numero de células imunocompetentes e o grau da
NIC tem sido demonstrada em alguns estudos, indicando que a resposta imune no epitélio
€ no estroma cervicais consiste em um fator chave para a regressao ou progressao das
lesoes (TAKEHARA et al., 1996; MONNIER-BENOIT et al., 2006; MALUF et al.,
2008).

A progressao da neoplasia intra-epitelial cervical estd diretamente relacionada ao
curso ou a persisténcia da infeccdo pelo HPV, que depende de um equilibrio entre os
fatores virais (como os genotipos de HPV e a carga viral) e determinantes humanos, tais
como aspectos genéticos e imunologicos (KASAP et al.,, 2011; HIBMA et al., 2014).
Apds a captura e processamento eficientes de antigenos de HPV, as células de
Langerhans, células dendriticas epiteliais responsaveis pelo recrutamento e ativacao de
linfécitos T CD4/CD8 (TINDLE et al., 2002; SCHUUHUIS et al., 2006), desencadeiam
o inicio da fase efetora da resposta imune (RI) para controlar de forma eficaz a progressao
da lesdo e da infeccdo por HPV (MERAD et al., 2008). Nos ultimos 30 anos, estudos
sobre o esclarecimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle desses
eventos cervicais foram principalmente direcionados a resposta imune inata (revisao em
TINDLE et al., 2002; SCHUUHUIS ef al., 2006; MERAD et al., 2008).

Nosso estudo teve como um dos objetivos caracterizar o nimero e a proporcao de
células T presentes em ambos sitios cervicais de amostras de tecidos pré-invasores e
invasores, obtidos de pacientes portadoras do DNA de HPVs de alto risco, em
comparacdo a distribui¢do das subpopulacdes de linfocitos T em tecidos cervicais
saudaveis. Além disso, foi realizada uma analise morfométrica das células CD4, CDS8 e
granzima B em toda a 4rea lesionada do epitélio, além dos linfocitos presentes nos
infiltrados inflamatérios do estroma adjacente as lesdes epiteliais e as areas de invasao.

Segundo o nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a avaliar toda a extensao da area
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lesionada de tecidos de NIC, em comparacao a estudos anteriores que analisaram um
nimero fixo de areas intra-epiteliais. Além disso, a abordagem metodologica aqui
utilizada tem vantagens sobre outros métodos menos quantitativos pela sua relevancia
universal, tornando possivel realizar comparag¢des com resultados obtidos de estudos que
avaliaram amostras de tecidos de outras populacdes (KOBAYASHI ef al, 2004;
MONNIER-BENOIT et al., 2006; WOO et al., 2008).

Os dados obtidos nesse estudo mostraram que os linfocitos T (especialmente
células CD8+ e granzima B+) foram localizados principalmente no estroma e, em menor
escala, no interior do epitélio de amostras normais. Estes dados sdo consistentes com um
estudo imunohistoquimico que avaliou a distribuicdo de linfécitos T em um grande
numero de amostras de tecido do colo uterino sem anormalidades citoldgicas (POPPE et
al., 1998). A presenca abundante de cé¢lulas T CD8+, no epitélio cervical normal sugere
que o colo do utero, assim como a mucosa do intestino, ¢ protegido por um grupo
especifico de linfécitos intra-epiteliais residentes (POPPE et al., 1998; HAYDAY et al.,
2001; SHALE et al, 2013).

Observou-se em nosso estudo um aumento do numero de células CD4+ em
amostras de NICI no grupo HPV+, mas especialmente no grupo HPV16/18+, tanto no
epitélio como no estroma. Portanto, sugere-se que o surgimento das células T CD4+ nos
estagios iniciais da infec¢do por HPV, na presenca de alteracdes celulares de baixo grau,
poderia assegurar a presenca precoce de células efetoras para a eliminacdo do virus
(revisdo em STANLEY et al., 2012). Estudos in vitro, que avaliaram a presencga de
linfécitos T especificos para HPV em sangue periférico (PBL) também sugerem que as
células T Helper desempenham um papel central no controle da infeccao por HPV, tanto
na regressao da doenga quanto na eliminacdo do virus (KADISH et al., 2002; HONG et
al., 2004; SERESINI et al., 2007; Kim et al., 2012). Em alguns estudos, foi observado
um numero elevado de células CD4 + tanto no epitélio quanto no estroma de verrugas
(COLLEMAN et al., 1994) e lesdes displasicas (EDWARDS et al., 1995; TAKEHARA
et al., 1996; MONNIER-BENOIT et al., 2006; ORIGONI ef al., 2013) com capacidade

de regressao.

Em nosso estudo foi observado um aumento de células T CD4+ tanto no epitélio

quanto no estroma de amostras cancer invasivo no grupo HPV+(P < 0,05). Alguns

89



estudos foram baseados na analise quantitativa de células TCD4+ de sangue periférico,
naturalmente isoladas (SPIVACK et al., 1999; DAS et al., 2001) ou estimuladas in vitro
(KADISH et al., 2002; JONG et al., 2004), de pacientes com NIC e cancer cervical. Uma
diminui¢do significativa de células TCD4+ de sangue periférico foi verificada em
pacientes com NICs associadas ao HPV (Spivack et al., 1999), e em lesoes de NIC e
cancer invasor (KADISH et al., 2002; JONG et al., 2004, DAS et al., 2007). Em pacientes
imunossuprimidos (MAIRMAN et al., 1993), esta grave reducdo de células TCD4+
periféricos apoia o conceito de deficiéncia na imunidade mediada por células. Em
consequéncia, taxas elevadas de prevaléncia de lesdes persistentes associadas com varios
tipos de HPV, e apresentando maior potencial de progressao para lesdes mais severas tém
sido observadas em pacientes com imunodeficiéncia de células CD4+ (revisdo em
FERENCZY et al., 2003; PALEFSKY et al., 2003; DENNY et al, 2012). Porém, a
diminui¢do de células T CD4+ circulantes, verificada em varios estudos em mulheres
imunocompetentes com lesdes pré-invasivas ou invasivas, pode estar possivelmente,
relacionada com o recrutamento de células T auxiliares a partir do sangue aos sitios

cervicais afetados (HAYDAY et al., 2001; TINDLE et al., 2002).

Um elevado ntimero de linfocitos CD8+ foi observado em todos os tipos de lesdes
de NIC, como descrito em estudo recente (BEDOYA et al., 2013), mas um numero
elevado de células CD8+ infiltradas foi especialmente observado no estroma de NICII,
nos grupos HPV+ e HPV16/18+. N6s consideramos, esse achado um dos relevantes do
nosso estudo, uma vez que esse dado sugere, fortemente, que o recrutamento de células
T CD8+ ocorre no estroma de pacientes com NIC, possivelmente, para controlar os
eventos celulares que promovem alteragdes celulares no epitélio lesionado,
interrompendo deste modo a progressao de NICII para lesdes mais graves (ZUR-

HAUSEN, 2002).

Estes dados sdo particularmente, importantes no contexto da implementacao de
estratégias de vacina contra o HPV. Duas vacinas profilaticas, seguras e altamente
eficazes, sdo disponiveis atualmente contra 0 HPV, uma bivalente (CervarixTM ) e uma
quadrivalente (Gardasil ®), sendo consideradas a intervengdo mais eficaz para controlar
a infecgdo pelo HPV e o cancer cervical, particularmente nos paises em desenvolvimento
(DE VICENZO et al., 2014). Acima de 100 paises ja detiveram a licenca destas vacinas,
e alguns ja as incluiram nos seus Programas Nacionais de Imuniza¢do (VILLA et al.,

2006). Apds obtido licenca para utilizacdo de ambas vacinas desde Junho de 2011, o
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Brasil introduziu em seu programa de vacinacao, a vacina tetravalente com o objetivo de
alcangar o lancamento nacional da vacinacdo pelo HPV até 2014 (SERRANO et al.,
2014). Essas vacinas devem oferecer prote¢do a longo prazo, as mulheres que
permanecem, por longos periodos, sob risco de infeccao pelo HPV (VILLA et al., 2006;
HARPER et al., 2009). Além disso, para proporcionar protecdo contra novas infecgdes
por HPV, o parametro mais importante para a avaliacdo da eficacia da vacina a longo
prazo em programas de vacina¢do implementados em todo o mundo, ¢ a eficiéncia da
vacina em evitar ou minimizar o ocorréncia de lesdes do tipo NICII, que ¢ considerada
a fase pré-neoplasica limite para ser monitorada em participantes de programas de
vacina¢do acompanhadas por estudos longitudinais (follow-up) de longo prazo (HARPER
etal.,, 2009; NAUD et al., 2014; SERRANO et al., 2014). Neste contexto € com base em
nossos resultados, a lesdo de NICII pode ser considerada como uma etapa importante e
limite de progressao neoplasica, para a qual a RI cervical esta provavelmente dirigida
durante as etapas intra-epiteliais de transformacao maligna que ocorrem no colo do utero.
Para reforcar a nossa hipdtese, obervou-se nesse estudo um aumento significativo de
células CD8+ em tecidos com NICII, enquanto uma grave reducao de células T CD8+,
simultaneamente a deplecdo de células T CD4+, foi verificado a partir de lesdes de
NICIIIL. Além disso, uma clevada densidade de células T CD8+ foi observada em ambos
os sitios (epitélio e estroma) do colo do utero em amostras de cancer, em ambos 0s grupos

de HPV.

O primeiro estudo in vitro, desenvolvido para caracterizar fenotipicamente
linfocitos infiltrantes de tumor (TILs- Tumor infiltrating lymphocytes), isolados a partir
de biopsias de carcinoma de células escamosas (CCE) demonstrou que a populagdo de
TILs predominantes nesses estudos eram de células T CD8+ exibindo capacidade
citotoxica contra linhagens celulares transformadas (i.e. células CaSki) (GOSH et al.,
1992). Experimentos de caracterizacdo fenotipica das subpopulacdes de tILs originados
de pacientes com NIC (BELL, et al, 1995), ou de TILs de pacientes com
adenocarcinoma (Shew et al., 1999) e CCE (SHEW et al., 1999;. SANTIN et al., 2001),
demostraram uma reducdo de células T CD4+, acompanhados por um aumento intenso
no numero total de células T e de linfécitos TCD8+. Além disso, alteragdes nos
parametros imunologicos de subpopulagdes de TILs foram mais drasticamente
observadas em tumores volumosos ¢ metastaticos, sendo esses parametros considerados

associados com a progressao do CCE (SHEW et al,, 1999).
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Outros estudos in vitro demonstraram que células TCD4+ e TCD8+ isoladas de
pacientes portadores de NIC e CCE eram capazes de reagir contra peptideos E6 ¢ E7 do
HPV16 (EVANS et al., 1997, NAKAGAWA et al., 2000 e 2012; KADISH et al., 2002,
KIM et al., 2012) e E6 doHPV 18 (SERISINI et al., 2007). Além disso, t/Ls CD4+ e CD8+
foram isoladas com sucesso de lesdes de NIC (BELL et al., 1995; EVANS et al., 1997;
TRIMBLE et al., 2010) de bidpsias de CCE (GOSH et al., 1992; EVANS et al., 1997,
SHEW et al., 1997). Analises fenotipicas de linfocitos T antigeno-especificos para o
peptideo E7 do HPV16 que foram isolados de sangue periférico (PBL), de linfonodos
adjacentes de tumores cervicais (LNL, Lymph-node Lymphocytes) e de tecidos cervicais
de 35 pacientes com estagios IB a IIA de CCE, revelaram que uma maior propor¢do de
TILs CD4+ e CD8+ expressavam IL2 e IFN-y sob estimulo com os péptideos E7 do
HPV16, em comparagdo com a expressao verificada em LNDs e PBLs. Baixas
porcentagens de células T IL4+ foram detectadas apenas em PBLs de pacientes com CCE
(SANTIN et al, 2001). Em outro estudo observou-se que subpopulagdes de células
TCD4+ de PBL isolados de pacientes com lesdo de alto grau produziram a mistura de
citocinas Thl e Th2, quando estimulados in vitro com peptidos E6 do HPV18. Além
disso, a quantidade de IFN-y produzido pelas células T CD4+ isoladas de PBL poderia
proteger contra a persisténcia da infeccdo e/ou a recidiva da doenga apos cirurgia

(SERESINI et al., 2007).

Poucos estudos se dedicaram a explorar a resposta imune mediada por células no
contexto da infec¢do pelo HPV (BONTKES ET AL., 1997; MONNIER-BENOIT et al.,
2006; ALVES et al., 2010). Portanto, nosso estudo teve como um dos objetivos
caracterizar o nimero de células T CD4+, CD8+ e granzima B+, assim como as razdes
entre essas populagdes em amostras de NIC e cancer positivas para (i) o DNA dos HPVs
16 e 18, que sdo considerados responsaveis pela ocorréncia de quase 70% das lesdes de
NIC e 95% de cancer invasivo (ZUR-HAUSEN 2009; GARCIA-SPINOZA et al., 2012),
e para os quais as vacinas monovalente e bivalente sdo direcionadas (HARPER et al,,
2009), e para (ii) os sete tipos mais prevalentes de HPVs de alto risco, que sao os alvos
da nova vacina nonavalente de novos ensaios clinicos que ja se encontram em fase de

testes clinicos (DROLET et al., 2014).

Dados regionais sobre a distribuigdo e prevaléncia dos tipos de HPV sdo essenciais
para se estimar o impacto das vacinas sobre o cancer cervical e em programas de

rastreamento. Um estudo recente investigou a prevaléncia de 9 tipos de HPV para os quais
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a nova vacina nonavalente ¢ direcionada, em 540 mulheres brasileiras que apresentaram
lesdes de baixo e alto grau HPV-positivas (SERRANO et al., 2014). Os resultados globais
dos tipos de DNA de HPV encontrados nesta coorte foram semelhantes as proporc¢des
observadas em nosso estudo. Além dos tipos HPV16 €18, os sete demais tipos incluidos
nanova vacina 9-valente apresentaram uma notével ocorréncia em lesdes pré-neoplésicas
de mulheres procedentes dos quatro paises analisados, incluindo o Brasil. Assim, a
utilizagdo da nova vacina resultaria em reducao de lesdes neoplasicas acarretadas por um
dos nove tipos incluidos, assim como na redugdo dos valores gastos em programas de

tratamento publico (SERRANO et al,, 2014, DROLET et al., 2014).

Nesse estudo foi verificada uma predominancia de células T CD4+ no epitélio e
no estroma de tecidos de NICI positivos para os HPV16/18, e em lesdes de NICII
positivos para um ou mais dos tipos de HPV testados. No entanto, houve uma maior
prevaléncia de células T CD8+ no estroma NICII de amostras HPV+, assim como em
ambos os sitios cervicais de amostras NICII do grupo HPV 16/18+. Assim, além de estar
envolvida no controle da progressdao de NICII para lesdes mais severas, como discutido
anteriormente, uma densidade mais elevada de células T CD4+ e células T CD8+
observada em lesdes NICII pode ser devido a um recrutamento mais eficiente das células
T na presenca dos HPVs 16 e/ou 18, em comparacdo a infecgdes resultantes da presenca
de outros tipos de HPV de alto risco. Trabalhos adicionais seriam necessarios para se
definir com mais precisamente, o fenotipo e a fungao das populagdes de linfocitos que se

infiltram em lesdes causadas por diferentes genotipos de HPV.

A granzima (granz) B ¢ uma proteina que existe no interior de granulos
citoplasmaticos de células T citotoxicas e s6 ¢ expressa apos ativacao. Essa proteina
também ajuda a induzir a apoptose em células infectadas por virus, destruindo assim essas
células (LORD et al., 2003). Uma maior porcentagem de linfocitos T citotoxicos (CTL)
ativados foi observado em ambos, epitélio e estroma de amostras cervicais alteradas
citologicamente. De forma interessante, tecidos de NICII exibiram densidades mais
elevadas de células granz B+ entre todas as categorias de lesdes analisadas. No que diz
respeito a progressao de NIC, foi observado um aumento das células granzima B positivas
de NICI para NICII, associado a diminui¢do de células granzima B+ de NICII para NICIII
no epitélio dos pacientes todos os grupos de HPV analisados. No entanto, no estroma
cervical foi observada uma maior densidade destas células em NICI, com uma reduc¢do

gradual de células granzima B+ de acordo com a severidade das lesdes em ambos os
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grupos de HPV analisados. Surpreendentemente, foi observada uma diminuic¢ao
acentuada de células granzima B no epitélio e no estroma de tecidos de cancer invasivo

de ambos os grupos, HPV+ e HPV16/18+.

A analise comparativa do numero de células TCD8+, TIA+ e granzima B+ em 24
amostras de NIC e 14 amostras de CCE revelou que as lesdes de NIC estariam infiltradas
por um nimero maior de células TCD8+, 50% TIA+ e 0-10% células granzima B+,
enquanto nimerosas células granzima B+ (15-100%) estavam presentes em infiltrados de
células T CD8+ de tecidos com CCE (WOO et al, 2008). Além do presente trabalho,
outros dois estudos avaliaram a densidade de células granzima B+ em tecidos cervicais
obtidas de mulheres brasileiras (KONDO et al., 2005; BELFORT-MATTOS et al., 2010).
Um aumento no niimero médio de linfocitos granzima B+ de acordo com a severidade da
lesao foi verificado em tecidos de 45 pacientes com doenga cervical (negativos =
7,11cels/mm?; NIC = 33,4 cels/mm?; SCC = 139,7 cels/mm?;); (KONDO et al., 2005).
Outro estudo observou em amostras cervicais obtidas de 107 pacientes com NIC (NICI=
43, 1= 33 e I1I= 31) um aumento no numero de células granzima B+ e na porcentagem
de amostras positivas de acordo com a severidade da neoplasia intra-epitelial
(BELFORT-MATTOS et al, 2010). Além disso, verificou-se um maior numero de
células TCD8+ e granzima B+ em lesdes de alto e baixo grau que regrediram, em
comparacdo com lesdes displasicas persistentes e progressivas (WOO et al., 2008;

BELFORT-MATTOS et al., 2010).

A persisténcia da infeccdo por HPV pode ocorrer quando o HPV escapa
eficientemente do sistema imune inato e impede a ativagdo da resposta imune adaptativa.
No entanto, uma resposta imune eficaz contra as infecgdes pelo HPV ¢ estabelecida em
alguns casos, sendo caracterizada pela imunidade mediada por células que resulta em
regressao da lesdo. Apesar do papel 6bvio da mucosa cervical na transmissao sexual dos
HPVs de alto risco, a maioria dos trabalhos desenvolvidos sobre o alcance e a eficacia
das vacinas contra o HPV publicados nao incluiram a avalia¢do da resposta imune em
mucosas. Neste contexto, os resultados obtidos em nosso estudo sdo potencialmente
interessantes e clinicamente relevantes. Eles demonstram que subpopulacdes de células
T sdo recrutados para a mucosa cervical para estabelecer e manter uma resposta efetiva
na qual os linfécitos infiltrados estejam comprometidos com o controle da progressao da
NIC. Portanto, a estimula¢do adequada da resposta imune local, utilizando estratégias

como a utilizag@o de vacinas profilaticas, ou tratamentos que estimulem a imunidade local
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no inicio da infec¢do, pode contribuir de forma impar para o controle da progressao

neopldsica na cérvice uterina.
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7. CONCLUSOES

- No presente estudo, observou-se nas amostras estudadas, prevaléncia crescente dos
HPVs tipos 16, 35 e 18. Nas amostras de cancer o HPV16 esteve presente em 60% das

pacientes o que confirma sua ja estabelecida associagao com a patogénese do cancer.

- Verificou-se maior densidade de células de Langerhans (S-100+, CD1a+, CD83+), das
populacdes linfocitarias (CD4+, CD8+ e células granzima B+) presentes no epitélio de
amostras de lesdes positivas para 0 HPV em comparagdo com as amostras controles, o
que sugere recrutamento de células imunocompetentes em reposta a infeccao por HPVs

de alto risco.

- Observou-se, nas amostras de lesdes cervicais estudadas, menor nimero de células
Langerina+ quando comparado aquele das amostras controles, especialmente nas lesoes

do tipo II.

- Verificou-se predominancia de células CDla+ (células imaturas) e CD83+ (células

maduras) nas lesdes do tipo NICII e queda nas lesdes NICIII.

- Nas amostras de lesdes cervicais estudadas, observou-se maior numero de linfocitos T

positivos no estroma, preferencialmente localizados adjacentes as lesdes displasicas.

- A andlise das subpopulagdes linfocitarias nos dois sitios da cérvice uterina (epitélio e
estroma) em lesdes cervicais em comparacdo as amostras controles, demonstrou um
aumento significativo no numero das células marcadas por CD4, CDS8 e granzima B, em

todos os grupos analisados.

- A anadlise de linfocitos TCD4 (epitélio/estroma) quanto a severidade da lesdo, mostrou
um actimulo dessas células em Cancer no grupo HPV+. No entanto, no grupo HPV16/18+

observou-se maior densidade de células CD4+ em NICI.

- Observou-se macica presenca de células T CD8+ e granzima B+ no epitélio de lesdes
neoplasicas do tipo NICII. No entanto, observou-se que nos dois grupos HPVs positivos
estudados, queda brusca no numero de células imunocompetentes (CD4+, CD8+ e

granzima B+) em NICIII.
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- Foi verificado um aumento de células TCD4+, TCD8+ nas amostras de carcinoma
(epitélio e no estroma). No entanto, houve queda no numero de células granzima B+ o

que poderia ser indicio de tolerancia antigénica.

- No presente estudo foi observado grande nimero de CL e linfocitos em NICII seguido
de grande queda na densidade destas células em NICIIL. Sendo assim, as lesdes de
NICII poderiam ser consideradas como uma fase importante e limitante da progressao
neoplésica, e para as quais a Resposta imune cervical estaria provavelmente direcionada

durante a transformacao maligna do epitélio cervical.
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9. SECAO DE ANEXOS

Anexo 1- Cartas Enviadas ao Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
UFMG.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Fone: (031)499-2774/ Fax:499-2810
Instituto de Ciéncias Biologicas - Caixa Postal 486

Cep 31270-901 - Belo Horizonte - Minas Gerais
e-mail: pg-mor@mono.icb.ufmg.br

Belo Horizonte, 05 de Agosto de 2009.
A Prof* Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP — Comité de Etica em Pesquisa —- UFMG
Ao Prof. Antonio Lucio Teixeira Junior
Sub-coordenador do COEP — Comité de Etica em Pesquisa - UFMG

Prezados Professores,

Venho através dessa, informar que faco parte da Equipe Executora do Projeto de
Pesquisa intitulado “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE LOCAL A INFECCAO
PELO HPV EM LESOES ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS E INVASORAS DO
COLO UTERINO”, a ser desenvolvido sob a Coordenacao da Prof* Annamaria Ravara
Vago, do Laboratorio de Patogénese Molecular, do Departamento de Morfologia, ICB —
UFMG.

Dessa forma, emito ANUENCIA para que o referido Projeto utilize amostras de
tecidos incluidas em parafina (blocos de parafina), provenientes de bidpsias ou de
Cirurgia de Alta Freqiiéncia (CAF), que foram enviadas ao Laboratério de Anatomia
Patologica Tafuri, sob minha Coordenagao para realizacdo de Exame Histopatologico de
rotina. Apos a realizacdo do Exame Histopatoldgico, tais amostras se encontram sob a
responsabilidade e guarda do referido Laboratorio, que sera responsavel pela selecao e
empréstimo provisorio dos blocos para realizacdo da referida pesquisa. Informo que o
empréstimo das amostras de tecidos ¢ concedido mediante o preenchimento do Termo de
Responsabilidade em Anexo.

Respeitosamente,
Dr. Alexandre Tafuri
Laboratorio de Anatomia Patologica Tafuri
Rua Sao Paulo, 893 - CJ, 1009,
Belo Horizonte — MG.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas
Caixa Postal 486CEP 31270-901 - Belo Horizonte — Minas

Gerais
e-mail: pg-mor@mono.icb.ufmg.br

Belo Horizonte, 25 de Novembro de 2009.

A Prof* Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP — Comité de Etica em Pesquisa — UFMG
Ao Prof. Antdnio Lucio Teixeira Junior

Sub - coordenador do COEP — Comité de Etica em Pesquisa - UFMG

Prezados Professores,

Vimos apresentar a0 COEP — Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, o Projeto
de Pesquisa intitulado “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE LOCAL A INFECCAO
PELO HPV EM LESOES ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS E INVASORAS DO
COLO UTERINO?”, a ser desenvolvido a ser desenvolvido sob a Coordenacao da Prof*
Annamaria Ravara Vago no Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Constitui o
objetivo central do presente Projeto, avaliar em Lesdes Escamosas Intra-epiteliais e
Invasoras do Colo uterino a Resposta Imune Local a infec¢do pelo HPV, por meio da
contagem de Cé¢lulas de Langerhans nessas lesdes, em comparagdo a presenga de células
infectadas pelo Papilomavirus Humano.

Para o desenvolvimento do presente Projeto serdo analisadas biopsias incluidas em
parafina obtidas durante exame histopatologico de rotina, de pacientes atendidas pela
Unidade de Referéncia Secundaria Sagrada Familia da Prefeitura de Belo Horizonte. E
importante ressaltar, que tal exame corresponde a procedimento realizado na rotina do
atendimento, ndo sendo, portanto necessario realizar qualquer exame adicional para o
desenvolvimento da presente Pesquisa. Destaca-se ainda que tais amostras encontram-se
sob a guarda do Dr. Alexandre Tafuri, do Laboratorio de Patologia Tafuri, que
corresponde a um dos Laboratdrios que atende ao Servigo acima citado para realizagao

do exame histopatoldgico.
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Na ocasido gostariamos de informar-lhes que o presente Projeto foi aprovado pela Camara
do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG em reunido realizada no dia 03/08/2008.
Além disso, o presente Projeto de Pesquisa ja foi apreciado pela Coordenagdo da Atencao
a Satde da Mulher da Secretaria Municipal de Saude, da Prefeitura de Belo Horizonte,

recebendo aprovagdo, anuéncia e autorizagdo para sua execugao.

Colocando-nos a disposi¢do para os esclarecimentos necessarios,

Subscrevemo-nos, respeitosamente,
Prof. Dra. Annamaria Ravara Vago, Dr. Alexandre Tafuri

Departamento de Morfologia, Laboratorio de Patologia Tafuri,
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG
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ANEXO 2- CONDICOES DA PCR E PROGRAMAS DE AMPLIFICACAO

I- CONDICOES DO MIX DA PCR PARA AMPLIFICACAO DO GENE
DA B-GLOBINA HUMANO

REAGENTES [] TOTAL [ ] POR TUBO VOLUME POR TUBO
Iniciador PC03 16 pm/ul 5 pm 0,31 ul
Iniciador PC04 10 pm/ul 5 pm 0,5 ul
dNTP’s (Ludwig) 2,5 mM 200 uM 0,8 ul
Tampao 1B PHT 10x Ix 1,0 ul
DNA Polimerase
Taq (Phoneutria) 50l 1U1I 0,2 ul
H,O - - 6,19 pl

Volume final de 10 microlitros: 9 pl de Mix e 1 pl de DNA da amostra.

A- Programa de Amplificacio do gene de B-globina humano

Passo Temperatura Tempo
1 95 °C 4 minutos
2 55°C 1 minuto
3 72 °C 2 minutos
4 95 °C 1 minuto
5 29 vezes ao passo 2
6 55°C 1 minuto
7 72 °C 10 minutos
8 4°C infinito
9 Fim
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II- CONDICOES DA PCR PARA A DETECCAO DA PRESENCA DO
DNA VIRAL

A- Componentes do MIX de PCR para amplificacdo do fragmento viral de 450pb
do gene L1

VOLUME POR
REAGENTES [] TOTAL [1 POR TUBO
TUBO

MY 09 (Alpha DNA) 10pm/ pL Spm 0,5uL
MY 11 (Alpha DNA) 10pm/ uL Spm 0,5uL
dNTP’s (Invitrogen) 2,5mM 200uM 0,8uL
Tampdo 1B

10X 1X 1,0ul
(PHT, Phoneutria)
Tag DNA polimerase

SUI/ uL 1UI 0,2uL
(PHT, Phoneutria)
H20 (Milli-Q) - - 5,6puL
Mg (PHT, Phoneutria)  25mM 1,0 mM 0,4uL

Volume final de 10 microlitros : 9 pL. de Mix e 1 pL. de DNA da amostra.

B- Programa de Amplificacdo do fragmento de DNA viral de 450pb

Passo Temperatura Tempo

1 95°C 4 minutos
2 55°C 1 minuto

3 72°C 1 minuto

4 95°C 1 minuto

5 39 vezes ao passode 2 a 4

6 55°C 1 minuto

7 72°C 10 minutos
8 4°C 10 minutos
9 Fim

Volume final de 10 microlitros : 9 uL. de Mix e 1 uL. de DNA da amostra.
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C- Componentes do Mix da PCR para amplificacio de um fragmento de 150pb do
gene L1

[ POR VOLUME POR

REAGENTES [] TOTAL
TUBO TUBO

GP5 (Alpha DNA) 10pmol/uL  10pmol 1,0puL
GP6+ (Alpha DNA) 10pmol/ul.  10pmol 1,0puL
dNTP’s (Invitrogen) 2,5mM 200uM 0,8uL
Tampio 1B

10X 1X 1,0ul
(PHT, Phoneutria)
Taq DNA polimerase

SUl/uL 1UI 0,2uL
(PHT, Phoneutria)
H,O (Milli-Q) - - 5,0ul

Volume final de 10 microlitros : 9 uL. de Mix e 1 pL de DNA da amostra.

D- Programa de Amplificacdo do fragmento de DNA viral de 150pb.

Passo Temperatura Tempo

1 95°C 4 minutos
2 95°C 1 minuto

3 45°C 1 minuto

4 72°C 1 minuto

5 39 vezes ao passo de 2 a

6 72°C 1 minuto

7 4°C 10 minutos
8 Fim
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III- CONDICOES DA PCR PARA A DETECCAO DO DNA DE TIPOS
ESPECIFICOS DO HPV
1- Tipagem dos HPVs 16 e 18
A- Iniciadores utilizados para Tipagem dos HPVs 16 e 18

INICIADOR | ALVO | SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS HPV pb
E7CR3 (reverso: 5°- TGA GCT GTC GCT TAA
(reverso) E6/E7 TTG CTC) Variavel | Variavel
(5’-TGT ATG TCT TGT TGC AGA 149
16SF1(direto) | E6/E7 TCA TCA) HPV16
(5’- CCATTC GTC CTG CAA CCQG) 177
18SF2(direto) | E6/E7 HPV18

Fonte: Yamaguchi et al. (2002)

B- Componentes do Mix da PCR para tipagem dos HPVs 16 e 18

REAGENTES []1 TOTAL []PORTUBO VOLUME POR TUBO

Iniciador E7CR3  (Alpha

10pmol/ ulL 10pmol 1,0ul
DNA)
Iniciador  tipo  especifico

10pmol/ ulL 10 pmol 1,0uL
(Alpha DNA)
dNTP’s (Invitrogen) 2,5mM 200uM 0,80uL
Tampio 1B

10X 1X 1,0ul
(PHT, Phoneutria)
Taq DNA polimerase

SUI/ uL 1UI 0,2uL
(PHT, Phoneutria)
ddH,O - - 5,0ul

Volume final de 10 microlitros: 9 pl de Mix e 1 ul de DNA da amostra.
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C- Programa de Amplificacdo dos fragmentos de DNA dos HPVs 16 e 18

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 5 minutos
2 HPV 16: 54 °C, HPV 18: 52 °C 1 minuto
3 72°C 1 minuto
4 95°C 1 minuto
5 39 vezes ao passo de 2 a 4
6 HPV 16:54 °C , HPV18:52°C 1 minuto
7 72°C 10 minutos
8 4°C 10 minutos
9 FIM
I11.2 TIPAGEM DOS HPVS 31,52 E 58
A- Iniciadores utilizados para Tipagem dos HPVs 31, 52 e 58
INICIADOR | ALVO | SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS HPV pb
E7CR3 (reverso: 5°- TGA GCT GTC GCT TAA
(reverso) E6/E7 TTG CTC) Variavel | Variavel
(5’- GTA TGG AAC AAC ATT AGA 240
31SF1(direto) | E6/E7 AAA ATT GAC) HPV31
(5’- CTATTA GAT GTATGA TTT 300
52SF2(direto) | E6/E7 GTC AAA CQG) HPVS52
(5’- ATG TAA AGT GTG CTT ACG 375
58SF1(direto) | E6/E7 ATT GC) HPVS58
Fonte: YAMAGUCHI et al. (2002)
B- Componentes do Mix de PCR para tipagem dos HPVs 31, 52 e 58
REAGENTES [] TOTAL [ ] POR TUBO VOLUME POR TUBO
Iniciador E7CR3 10 pmol/uL 10 pmol 1,0uL
Iniciador tipo especifico 10 pmol/uL 10 pmol 1,0puL
dNTP’s (Invitrogen) 2,5mM 200uM 0,8uL
Tampio 1B
(PHT, Phoneutria) 10X X 1ouL
Tag DNA polimerase
(PHT, Phoneutria) SUV uL tul 0:20uL
H.O - - 5,000uL
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Volume final de 10 microlitros: 9 pl de Mix e 1 ul de DNA da amostra.

C-Programa de Amplificacio dos fragmentos de DNA dos HPVs 31, 52 e 58

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 5 minutos
2 HPV31: 50°C, HPV52: 48°C, HPV58: 55°C 1 minuto
3 72°C 1 minuto
4 95°C 1 minuto
5 39 X aopassode 2 a4
6 HPV31: 50°C, HPVS52: 48°C, HPV58: 55°C 1 minuto
7 72°C 10 minutos
8 4°C 10 minutos
Fim
I11.3 TIPAGEM DO HPV 33
A- Iniciadores utilizados para Tipagem do HPV33
INICIADOR | ALVO SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS HPV pb
33F E1/E2 | 5°- ATG ATA GAT GAT GTA ACG CC-
33R 3’ HPV33 455
5’- GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG-
3’
Fonte: GRCE et al. (1997)
B- Componentes do Mix da PCR
REAGENTES [] TOTAL [ ] POR TUBO VOLUME POR TUBO
Iniciador 33 F 10 pmol/pL 5 pmol 0,5uL
Iniciador 33 R 10 pmol/pL 5 pmol 0,5uL
dNTP’s (Invitrogen)  2,5mM 200uM 0,8uL
Tampao 1B
(PHT, Phoneutria) 1ox X 1ouL
Tag DNA polimerase
(PHT, Phoneutria) SUV uL tul 0.2uL
H,O - - 6,0uL

Volume final de 10 microlitros: 9 pl de Mix e 1 pul de DNA da amostra.
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C- Programa de Amplifica¢io do fragmento de DNA do HPV 33

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 5 minutos
2 94°C 30 segundos
3 57°C 30 segundos
4 72°C 1 minuto
5 4 X ao passo 2
6 94°C 30 segundos
7 55°C 30 segundos
8 72°C 1 minuto
9 34 X ao passo 6
10 72°C 15 minutos
11 4°C 10 minutos
12 Fim
I11.4 TIPAGEM DO HPV 35
A- Componentes do Mix de PCR para tipagem do HPV 35
REAGENTES [] TOTAL [] POR TUBO VOLUME POR TUBO

Iniciador 35 F 10 pmol/pL 10 pmol 1,0pL

Iniciador 35 R 10 pmol/uL 10 pmol 1,0uL

dNTP’s (Invitrogen)  2,5mM 200uM 0,8uL

Tampado 1B

(PHT, Phoneutria) 1ox X 1ouL

Taq DNA polimerase

(PHT, Phoneutria) SUV uL tul 0.2uL

H.O - - 5,0ul

Volume final de 10 microlitros: 9 pl de Mix e 1 pl de DNA da amostra.
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B- Programa de Amplifica¢do do Fragmento de 290pb do HPV35

Passo Temperatura Tempo
1 94°C 20 segundos
2 54°C 2 minutos
3 72°C 1 minuto
4 90°C 30 segundos
5 30 vezes ao passode 2 a 4
6 54°C 2 minutos
7 72°C 10 minutos
8 4°C 10 minutos
9 Fim

IV. PROTOCOLO DE COLORACAO PELA PRATA

ApOs a eletroforese, os géis foram submersos em solugdo fixadora (contendo 5 ml de
acido acético-VETEC, 100 ml de etanol e ddH20 até um volume final de 1000 ml), por
no minimo 10 minutos. Em seguida, os géis foram expostos a solucdo de coloragdo
contendo 0,30g de nitrato de prata (AgNO3, Labsynth), 100 ml de solugdo fixadora e 200
ml 4gua, por 15 minutos. Os géis foram entdo lavados com agua destilada por 30 segundos
e revelados com solucdao reveladora contendo 30g de hidroxido de sodio (NaOH)
(VETEC), 10 ml de formaldeido (Cromoline) e ddH20O para um volume final de 1000 ml,
até o aparecimento das bandas de interesse (SANGUINETTI et al.,1994).
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ANEXO 3- DETECCAO E TIPAGEM DO HPV EM AMOSTRAS CERVICAIS
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Tabela 1- Deteccio e tipagem do HPV em amostras cervicais de pacientes com alteracoes

histopatologicas®

Amostras B-globina L1/HPV HPV16 HPVIS§

HPV35 HPV45 HPV52

HPV58

NICI4

X

X

X

NICI10

X

NICI30

NICI32

NICI33

NICI36

NIVI38

NICI43

NICI47

NICIS1

NICI52

NICI53

NICI60

NICI62

NICI63

NICI64

NICI65

<

NICI66

NICII

NICII2

NICII6

NICII7

NICII15

NICII17

AR R

NICII18

NICII23

NICII24

NICII25

NICII27

NICII29

NICII30

NICII31

NICII33

NICII36

>

NICII42

NICII49

NICIIS0

NICIIS 1
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Amostras B-globina L1/HPV HPV16 HPVI8§ HPV3l HPV33 HPV35 HPV45 HPV52 HPVSS8

NICIII1 X X X X

NICIII3 X

NICIIIS

<R

NICHI11]

NICIII12

el R el el

NICIHII13

<

NICIII16

NICIIT17

NICII18

NICIII28

NICIII29

NICIHI30

NICIII33

NICIII39

NICIIIS0

NICIHIS3

NICIIT54

NICIIISS

NICIIIS6

NICIIIS9

Cal

Ca3

Ca4

Cas

Cal7

Cal8

Ca2l

=

Ca22

Ca23

Ca27

Ca30

Ca3l

Ca32

T T e e B e e e B e e B o e B B o e e o o R oo o ol P 1o Rl Pl oo el B e Rl
T T o e B e e B B e e B o e B e B T e e o o R oo o ol P 1o Rl Pl oo Rl B e Rl
>
>

R e Tl
o

Ca 35

Ca36 X X X

*Resultados assinalados com X indicam a presenca de amplificagdo positiva do
fragmento de 110pb do gene de B globina humano,de 150pb do gene L/ do HPV e de
fragmentos tipo-especificos dos genes £6 ¢ E7 de 8 HPVs. As indicagdes em vermelho
representam as amostras que ndo apresentavam amplificagdo positiva para o fragmento
de 150pb do gene L/ do HPV. As indicagcdes em verde representam as amostras que
apresentaram positividade para o DNA de dois ou mais tipos de HPV.
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Tabela2- Detec¢do e Tipagem do HPV em amostras cervicais de pacientes com alteragoes
histopatologicas

Amostras B-globina L1/HPV HPV16 HPVI18 HPV31 HPV33 HPV35 HPV45 HPV52 HPVSS

NICI4 X

NICI10 X

NICI30

NICI32

NICI36

NIVI38

NICI40

NICI43

NICI47

NICI52

NICI53

NICI59

NICI60

NICI61

NICI63

NICI65

>

NICI66

NICII2

NICII6

NICII7

NICII15

el ESR P

NICII17

NICII18

NICII23

NICII25

NICII27

NICII29

NICII30

NICII31

NICII33

NICII36

| P

NICII42

NICII43

NICII47

NICII49

NICIIS0

Rl o Lol el L e e e Fe e Fe Pl B e e e ol Fe e e el B Fe el F ol Ee Pl e Fe el el Pl e Pl e
e L el Ll e R L Rl F Bl R el e el I el o Fee Pl Fe e e e e e I Fe ol Ee el e e el el Pl e Pl o

NICIIS 1
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Amostras B-globina L1/HPV HPV16 HPVI8§ HPV31 HPV33 HPV35 HPV45 HPVS52

HPVS58

NICIHII

X X X X

NICIITS

X

NICIHI13

NICIII16

X
X X X
X

NICIIT17

NICITI8

>~
>~

NICIII28

NICII29

NICII30
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*Resultados assinalados com X indicam a presenca de amplificacdo positiva do
fragmento de 110pb do gene de B globina humano de 150pb do gene L/ do HPV e de
fragmentos tipo-especificos dos genes £6 e E7 de 8 HPVs. As indicagdes em vermelho
representam as amostras que ndo apresentavam amplificagcdo positiva para o fragmento
de 150pb do gene L/ do HPV. As indicagdes em verde representam as amostras que
apresentaram positividade para o DNA de dois ou mais tipos de HPV.
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