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RESUMO

Objetivo: avaliar se existe diferenca na resposta imune no estroma cervical, a
partir da expressao imuno-histoquimica das citocinas interleucina (IL) IL-4, IL-12,
interferon gama (IFN-y) e fator de crescimento tumoral beta (TGF-8) de mulheres
infectadas e ndo infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) com
neoplasia intraepitelial cervical (NIC). O objetivo secundario foi avaliar se existe
diferenca na resposta imune local entre as NICs de baixo e alto grau no colo
uterino. Método: estudo transversal realizado a partir de material obtido por
conizacao do colo uterino de mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV com
NIC. A conizacéo foi realizada pela cirurgia de alta frequéncia (CAF), entre janeiro
de 1999 e maio de 2004. A avaliacdo das citocinas no estroma cervical foi feita
com base na imuno-histoquimica. Para a analise estatistica usou-se teste Qui-
quadrado para comparacao das variaveis categoricas e os testes U-Mann-Whitney
e Qui-Quadrado para avaliar se existiam associacdes, considerando-se o nivel de
significancia de 0,05. A analise multivariada foi feita por regresséao logistica. Nas
regressdes multiplas para HIV e grau da lesdo, foram selecionados os potenciais
preditores na andlise univariada, utilizando nivel de 0,20 de significancia. Para
verificar a qualidade do ajuste das regressodes logisticas, foi realizado o teste de
Hosmer-Lemeshow. Resultado: em relacdo ao status do HIV, ndo foram
encontradas diferencas na imunidade local entre as mulheres infectadas e nao
infectadas pelo HIV. Porém, ao avaliar a interagdo entre o HIV e o grau da NIC, foi
significativa a associacédo da expressao de IL-12 em mulheres infectadas pelo HIV
e com NIC de alto grau no colo uterino (P=0,016) e IL-4 com as infectadas pelo
HIV com NIC de baixo grau (P=0,0456). Quanto ao grau de lesdo, houve
associacao entre TGF-B e NIC alto grau tanto no grupo de mulheres infectadas
quanto no grupo de mulheres nao infectadas (P=0,000). Conclusdo: detectou-se
interacéo entre HIV e o grau da NIC, uma vez que houve mudanca de expresséao
de IL-12 e de IL-4 na presenca do HIV. Em relacdo ao grau de lesdo, houve
predominio de TGF-B nas NICs de alto grau, refletindo predominio de ambiente
imunorregulatério.

Palavras-chave: Neoplasia intraepitelial cervical. Virus da imunodeficiéncia
humana. Imuno-histoquimica. Citocinas. IFN-y e TGF-p3.



ABSTRACT

Objective : To investigate whether there are differences in the immune response
by means of a immunohistochemical analysis of cytokines expression (IL-4, IL-12,
IFN-y and TGF-B) in the cervical stroma of women with CIN lesions, both HIV-
infected and HIV non-infected. The secondary objective is to investigate whether
there are differences in the local immune response between high and low grade
CINs. Methods : This was a cross-sectional study which analyzed cone specimens
of CIN lesions in both HIV-infected and HIV non-infected women. Conization by
loop electrosurgical excision procedure was performed from January 1999 to May
2004. An immunohistochemical analysis was conducted to assess cytokine
expression. The chi-square test was used to compare categorical variables and
the U-Mann-Whitney and chi-square were used to test for associations, with p=
0.05. The multivariate analysis was done using logistic regression. In multiple
regressions for HIV and lesion grade, the potential predictors for the univariate
analysis were selected with a level of significance of 0.20. Hosmer-Lemeshow test
was chosen to test for the goodness of fit for logistic regression. Results : In
relation to HIV status, no differences were found in the local immunity when HIV-
infected and HIV non-infected women were compared. However, when the
interaction between HIV and CIN grade was evaluated, there was a significant
association of IL-2 expression in HIV-infected women and with high grade CIN
(P=0,016) and association of IL-4 (0,0456) in HIV-infected women and with low
grade CIN. As for lesion grade, there was an association between TGF- and high
grade CIN in both HIV-infected and HIV non-infected women (P=0,000).
Conclusion : There seems to be an interaction between HIV and CIN grade since
a change in the expression of IL-12 and IL-4 in HIV infection was found. As far as
lesion grade is concerned, there is a prevalence of TGF-B in high grade CIN,
possibly reflecting the prevalence of an immunoregulatory environment.

Keywords : Cervical Intraepithelial Neoplasia. Human Immunodeficiency Virus.
Immunohistochemistry. Cytokines. IFN-y and TGF-p.
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1 INTRODUCAO

O cancer cervical ainda representa sério problema de saude publica em todo o
mundo. A cada ano, cerca de 500.000 mulheres desenvolvem essa doenca e
cerca de 230.000 morrem em sua decorréncia (PARKING et al., 2005). Em 2008,
o cancer cervical foi responsavel por 275.000 mortes, das quais 88% ocorreram
em paises em desenvolvimento: 53.000 na Africa, 31.400 na América Latina e
Caribe e 159.800 na Asia (FERLAY et al., 2010).

No Brasil, segundo dados do Instituto do Cancer (INCA), o cancer do colo do utero
€ 0 mais incidente na regido Norte (23/100.000). Nas regides Centro-Oeste
(20/100.000) e Nordeste (18/100.000), ocupa a segunda posi¢cdo mais frequente e
nas regides Sul (21/100.000) e Sudeste (16/100.000), a terceira (INCA, 2010).

O céancer cervical humano € o primeiro a ser reconhecido pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como sendo 100% atribuido a um agente infeccioso, o
papilomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico (CASTELLSAGUE et al.,
2007). O HPV é considerado o principal agente etiolégico para quase todos 0s
canceres cervicais, alguns canceres anogenitais e proporgcdo significativa de
canceres da cavidade oral (PSYRRI; DIMAIO, 2008). Os primeiros relatos que
mostravam essa associacao datam do final dos anos 70, por Zur Hausen (1976) e
Zur Hausen et al. (1975).

A infeccdo pelo HPV constitui condicdo necessaria para o desenvolvimento da
neoplasia intraepitelial cervical e do carcinoma cervical (ZUR HAUSEN, 1999).
Entretanto, a infeccdo pelo HPV, por si sO6, ndo € causa suficiente para o
desenvolvimento, manutengcdo e progressdao das lesdes intraepiteliais. Outros
fatores estdo envolvidos, como a persisténcia viral, tipo do virus presente,
tabagismo, multiplicidade de parceiros, uso de contraceptivos, coinfeccdo por
outros agentes infecciosos como virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
infeccdo pelo herpes virus e Chlamydia trachomatis (MORENO et al.,, 2002;
SMITH et al., 2002; WALLING et al., 2002).
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Estudos referem que a imunidade celular mediada do hospedeiro, tanto sistémica
quanto local, representa importante determinante do curso da infec¢éo pelo HPV
(KADISH et al, 1997; WU; KURMAN, 1997). A elevada prevaléncia de neoplasias
intraepitelias cervicais (NIC) em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
humana (AIDS) sugere a importancia da resposta imune, em especial a acdo dos
linfécitos T, na prevencgdo e controle das lesGes associadas ao HPV (BENTON;
SHAHIDULLAH; HUNTER, 1992; PALEFSKY; HOLLY, 2003).

A resposta imune celular aferida no sangue periférico parece ser um epifendémeno,
uma vez que a resposta mais relevante é local. Os parametros da imunidade, tais
como 0s niveis séricos de citocinas, ndo necessariamente correspondem aos
niveis produzidos no colo uterino, o que estabelece a importancia do estudo da
imunidade local para o entendimento da resposta do hospedeiro em relagdo a
infeccdo cervical pelo HPV. A resposta imune possui importante papel no
microambiente cervical, sendo que muitos mecanismos dessa resposta podem ser
afetados, levando a persisténcia viral e ao desenvolvimento do cancer (TINDLE,

2002). Desta forma, é importante o conhecimento do papel das citocinas na
histéria natural do HPV.

Entre individuos HIV positivo, os niveis de linfécitos TCD4+ sdo usados como
marcadores de imunossupressao, porém isso reflete um efeito sistémico do HIV
no sistema imune e possui pouca relagdo com a infecgdo anogenital para o HPV
(PALEFSKY et al., 2001). Melhor entendimento da relacdo entre HPV/HIV é

importante, devido ao alto nimero de homens e mulheres duplamente infectados.

A ideia deste trabalho surgiu apos pesquisa realizada por um membro do nosso
grupo, que avaliou a existéncia de células de Langerhans no epitélio de mulheres
infectadas e nédo infectadas pelo HIV e concluiu que as mesmas estavam
diminuidas no grupo das infectadas (ZIMMERMMANN, 2008). Outros dois estudos
de nossso grupo de pesquisa, avaliaram os fatores de risco para a recidiva das
neoplasias intraepiteliais cervicais, sendo que um deles avaliou o HPV. A
conclusao do estudo mostrou que o HIV estava relacionado a recidiva das lesdes

(LIMA et al., 2009; LODI et al.,, 2011). Ficaram intrigantes perguntas a serem
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respondidas: de que forma o HIV estaria contribuindo? Haveria desequilibrio da
imunidade local? Como aferir?

O primeiro passo para avaliar essas mesmas pacientes era escolher uma técnica
de pesquisa que fosse plausivel, uma vez que se tratava de pecas parafinadas e
ja estocadas ha algum tempo. Por esse motivo, ap0s estudar sobre o assunto e
discutir com a coorientadora, Professora Marcia Antoniazi Michelin, ficou decidido
usar a técnica de imuno-histoquimica. Em seguida, buscaram-se as mesmas
pacientes que foram avaliadas no trabalho anterior e, em nova parceria com 0
Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM), este projeto foi desenvolvido. Nesse momento decidiu-se analisar
a resposta imune local a partir da afericdo de citocinas-chaves dos padrdes
atualmente mais estudados e conhecidos. A ideia original era avaliar todas as

pacientes que participaram do estudo anterior.

Medir a resposta imune local é desafiante e o entendimento da interacdo em nivel
molecular entre os linfocitos e as células transformadas pelo HPV é de suma
importancia para o desenvolvimento de imunoterapias. Além disso, ndo € claro se
a coinfeccdo HIV/HPV afeta a sintese de citocinas tipo 1 e tipo 2 e a medida que
isso contribui para o desenvolvimento das lesdes intraepiteliais escamosas. O
presente estudo tem relevancia no entendimento da interacdo na imunidade
celular local, investigada por meio das citocinas presentes no estroma logo abaixo

do epitélio displasico.

Baseado nessas observacgdes, este estudo tem como objetivo avaliar a resposta
imune local, com énfase na analise de citocinas, a partir do método de imuno-
histoquimica em pecas parafinadas provenientes de cirurgia de alta frequéncia
(CAF) de pacientes infectadas e nao infectadas pelo HIV e portadoras de NIC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Papilomavirus humano (HPV)

O papilomavirus humano (HPV) é o agente sexualmente transmissivel mais
comum em todo o mundo, com prevaléncia elevada principalmente entre jovens
sexualmente ativos (VAN DER BURG; PALEFSKY, 2009). Cerca de 10% das
mulheres com citologia normal portam infec¢cado cervical pelo HPV, com taxas
variando de 6,1 a 35,4%, dependendo de qual teste foi aplicado para a deteccao
viral, o tamanho da amostra e a regido geogréafica estudada (DE SANJOSE et al.,
2007).

Assim como outros virus, o HPV é um parasito intracelular obrigatério e deve
“depositar” seu genoma e proteinas acessoérias dentro da célula do hospedeiro
para, em seguida, utilizar a “maquinaria” celular para a replicagdo viral,
apresentando seu ciclo reprodutivo dentro da célula infectada e em sincronia com
a mesma (DOORBAR, 2005; PELKMANS; HELENIUS, 2003). Na fase de infeccéo
inicial, o acido desoxirribonucleico (DNA) do HPV esta sob a forma epissomal.
Entretanto, na maioria dos canceres, o HPV esta integrado no genoma celular
(WENTZENSEN; VINOKUROVA; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2004).

A integracdo do genoma do HPV no DNA do hospedeiro geralmente correlaciona-
se com a progressao de lesdes de baixo grau para lesdes de alto grau. Entretanto,
a presenca do HPV oncogénico é necessaria, mas ndo suficiente para a
imortalizacdo celular e para o desenvolvimento do fendtipo maligno (ZUR
HAUSEN, 2002). A carcinogénese cervical constitui processo multifatorial que
envolve fatores genéticos, ambientais, hormonais e imunoldgicos, em adi¢cdo a
infeccdo pelo HPV (CAVALCANTI et al., 2000; MORENO et al., 2002; SMITH et
al., 2002; WALLING et al., 2002).

Atualmente existem mais de 100 tipos de HPV e, entre estes, cerca de 40
acometem o trato genital. Esses tipos virais sdo classificados como de baixo e alto
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risco, de acordo com seu potencial oncogénico (BOULET et al., 2008). Os
principais genotipos associados ao cancer cervical séo o HPV 16 e o HPV 18. Os
dois juntos séo responsaveis por cerca de 70% dos casos de cancer de colo
uterino. Entre os gendtipos de baixo risco, os HPVs 6 e 11 sdo 0s mais comuns e
d&o origem as verrugas genitais (MUNOZ et al., 2003; PARKIN; BRAY, 2006; ZUR
HAUSEN, 2000; ZUR HAUSEN, 2002).

A infeccédo pelo HPV genital € comum em mulheres jovens sexualmente ativas,
com prevaléncia acumulativa de 60 a 80% (SCHIFFMAN; KJAER, 2003). Estudos
epidemiologicos mostram alta prevaléncia de HPV oncogénico na populacéo
geral. Estima-se incidéncia acumulativa (por toda a vida) de infeccéo pelo HPV 16
em 50% (HELMERHORST; MEIJER, 2002; HO et al.,, 1998). Apesar da alta
prevaléncia da infec¢éo pelo HPV na populagcao geral, apenas por volta de 2 a 3%
desenvolverdo NIC (HO et al., 1998).

Na maioria das vezes, a infec¢cdo pelo HPV ocorre de forma transiente e a sua
persisténcia depende da resposta imune do hospedeiro. A maioria dessas
infeccdes € eliminada, sendo que o tempo de clareamento para o HPV 16 é em
torno de oito a 16 meses e o tempo de clareamento para o HPV de baixo risco
beira quatro a oito meses (TROTTIER; FRANCO, 2006). De maneira geral, cerca
de 70 a 90% das mulheres jovens e adolescentes sexualmente ativas que
desenvolvem infecgcdo cervical pelo HPV apresentardo clareamento da infecgao
dentro de 12 a 30 meses (EVANDER et al., 1995; MOSCICKI et al., 1998).

Estudos mostram que a resposta imune celular mediada do hospedeiro, tanto local
quanto sistémica, € um importante determinante para o curso da infec¢cdo (WU;
KURMAN, 1997). Mulheres com transplante de 6rgéos tém incidéncia aumentada
de céancer cervical e vulvar quando comparadas com mulheres saudaveis,
provavelmente em decorréncia de resposta imune atenuada pelo uso de

imunossupressores (PENN, 1986).

O céancer cervical normalmente surge em mulheres que retém o HPV oncogénico
por décadas sem uma resposta imune efetiva (DOORBAR, 2006). Contudo, a

maioria das mulheres se torna HPV negativo em torno de 30 anos e apenas
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reduzida propor¢éo é diagnosticada com leséo, particularmente leséo de alto grau
ou cancer (SCHIFFMAN, 1992). Isto provavelmente ocorre devido a geragcédo de

efetiva resposta imune celular ao HPV.

2.2 Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

De maneira geral, a NIC é definida como disturbio da diferenciacdo do epitélio
escamoso, que possui potencial para transformacdo maligna (WRIGHT et al.,
1994a). A NIC é graduada de 1 a 3, dependendo do grau de anormalidade no
epitélio, avaliada a partir da existéncia de atipias celulares, disordem de
maturacao e figuras mitoticas anormais (WRIGHT; KURMAN; FERENCY, 2002). A
NIC 1 apresenta células basais imaturas no terco inferior do epitélio, a NIC 2 exibe
alteracbes em até dois tercos do epitélio e a NIC 3 acomete praticamente toda a
espessura do epitélio (WRIGHT; KURMAN; FERENCY, 2002).

O diagnostico citoldégico de lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)
corresponde ao diagndéstico histologico de infecgdo por HPV e NIC 1. Essa leséo é
uma condicao relativamente benigna, com baixo risco de progressao, enquanto
que a leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) que corresponde ao
diagnéstico histologico de NIC 2 e NIC 3 é considerada mais agressiva e requer
intervencdo (MOSCICKI et al., 2004; SOLOMON et al., 2002). A lesédo de baixo
grau exibe apenas leves alteracdes da diferenciacédo e frequentemente é clareada
pelo sistema imune em menos de um ano (HOPFL et al., 2000). Pesquisas sobre
a histéria natural do HPV mostram que cerca de 90% das lesdes de baixo grau
podem regredir espontaneamente e isso € atribuido ao fato de que a maioria das
lesbes de NIC 1 é causada pelo HPV ndo oncogénico, bem como por resposta
imune celular mediada (antigeno-especifica) bem-sucedida (EVANDER et al.,
1995; MOSCICKI et al., 2006).

O Centers for Diseases Control and Prevention (1993) propds uma nova
classificacdo clinica para pacientes infectados pelo HIV e incluiu o carcinoma

cervical invasivo como doenca definidora de AIDS (categoria C) e a displasia
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moderada e acentuada a lista de problemas cujo curso e manejo podem ser
complicados pela infec¢ao pelo HIV (categoria B) (ANEXO A).

2.3 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

O HIV é um retrovirus pertencente a familia Lentinovirus, comumente transmitido
por via sexual (FAUCI, 1996). Aproximadamente 33,3 milhdes de pessoas
estavam infectadas pelo HIV em 2009, sendo que 22,5 milhdes vivem na Africa
subsaariana. Dessa populacao, cerca de 60% sao mulheres (13,5 milhdes), o que

mostra crescente taxa de transmissao heterossexual (UNAIDS, 2010).

Muitos mecanismos sédo sugeridos para explicar como o HIV alcanca o trato
genital feminino. Entre esses mecanismos, sdo citados: infec¢do direta da célula
epitelial, trancitose de particulas virais através do epitélio, penetracdo do virus
através de abrasdes da mucosa e ligacdo em células dendriticas da mucosa. A
taxa de transmissdo do HIV por comportamento sexual de alto risco € baixa,
porém, uma vez infectado, o virus rapidamente € drenado para os linfonodos,
onde acontecem a replicacdo e a disseminagdo viral para todo o corpo
(SHACKLETT, 2009).

As principais células-alvo para o HIV sdo as células TCD4+, macrofagos e células
de Langerhans, todas presentes no trato genital. O cofator mais importante em
aumentar a eficiéncia na transmissdo do HIV é a presenca de outra doenca
sexualmente transmissivel (DSTs). As DSTs aumentam a susceptibilidade ao HIV
devido a disrup¢Bes na mucosa e alteragBes imunes no trato genital. As células
inflamatodrias sdo capazes de danificar os tecidos cervicais a partir da liberacéo de
enzimas e citocinas pré-inflamatérias (BEHBAHANI et al., 2007); e o aumento e a
persisténcia da inflamacdo aumentam a carga viral do HIV no fluido cervical
(COOMBS; REICHELDERFER; LANDAY, 2003).

A contagem dos linfocitos TCD4+ no sangue periférico possui implicacdes
prognoésticas na evolucdo da infeccdo pelo HIV, pois representa a medida da

imunocompeténcia celular. Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control
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and Prevention (CDC) enfatiza a importancia da contagem dos linfocitos TCD4+
na caracterizacdo de condi¢gbes clinicas relacionadas ao HIV, com divisdo em
quatro faixas (ANEXO A):

»  TCD4+ > 500 células/mm?: estagio da infecgéo pelo HIV com baixo risco de
doenga;

» TCD4+ entre 200 e 500 células/mm?: estdgio caracterizado por surgimento
de sinais e sintomas menores ou alteragdes constitucionais. Risco
moderado de desenvolvimento de doencas oportunistas;

e TCD4+ entre 50 e 200 células/mms3: estadgio com alta probabilidade de
surgimento de doencas oportunistas;

* TCD4+ < 50 células/mm3: estagio com grave comprometimento da resposta
imune. Alto risco de doencgas oportunistas e de morte.

Evidéncias confirmam que a infeccao inicial pelo HIV rompe o equilibrio Th1/Th2;
e a polarizacdo de citocinas em direcdo a uma resposta humoral poderia explicar
a persisténcia de infeccbes oportunistas e piores desfechos clinicos (GUHA;
CHATTERJEE, 2009). As citocinas parecem ter significantes efeitos na replicacao
do HIV, o que, por sua vez, afeta a susceptibilidade a outras DSTs (BELEC et al.,
1995).

2.4 Coinfecgao HIV/HPV

A persisténcia da infeccdo pelo HPV de alto risco esta relacionada ao
desenvolvimento de NIC e carcinoma cervical. Entretanto, ndo basta portar o HPV
de alto risco para desenvolver lesdo. Ouros fatores, como a susceptibilidade
genética, alteragbes da resposta imune (DUGGANKEEN et al., 1996), coinfeccao
com HIV (FRISCH; BIGGAR; GOEDERT, 2000) e tabagismo (KJELLBERG et al.,
2000) estao envolvidos. A infeccdo pelo HIV provavelmente age como um desses
fatores, ativando a transformacéo celular a partir de mecanismos ainda nao
esclarecidos ou por depressdo da imunidade local no trato genital. Evidéncias
sobre a importancia da imunidade celular mediada no controle da infecgéo pelo
HPV sé&o provenientes de estudos que mostram prevaléncia aumentada do HPV e

lesGes associadas a esse virus em pacientes com imunossupressao, tais como
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transplantados renais e portadores do HIV (HILLEMANNS et al, 1996; LEIGH;
GLOVER, 1995).

Mulheres com HIV possuem risco mais alto de infeccao persistente pelo HPV. A
maioria dos estudos transversais ressalta elevada prevaléncia de HPV cervical em
mulheres infectadas pelo HIV. Essa prevaléncia continua mais alta, mesmo ap6s
ajuste para fatores confundidores tais como idade e comportamento sexual
(STRICKLER et al., 2003; SUN et al.,, 1995; TEMMERMAN et al., 1999). Em
metandlise que incluiu 20 estudos com 5.578 mulheres infectadas pelo HIV em
todo o mundo apurou-se que mulheres portadoras de HIV com lesdo de alto grau
tinham risco aumentado de prevaléncia de infeccdo por multiplos tipos de HPV
(Odds ratio - OR: 9,3, 95% intervalo de confianga: IC: 6,9-12) (CLIFFORD;
GONCALVES; FRANCESCHI, 2006).

Estudos de coorte salientam que o risco de adquirir infeccédo pelo HPV é mais alto
em mulheres HIV positivo do que nas HIV negativo. Entretanto, a maioria desses
estudos ndo avalia adequadamente se ha diferenca no comportamento sexual
entre as mulheres soronegativas e soropositivas para o HIV para determinar se
essas duas infecgbes sdo transmitidas sexualmente de forma simultanea ou se o
HIV aumenta o risco de aquisicdo da infeccdo pelo HPV (CHATUVERDI et al.,
2005; MINKOFF et al., 1998; SILVERBERG et al., 2002; STRICKLER et al., 2005;
SUN et al., 1997).

Muitos autores destacam niveis aumentados de DNA HPV em lavados cérvico-
vaginais (duas a trés vezes mais) e em swab anal (até 15 vezes mais) de
mulheres infectadas pelo HIV na comparagdo com as néo infectadas (CHIASSON
et al., 2007; HILLEMANNS et al., 2006; SUN et al., 1997).

Algumas pesquisas ressaltam que o status do HIV influencia a infeccéo pelo HPV
e 0 desenvolvimento da lesao intraepitelial independentemente da contagem de
células TCD4+ (MOSCICKI et al, 2000; VERNON et al., 1999). Outros
mecanismos além da imunossupressao, tais como a interacdo molecular entre os

genes virais do HIV e do HPV e a instabilidade genética, podem influenciar na
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historia natural do HPV (DOLEY et al., 1999; PALEFSKY, 2006; PALEFSKY;
HOLLY, 2003).

A literatura informa que a coinfeccdo HIV/HPV pode influenciar a progressao da
AIDS por meio de dois potenciais mecanismos: pelo recrutamento de células-alvo
do HIV (células TCD4+ e macréfagos) no local da infeccdo pelo HPV e pela
inducdo da producédo de citocinas pro-inflamatorias (interleucina - IL-6; fator de
necrose tumoral alfa - TNF-a; IL-1B). As citocinas pro-inflamatorias induzem a
replicacéo e a transcricao reversa do HIV (GAGE et al., 2000; POLI et al., 1990).

2.5NIC e HIV

As evidéncias mais fortes em relacdo ao papel da resposta imune na infecgéo pelo
HPV séo provenientes de estudos em pacientes infectadas pelo HIV, sendo que a
maioria enfatiza relacdo entre a lesdo intraepitelial escamosa e a
imunossupressao de linfécitos TCD4+ (ELLERBROCK et al., 2000; MOSCICKI, et
al., 2000). A prevaléncia das NICs em pacientes portadoras do HIV € mais alta
que nas nado portadoras (FRISCH et al., 2001). Ellerbrock et al. (2000)
constataram, em estudo de coorte, que uma em cada cinco mulheres infectadas
pelo HIV desenvolvera leséo intraepitelial escamosa no colo uterino. Investigacéo
feita por Massad et al. (1999) apurou prevaléncia de 17,2% de NIC em pacientes
HIV positivo e de 3,5% de NIC em pacientes HIV negativo. Esses mesmos
autores, em 2001, registraram aumento da taxa de progressao da NIC no periodo
de seis meses apOs o diagnostico entre mulheres portadoras do HIV quando
comparadas com ndo portadoras (MASSAD et al., 2001). Estudo prospectivo
revela incidéncia aumentada de DNA do HPV de alto risco em mulheres
infectadas pelo HIV com idade entre 13 e 18 anos, com elevada incidéncia de NIC
2/3. Segundo esses autores, o risco de NIC nessas mulheres parece estar
relacionado mais com a persisténcia da lesdo de baixo grau do que com a
persisténcia do HPV de alto risco sem lesdo detectavel (MOSCICKI et al., 2004).
Além da mais alta prevaléncia de NIC no grupo de mulheres infectadas pelo HIV,
o risco de recidiva apos o tratamento também € mais elevado nessas mulheres
(LIMA et al., 2009; LODI et al., 2011).
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2.6 Resposta imune

A defesa do hospedeiro € uma parceria entre a imunidade inata, representada por
fagocitos, proteinas soluveis, citocinas, complemento e barreira epitelial, e a
imunidade adquirida, representada por anticorpos e células citotoxicas efetoras. A
imunidade inata detecta o patdgeno e age como primeira linha de defesa. N&o
possui memoria especifica, mas crucialmente ativa a imunidade adaptativa
apropriada que gera tanto resposta efetora letal quanto as células de memodria
(MEDZHITV; JANEWAY, 1997).

O sistema imune adquirido € patdégeno-especifico e os componentes-chave sao as
células T, células B e as células apresentadoras de antigenos (células dendriticas
e macréfagos). A imunidade adquirida possui dois “bragos funcionais”: a
imunidade humoral (anticorpos secretados pelas células B) e a imunidade celular
mediada (células T citotoxicas). Apés invadir o hospedeiro, o patégeno é
capturado pelas células apresentadoras de antigenos, sendo processado, e
pequenas por¢cdes (peptideos) sdo apresentadas a outras células do sistema
imune adquirido, sob a forma de complexo peptideo - complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) classe Il presente na superficie das células
apresentadoras de antigenos (JANEWAY et al., 2007).

A imunidade adquirida patdgeno-especifica possui muitas caracteristicas
funcionais, entre as quais esta a producédo de células T de memoria e células B
que permanecem no organismo por longo periodo. Essa memoaria funcional faz
com que apO0s uma segunda exposi¢cdo ao antigeno ocorra resposta rapida e
eficaz (JANEWAY et al., 2007).

A resposta imune celular mediada é regulada por linfécitos T (T helper e T
citotbxico) em cooperacdo com as células apresentadoras de antigenos
(mondcitos e células dendriticas). As moléculas MHC classe | e classe Il nas
células apresentadoras de antigenos participam no sistema imune adquirido a
partir da apresentacédo do antigeno nas células TCD8+ e TCD4+, respectivamente

(JANEWAY et al.,, 2007). As células TCD4+ possuem importante papel na
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resposta imune, uma vez que possuem a capacidade de ajudar as células B a
produzir anticorpos, aumentar a capacidade microbicida de macréfagos e recrutar
neutrofilos e basdfilos para o sitio da infeccéo (ZHU; PAUL, 2008). Essas células
liberam citocinas que podem interferir na produ¢cdo uma das outras e agir como
uma rede imunorregulatdria. Citocinas sao pequenas proteinas (~25kDA) que
atuam de forma autdcrina, afetando o comportamento da prépria célula que a
produz, ou de forma paracrina, afetando o comportamento de células adjacentes.
Algumas citocinas sdo estaveis o suficiente para agirem de forma enddcrina,

afetando o comportamento de células a distancia (JANEWAY et al., 2007).

As citocinas sao frequentemente classificadas como imunoestimulatorias, que sao
as do tipo Thl (interferon-gama - INF-y -, TNF-q, IL-2 e IL-12), e imunoinibitérias,
gue sao do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10). As citocinas do tipo Thl sao
produzidas principalmente por linfécitos, células apresentadoras de antigenos e
células Natural Killer (NK); e as do tipo Th2 sdo produzidas principalmente por
monacitos e linfocitos (MOSMANN; SAD, 1996; SPELLBERG; EDWARDS, 2001).
As células TCD4 podem se diferenciar em células Thl ou Th2, dependendo de
quais citocinas irdo produzir sob ativacdo. A producao seletiva de células Thl leva
a imunidade celular mediada e a producdo de anticorpos opsonizantes
(predominantemente 1gG). Por outro lado, a producdo seletiva de células Th2
proporciona a imunidade humoral (imunoglobulina - IgM, IgA e IgE). O tipo de
resposta induzida é de extrema importancia, pois quando uma resposta Th2 é
preferencialmente induzida (resposta principal humoral), os anticorpos nao
alcancam a infeccao intracelular, prejudicando o controle desse tipo de infeccao
(JANEWAY, et al., 2007). A ativagcdo anormal de Thl é um evento critico na
maioria das doengas autoimunes, enquanto que a ativacao das células Th2 esti

relacionada a doencas alérgicas e asma (ZHU; PAUL, 2008).

Um subtipo adicional de células T conhecido como T regulatéria (Treg) secreta
TGF-B1, o qual pode suprimir linfocitos T citotoxicos e a produgdo de citoquinas
Thl, sendo esse um mecanismo que altera a resposta imune (ALCONCER-
GONZALES et al.,, 2006). Células TCD4 naive estimuladas pelo TGF-B1 na
auséncia de citocinas proé-inflamatérias levam a diferenciacédo dessas células em

Treg (CHEN et al., 2003). Mais recentemente foi descrito um quarto subtipo de
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células T, classificado como Th17. Esse padrdo celular parece estar relacionado a
protecdo contra bactérias extracelulares e fungos, além de participar em algumas
doencas autoimunes (ZHU; PAUL, 2008). A FIG. 1 resume 0s principais subtipos
conhecidos de células T com as citocinas caracteristicas de cada subtipo; e o

QUADRO 1 contém as principais citocinas, suas células produtoras e funcgdes.

FIGURA 1 - Resumo dos quatro perfis de resposta imune com respectivas
citocinas caracteristicas de cada perfil e citocinas que induzem a

diferenciacao dos perfis.
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Fonte: adaptado de Zhu e Paul (2008).
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Citocina Célula produtora Acéo

IL-1B Macrofagos e células epiteliais Febre, ativacdo de células T,
ativagcdo de macrofagos.

IL-2 Células T Proliferacéo de células T.

IL-4 Células T e mastocitos Ativacdo de células B, mudanca
para IgE, induz diferenciagéo
para Th2.

IL-6 Células T, macrofagos, células| Crescimento e diferenciacdo de

endoteliais células B e T, produgcdo de
proteinas de fase aguda, febre.

IFN-y Células T, Células NK Ativacao de macrofagos,
aumento de expressdo de
moléculas MHC e dos
componentes do processamento
de antigenos, supresséo de Th2.

TNF-a Células T, macrofagos, Células| Inflamacéo local, ativacao

NK endotelial.
TNF-B Células T, Células B Morte, ativacdo endotelial.

(linfotoxina)

IL-10

Células T, macréfagos, células B

Potente supressor macréfago.

IL-12 Macrofagos, células dendriticas Ativa células NK, induz a
diferenciacdo de células TCD4
em células semelhantes a Th1.

TGF-B Condrécitos, mondcitos,células T | Inibe crescimento celular,

antiinflamatorio, induz mudanca

para a producéo de IgA.

Fonte: Adaptado de Janeway et al (2007).

A resposta efetora antigeno-especifica elimina a infec¢cdo pela liberagdo de

quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, que regulam os mecanismos efetores
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inatos, e pela liberacdo de macromoléculas citotoxicas e pro-apoptéticas para
matar a célula infectada pelo virus (FRAZER, 2009).

A IL-12 é uma citocina-chave na inducdo da resposta imune celular mediada. E
secretada por células dendriticas, macréfagos e linfocitos B. Essa citocina
promove a diferenciacdo das células T em células Thl produtoras de IFN-y
(BRUNDA, 1994; SCOTT, 1993) e também induz a producdo de IFN-y pelas
células NK (CHAN et al., 1991).

Interferons séo fatores solGveis que podem limitar tanto as infec¢des virais liticas
guanto as nao liticas, bem como ativar ou atrair células do sistema imune tais
como neutrdfilos, células NK, macréfagos e células dendriticas. Sua classificacao
em tipo | (IFN-a/B) e tipo Il (IFN-y) € baseada em sua sequéncia e no tipo de
receptor utilizado para a sinalizagdo (MALMGAARD, 2004).

O IFN-y apresenta importante papel na modulacédo de quase todas as respostas
imunes, tais como hematopoiese, diferenciacdo de células T, atividades
antiproliferativas (NICKOLOFF et al., 1984), antitumoral e antiviral (SONG et al.,
2008). Promove a diferenciagdo de células T e B, facilitando a progressdo das
células TCD4+ para fendtipo tipo Thl e a maturacdo de células TCD8+
(JANEWAY et al.,, 2007). Um dos mecanismos de acdo dos interferons € a
ativacdo da sintese e expressdo de moléculas do MHC classe |, facilitando a
apresentacdo de epitopos virais e aumentando a capacidade citotdxica dos
linfécitos T e das células NK. O IFN-y é produzido por células T ativadas e por
células NK e induz a expressao de moléculas MHC classe Il na superficie de
queratinécitos e monocitos/macrofagos, permitindo-os agir como células
apresentadoras de antigenos. Consequentemente, ativa a resposta imune antiviral
(WOODWORTH et al., 1992). E produzido durante a infeccéo viral e se liga a
receptores especificos que desencadeiam eventos intracelulares através das vias
Janus Kinase, sinais transdutores e ativadores de transcricdo (STAT) (IVASHKIV;

HU, 2004).

Mesmo na auséncia de citdlise viral induzida e, consequentemente, morte celular,
0S queratindcitos infectados pelo HPV devem ativar interferon tipo 1. Os

interferons tipo 1 sdo produzidos pelas células infectadas e possuem propriedades
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antivirais, antiproliferativas, antiangiogénicas e imunoestimulatorias, agindo como
elo entre a imunidade inata e a adquirida a partir da estimulacdo de células
dendriticas imaturas (LE BON; TOUGH, 2002).

2.6.1 Resposta imune a HPV/ NIC/ HIV

Em 1863, Rudolf Virchow sugeriu possivel relacdo entre infiltrado inflamatério e
crescimento tumoral. Aproximadamente um século apds, Burnet (1957) e Thomas
(1959) postularam a existéncia de imunovigilancia tumoral na qual os linfécitos
eram responsaveis pelo reconhecimento e eliminacdo de células precursoras do
cancer, antes da doenca ser clinicamente aparente, agindo como supressor
tumoral. No decorrer dos anos, esse conceito foi refinado e atualmente se sabe
gue tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida participam desse
processo (JAYSHREE et al., 2009; WU; KURMAN, 1997; ZUR HAUSEN, 2002).

O ciclo de replicacdo do HPV é, por si s6, um mecanismo de evasdo imune, uma
vez que o virus ndo causa lise celular e depende da diferenciacdo do queratinécito
para sua replicacdo. O HPV infecta a camada basal do epitélio, provavelmente
stem cells, com baixo numero de copias. Algum tempo apds a infeccdo, ocorre
replicacdo do DNA viral, atingindo cerca de 50 a 100 copias por célula. A célula
infectada, entdo, deixa a camada basal do epitélio e entra no compartimento
proliferativo do epitélio. A expressdo génica € minima, pois o0 DNA viral € mantido
sob a forma epissomal. Quando o queratindcito infectado entra no compartimento
de diferenciacdo, ha um estimulo na expresséo génica e a replicacdo do DNA viral
ocorre, amplificando o numero de coépias para cerca de 1.000 por célula
(MIDDLETON et al., 2003).

N&o se verifica inflamacdo durante a infec¢do viral, ndo havendo, desta forma,
sinal de alerta para a imunidade inata. O HPV ndo leva a lise celular e seu ciclo de
vida acontece durante a diferenciacdo do queratindcito, uma célula que esta
programada para morrer. Constata-se pouca ou nenhuma viremia (KANODIA;
FAHEY; KAST 2007; STANLEY, 2009). A replicacdo do DNA viral em células

indiferenciadas e a formacédo de particulas nas células diferenciadas da camada
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externa do epitélio reduzem a exposicao viral ao sistema imune do hospedeiro
(KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004; TINDLE, 2002). A falha do sistema imune em
reconhecer a entrada e a replicacdo do virus pode ser explicada pelo fato da
infeccdo ndo levar a lise celular e, como consequéncia, ndo estimular a sintese de
citocinas pro-inflamatérias (KUPPER; FUHLBRIGGE, 2004).

O infiltrado linfocitario é constituido predominantemente de células TCD4+ no
estroma, logo abaixo do tecido displasico, e de células TCD8+ no epitélio
displasico (TAKEHARA, 1996). O padrao de distribuicdo das células T regulatérias
tem mostrado mudar, de forma predominantemente intraepitelial, para o estroma
na evolucao da infeccao pelo HPV para o cancer invasivo (ADURTHI et al., 2008).
Isso tem relevancia na historia natural da infec¢do pelo HPV e no desenvolvimento
do cancer cervical, jA que essas células T regulatérias podem levar a
imunotolerancia de muitos tipos celulares, tais como células NK e células TCD8+
(NAKAMURA et al., 2000).

Outro mecanismo utilizado pelo HPV para evadir o sistema imune é a inibicdo de
citocinas e quimiocinas, que levam a resposta imune, além da producdo de
enzimas regulatérias como o fator de crescimento tumoral beta — TGF-B
(HAZELBAG et al., 2004; KANODIA; FAHEY; KAST, 2007).

A falha do sistema imune em clarear a infeccdo pelo HPV contribui para a
carcinogénese, como sugerido pela observacdo de alta prevaléncia do virus em
pacientes imunocomprometidas (AIDS, uso de imunossupressores), assim como
elevada incidéncia de NIC e cancer invasor nessa populacdo (GRULICH, et al.,
2007). Nao é claro se a coinfeccdo HIV/HPV afeta a sintese de citocinas tipo 1 e
tipo 2 e a medida em que isso contribui para o desenvolvimento das lesdes
intraepiteliais escamosas. Pessoas com déficit da imunidade celular, seja devido a
infeccédo pelo HIV (PALEFSKY, 2007), imunossupresséao iatrogénica (ULRICH et
al., 2008) ou por deficiéncia congénita da imunidade (LAWRENCE et al., 2005),
possuem risco aumentado tanto de persisténcia da infeccédo pelo HPV quanto de
lesbes associadas a esse virus. Alguns estudos mostram que o HIV altera a

expressao de constituintes imunes locais, possivelmente aumentando a viruléncia
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ao HPV entre as pacientes infectadas pelo HIV (CROWLEY-NOWICK et al.,
2000).

A expresséo das citocinas do tipo Thl pode ser o ponto principal em direcionar
adequada resposta imune na mucosa cervical, enquanto uma resposta do tipo Th2
pode ser ineficaz em impedir a progressdo para lesdo de alto grau (SCOTT,
STITES; MOSCICKI, 1999). Na evolugcdo do cancer cervical, um microambiente
tumoral é gerado, o que contribui para a progressao de lesdes precursoras (MOTA
et al., 1999). Muitos produtos génicos proé-inflamatérios tém sido identificados
como mediadores na supressao de apoptose, proliferacao, angiogénese, invasao
e metastases (NICOL et al., 2008). Citocinas nesse microambiente podem
conduzir a sinais de crescimento, promover instabilidade genbémica e
transformacdo maligna, o que explicaria parcialmente o risco aumentado de
cancer em pacientes coinfectadas pelo herpes virus-2, clamidia ou outro patégeno
(SMITH et al., 2002).

A caracterizacao do efeito estimulatorio do crescimento pelas citocinas tem levado
a sugerir que a inflamacao crénica com producdo de citocinas pro-inflamatérias
pode, em verdade, proporcionar vantagem seletiva para as células anormais in
Vivo. Isto sugere um possivel mecanismo de escape em relacdo a inibicdo do
crescimento pela citocina na infeccdo pelo HPV (ANDERSON; ARMITAGE;

WEISENBURGER, 1998; TJIONG et al., 2001; WOODWORTH et al., 1995).

As células T regulatérias também parecem estar envolvidas no processo tumoral.
Essas células sdo CD4* CD25" e secretam TGF-B (SCOTT et al., 2009). TGF-B é
uma citocina multifuncional que impede a resposta imune celular a partir da
inibicdo da proliferacéo e diferenciagéo das células T em células T citotoxicas e T
auxiliares (helper) e por inibicdo das funcdes estimulatorias induzidas pelas
células apresentadoras de antigenos (LETTERIO; ROBERTS, 1998). Mesmo que
se verifique resposta de células T citotoxicas antigeno-especificas, 0 aumento das
células T regulatérias dominam a lesdo e anulam a resposta de defesa
(KOBAYASHI et al., 2004).

A IL-4 é uma citocina secretada principalmente por linfocitos Th2 e exerce uma

variedade de efeitos em diferentes tipos celulares, tais como mondcitos, linfocitos
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B, mastdcitos e queratinécitos (NELMS et al., 1999). A expressdo aumentada
dessa IL no carcinoma cervical reflete desequilibrio da resposta imune nas
mulheres infectadas pelo HPV (VAN DRIEL et al., 1999).

Por outro lado, altos niveis de IFN-y estéo tipicamente associados a defesa efetiva
do hospedeiro contra infec¢des virais, como o HPV. Expressdes intratumorais
diminuidas de IFN-y tém sido associadas a pior prognoéstico em pacientes com
cancer cervical. Entretanto, a producdo aumentada de IFN-y em células
inflamato6rias associadas ao tumor pode contribuir para seu crescimento e
progressdo (SHACTER; WEITZMAN, 2002). A maioria dos virus de DNA tem
mecanismos que inibem a sintese e a sinalizacdo de interferon, e dentre estes, 0
HPV de alto risco inibe a expressdo génica do INF-a (STANLEY; PETT,;
COLEMAN, 2007).

Woodworth et al. (1992) referiram que o tratamento com IFN-y de queratindcitos
imortalizados pelos HPVs 16, 18 e 33 aumenta a transcricdo de moléculas do
MHC classe Il. Em verrugas que apresentam remissdo observa-se grande
infiltrado no estroma e no epitélio de células T (CD4+ e CD8+) e de macofagos
com ambiente dominado por citocinas pro-inflamatérias tais como TNF-a, IL-12 e
IFN-y (STANLEY; SCARPINI; COLEMAN, 2003), com aumento de moléculas de
adesao (COLEMAN; STANLEY, 1994). A forma epissomal do HPV é clareada pela
acdo do IFN-B. Entretanto, a forma integrada do DNA escapa a acdo do IFN,

sendo este outro mecanismo de evasao imune (PETT et al., 2006).

A IL-12 é uma citocina-chave na inducdo da resposta imune celular mediada. E
secretada por células dendriticas, macréfagos e linfécitos B. Promove a
diferenciacdo das células T em células Thl produtoras de IFN-y (CROWLEY-
NOWICK et al., 2000) e também induz a producdo de IFN-y pelas células NK.
Além da importante acédo da IL-12 na defesa contra patdégenos intracelulares, tais
como virus, muitas pesquisas evidenciam que essa IL apresenta atividade
antitumoral em uma variedade de modelos tumorais murinos, como céancer de
bexiga, cancer renal e melanoma (BRUNDA et al., 1993). Essa IL também é
conhecida por inibir a angiogénese (VOEST et al., 1995).
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Uma vez que os parametros da imunidade, como 0s niveis séricos de citocinas,
nao necessariamente correspondem aos niveis produzidos no colo uterino, o
estudo da imunidade local torna-se importante para o entendimento da resposta
do hospedeiro em relacdo a infeccao cervical pelo HPV. Desta forma, € importante
o conhecimento do papel das citocinas na histéria natural do HPV e melhor
entendimento da interacdo HIV/HPV, devido ao elevado numero de individuos

coinfectados.
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3 OBJETIVOS

» Avaliar a resposta imune local a partir da presenca das citocinas IL-4, IL-12,
TGF-B e IFN-y no estroma, logo abaixo do epitélio displasico, e comparar
se existe diferenca no perfil da resposta imune em pacientes infectadas e
nao infectadas pelo HIV.

e Comparar a resposta imune entre NIC 1 e NIC 2/3 no colo uterino.

* Avaliar se existe interacdo entre o HIV e o grau da NIC na resposta imune
local.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, retrospectivo, realizado a partir de material obtido
por conizacao do colo uterino de mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV. A

conizacao foi feita por CAF.

As variaveis de desfecho foram o HIV e o grau de lesdo na peca da CAF. As
variaveis preditoras foram as citocinas (IL-4, IFN-y, TGF-B, IL-12), HIV (para o
desfecho grau de lesédo na peca da CAF), grau de leséo na peca de CAF (para o
desfecho HIV), citologia, idade, paridade, idade de inicio de atividade sexual,

namero de parceiros, colposcopia e bidpsia.

4.2 Pacientes

Foram analisados blocos parafinados de 85 mulheres, assim distribuidas: 47 eram
infectadas pelo HIV e 38 eram nao infectadas. Todas possuiam algum grau de
NIC, ou seja, NIC 1, NIC 2 ou NIC 3.

As pacientes infectadas pelo HIV foram procedentes do Programa Multicéntrico
para Controle e Prevencédo das Lesdes Cervicais de Alto Grau e do Céancer
Cérvico-Uterino em Mulheres Portadoras do HIV, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG) em 2002 e 2007. Essas pacientes foram
atendidas no ambulatério de Ginecologia do Centro de Treinamento e Referéncia
de doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas (CTR-DIP Orestes
Diniz).

As pacientes nao infectadas pelo HIV foram procedentes do Posto de Atendimento

Médico da Sagrada Familia (PAM Sagrada Familia) - Servico de Patologia do



40

Colo, Prefeitura de Belo Horizonte (PBH), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PBH (CEP/PBH) em 2008.

Todas as pacientes foram submetidas a CAF no periodo entre 1999 e 2004, como
terapéutica para NIC. A histopatologia foi considerada padrao-ouro no diagnostico
de NIC.

Os blocos parafinados foram selecionados a partir do levantamento de seus
nameros de registro no PAM Sagrada Familia, onde elas foram submetidas a
CAF. Esses blocos encontravam-se estocados nos laboratorios Tafuri de
Patologia e Municipal de Referéncia de Analises Clinicas e Citopatologia da
Regional Noroeste da Secretaria Municipal de Saude (SMSA) da PBH, que eram
os laboratorios de referéncia do servico na época. Eles foram cedidos pelos
responsaveis técnicos dos respectivos laboratorios, sob termo de cesséo, ficando
sob inteira responsabilidade do pesquisador.

Para esta pesquisa, foi aprovado um adendo ao Programa Multicéntrico para
Controle e Prevencdo das Lesfes Cervicais de Alto Grau e do Cancer Cérvico-
Uterino em Mulheres Portadoras do HIV, aprovado pelo COEP/UFMG em 2002
(COEP 089/02). Esse adendo permite que as pacientes que ja fazem parte do
Programa Multicéntrico possam também fazer parte deste estudo de resposta

imune local associada a NIC em mulheres portadoras e nédo portadoras do HIV.

Tais blocos foram entdo encaminhados ao laboratério do Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), que tem
como pesquisadores responsaveis o Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta e a
Prof®. Dr®. Marcia Antoniazi Michelin, para serem estudados pela técnica de

imuno-histoquimica.

4.2.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos blocos parafinados de pacientes infectadas e ndo infectadas pelo

HIV com algum grau de NIC que concordaram em participar do estudo e

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).
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4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos blocos em que ndo havia representacdo epitelial. Foram
excluidas laminas em que ndo havia representacdo do epitélio ou do estroma,
bem como laminas de ma qualidade (epitélio dobrado ndo permitindo a contagem

celular).

4.3 Método

4.3.1 Teste de triagem soroldgica para o virus da i munodeficiéncia humana
(HIV)

Todas as pacientes incluidas no estudo, infectadas e nédo infectadas pelo HIV,
possuiam teste soroldgico positivo ou negativo, respectivamente, segundo a
Portaria n® 488, de 17 de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitéria do

Ministério da Saude, na época em que foram submetidas a CAF.

4.3.2 Exame histopatologico

Como parte do protocolo de atendimento do ambulatério, todas as pacientes
atendidas foram submetidas a coleta da citologia oncoética e colposcopia. Na
presenca de alguma alteracdo colposcoépica, realizou-se a biopsia dirigida da area
alterada.

A histopatologia foi baseada no critério morfolégico arquitetural e celular, sendo

considerada o padréao-ouro de diagndstico morfoldgico.

A descricao histopatolégica das bidpsias realizadas antes da CAF foi baseada na

classificacdo de Richart, que reune as lesdes intraepiteliais escamosas em um
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grupo denominado NIC, subdividido em NIC 1, 2 e 3, conforme o grau de lesdo
(ANEXO C).
A terminologia para a descricao histopatologica das lesdes precursoras do cancer
cervical seguiu a orientagdo de Wright et al. (1994a), baseada na classificacdo de
Richart (1973) (ANEXO D):

A) LSIL: compreende NIC 1 e HPV.

B) HSIL: compreende displasia moderada (NIC 2) e displasia acentuada (NIC 3).

Portanto, as pacientes incluidas neste estudo sdo aquelas que tiveram alteracéo
citolégica ou colposcopica, foram submetidas a bidpsia do colo e apresentaram

algum grau de leséo, tendo sido encaminhadas a CAF.

4.3.3 Conizacgao por cirurgia de alta frequéncia (CA F)

Todas as pacientes foram submetidas a CAF no bloco cirdrgico do PAM Sagrada
Familia como porte de pequena cirurgia, no periodo de 1999 a 2004, por
apresentarem bidpsia compativel com NIC 1, 2 e 3. A maioria das bidpsias com
resultado NIC 1 fazia parte do grupo de mulheres infectadas pelo HIV, visto que o
protocolo de atendimento do ambulatério de ginecologia do CTR-DIP Orestes
Diniz determinava que as pacientes portadoras de HIV com NIC 1 seriam
submetidas a CAF.

O aparelho utilizado para a CAF foi o Wavetronic 2000 acoplado ao aspirador de
fumaca. Em todo o procedimento foi retirada a juncdo escamocolunar (JEC), com

a preocupacao de obter-se margem endocervical negativa para a neoplasia.

ApoOs o procedimento, o material era fixado com solucdo de formaldeido a 10%,
com volume pelo menos 10 vezes superior ao volume do espécime cirdrgico
obtido, e encaminhado para andlise em laboratério. No laborat6rio o material era

incluido em blocos de parafina para, posteriormente, serem examinados.
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4.3.4 Técnica de imuno-histoquimica

O método de imuno-histoquimica foi utilizado para avaliar a resposta imune local
nas pecas de colo uterino. Foram realizados 20 cortes de cada bloco parafinado,
de modo que um corte de cada bloco foi montado em lamina, corado por
hematoxilina-eosina e examinado pela patologista Dr®. Sheila Jorge Adad, a qual
avaliou a qualidade do corte e o tipo de leséo intraepitelial presente, classificando-
a com base em Richart. Foram realizadas marcacdo em cada lamina com caneta
apropriada, com o objetivo de delimitar o local da lesdo. A lamina marcada serviu
de guia para a avaliacdo dos demais cortes quanto ao local onde fazer a leitura da

imuno-histoquimica.

As laminas foram codificadas para que o observador ndo soubesse a origem das
pacientes em fase alguma do estudo, ou seja, se eram de mulheres soropositivas

Ou soronegativas para o HIV.

A seguir, descreve-se a técnica realizada:

* Preparo das laminas: a silanizagéo das laminas foi realizada utilizando-se
solugéo de silano 6% em acetona (94 mL de acetona + 6 mL de silano). As
laminas foram colocadas na solucéo de silano por trés minutos e feitos, em
seguida, trés banhos rapidos em agua destilada. As laminas foram secas
em estufa.

* Preparo do corte: foram obtidos cortes de 4 um de espessura com
micrétomo (marca Leica - FIG. 2) e o fragmento foi colocado em agua fria.
Em seguida, o fragmento foi mergulhado em agua quente e colocado na
lamina silanizada e levado para secar por 1 hora em estufa (temperatura
entre 40 e 609.
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FIGURA 2 - Micr6tomo utilizado nos cortes

Desparafinizacdo: para iniciar o processo, as laminas foram levadas a
estufa, overnight, na temperatura de 37°C. Pela manha, a temperatura da
estufa foi elevada para 60T por 1 hora. Em seguida, foram obedecidas as
seguintes sequéncias de banho em xilol: xilol aquecido (60C) por 10 min,
dois banhos de trés minutos cada em xilol & temperatura ambiente e um
banho de trés minutos em xilol 50% (50 mL de xilol em 50 mL de &lcool
absoluto).

Hidratacdo: a hidratacdo das laminas foi feita usando-se as seguintes
sequéncias de banho em alcool - trés banhos de trés minutos cada em
alcool absoluto, um banho de trés minutos em &lcool 95%, um banho de
trés minutos em alcool 80% e um banho de trés minutos em alcool 70% em
bancada (FIG. 3). Apés, as laminas foram lavadas em agua corrente e

procedidos dois banhos em agua destilada.
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FIGURA 3 - Bancada utilizada para desparafinizacao e

hidratacéo das laminas

Reativacdo antigénica, sendo que as seguintes solu¢des foram utilizadas:
citrato potencial de hidrogénio (pH) 6,0 (acido citrico mono-hidratado),
etilenodiaminotetracetatodossddico (EDTA) e TRIS EDTA (ANEXO E). O
que definiu qual solucdo a ser utilizada foi 0 anticorpo primario que estava
sendo trabalhado na reacéo. O tampao foi colocado em jarra de Couplin e
aguecido em micro-ondas por cerca de 1 minuto (até atingir o ponto de
ebulicdo). Em seguida, as laminas foram retiradas da agua destilada e
colocadas no tampdao. As jarras foram fechadas e colocadas na panela
Pascal (FIG. 4) por seis minutos a temperatura de 98T. Apos, foram
retiradas da panela e deixadas em temperatura ambiente por 20 minutos. O
tampéo entdo foi desprezado e foi realizada lavagem rapida em solucao
phosphate buffered saline (PBS).
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FIGURA 4 - Reativacao antigénica

hﬁi

Bloqueio da peroxidase enddgena: o bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado a partir da solucdo de peroxido 1,5% (45 mL de metanol + 5 mL
de peroxido) durante 10 minutos. ApOGs esse tempo a solucao foi
desprezada em um recipiente e foi realizado banho em solu¢do PBS por
trés minutos para, em seguida, marcar 0s cortes com caneta especifica
para imuno-histoquimica (FIG. 5). As laminas marcadas foram montadas
em bandeja de incubagado e banhadas com solugéo tris buffer saline tween
(TBST) durante dois minutos. As laminas foram escorridas e novamente foi

realizado banho durante trés minutos com a mesma solucao.

FIGURA 5 - Marcagdo com caneta
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* Bloqueio da biotina: o bloqueio da biotina foi realizado com 3 g de leite em
p6 (Molico®, Nestlé) em 100 mL de TRIS HCL durante 10 minutos seguidos
de banho com Tris buffer saline (TBS) por dois minutos (FIG. 6).

FIGURA 6 - Bloqueio da biotina

* Anticorpo primario: foram utilizados os seguintes marcadores para avaliar a

resposta imune local: IFN-y, IL-4, TGF-B3, e IL-12.

a) TGF-B: especificacdo do anticorpo - mouse monoclonal, NCL TGF-f,
lote 6001375; exp. 2012-10; Novocastra (Leica biosystems Newcastle
Itd - United Kindom). Diluicdo: 1/200 (diluido em solugdo de
soroalbumina bovina - BSA 0,1%). Tampao: citrato.

b) IL-12: especificacdo do anticorpo - mouse monoclonal (IgG1) IL 12 p70
(14 L7), sc 74150, lote # 62409 (Santa Cruz Laboratory, Santa Cruz,
CA, USA). Diluicdo: 1/50 (diluido em solucdo de BSA 0,1%). Tampé&o:
Tris EDTA.

c) IL-4: especificacdo do anticorpo - mouse monoclonal (IgG2a). NyRhlIL4,
sc 73317, lote #1409 (Santa Cruz Laboratory, Santa Cruz, CA, USA).
Diluicdo 1:50 (diluido em solucéo de BSA 0,1%). Tampao: citrato.

d) IFN-y: especificacdo do anticorpo - mouse monoclonal, Santa Cruz
Laboratory, Santa Cruz, CA, USA. Diluicdo: 1:100 (diluido em solucéo
de BSA 0,1%). Tampéao: EDTA.

Antes do uso do anticorpo primario foi realizada sua padronizacdo, sendo a

diluicdo especifica para cada anticorpo (ANEXO F). O anticorpo primario foi
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colocado cobrindo todo o corte (FIG. 7) e deixado overnight a temperatura de 4.
No dia seguinte, foi colocado a temperatura ambiente e realizados trés banhos de
trés minutos cada em solucéo de TBST.

FIGURA 7 - Anticorpo primario

a1

e Anticorpo secundario: foi utilizado o Mach 4 Mouse Probe (UP534L-
Biocare medical - FIG. 8) em temperatura ambiente por 30 minutos com a
bandeja de incubacdo fechada. Apds esse tempo foram realizados trés
banhos de trés minutos cada com solucao de TBST.

» Polimero: foi utilizado o Mach 4 HRP Polymer (MRH534L - Biocare medical
— FIG. 8) em temperatura ambiente por 30 minutos com a bandeja de
incubacado fechada. Apés, foram realizados trés banhos de trés minutos
cada com solucdo de TBST para, em seguida, proceder a um banho em
solugéo de TRIS HCL (pH = 7,6) por quatro minutos.
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FIGURA 8 - Anticorpo secundario e polimero

o

Revelacdo (cromégeno): para a revelacdo foi utilizada diaminobenzidina
(DAB). A solugéo foi aplicada sobre as l|aminas por cerca de 30 a 60
segundos enxaguando-as com agua destilada, com o objetivo de parar a
reacao.

Contracorar: a contracoloracao foi realizada utilizando-se a solugéo de
hematoxicilina por cinco segundos.

Desidratacdo: a desidratacdo das laminas seguiu as seguintes sequéncias
de banhos em élcool - um banho em alcool 70% por dois minutos, um
banho em alcool 80% por dois minutos, um banho em alcool 95% por dois
minutos e dois banhos em alcool absoluto por dois minutos cada.
Diafinizacdo: esta etapa constou de dois banhos de dois minutos cada, em
solucéo de xilol.

Montagem da lamina: a lamina foi montada utilizando-se uma gota de Ver
Mount em laminula e, em seguida, foram secas em temperatura ambiente
(FIG. 9).
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FIGURA 9 - Laminas prontas secando em

temperatura ambiente

4.3.5 Contagem celular

A contagem celular foi realizada com o microscopio Olympus BX 41 com
magnificacdo de 400x (40 x da objetiva e 10x éptica). Foi feita a contagem celular
no estroma. O estroma foi avaliado logo abaixo da lesdo, que foi previamente
demarcada pelo patologista, com contagem de trés campos. No caso de ndo ser
possivel a confeccdo dos trés campos pela qualidade do corte, foram avaliados
guantos foram possiveis. Cada campo apresenta 0,23 x 0,310 ym de dimensao.
Nas FIG. 10, 11, 12 e 13 apresenta-se a avaliacdo histopatoldgica das laminas
para a leitura da imuno-histoquimica dos marcadores TGF-3, IFN-y, IL-12 e IL-4,
respectivamente.



FIGURA 10 - Marcacéo para TGF-
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FIGURA 12 - Marcagéo para IL-12
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4.4 Andlise estatistica

4.4.1 Calculo amostral

N&o foi realizado célculo amostral. Este estudo foi idealizado para dar sequéncia

a pesquisa feita por Claudia Teixeira da Costa Lodi para obtencéo do titulo de
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mestrado, em 2009. A ideia inicial era estudar todas as pacientes que foram
incluidas no estudo anterior, que totalizavam 138, com o objetivo de avaliar a

resposta imune local dessas pacientes.

No entanto, concluiu-se que seria oneroso e nao haveria tempo habil (houve
demora na entrega dos anticorpos utilizados na reacdo por parte dos
fornecedores) para realizar a técnica de imuno-histoquimica em tantas pacientes,
pois para cada uma delas foram testados inicialmente nove marcadores (quatro de
citocinas e cinco de tipos celulares). E como a maioria dos estudos nao ultrapassa

80 pacientes, foi estabelecido que seriam incluidas 85 pacientes.

4.4.2 Metodologia da analise

A analise foi dividade em etapas, explicadas a seguir.

4.4.2.1 Analise descritiva dos grupos

Iniciou-se a avaliagdo pela analise descritiva dos grupos de mulheres
infectadas e néo infectadas pelo HIV. Nessa etapa foram analisados os grupos
qguanto as variaveis idade, paridade, idade de inicio de atividade sexual e
namero de parceiros a partir da medida das médias e medianas por meio do
teste U-Mann-Whitney. Essas variaveis foram transformadas em categoricas

para, em seguida, iniciar-se a analise univariada.

4.4.2.2 Analise univariada

Essa etapa da analise tem como objetivo verificar, entre as variaveis idade,
paridade, atividade sexual, nimero de parceiros, citologia, colposcopia, bidpsia,
tabagismo e citocinas (IL-4, IL-12, TGF-B, IFN-y), quais séo significativamente
associadas as variaveis-resposta HIV e grau da lesdo. Foram utilizados os testes

U-Mann-Whitney e Qui-Quadrado para avaliar se existem associagoes,
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considerando-se o nivel de significAncia de 0,05. Essa etapa também tem o
objetivo de selecionar os potenciais preditores para as regressées multiplas.

Nessa fase também foram testadas possiveis interacdes entre as variaveis da
resposta imune, o HIV e o grau da lesdo. Para a andlise das interacdes, foram

construidos gréficos de interagéo.

4.4.2.3 Anélise multivariada

Para modelar a probabilidade de encontrar associacdo das citocinas com o HIV,
assim como para modelar a probabilidade de encontrar associagcdo com NIC de
alto grau, foi utilizada a regresséo logistica, usando-se como preditores as
variaveis previamente selecionadas na analise univariada. Com o intuito de evitar
problemas devido a multicolinearidade, nas regressées multiplas para HIV e grau
da NIC foram selecionados o0s potenciais preditores na analise univariada,
adotando-se nivel de 0,20 de significancia. Para verificar a qualidade do ajuste
das regressdes logisticas, foi realizado o teste de Hosmer-Lemeshow.

O software empregado na analise foi R versao 2.13.1.

4.5 Consideracfes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG em 21 de

janeiro de 2010 sob parecer de numero ETIC 0526.0.203.000-09 (ANEXO B).
Todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 47 pecas parafinadas de mulheres infectadas pelo HIV e 38 de
nao infectadas, totalizando 85 pecas.

5.1 Analise descritiva dos grupos de mulheres infec  tadas e nédo infectadas
pelo HIV

N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos quanto a: idade,
paridade, inicio de vida sexual. Entre as mulheres ndo infectadas pelo HIV, a
idade variou entre 19 e 71 anos, com mediana de 35 anos; nas infectadas a idade
variou de 21 a 55 anos, com mediana de 33 anos. A idade da primeira relacéo nas
mulheres nao infectadas pelo HIV ocorreu entre 13 e 21 anos, com mediana de
17,5 anos; e nas infectadas, variou de 13 a 29 anos, com mediana de 17 anos
(TAB. 1).

TABELA 1 - Andlise de média e mediana para idade, paridade e inicio da
atividade sexual entre as pacientes infectadas e néo infectadas

pelo virus da imunodeficiéncia humana

Variaveis Infectadas pelo HIV Nao infectadas pelo
(n=47) HIV (n=38)
Média +-dp Mediana (A) Média +-dp Mediana (A)*Valor P
Idade (anos) 32,8+7,8 33(21-55) 353+9,7 35(19-71) 0,25
Paridade 21+145 2 (0-8) 26+18 2 (0-7) 0,24

Idade de inicio 18,0+3,72 17(13-29) 17,3+2,02 17,5(13-21) 0,88

de vida sexual

*teste U-Mann-Whitney. dp: desvio-padrdo. A: amplitude

Em relagdo a caracterizagdo quanto a imunidade sistémica e a carga viral do
grupo de mulheres infectadas pelo HIV, p6de-se constatar valor médio de linfcito

TCD4+ de 293,87 células/mm3 com 50% das pacientes apresentando linfocito
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TCD4+ de até 266 células/mms3. O valor minimo do linfécito TCD4+ foi de 23
células/mm?3 e 0 méaximo de 745 células/mm3; 25% das mulheres apresentavam
linfécito TCD4+ de até 171 células/mm3. Quanto a carga viral, observou-se média
de 5.013 copias/mL, variando de zero a 7.638 copias/mL (TAB. 2). Apenas uma
paciente ndo estava fazendo uso de terapia antirretroviral de alta
poténcia (HAART).

TABELA 2 - Medidas descritivas para linfécitos TCD4+ e carga viral entre as

mulheres infectadas pelo HIV

Variaveis N Média Desvio Min. 12Q 22Q 32Q Max.

TCD4+ (células/mm3) 47 292,87 172,47 23,0 171,0 266,0 412,0 745,0
Carga viral (copias/mL) 47 5013 2333 0,0 3194 5416 6944 7638

5.2 Andlise descritiva dos grupos em relacdo ao gra  u da lesédo

A idade média das mulheres portadoras de NIC 1 foi de 32 anos e das mulheres
portadoras de NIC 2/3 foi 35 anos, sendo essa diferenga nao significativa
(P=0,28). Os grupos também foram homogéneos quanto a paridade e a idade de

inicio de atividade sexual (TAB. 3).

TABELA 3 - Analise de média e mediana para idade, paridade e inicio da
atividade sexual entre as mulheres portadoras de NIC 2/3 e NIC 1

NIC 2/3 NIC 1
Variaveis (n=46) (n=39)
Média +-dp Mediana (A) Média +-dp Mediana (A) ‘Valor P
Idade (anos) 35,02+9,5 35(19-71) 32,68+6,8 31,5(21-49) 0,28
Paridade 257+177 2 (0-8) 203+14 2 (0-6) 0,17

ldade de inicio 17,66 +3,48 17(13-29) 17,76 £2,54 17(14-25) 0,56

de vida sexual

*teste U-Mann-Whitney. A: amplitude
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Na TAB. 4 dicotomizam-se as variaveis sociodemograficas considerando-se como

ponto de corte a mediana de cada uma (TAB. 1), com excec¢édo da idade em que

foi avaliada como ponto de corte 30 anos, por ser esta a idade de inicio de

rastreamento para o HPV segundo o guideline americano (WRIGHT JR. et al.,

2007). Como pode ser visto na TAB. 4, ndo foi encontrada diferenca significativa

entre 0s grupos quanto a: idade (P=0,697), paridade (P=0,212) e idade de inicio

de atividade sexual (P=0,77). Quanto ao tabagismo, foi levado em consideracéo

apenas se a paciente era fumante ou hdo no momento da consulta.

TABELA 4 - Comparacdo entre as variaveis sociodemograficas, segundo a

variavel virus da imunodeficiéncia humana

Infectadas N&o infectadas Valor OR IC a 95%
pelo HIV pelo HIV p*
Variaveis (n=47) (n=38)
n % n %
Idade
<30 18 39,3 13 34,2 0,70 1 0,34-2,04
> 30 29 61,7 25 65,8 0,84
Tabagismo
Nao 30 63,8 23 60,5 0,76 1 0,48-2,78
Sim 17 36,2 15 39,5 1,15
Paridade
<2 31 66 20 52,6 0,21 1 0,73-4,19
> 2 16 34 18 47,4 1,74
Idade inicio vida
sexual
<17 anos 25 53,2 19 50 0,77 1 0,48-2,68
> 17 anos 22 46,8 19 50 1,13

*Teste Qui-quadrado Pearson
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Analisando 0s grupos quanto a citologia realizada na época do encaminhamento
para a consulta de patologia do colo, ndo houve diferenca significativa (P=0,27).

A colposcopia prévia a CAF foi mais grave nas pacientes nao infectadas pelo HIV,
com diferenca significativa entre os grupos (P=0,000). Na biopsia houve
predominio de NIC 2 e 3 nas nao infectadas pelo HIV (81,6%), achado compativel
com a colposcopia, com diferenca também significativa entre 0s grupos
(P=0,000). Entretanto, comparando os graus das lesdes encontradas nas pecas

da CAF, ndo houve diferenca significante entre os grupos (P=0,133) (TAB. 5).

TABELA 5 - Comparacdo entre citologia, colposcopia, resultado da biopsia e

histopatolégico da CAF, segundo o virus da imunodeficiéncia

humana
Infectadas N&o infectadas  Valor OR IC a
pelo HIV pelo HIV P 95%
Variaveis (n=47) (n=38)

n % N %
Citologia
Normal 18 38,3 9 23,7 0,27* 1 0,22-1,52
Alterada 29 61,7 25 76,3 0,58
ASCUS 4 10,5
Colposcopia
Grau 1 33 70,2 7 18,4 0,000 1 0,03-0,27
Grau 2 14 29,8 31 81,6 0,10
Biopsia
NIC 1 37 78,7 7 18,4 0,000 1 0,02-0,16
NIC 2/3 10 21,3 31 81,6 0,52
Grau de lesao
na CAF
NIC 1 25 53,2 14 36,8 0,133 1 0,21-1,23
NIC 2/3 22 46,8 24 63,2 0,51

* Teste Qui-quadrado Pearson.
**valor p excluindo os 4 casos de ASCUS.
ASCUS: Atipias de significado indeterminado em células escamosas.
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No GRAF. 1 pode-se verificar o logaritmo das razdes de chance e seus intervalos
de confianga, conforme apresentado nas TAB. 4 e 5. Nesse grafico pode-se
observar que as Unicas variaveis significativas cujos intervalos de confianca néo

passam pelo 1 foram colposcopia e biopsia.

GRAFICO 1 - Logaritmo das razbes de chance para comparacéo dos grupos HIV
positivo e negativo entre as variaveis idade, paridade, atividade

sexual, grau da lesao, citologia, colposcopia, bidpsia e tabagismo

Log Odds Ratio

I I I I I I I I
ldade Pandade Ativ sexual Grau da lesdo Citologia Colposcopia Biopsia Tabagismo

5.3.1 Andlise univariada da citocinas segundo o Virus da Imunodeficiéncia

Humana

Ao comparar a resposta imune a presenca do virus da imunodeficiéncia humana,

nao se constatou associacdo com alguma das citocinas avaliadas (TAB.6).
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TABELA 6 - Avaliagdo das citocinas locais segundo o virus da imunodeficiéncia

humana
Citocinas Infectadas Nao infectadas pelo
pelo HIV HIV
(n=47) (n=38)
n Mediana (A) n  Mediana (A) Valor P*
IFN-y** 45 7,0 (0-43) 35 4 (0-42) 0,472
TGF-p*** 46 27(5-112) 38 23,5 (10-61) 0,791
[L-4xxxx 41 1,0 (0-23) 37 0 (0-29) 0,287
[L-12%**** 46 1,0 (0-12) 37 1,0(0-12) 0,842

* Teste U-Mann-Whitney.

** excluidos 3 casos por material inadequado.

*** axcluidos 1 caso por auséncia de epitélio na lamina.
***+axcluidos 7 casos por material inadequado.

*xxx axcluidos 2 casos por material inadequado.

5.4 Analise univariada quanto ao grau de lesao

Na TAB. 7 nota-se que as variaveis idade (P=0,42), paridade (P=0,25), idade de
inicio de atividade sexual (P=0,72) e tabagismo (P=0,45) ndo apresentaram
evidéncias de associacao significativa com a variavel grau da leséo, levando-se

em consideragao as pecas cirargicas de todas as pacientes (TAB. 7).
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TABELA 7 - Comparacgdo entre as variaveis sociodemograficas, segundo o grau

da leséo
NIC 2/3 NIC 1 Valor OR ICa
(n= 46) (n=39) p* 95%
Variaveis
n % N %
Idade
<30 15 32,6 16 41 0,42 1 0,60-3,50
> 30 31 67,4 23 59 1,44
Tabagismo
Nao 27 58,7 26 66,7 0,45 1 0,58-3,42
Sim 19 41,3 13 33,3 1,41
Paridade
<2 25 54,3 26 66,7 0,25 1 0,69-4,06
> 2 21 45,7 13 33,3 1,68
Idade inicio vida sexual
<17 anos 23 50 21 53,8 0,72 1,17 0,50-2,74
> 17 anos 23 50 18 46,2 1

*Teste Qui-quadrado Pearson.

Analisando os grupos quanto ao grau da lesdo na CAF, encontrou-se diferenca

significativa entre os grupos quanto a: citologia (P=0,041), colposcopia (P=0,043)

e bidpsia (P=0,046). A chance de uma paciente com NIC 2/3 apresentar citologia

alterada € de aproximadamente 2,7 vezes a chance de uma paciente com NIC 1.

A chance de uma paciente com NIC 2/3 apresentar colposcopia grau 2 € de

aproximadamente 2,5 vezes a chance de uma com NIC 1 (TAB. 8).
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TABELA 8 - Comparagdo entre citologia, colposcopia, resultado da biopsia e

status do HIV segundo o grau da leséao

NIC 2/3 NIC 1 Valor OR IC a
(n=47) (n=38) p* 95%
Variaveis
n % N %

Citologia
Normal 10 21,3 17 44,7 0,041 1 1,03-6,93
Alterada 33 70,2 21 55,3 2,67
ASCUS** 4 8,5
Colposcopia
Grau 1 17 37,0 23 59,0 0,043 1 1,02-5,88
Grau 2 29 63,00 16 41,0 2,45
Biopsia
NIC 1 19 41,3 24 63,2 0,046 1 1,01-5,89
NIC 2/3 27 58,7 14 36,8 2,46
HIV
Negativo 24 52,2 14 35,9 0,133 1 0,21-1,23
Positivo 22 47,8 25 64,1 0,51

* Teste Qui-quadrado Pearson.
**valor p excluindo os quatro casos de Ascus.

Verifica-se, no GRAF. 2, o logaritmo das razdes de chance e seus intervalos de
confianca, conforme apresentado nas TAB. 7 e 8. Nesse gréfico as Unicas
variaveis significativas cujos intervalos de confianca ndo passam pelo 1 foram

citologia, colposcopia e bidpsia.
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GRAFICO 2 - Logaritmo das razbes de chance para comparacio dos grupos de
NIC 1 e NIC 2/3 entre as variaveis idade, paridade, atividade sexual,

grau da lesao, citologia, colposcopia, bidpsia e tabagismo

Log Odds Ratio

T T T T
|dade Paridade Ativ.sexual HIV Citologia Colposcopia Biopsia Tabagismo

5.4.1 Andlise das variaveis da resposta imune segun  do o grau da NIC

Uma vez que os valores das citocinas possuem distribuicdo ndao normal, foi
utilizado teste ndo paramétrico para a analise.

Em relacéo ao grau da lesdo, encontrou-se valor mediano de TGF-$ de 17 para as
mulheres com NIC 1 e valor mediano de 31 para as portadoras de NIC 2/3 no colo
uterino, sendo essa diferenca significativa (P<0,001). Para as outras variaveis da
resposta imune, ndo foi registrada diferenga significativa entre os grupos (TAB. 9).
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TABELA 9 - Avaliacdo da resposta imune em relagdo ao grau da lesao

Citocinas N NIC 1 N NIC 2/3 Valor P*
Mediana (A) Mediana(A)
IFN-y** 35 6,0 (0-42) 47 7 (0-43) 0,359
TGF-p*** 37 17 (5-39) 47  31(13-112) 0,000
|L-4*xxx 33 0,0 (0-112) 45 1,0(0-29) 0,107
[L-12%*xxx 37 0,0 (0-12) 46 1,0(0-11) 0,494

* Teste U-Mann-Whitney.
** excluidos 3 casos de NIC 1 por material inadequado;
*** excluido 1 caso de NIC: 1 por auséncia de epitélio na lamina;
*++x axcluidos 2 casos de NIC2/3 e 5 casos de NIC 1 por material inadequado
*++xxaxcluidos 1 caso de NIC 1 e 1 caso de NIC2/3 por material inadequado;

5.5 Avaliacéo das citocinas dentro de cada grupo de mulheres infectadas ou

nao pelo HIV

Ao avaliar somente o grupo nao infectado pelo HIV, detectou-se diferenca
significativa de TGF- (P=0,001), com mais alto valor entre as mulheres com NIC
2/3. Para as demais variaveis da resposta imune, ndo houve diferenca
significativa. Esses resultados s&o mostrados na TAB. 10. No GRAF. 3 avaliam-se
0s mesmos dados sumarizados de todas as pacientes, em cuja ordenada foram
registrados os valores da contagem de células que foram marcadas. Nas
pacientes com IL-4 descreveu-se baixa expresséo celular tanto no grupo NIC 1
guanto no grupo de NIC 2/3, com leve predominio no segundo grupo, porém nao

significativo.
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TABELA 10 - Avaliacdo da resposta imune segundo o grau de lesdo em

pacientes negativas para o HIV

Citocinas NIC 1 NIC 2/3
n (n=14) n (n=24) Valor P*
Mediana (A) Mediana(A)
IFN-y** 13 4,0 (0-42) 24 4,0 (0-32) 0,987
TGF-B 14 14,5 (10-35) 24 32 (13-61) 0,001
[L-4x** 14 0,0 (0-11) 23 1,0(0-29) 0,347
[L-12%*x* 14 0,5 (0-12) 23 1,0(0-11) 0,858

* Teste U-Mann-Whitney.

** excluido 1 casos NIC1 por material inadequado;

*** axcluido 1 caso de NIC2/3 por auséncia de epitélio na lamina;
***+axcluido 1 caso de NIC 2/3 por material inadequado.

GRAFICO 3 - Boxplot para as variaveis respostas entre a variavel grau da leséo,

considerando-se somente os individuos HIV negativo
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Ja na TAB. 11, considerando somente as mulheres infectadas pelo HIV, a variavel
TGF-B continua sendo significativa e a variavel IL-12, que ndo apresentava
diferenca significativa nas pacientes nao infectadas pelo HIV, manifestou
significancia estatistica (p=0,032) com elevado valor em pacientes com NIC 2/3.
Para as demais variaveis ndo houve diferenca significativa. Esses dados sao
mostrados na TAB. 11 e no GRAF. 4.
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TABELA 11 - Avaliacdo das citocinas locais quanto ao grau da lesdo no grupo

de mulheres infectadas pelo HIV

NIC 1 NIC 2/3
Citocinas n (n=24) n (n=23) Valor P*
Mediana (A) Mediana(A)
IFN-y** 22 6,0(0-25) 23 9,0 (0-43) 0,203
TGF-B*** 23 18,0 (5-39) 23 31 (14-112) 0,001
|L-4*xxx 19 1,0 (0-9) 22 1,0(0-23) 1,000
[L-12%kxxx 23 0,0 (0-12) 23 2,0(0-11) 0,031

* Teste U-Mann-Whitney.

** axcluidos 2 casos NIC1 por material inadequado;

*** axcluidos 1 caso de NIC 1 por auséncia de epitélio na lamina;
*++xaxcluidos 5 casos de NIC 1 e 1 caso de NIC2/3 por material inadequado;
*++xx axcluido 1 caso de NIC 1 por material inadequado.

GRAFICO 4 - Boxplot para as variaveis respostas entre a variavel grau da

lesé@o, considerando somente os individuos HIV positivo
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5.6 Avaliacdo das citocinas pelo grau da lesdo segu  ndo a presencga ou nao
do HIV

As TAB. 12 e 13 relatam que ndo houve diferenca na contagem dos marcadores
da resposta imune entre o grupo de mulheres infectadas e nao infectadas pelo
HIV, tanto nas portadoras de NIC 1 quanto nas portadoras de NIC 2/3.
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TABELA 12 - Avaliacdo das citocinas locais nas mulheres portadoras de NIC 1

segundo o HIV

Infectadas pelo N&o infectadas pelo
Citocinas n HIV (n=23) n HIV (n=14) Valor P*
Mediana (A) Mediana (A)
IFN-y** 22 6,0 (0-25) 14 4,0 (0-42) 0,90
TGF-B*** 23 18 (5-39) 13 14,5 (10-35) 0,66
|L-4*xxx 19 1(0-9) 14 0 (0-11) 0,23
IL-12 23 0 (0-12) 14 0,5(0-12) 0,55

* Teste U-Mann-Whitney.

** axcluido 1 caso por material inadequado;

*** axcluido 1 por auséncia de epitélio na lamina;
*++xaxcluidos 4 casos por material inadequado.

TABELA 13 - Avaliacdo das citocinas locais nas mulheres portadoras de NIC 2/3

segundo o HIV

Infectada pelo N&o infectada pelo
HIV (n=23) HIV (n=24)

Citocinas n Mediana (A) n Mediana (A) Valor P*
IFN-y 23 9,0 (0-43) 24 4,0 (0-32) 0,23
TGF-B 23 31 (14-112) 24 32 (13-61) 0,44
IL-4** 22 1,5 (0-23) 23 1 (0-29) 0,62
[L-12%** 23 2 (0-11) 23 1(0-11) 0,21

* Teste U-Mann-Whitney.
**excluido 2 casos por auséncia de epitélio na lamina;
***excluido 1 caso por material inadequado.

Pode-se verificar que quando se consideram somente as mulheres néo infectadas
pelo HIV, os valores medianos de IFN-y sdo idénticos, enquanto que no grupo de
mulheres infectadas pelo HIV pelo menos 50% daquelas com NIC 1 apresentaram
seis de IFN-y. E entre as que exibiram NIC 2/3, pelo menos 50% apresentaram
nove de IFN-y. Isso significa que no grupo das infectadas pelo HIV as portadoras
de NIC 2/3 tiveram valor mediano mais elevado de IFN-y quando comparadas as

portadoras de NIC 1.
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Ja a variavel TGF-B revelou 0 mesmo comportamento em ambos 0S grupos
(infectadas e néo infectadas pelo HIV), com evidéncias de diferenca do valor

mediano entre os grupos formados pela variavel grau da leséo.

A variavel IL-4 no grupo de mulheres néo infectadas pelo HIV exprimiu maior valor
mediano no grupo de mulheres com NIC 2/3, enquanto que nas infectadas pelo

HIV a mediana foi mais significativa nas mulheres com NIC 1.

A variavel IL-12, no grupo de mulheres nao infectadas pelo HIV, ressaltou valor
mais alto de mediana no grupo de mulheres com NIC 2/3, sendo que a diferenca
para o grupo de mulheres com NIC 1 foi de 0,5. Nas mulheres infectadas pelo
HIV, a mediana continuou sendo mais alta naquelas com NIC 2/3. No entanto, a

diferenca para o grupo das pacientes com NIC 1 foi de 1,5.

No GRAF. 5, de interacéo, as informacdes sdo as ja mostradas nas TAB. 12 e 13,
evidenciando que somente a variavel TGF-B ndo apresentou alguma evidéncia de
interacdo, uma vez que retas paralelas em graficos de interacdo representam a

nao existéncia da mesma.
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GRAFICO 5 - Interacdo entre os fatores HIV e grau da lesdo para as variaveis da
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Neste item da andlise o objetivo foi modelar a probabilidade de a paciente ser HIV

positivo e a probabilidade dela apresentar NIC 2/3 a partir das potenciais

preditoras selecionadas na analise univariada. O critério de selecdo na analise

univariada foi P-valor inferior a 0,20. Como foi visualizado que a relagcdo das

variaveis IFN-y, IL-4 e IL-12 com HIV tendeu a mudar na presenca do fator grau

da lesédo, assim como a relacdo entre IFN-y, IL-4 e IL-12 com grau da leséo

tendeu a mudar na vigéncia do fator HIV, serdo também consideradas essas

interagbes nas regressdes mdltiplas. Foram retiradas do modelo as variaveis

biopsia e colposcopia, devido as mesmas representarem viés de selecao.
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Considerando a variavel HIV como variavel-resposta e as variaveis selecionadas

na analise univariada, tem-se 0 modelo de regressao logistica, que é mostrado na

TAB. 14.

TABELA 14 - Regresséo logistica para HIV: modelo completo

Fonte B S(B) Z P- OR IC
valor 95%

Intercepto 0,806 0,616 1,308 0,1908 - - -

Grau dalesdo—-NIC 2/3 -1,469 0,798 -1,841 0,0656 0,230 0,048 1,100
IFN-y -0,072 0,055 -1,309 0,1905 0,931 0,835 1,036
IL-4 0,649 0,282 2,302 0,0213 1,914 1,101 3,325
IL-12 -0,690 0,317 -2,180 0,0293 0,501 0,270 0,933
NIC 2/3 x IFN- y 0,112 0,061 1,830 0,0673 1,119 0,992 1,262
NIC 2/3 x IL-4 -0,651 0,286 -2,275 0,0229 0,521 0,298 0,914
NIC 2/3 x IL-12 0,762 0,335 2,274 0,0229 2,143 1,111 4,135

Aplicando o algoritmo de backward e considerando que em uma regressao que
possui interacdes, se a interacdo é significativa, deve-se manter a variavel mesmo
se sozinha ndo apresentar significancia, tem-se o seguinte modelo final, que é

apresentado na TAB. 15.

TABELA 15 - Regresséo logistica para HIV: modelo final

Fonte B S(B) Z P- OR IC
valor 95%

Intercepto 0,340 0,466 0,73 0,4657 - - -
NIC 2/3 -0,559 0,617 0,91 0,3652 0,572 0,171 1,917
IL-4 0,526 0,263 2,00 0,0456 1,692 1,010 2,834
IL-12 -0,643 0,275 2,34 0,0192 0,526 0,307 0,900
NIC 2/3 x IL-4 -0,521 0,268 1,95 0,0515 0,594 0,351 1,003
NIC 2/3 x IL-12 0,709 0,295 2,40 0,0163 2,032 1,139 3,624

*Hosmer-Lemeshow (P-valor=0,598).
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Pelo teste de Hosmer-Lemeshow, nao se rejeita a hipétese nula (p-valor=0,598) e
pode-se considerar o modelo ajustado adequado para predizer o HIV.

Em modelos em que a interagéo é significativa, a interpretacéo € baseada nos f3s.
Em relacdo as IL-4 e IL-12, a interpretacdo € referente as pacientes portadoras de
NIC 1. A avaliagdo das mulheres com NIC 2/3 é feita na interagdo. Sabe-se que a
interpretacdo das interacOes é feita pela diferenca dos valores do 3 e que a OR é
o exponensial do B. Dessa forma, para IL-4, tem-se que: para 0s pacientes com
NIC 1, a chance de um resultado positivo de HIV aumenta em 1,69 vez a cada
unidade que se aumenta de IL-4.

Em relacédo a IL-12, segue a mesma interpretacao em relacao aos Bs:
» Para os pacientes com NIC 1, a chance de um resultado positivo de HIV
diminui em 0,526 vez a cada unidade que se aumenta de IL-12.
» Para os pacientes com NIC 2/3, a chance de resultado positivo de HIV
aumenta em (B [IL-12] - B[ grau da lesdo x IL-12]= 0,066 cujo exponencial =
1,06) 1,06 a cada unidade que se aumenta de IL-12. Isso sugere que
pacientes com NIC 2/3 e HIV positivo possuem valores mais elevados de
IL-12.

Considerando a variavel grau da lesdo como variavel-resposta e as variaveis
selecionadas na andlise univariada, tém-se regressao logistica cujo modelo

completo é mostrado na TAB. 16.
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TABELA 16 - Regressao logistica para grau da lesdo: modelo completo

Fonte B S(B) z P- OR IC
valor 95%

Intercepto -3,875 1,329 -2,915 0,004 - - -
HIV-positivo -1,708 1,174 -1,455 0,146 0,181 0,018 1,809
Citologia - alterada 0,846 0,758 1,116 0,264 2,329 0,528 10,284
TGF-B 0,208 0,060 3,468 0,001 1,231 1,095 1,385
IFN-y -0,076 0,052 -1,455 0,146 0,927 0,838 1,027
IL-4 0,103 0,111 0,935 0,350 1,109 0,893 1,378
IL-12 -0,223 0,160 -1,392 0,164 0,800 0,584 1,095
HIV-positivo/ IFN-y 0,094 0,071 1,333 0,183 1,099 0,957 1,261
HIV-positivo/ IL-4 -0,355 0,170 -2,088 0,037 0,701 0,502 0,978
HIV-positivo/ I1L-12 0,373 0,343 1,087 0,277 1,452 0,741 2,844

Aplicando o algoritmo de backward e considerando que em uma regressao que
possui interacdes, se a interacdo é significativa, deve-se manter a variavel mesmo
guando ela ndo apresente significancia, tem-se o seguinte modelo final, que é
mostrado na TAB. 17.

TABELA 17 - Regresséo logistica para grau da lesdo: modelo final

Variaveis B S(B) Z P- OR IC
valor (95%)
Intercepto -2,807 0,743 -3,779 0,000 - - -
TGF-B 0,119 0,029 4,096 0,000 1,126 1,064 1,192

*Hosmer-Lemeshow (P-valor=0,235).

Pelo teste de Hosmer-Lemeshow, néo se rejeita a hipétese nula (P-valor=0,235) e

pode-se considerar o modelo ajustado adequado para predizer o grau da lesé&o.

Concluiu-se que a cada unidade que se aumenta de TGF-B, a chance de

apresentar NIC 2/3 aumenta em aproximadamente 1,13 vez.



73

6 DISCUSSAO

Para facilitar a discussédo, dividiu-se o capitulo em topicos, iniciando-se pela
analise descritiva dos grupos de mulheres infectadas e néo infectadas pelo HIV.
Em seguida, faz-se a avaliacdo descritiva dos grupos referentes ao grau de leséo.

Por fim, procede-se a discussédo em relacdo a resposta imune nesses grupos.

6.1 Analise dos grupos de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV

Considerando a idade, encontrou-se mediana no grupo de mulheres portadoras
de NIC e infectadas pelo HIV de 33 e 35 anos em portadoras de NIC e nédo
infectadas pelo HIV, respectivamente. Esses dados estdo de acordo com a
literatura, que mostra idade mediana de mulheres portadoras de NIC variando de
32 a 38 anos (ANDRADE et al., 2011; BAIS et al., 2007; CLEIRICE et al., 1997;
GILLES et al., 2005; JACOBS et al., 1998; NICOL et al.,, 2008; PAULO et al.,
2007; ROTAR et al., 2010; VAN POELGEEST et al., 2006).

Os grupos foram homogéneos quanto a idade, paridade e idade de inicio de
atividade sexual. Os nossos achados estdo de acordo com o encontrado por
Andrade et al. (2011), que mostraram idade mediana de 34 anos, idade mediana
de inicio de atividade sexual aos 17 anos e paridade mediana de dois filhos no
grupo de mulheres infectadas pelo HIV. Gilles et al. (2005) reportaram paridade
de dois nas pacientes infectadas pelo HIV com NIC, em concordancia com o

presente estudo.

Foram encontrados 61,7% das mulheres infectadas pelo HIV com citologia
alterada e 76,3% nas mulheres nao infectadas, o que demonstra alto indice de
citologias com resultado falso-negativo, uma vez que todas as pacientes que
participaram deste estudo apresentavam algum grau de NIC. Segundo Nanda et
al. (2000), a citologia cervical possui sensibilidade moderada (55-65%) para a

deteccdo de NIC confirmada pela histopatologia. Esses autores avaliaram 12
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estudos e informaram sensibilidade que variou de 30 a 87% e especificidade de
86 a 100% (NANDA et al., 2000).

Observaram-se também mais mulheres infectadas pelo HIV com NIC 1 a bidpsia
gue mulheres nao infectadas. Na época em que foram coletadas as amostras,
fazia parte do protocolo realizar CAF em lesdo de baixo grau nas mulheres
infectadas pelo HIV. Entretanto, detectou-se agravamento das lesdes apos a CAF
nas mulheres infectadas pelo HIV. Foram encontrados 21,3% das bidpsias com
lesdo de alto grau a biopsia; e apds a CAF, apurou-se pouco mais que o dobro
(46,8%). Isto demonstra que a biopsia dirigida pela colposcopia ndo melhora a
acuracia diagnoéstica nas mulheres infectadas pelo HIV, quando comparadas as
nao infectadas (DEL PRIORI et al., 1996; NAPPI et al., 2005). O mesmo néo foi
demonstrado nas pacientes néo infectadas pelo HIV.

Ao avaliar a imunidade sistémica das mulheres infectadas pelo HIV, constatou-se
valor médio de células positivas para linfécito T CD4 de 292,87 células/mms, o
que demonstra imunidade relativamente boa do grupo. Kobayashi et al. (2004)
encontraram valor médio de linfocito T CD4 de 381 células/mm3. Em outro estudo
gue também avaliou a resposta imune local em pacientes coinfectadas pelo
HIV/HPV, realizado no Rio de Janeiro por Nicol et al. (2008), o valor médio de
CD4 foi de 444,27 células/mm3, com 21% das pacientes com CD4 inferior a 200

células/mm3, em concordancia com o achado em nosso grupo de mulheres.

Apenas uma das mulheres infectadas pelo HIV ndo estava em uso de terapia
antirretroviral. Na literatura ndo ha consenso sobre a influéncia da terapia
antirretroviral na histéria natural das neoplasias intraepiteliais cervicais.
Entretanto, ndo se avaliou o uso da HAART na resposta imune local. Para realizar
tal comparacao, seria necessario ter um grupo de mulheres infectadas pelo HIV
sem usar o medicamento. Além disso, também seria importante o controle da
adesao ao tratamento. A maior parte da literatura publicada sugere que a HAART
nao reduz a incidéncia de lesbes cervicais nas mulheres infectadas pelo HIV
(BRATCHER; SAHASRABUDDHE, 2010). Alguns autores salientam que a
incidéncia do cancer cervical entre as mulheres infectadas pelo HIV ndo diminuiu
apos a introducdo da HAART (ENGELS et al., 2006; FRANCESCHI et al., 2003).
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Entretanto, o estudo HIV Epidemiology Research Study (HERS) notifica aumento
do clareamento do HPV em mulheres com diagnéstico citolégico de leséo
intraepitelial apos a introducdo da HAART (PARAMSOTHY et al., 2009).

6.2 Analise descritiva dos grupos quanto ao grau de lesdo

A idade mediana total do grupo foi de 34 anos, sendo que entre as portadoras de
lesdo de baixo grau foi de 32,7 anos e entre as portadoras de lesédo de alto grau
foi de 35 anos. Essas medianas estdo de acordo com a literatura, que evidencia
idade mediana entre as portadoras de lesdo de baixo grau de 32 anos e entre
aguelas com leséo de alto grau de 34 anos (BERMUDEZ-MORALES, et al., 2008;
GILLES et al., 2005).

Em relacdo a paridade ndo se encontrou diferenca entre os grupos, embora
alguns autores tenham enfatizado que o risco de ocorréncia de neoplasia
intraepitelial de alto grau cresce significativamente com o aumento da paridade
(HILDESHEIM et al., 2001). Sabe-se que o tabagismo também & um importante
fator de risco para o desenvolvimento de NIC, o que foi demonstrado no estudo
de Hidesheim et al (2001). Estudos epidemiologicos também ressaltaram essa
associacdo (INTERNATIONAL COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL
STUDIES OF CERVICAL CANCER, 2006). Na presente investivacdo, a maioria
das mulheres era ndo tabagista em ambos os grupos, ndo havendo diferenca

entre baixo e alto grau de leséo.

As pacientes que possuiam citologia alterada tinham mais chance de ter lesao de
alto grau quando comparadas as com citologia normal. Neste estudo, a citologia
alterada era a que demonstrava tanto lesdo de baixo quanto de alto grau, assim
como alteragdes sugestivas de HPV. Os casos de ASCUS foram excluidos da
analise. Murta et al. (1997) acentuaram que as pacientes com sinais citolégicos

de HPV tinham mais chance de desenvolver NIC 3 e posterior carcinoma invasivo.

Foi registrado mais alto nimero de lesdo de alto grau em mulheres com

colposcopia grau 2. Porém, 37% das mulheres com colposcopia grau 1
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apresentaram lesdo de alto grau na peca cirdrgica e 41% das com colposcopia
grau Il, em verdade, tinham lesdo de baixo grau no cone. A colposcopia é um
exame subjetivo e com reprodutibilidade e acuracia de dificil avaliacdo. A
confianca e a acuracia da colposcopia na determinacdo do melhor local para a
realizacdo da biopsia tém sido questionadas no diagnéstico das NICs. Autores
avaliaram a associacdo entre colposcopia e histopatologia obtida por bidpsia
dirigida com a colposcopia e concluiram que a associacdo era significativa
(p<0,001), mas a concordancia era fraca (K=0,2) (MASSAD; COLLINS, 2003).
Katzs et al. (2010) sugerem que o valor da colposcopia esta no direcionamento do
melhor local para a biopsia, e ndo para melhorar o diagnostico das lesdes

intraepiteliais cervicais.

Em relacdo ao status do HIV néo foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos de alto e baixo grau de lesdo. Na literatura verificou-se que mulheres
infectadas pelo HIV tém mais chance de desenvolver NIC (CONLEY et al., 2002;
ELLERBROCK et al., 2000; WRIGHT et al., 1994b). Nosso estudo foi realizado
de forma transversal, separando casos com NIC tanto de mulheres infectadas
qguanto nao infectadas pelo HIV, ndo sendo possivel avaliar prevaléncia. Ao
analisar a variavel HIV em relacdo ao grau de lesao, foi percebido menos niumero
de mulheres infectadas pelo HIV com lesdo de alto grau que de mulheres nao
infectadas, porém essa diferenca ndo foi significante. O fato de se ter mais
namero de mulheres infectadas pelo HIV com lesdo de baixo grau é justificado
pelo protocolo de tratamento que era adotado na ocasido em que foram
avaliadas. O protocolo nessa época estipulava tratamento cirargico em mulheres

infectadas pelo HIV e NIC, de baixo ou alto grau.

6.3 O método de imuno-histoquimica

A escolha do método de imuno-histoquimica para realizar este estudo foi devido
ao fato de o material ser proveniente de pecas parafinadas que j& estavam
estocadas ha algum tempo. Esse método pode ser utilizado para diagnosticar
varias doencas. A imuno-histoquimica € um meétodo “artesanal’” que pode ser

influenciado por varios fatores, desde a fase preparo do material, ou seja, fixacao
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e processamento dos tecidos, passando pela fase do exame propriamente dito
(escolha de anticorpos primarios, periodo de incubacédo, bloqueios e sistema de
visualizacdo), até a interpretacdo dos resultados. O método pode sofrer
interferéncia em qualquer uma das etapas, 0 que pode comprometer a qualidade
dos resultados. Especial atencdo foi necessaria a ativacdo antigénica, por ser o
material proveniente de pecas antigas. Para resolver esse problema, foi feita a
padronizacdo dos anticorpos testando-se tampdes diferentes para a reativacao.
Assim como neste trabalho, outros também utlizaram a técnica de imuno-
histoquimica na avaliacdo da resposta imune local do colo uterino (AL-SALEH et
al., 1998; KOBAYASHI et al., 2004; PARDO-GOVEA, et al. 2005).

6.4 Analise dos grupos em relagéo a resposta imune local e o grau de lesao
na presenca ou nao do HIV

A resposta imune relacionada as NICs, ao HPV e ao HIV ndo esta completamente
compreendida. A literatura € bastante variada no que diz respeito ao perfil de
citocinas presentes nas lesdes. Essa variacdo € devida principalmente a técnica
utilizada - Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), imuno-
histoquimica -, tipo de amostra avaliada (bidpsia, peca cirargica, secrecdes
cervicais) e tipo de lesdo presente (progressiva, regressiva ou persistente). De
maneira geral, € descrito que lesdes de alto grau apresentam expressdes
elevadas de IL-2R, IL-4, TGF-B e IL-10 e niveis diminuidos de IL-2 e IFN-y
refletindo ambiente imunorregulatério (KOBAYASHI et al.,, 2008). Estudos de
imuno-histoquimica para avaliar a expressao de células Thl e Th2 mostram que

essas células estao presentes no estroma (KOBAYASHI et al., 2004).

A avaliacdo do sangue periférico pode ndo representar o microambiente local, ou
seja, logo abaixo da lesdo. Kobayashi et al. (2008) avaliaram amostras de sangue
periférico e de cérvice uterina das mesmas pacientes e realcaram propor¢des
maiores de células T que expressam IFN-y e TGF-f no tecido cervical quando
comparado com o0 sangue periférico, tanto em amostras sem NIC quanto em
amostras com NIC de alto grau. Isso denota que a medida da resposta imune

local € de suma importancia na avaliacdo das NICs e que talvez ndo seja correto
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estender os achados de estudos sistémicos para prever a evolugédo das lesdes.
Para melhor compreensao da discussao, ela foi subdividida em topicos.

6.4.1 TGF-B

Em relacdo ao grau de leséo, foi significativa a diferenca de TGF-f no grupo de
mulheres portadoras de lesdo de alto grau. Ao analisar essa citocina em cada
grupo, ou seja, no grupo de mulheres infectadas pelo HIV e no grupo de mulheres
nao infectadas, a diferenca manteve-se, sendo que no grupo de mulheres
infectadas pelo HIV também houve diferenca significativa de IL-12 nas portadoras

de lesado de alto grau.

A citocina TGF-f pertence a uma familia multifuncional de fatores do crescimento
que regulam funcbes celulares basicas tais como apoptose, proliferacéo,
diferenciacéo e imunossupressdo (SHI; MASSAQUE, 2003), sendo a sua funcéo
bloqueada pelas oncoproteinas E6 e E7 do HPV (MURVAI et al., 2004; PEI et al.,
1998; SHERMAN; SCHLEGEL, 1996). Uma particular caracteristica biolégica
associada a progresséao tumoral € a perda da responsividade ao TGF-B (KANG et
al., 1998; KIM et al., 1998); e o HPV de alto risco pode levar a alteragdo de sua
funcdo (HAZELBAG et al., 2001).

Na carcinogéneses cervical, 0 TGF-B1 pode ter dois papéis contrastantes. Essa IL
pode contribuir para a imunossupressao a partir da inibicdo da sinalizacéo da IL-2
e de IL-12 (Thl) pelas células apresentadoras de antigenos e estimular a
producdo de IL-10 (Th2) por macrofagos (PARDOUX et al., 1997). Alconcer-
Gonzales et al. (2006) demonstraram predominio de TGF-B e de IL-10 com
diminuicdo acentuada de IL-2 e IL-12 em amostras de cancer cervical, criando
ambiente permissivo para o desenvolvimento tumoral. Por outro lado, em estudos
in vitro foi evidenciado papel protetor a partir da inibicAo da proliferacdo de
gueratindcitos e da supressao das proteinas E6 e E7 do HPV, que séo essenciais
na carcinogénese (COFFEY et al., 1988).
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Woodworth, Notéario e Dipaolo (1990) sugeriram que TGF-B pode ser um regulador
autocrino da expressdao génica do HPV nas células epiteliais infectadas.
Entretanto, outros estudos mostraram que o TGF-B parece estimular em vez de
inibir o crescimento celular, sendo que esse tipo de crescimento € demonstrado
apenas em células infectadas pelo HPV e ndo em células normais
(WOODWORTH et al., 1996).

O resultado encontrado neste estudo esta de acordo com os achados de
Kobayashi et al. (2004). Esses autores documentaram aumento da densidade
estromal de TGF-f em infiltrados adjacentes a NIC 2/3, principalmente em
pacientes ndo infectadas pelo HIV, quando comparado com colo normal. Embora
com menos intensidade, TGF-f também foi referido em pacientes infectadas pelo
HIV (KOBAYASHI et al., 2004). Baritaki et al. (2007) também encontraram, em
pacientes imunocompetentes, expressdo aumentada de TGF-f associada a
progressao de NIC de baixo grau para NIC de alto grau, em concordancia com o
presente estudo. Esses dados podem sugerir que as células T regulatérias sao

recrutadas em lesbes de NIC 2/3, levando a um ambiente permissivo.

Adurthi et al. (2008) avaliaram a imunidade no colo uterino de pacientes com NIC,
cancer e sem lesdo e encontraram células T regulatorias presentes no estroma
nas amostras de NIC. Concluiram que a presenca desse padrédo de células pode
ser um marcador para a persisténcia da lesdo. As amostras e método utilizados
para avaliar as citocinas locais em nosso estudo permitiram avaliar o
microambiente abaixo da lesdo sem, entretanto, identificar qual célula a produziu.
Seria necessario investigar também outros marcadores como CD25 e Forkhead
box P3 (FOXP3) para melhor estudo das células T regulatérias. Embora néo se
tenha avaliado CD25 e FoxP3, os valores expressivos de TGF-f a medida que a

lesdo se agrava sao indicativos de maior proporcdo de células T regulatérias
(Treg).

Ao comparar apenas pelo status do HIV, ou seja, entre mulheres infectadas ou
nao pelo HIV ndo se levando em consideracdo o grau de lesdo, ndo houve
diferenca na expressdo dessa citocina. Conforme se pode constatar pelos

graficos de interacdo, parece ndo haver associagdo entre essa interleucina e o
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HIV, demonstrando que provavelmente o que interfere em sua expressédo é a

presenca da lesao e, consequentemente, do HPV (ndo analisado neste estudo).

6.4.2 1L-12

Ao avaliar os grupos quanto ao status do HIV, sem levar em consideracéo o grau
da lesdo, ndo se identificou diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, ao
estudar os gréaficos de interagdo, parece haver associacdo da IL-12 com HIV e,
talvez, do HPV, devido ao grau da lesdo. Isso é demonstrado na analise
multivariada, na qual se pode observar associacédo entre alto grau de lesao, IL-12
e infeccao pelo HIV (P=0,016).

Nosso achado esta de acordo com o de Moscicki et al. (2004), que também
comprovaram aumento de IL-12 em pacientes HIV positivo que desenvolveram
leséo de alto grau (MOSCICKI et al., 2004). Crowley-Nowick et al. (2000) também
relataram que a coinfeccdo HIV/HPV esta associada a altos niveis de células
produtoras de IL-12, especialmente em mulheres com uma terceira doenca
sexualmente transmissivel, quando comparadas com as infectadas apenas pelo

HIV ou pelo HPV, o que também demonstra interacéo.

Estudo realizado por Guha e Chatterjee (2009) avaliou a presenca de citocinas
em secrecdo cervical e identificou diferenca marginalmente significante na
producao de IL-12 entre mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV (P=0,053),
com mais altos valores nas infectadas. Os autores destacaram predominio de IL-6
e IL-10 nas amostras de mulheres infectadas pelo HIV, significando predominio
da resposta Th2. Ao avaliarem as amostras pela presenca do HPV, encontraram
aumento de IL-1p (P=0,022) e IL-6 (P=0,0004), com diferenca néo significante de
IL-12 nas amostras HPV + (P=0,493). Entretanto, ndo analisaram em relacdo ao
grau da lesédo. Bais et al. (2005) ndo obtiveram diferenca de IL-12 aferido no
plasma entre colo normal, lesédo de alto grau e cancer em mulheres nao
infectadas pelo HIV. Em relacéo ao grau de lesdo, também nédo houve diferenca
na expressao de IL-12 entre as mulheres com NIC de baixo e alto grau e nao

infectadas pelo HIV na presente pesquisa.



81

A IL-12 é expressa em células apresentadoras de antigenos, macrofagos e leva a
diferenciacdo de células TCD4+ naive em direcao ao perfil Th1 (BRUNDA, 1994;
HSIEH et al.,, 1993; SCOTT, 1993). Essa interleucina também é conhecida por
inibir a angiogénese (VOEST et al., 1995). Segundo esses autores, a supressao
da angiogénese pela IL-12 é dependente de sua habilidade em induzir a
expressao de IFN-y, o que em nosso estudo pode ser observado a partir da maior
expressdo, embora ndo significativa, dessa citocina no grupo de mulheres
infectadas pelo HIV e com lesdo de alto grau. Algumas pesquisas em modelos
murinos mostraram que a IL-12 possui potente funcdo antitumoral e
antimetastatica (BRUNDA et al.,, 1993; NASTALA et al., 1994; TAHARA et al.,
1994). Por essas propriedades, ndo seria esperado encontrar essa IL aumentada
em lesbes de alto grau. Uma explicacdo para tal achado seria que niveis
aumentados da IL-12 refletiiam um mecanismo para inibir a angiogénese e
combater a proliferagédo epitelial, bem como uma tentativa para repolarizagéo para

uma resposta Thl impedindo a progressao para o cancer.

Entretanto, segundo Meyaard et al. (1996), a IL-12 também pode contribuir para a

imunorregulacao pela inducao da IL-10 (ndo avaliada no presente estudo).

O fato de ndo se ter encontrado essa diferenca no grupo de mulheres néo
infectadas pelo HIV e portadoras de leséo de alto grau pode refletir uma resposta
a interacao HIV/HPV.

6.4.3 IL-4

O perfil Th2 foi avaliado neste estudo com base em pesquisa e quantificacdo da
IL-4 no estroma, logo abaixo da lesdo. Esse perfil suprime a resposta imune
celular e estimula preferencialmente uma resposta humoral (ZHU; PAUL, 2008).
Em nossa pesquisa nao foi evidenciada diferenca significativa de IL-4 em relacao
ao status do HIV. Entretanto, na analise multivariada apurou-se associa¢ao entre
mulheres infectadas pelo HIV e portadoras de lesdo de baixo grau com a

expressao de IL-4 (P=0,0456). Para as mulheres portadoras de HIV com lesédo de
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alto grau essa associagao nao foi significante (P=0,053). Isso mostra que essas
mulheres possuem tendéncia a desenvolver padrédo Th2.

No grupo de mulheres néo infectadas pelo HIV ndo houve associacdo da
expressdo de IL-4 com o grau da lesdo. Pardo-Govea et al. (2005) também
avaliaram a expressédo de IL-4 no tecido cervical, em pacientes
imunocompetentes, pela técnica de imuno-histoquimica e também nao
detectaram diferenca significativa entre as NICs. Bais et al. (2005) investigaram a
expressao de IL-4 no sangue periférico e ndo citaram diferenca entre colo normal,
NIC de alto grau e cancer. Esses autores concluiram pela polarizacdo da resposta
em direcdo ao perfil Th2 devido a niveis expressivamente mais altos de IL-10 em
lesdes de alto grau e cancer (ndo avaliado no presente estudo). Jacobs et al.
(1998) também nao relataram diferenca na expressdo de IL-4 no sangue de
mulheres imunocompetentes com diversos graus de NIC, porém também
concluiram haver polarizacéo para Th2 pela propor¢cédo de IL-12/IL-10 encontrada

(n&o avaliado nesta pesquisa).

Em contrapartida, outros autores descreveram aumento da expressao dessa IL
em pacientes com lesdo de alto grau, denotando predominio da resposta Th2 a
medida que ocorre agravamento da lesédo. Baixas porcentagens de células Thl
com altas propor¢cdes de IL-4 e IL-6 (Th2) foram observadas em lesdes de alto
grau na comparacédo com tecido normal (AL-SALEH et al., 1998). Estudo anterior
realizado por Cleirice et al. (1997) avaliou o perfil de citocinas no sangue
periférico de pacientes nédo infectadas pelo HIV e salientaram predominancia de

IL-4, acentuando mudanca para o perfil Th2 em pacientes portadoras de NIC 3.

Behbahani et al. (2007) estudaram a resposta imune em relacdo ao HPV e
informaram maior expressdo de IL-4 em amostras cervicais de mulheres HIV-

/HPV+ do que em amostras de mulheres HIV+/HPV+.
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6.4.4 IFN-y

O perfil Th-1 foi pesquisado em nosso estudo a partir da contagem de células que
expressam IFN-y. Esse perfil estimula preferencialmente a resposta celular
mediada. Song et al. (2008) reconheceram associa¢cao de elevada quantificacao
dessa interleucina em pacientes que clarearam a infec¢do pelo HPV. Scott et al.
(1999) também exprimiram predominio de IFN-y em células esfoliadas da cérvice,
pela técnica de RT-PCR, nas pacientes que clarearam o HPV. El-Sherif et al.
(2001) avaliaram o tecido cervical de mulheres portadoras de NIC e encontraram
diminuicdo dessa interleucina no estroma em amostras de NIC de alto grau
quando comparadas com NIC de baixo grau. Esses estudos notificam a
importancia da resposta Thl em relacédo a resolucdo da infeccéo e que a falha em

relacdo a esse tipo de resposta pode estar relacionada a progresséo da doenca.

Jacobs et al. (1998) compararam o0s niveis séricos de IFN-y de mulheres com
lesdo de baixo e alto grau e ndo indicaram diferenca entre os grupos. Concluiram
pelo predominio de resposta Th2 baseados na alteracdo da proporcdo de IL-
12/IL-10 encontrada nas lesdes de alto grau. Azar et al. (2004) acusaram mais
casos positivos de IFN-y (sérico) no grupo com HSIL que no grupo LSIL, porém
foi no limiar da significancia (P=0,055). Na analise multivariada ndo se confirmou
associacado dessa citocina com NIC, em concordancia com nosso resultado em
relagdo as mulheres néo infectadas pelo HIV. Entretanto, esses estudos foram
realizados em pacientes imunocompetentes e ndo se pode estender os mesmos
resultados para as mulheres infectadas pelo HIV, o que evidencia a necessidade

do entendimento da resposta local nessas mulheres.

Seria esperado encontrar baixa expressdo desse marcador nas mulheres
infectadas pelo HIV. Entretanto, em nosso estudo ndo houve diferenca
significativa tanto nos grupos de mulheres infectadas e nao infectadas pelo HIV
guanto nos diferentes graus de lesdo. Embora aqui nédo se tenha avaliado o HPV,
o achado é semelhante ao encontrado por Behbahani et al. (2007), que também
nao informou diferenca significativa de células que expressam IFN-y em tecidos
de pacientes HIV negativo portadoras de HPV quando comparados com o tecido

de pacientes coinfectadas pelo HIV/HPV.
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Kobayashi et al. (2004), utilizando a técnica de imuno-histoquimica, assinalaram
células positivas para IFN-y abundantemente distribuidas no estroma préximo do
epitélio displasico de mulheres néo infectadas pelo HIV. Esses autores também
referenciaram que em amostras de NIC2/3 de mulheres infectadas pelo HIV essas
células estavam marcadamente diminuidas (p=0,0004). Embora tenha encontrado
alto numero de células T nas amostras de mulheres portadoras de HIV e lesdo de
alto grau (NIC2/3), para esses autores a producdo de IFN-y por essas células foi
significantemente comprometida. Eles reportaram a existéncia de robusta
resposta Thl nas lesdes de NIC2/3, provavelmente como resposta para conter ou
erradicar a infeccao pelo HPV. Também notaram niveis expressivos de TGF-3 em
NIC2/3 de mulheres infectadas e ndo infectadas pelo HIV. Nicol et al. (2005)
encontraram em pacientes coinfectadas pelo HIV/HPV diminui¢do de IL-6, IFN-y e
TNF-a e aumento de IL-4 e IL-10 e definiram que a resposta dessas pacientes é
do tipo Th2.

Avaliando material de mulheres nao infectadas pelo HIV, Kobayashi et al. (2008)
verificaram aumento de IFN-y nas portadoras de lesédo de alto grau. Pardo-Govea
et al. (2005) também descobriram expressdo maior de IFN-y em lesdes de alto

grau e concluiram ser a resposta Thl predominante na presenca do HPV.

Como se pode observar, os resultados na literatura sado conflitantes e ndo existe
consenso a respeito da resposta imune local. A divergéncia em relacdo as
publicacbes provavelmente também esta associada as diferentes técnicas,
metodologias e materiais utilizados nas pesquisas. Os métodos usados para
mensurar as citocinas, assim como diferentes tipos de amostras empregadas
(lavado cérvico-vaginal, tecido cervical, plasma, soro ou cultura de sangue total),
podem influenciar nos resultados. Além disso, a maioria dos estudos que mostram
mudanca do perfil Thl em direcdo ao perfil Th2 € focada no carcinoma cervical e
nao em NIC e alguns séo voltados para o HPV e ndo para a lesdo que ele causa.
Em relagdo a coinfeccdo HIV/HPV, as dificuldades s&o ainda maiores, pois o
namero de artigos encontrados é reduzido.

O QUADRO 2 resume o0s principais estudos e suas respectivas conclusoes.
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QUADRO 2 — Conclusfes dos principais estudos sobre resposta imune local

Autor Método utilizado na Concluséo Este estudo
(ano) (n) pesquisa
Jacobs etal. | ELISA Sem # nos niveis de IL-4 | Sem # nos niveis de IL-
(1998) (Sangue) e IFN-y entre HSIL e|4 e IFN-y entre HSIL e
n=27 Estudo transversal HIV- LSIL. LSIL em pacientes HIV-
Al-Saleh et al. | Imuno-histoquimica | de células Thl e 1 de IL- | Sem # na expresséo de
(1998) (Tecido cervical) 4 e IL-6 (Th2) no estroma| Thl (IFN-y, IL-12) e de
n=60 Estudo transversal HIvV- €M pacientes com HSIL. | Th2 (IL-4) em LSIL e

HSIL em pacientes HIV-
Crowley- ELISA 1 de IL-12 em pacientes| 1 IL-12 nas mulheres
Nowick etal. | (secrecao cervical) co-infectadas  HIV/HPV, | HIV+ com HSIL.
(2_000)' Estudo transversal principamente quando
n=122 associado a uma terceira
HIV- e HIV+ doenca.

Kobayashi Imuno-histoquimica a)| de IFN-y no estroma| a) Sem # diferenca em
et al. (2004) cervical de pacientes|relacdo ao grau da
n=68 (tecido cervical) HSIL HIV+ que em HSIL | leséo e status do HIV.

Estudo transversal

HIV-.

b)t de TGF-B em HSIL
gue em colo normal tanto
no grupo HIV+ quanto no
grupo HIV-

b) 1 de TGF- em HSIL
em relacdo a LSIL tanto
no grupo HIV+ quanto
no grupo HIV -.

C) ndo temos grupo sem
NIC para comparar.

Moscicki et al. | ELISA 1 de IL-12 em mulheres| 1 IL-12 nas mulheres
(2004) (Secrecdo cervical [IL- |infectadas pelo HIV e que | HIV+ com HSIL.
n=256 12, IL-10 e IL-2] e |desenvolveram HSIL.

sangue [IFN-y, IL-4, IL- |Sem # diferenca para as

2, IL-6 e TNF-q] ) demais citocinas.

Coorte
Bais et al. Imunoensaios a)| IFN-y, TNF-a e IL-2 e|a) ndo se avaliaram
(2005) (Plasma) 1 de IL-10 em NIC 3 e| TNF-a, IL-2 e IL-10.
n=33 carcinoma. N&o avaliadas amostras

Estudo transversal HIV-

b) sem # em relagédo a IL-
4 elL-12.

c) nao avaliou HIV +

de carcinoma. Sem #
em relagéo ao IFN-y.

b) Sem # entre IL-12 e
IL-4 nas amostras HIV -.
c)tmarginalmente
significante de IL-4 nas
amostras de LSIL de
mulheres infectadas
pelo HIV. 1 de IL-12 nas
mulheres HIV + com
HSIL.

Sem  diferenca
relacéo ao e INF-y.

em

continua
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Autor Método utilizado na Concluséo Este estudo
(ano) (n) pesquisa

Pardo-Govea | Imuno-histoquimica a)? IFN-y em amostras de | a) sem # ha expressao
et al. (2005) NIC 3 do que em|de IFN-y entre os
n=39 (bidpsia cervical) amostras de NIC 1. diferentes graus de NIC.
b) sem # na expressao
Estudo transversal b)sem # na expressdode|de IL-4 entre as
HIV - IL-4 entre os diferentes| pacientes HIV- com
graus de NIC. baixo e alto grau de

leséo.
c)ndo avaliaram o HIV. c)t marginalmente

significante de IL-4 nas
amostras de leséo de
baixo grau de mulheres
infectadas pelo HIV.

Behbahani et | Imuno-histoquimica a)t IL-2 e IFN-y em| a)Nao avaliado o HPV.
al. (2007) pacientes HIV+HPV+ | b)Sem # na expressdo
n=17 (tecido cervical) quando comparado HIV-|de IFN-y entre os
[HPV-. grupos com NIC,
Estudo transversal b) sem # entre os grupos | infectado e nao
HIV+HPV+ e HIV-HPV+ | infectado pelo HIV.
HIV+ e HIV- em relagédo a IL-2 e IFN-y. | c)1 marginalmente
c)t de IL-4 em mulheres | significante de IL-4 no
HIV-/HPV+ do que em| grupo HIV+ com lesdo
mulheres HIV+/HPV+. de baixo grau.
Song et al. RT-PCR 1 de IFN-y em pacientes | Nao avaliada remisséo.
(2008) portadoras de LSIL que
n=57 (tecido cervical) apresentaram  remissao
com 1 ano.
Coorte
HIV -
Guha e ELISA a)Predominio de Th2 em| a)t IL-12 nas mulheres
Chatterjee HIV +. HIV+ com leséo de alto
(2009) (Secrecao cervical) b)1 marginalmente | grau.
n=100 significante de IL-12 nas|b) 1t de IL-4 nas
Transversal pacientes HIV +(P=0,053) | mulheres HIV+ com
HIV+ HIV- c) 1t IL-18 e IL-6 nas|LSIL (marginalmente
amostras HPV +. significante)
d)n&o avaliaram o grau de | ¢) ndo avaliado o HPV.

lesao.

HSIL= les&o intraepitelial escamosa de alto grau
LSIL= les&o intraepitelial escamosa de baixo grau

6.5 Consideracdes finais

A producao de citocinas imunossupressivas, tais como TGF-, pode criar um

estado permissivo que deve ser considerado na perspectiva do tratamento de

lesGes pré-neoplasicas. Nas pacientes infectadas pelo HIV e portadoras de NIC

de alto grau, encontrou-se significativo aumento também de IL-12. Essa
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associacdo nédo foi vista no grupo de mulheres nédo infectadas, o que sugere

interacao viral.

Seria esperado encontrar-se padréo de resposta tipo Th2 no grupo de mulheres
infectadas. Foi avaliado o padrdao Th2 pela expressdo de IL-4. Na analise
multivariada houve associacdo de IL-4 para NIC de baixo grau nas mulheres
infectadas pelo HIV. O mesmo nao foi demonstrado nas mulheres infectadas pelo
HIV e com NIC de alto grau. No entanto, a resposta imune € um complexo evento
gue envolve varios mecanismos e neste estudo foi investigado apenas reduzido
“fragmento” dessa resposta. Dessa forma, poderia ter sido obtida resposta
diferente se tivessem sido incluidos outros marcadores da resposta imune, tais

como IL-10 e IL-6, assim como receptores de membrana.

A interacdo demonstrada entre as pacientes infectadas pelo HIV e portadoras de
NIC de alto grau mostra que provavelmente o HPV apresenta importante papel na
modulacdo da resposta. Seria importante avaliar-se o HPV nessas amostras e
correlaciona-lo com a resposta. Neste estudo o HPV néo foi avaliado porque néo
se tinha o resultado da tipagem do virus para todas as pacientes.

Outra lacuna nesta pesquisa foi o fato de ndo se possuir um grupo nao infectado
e sem lesdo para comparar com os demais. Ainda permanecem muitas perguntas
a serem respondidas e mais estudos sdo necessarios para avaliar a resposta

imune no colo uterino de mulheres imunocomprometidas.
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7 CONCLUSOES

* Nao foi encontrada diferenca na resposta imune local entre as mulheres
infectadas e nao infectadas pelo HIV, ndo considerando o grau da NIC.

« Em relacdo ao grau da NIC, observou-se predominio de TGF-f nas
portadoras de NIC 2/3, sugerindo resposta Treg.

* A resposta imune local em mulheres infectadas e nao infectadas pelo HIV
apresentou comportamento diferente na presenca de NIC, com predominio
de IL-12 nas mulheres infectadas pelo HIV e NIC 2/3. Nas pacientes HIV
positivo e NIC 1 houve predominio de IL-4, indicando resposta Th2. Em
relacdo ao TGF-f3, verificou-se expressao similar nos grupos, nao havendo

indicio de interacdo dessa citocina.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A - Classificagao do CDC

A classificacao revisada do CDC para adultos e adolescentes infectados pelo HIV
€ baseada nas condic¢des clinicas associadas a contagem de linfocitos TCD4+.
As trés categorias de linfocitos TCD4+ séo:

e Categoria 1: = 500 células/mL

» Categoria 2: 200 a 499 células/mL

» Categoria 3: menos de 200 células/mL

Categorias clinicas
Categoria A: consiste em uma ou mais das condicfes listadas a seguir em adulto
ou adolescente maior de 13 anos com infec¢do documentada pelo HIV.
» Infeccdo assintomatica.
» Linfadenopatia generalizada persistente
» Infeccdo aguda pelo HIV
Categoria B: consiste de condi¢des sintométicas em um adulto ou adolescente
infectado pelo HIV, que ndo esteja incluido na categoria C. Os critérios para
definir como categoria B séo:
a) As condicdes clinicas séo atribuidas ao HIV ou sé&o indicativas de defeito da
imunidade.
b) As condi¢cdes sdo consideradas terem curso clinico complicado pelo HIV.
Exemplos de condicfes na categoria B sao:
« Angiomatose bacilar
« Candidiases orofaringe
« Candidiase vulvovaginal persistente, frequente ou nao responsiva ao
tratamento
+ Displasia cervical (moderada ou grave)/carcinoma cervical in situ
+ Febre (38,5C) ou diarreia com mais de 1 més de dur acéao

+ Leucoplasia
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« Herpes zoster envolvendo pelo menos dois episédios distintos ou mais de
um dermatomo
« Pdrpura trombocitopénica idiopatica
+ Listeriose
« Doenca inflamatoria pélvica, particularmente se complicada por abscesso
tubo-ovariano.
« Neuropatia periférica.
Categoria C
Inclui as condic¢des listadas a seguir:
» Candidiase do esbdfago
» Sarcoma de Kaposi
» Cancer cervical invasivo
» Criptococose extrapulmonar
» Criptosporidiose com diarreia >1 més
» Citomegalovirose
» Histoplasmose extrapulmonar
e Tuberculose pulmonar disseminada

» Toxoplasmose de 6rgaos internos
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ANEXO B - Parecer do COEP-UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n. ETIC 0526.0.203.000-09

Interessado(a): Prof. Victor Hugo de Melo
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 21 de janeiro de 2010, apds atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Resposta imune local associada ao
HPV elou a neoplasia intraéepitelial cervical, em mulheres
portadoras e ndo-portadoras do HIV" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano ap6s o inicio do projeto.

ProfMMarques AQaral

Coordenadora do COEP-UFMG
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ANEXO C - Descricdo histopatologica baseada na clas sificacdo de Richart

(1973)

Grau de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC)

Caracteristica da histopatologia

NIC 1

LesGes que apresentam o terco basal do
epitélio acometido por células com disturbio

de polarizacéo do epitélio.

NIC 2

LesbGes que apresentam dois tercos basais
do epitélio acometidos por células com
pleomorfismo moderado, aumento da relagcéo

nacleo-citoplasma e cromatina granular.

NIC 3

LesBes que apresentam mais de dois tergos
do epitélio acometidos por células com
pleomorfismo acentuado, cromatina
granulosa e nucleomegalia acentuada. Neste
grupo sao incluidas as lesées que acometem

todo o epirtélio, sem sinais de invasao.

Fonte: Wright, Kurman e Ferency (2002).
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ANEXO D - Terminologia para a descricdo histopatol6 gica das lesdes

precursoras do cancer cervical, segundo a orientacd 0 de Wright et al.

(1994a), baseada na classificacdo proposta por Rich  art (1973)

WHO/ISGYP* de Bethesda

Classificacao

Terminologia do Sistema

Displasia leve (NIC 1)
Cervicite com HPV

Lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau
(SIL de baixo grau= LSIL)

Displasia moderada (NIC 2)

Displasia acentuada (NIC 3)

Lesao intraepitelial escamosa de alto grau
(SIL de alto grau= HSIL)

*World Health Organization and International Society of Gynecological Pathologists.
Fonte: Wright, Kurman e Ferency (2002, p. 256).
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ANEXO E - Solucdes utilizadas na imuno-histoquimica

Silanizacdo de laminas

** Usar luvas para a limpeza das laminas e manipulac¢ao do silano.
** A solucdo acetona/silano pode ser usada varias vezes no momento do preparo,
porém nao pode ser reaproveitada ou estocada para uso posterior.

e Limpar as laminas com alcool absoluto.

* Colocar em suportes (“cestas para laminas”) e passar em:

* Acetona -2 min

* Mistura acetona/silano — 2 min (750 mL de acetona e 45 mL de silano)
* Acetona -2 min

* Secar as laminas em estufa e guardar em caixas limpas.

Tampao PBS pH 7,2-7.,4

» Para 1 litro de solucdo concentrada (10x):

» Fosfato dissodico anidro (Na2HPO4)- 11,56 g

» Fosfato diacido de potassio anidro (KH2PO4) - 2,72 g
* Cloreto de sddio (NaCl) - 87g

e 1.000 mL de agua destilada

Solucéo de uso:
* Diluir em 1:10 a solugéo concentrada. Medir o pH da solugéo.

Tampao citrato pH 6,0

« Acido citrico mono-hidratado- 2,19

+ Agua destilada - 1 litro

» Dissolver o acido citrico em agua destilada. Acertar o pH da solugdo com
NaOH 2N.

Solucado tampdo PBS-BSA

* Soroalbumina bovina (BSA) fragéo V (Sigma A9647) .........ccoevvvvveernnnns 19
o TamMPEO PBS ... 100 mL

Tampdo TRIS-HCL 50 mM

e 6.49gTRIS

» 8,5 g Cloreto de Sédio (NaCl)

e Completar volume para 1.000 mL com agua destilada e acertar pH 7,4
usando solucao de HCI
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PBS diluido para uso (1X)-Ph-7.6

e 8,5de NaCl

e 1,2g de Na,HPO,

e 0,156g de Na;HPO, (Di-hidratado)

e 0,212g Na,HPO, (4-hidratado)

« 0,136g Na,HPO, (monoidratado)

* Completar com 1000 mL agua destilada

PBS (concentrado) 10X pH-7.6

11,369 de Na;HPO,
e 2,729 de KH,PO,
e 87,0g de NaCl
e 800 mL de agua destilada
¢ pH ajustar com NaOH e agua destilada para volume mol/L.

Tampao para diluir anticorpo primario - BSA

e 20 mL de agua destilada
e 1 galbumina

Acido citrico 10 mM

« 2,109 Acido citrico mono-hidratado
* Completar volume para 1.000 mL com agua destilada e acertar pH para 6,0
usando solucdo de NaOH

Tris-Edta pH-8.0

e 1,21gde TRIS
* 0,3722g de EDTA para 1.000 mL
e Ajustar o pH para 8.0

Solucdo de hidréxido de amobnio 10% em alcool etilic 0 95%

¢ 30 mL hidroxido de amobnio P.A
e 270 mL alcool etilico comercial
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Solucdo de hematoxilina de Mayer's

e 1g de hematoxilina

e 1.000 mL agua destilada

* 0.2 g iodato de potassio

e 50 g alimen de amonio ou de potassio

* 1 g écido citrico

e 50 g cloral hidrato ou diidratado

« Dissolver a hematoxilina na agua destilada, aquecendo bastante para
melhor solubilizacdo. Adicionar o iodato de potassio e o alimen e agitar
bastante. Adicionar o &cido citrico e o cloral. Acondicionar em frasco
escuro.

Solucdes para bloqueio da avidina e biotina

e 90 mL de agua destilada
e 15 g de leite em p6 desnatado (Molicoll)

SOLUCOES PARA REVELACAO

Diaminobenzidina (DAB)- sélida (pastilhas ou p6 gra nulado)

* 25 mg diaminobenzidina

e 100 mL tampé&o Tris-Hcl 20Mm

e 1,2 mL peroxido de hidrogénio (H.O,) 10 volumes

» Dissolver a DAB em pequeno volume do tampéo, masserando, completar
volume e filtar em filtro duplo de papel. Adicionar o H,O, no momento da
utilizacao da solucao.



ANEXO F - TABELA DE PADRONIZACAO DOS ANTICORPOS
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Anticorpos |Recuperacdo | Controle Diluicéo Escolhido
Antigénica
Citrato Tonsila |1:50, 1:500, 1:1000 Citrato,
IL-1 Tris— EDTA |Tonsila |1:50, 1:500, 1:1000 Diluicdo 1:50.
EDTA Tonsila |1:50, 1:500, 1:1000
Citrato Tonsila |1:50, 1:100, 1:500, 1:1000 | Citrato,
b-a EDTA Tonsila |1:100, 1:500, 1:1000 Diluicdo 1:50.
Citrato Tonsila |1:50, 1:100, 1:250, 1:500 |Tris — EDTA,
IL-12 Tris— EDTA |Tonsila |[1:50, 1:100, 1:250 Diluicdo 1:50.
EDTA Tonsila |1:50, 1:100, 1:250, 1:500
Citrato Tonsila |1:50, 1:100, 1:250, 1:500 |EDTA, Diluig&o
IFN-y Tris— EDTA |Tonsila |1:50, 1:100, 1:250, 1:500 1:100.
EDTA Tonsila |1:50, 1:100, 1:250
TGE-B Citrato Tonsila |1:20, 1:200 Citréto,
EDTA Tonsila |1:20, 1:200 Diluicdo 1:200.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ADENDO

Titulo do projeto: “PROGRAMA MULTICENTRICO PARA CONTROLE E
PREVENCAO DAS LESOES CERVICAIS DE ALTO RISCO E DO CANCER
CERVICO-UTERINO EM MULHERES PORTADORAS DO HIV”, aprovado pelo
COEP em 2002 (COEP 089/02).

Este adendo permitirA que as pacientes voluntarias que participam do
programa multicéntrico possam também participar do estudo “Resposta imune
local associada ao HPV e/ou a Neoplasia Intraepitelial Cervical, em mulheres
portadoras e ndo portadoras do HIV”.

Esta sendo feito estudo no estado de Minas Gerais com as mulheres
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para detectar lesées que
levam ao cancer no colo uterino dessas mulheres.

Este estudo esta sendo patrocinado pela FAPEMIG. O Dr. Victor Hugo de
Melo € o coordenador desta pesquisa na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e no estado de Minas Gerais.

Vocé esta sendo convidada a completar sua participacdo neste estudo.
Este aditivo de termo de consentimento Ihe dara informacbes sobre o
complemento do estudo. Vocé podera fazer perguntas a qualquer momento. Se
vocé decidir fazer parte no estudo, serd solicitado que assine este aditivo de
termo de consentimento.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenca que
destr6i o sistema imunolégico do organismo (defesas do organismo para
combater as infec¢des), deixando uma pessoa incapaz de lutar contra doencas
gue ameacam a vida.

Pretendemos, com este estudo, obter informacdes sobre a associacdo que
existe entre a diminuicdo das defesas do organismo e a presenca do
papilomavirus humano (HPV) e outras doencas sexualmente transmissiveis
(DST), levando a lesBes pré-cancerosas e cancerosas no colo uterino das
mulheres portadoras do HIV. Além disto, temos como objetivo avaliar a resposta
imune local (no colo uterino) associada a presen¢a do HPV e/ou as lesbes pré-
cancerosas. Isto significa que vamos avaliar também as defesas locais (vaginal e
colo uterino) aos tipos de HPV que sdo cancerigenos.

Estas informacOes serdo usadas para melhorar o acompanhamento e
tratamento das lesGes no colo uterino, prevenindo o cancer, porque mais de 80%
das mulheres infectadas pelo HIV sao portadoras do HPV (virus que pode causar
0 cancer no colo uterino).

Os procedimentos realizados neste estudo sdo 0s mesmos que vocé
recebera caso opte por ndo participar dele.

O QUE EU PRECISO FAZER NAS VISITAS DO ESTUDO?
Se vocé decidir participar neste estudo, serdo colhidas informacdes sobre a
sua saude e relacionadas a ela em todas as suas consultas.
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QUE EXAMES E ANALISES DE LABORATORIO SERAO FEITOS N AS VISITAS
DO ESTUDO?

Sera realizado exame ginecologico completo com coleta de material para
citologia oncoética (igual a realizada anualmente para prevencao do cancer do colo
uterino em qualquer mulher), coleta de material para PCR para HPV (feita com a
mesma espatula usada para colher a citologia oncética). Caso haja alteracdo do
exame colposcopico do colo uterino, sera feita a biopsia para realizacdo do
exame histopatolégico (0 qual determinara presenca ou ndo da lesdo pré-
cancerosa) e do exame de imuno-histoquimica para avaliacdo da resposta imune
local.

Necessitaremos que vocé faca exames de sangue que ajudardo o seu
médico a acompanhar como agem as defesas do seu corpo para auxiliar na
resposta ao tratamento ginecoldgico que se fizer necessario para a sua cura ou
melhor controle da lesdo pré-cancerosa.

QUANTAS MULHERES PARTICIPARAO DESTE ESTUDO E DURANT E
QUANTO TEMPO?
Estima-se a participacao de aproximadamente 400 mulheres.

QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDO?

N&o ha riscos importantes na coleta do material para prevencao do cancer
do colo uterino, apenas leve desconforto ou colica leve.

Quando houver necessidade de bidpsia no colo uterino, vocé podera sentir
leve célica, raramente podera ocorrer sangramento aumentado e/ou desmaio.

Caso necessite de cauterizacdo quimica ou de eletrocauterizacdo, podera
sentir um pouco de dor em célicas, que sera minimizada, dependendo da regido a
ser tratada, com anestésicos locais.

Como em todo procedimento médico, existe a possibilidade de insucesso
no diagndstico e tratamento dessas lesfes. Sabe-se que nas mulheres portadoras
do HIV a porcentagem de recidiva (retorno) das lesdes do colo uterino € mais alta
do que nas mulheres ndo portadoras do HIV. Mas todos os esforcos seréo feitos
no sentido de minimizar as complicacdes decorrentes dessa condicao.

HA BENEFICIOS DA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO?

Sim. Para vocé, de imediato: terd a possibilidade de diagnostico e
tratamento de suas lesdes no colo uterino.

Para os médicos: as informacdes obtidas neste estudo poderdo ajuda-los a
descobrir mais sobre as lesdes pré-cancerosas no colo uterino das mulheres
portadoras do HIV. Pretende-se saber se ha associacdo da carga viral do HIV
(quantidade do virus no sangue) ou da contagem de linfocitos CD4 (sé@o as
células da defesa do corpo) com a presenca dessas lesdes no colo uterino e com
a infeccdo pelo HPV. Espera-se que com esses conhecimentos seja mais facil
cuidar das pacientes portadoras do HIV, contribuindo para a reducdo desse
cancer cervico-uterino e melhora na qualidade da vida sexual dessas pacientes.

CONFIDENCIALIDADE

Serdo feitos esforcos no sentido de manter os prontuarios meédicos
confidenciais, embora ndo se possa garantir absoluta confidencialidade. Os
resultados dos seus exames serdo mantidos em sigilo. Entretanto, esses
prontuarios poderdo ser vistos por individuos que trabalham neste estudo e os



114

resultados poderdo ser publicados em revistas cientificas. Vocé nao sera
pessoalmente identificada em publicagdo alguma resultante da informacao obtida
neste estudo.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM ?
N&o ha qualquer custo para voceé relacionado as visitas clinicas, exames ou
testes de laboratorio em conexao com o estudo.

EU RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?
Vocé ndo recebera algum tipo de remuneracdo (pagamento) por estar
neste estudo. Da mesma forma, ndo existe remuneracao para 0s pesquisadores.

O QUE ACONTECERA SE EU SOFRER LESAQ?

Se vocé sofrer algum tipo de lesdo em consequéncia deste estudo, o
ambulatorio no qual vocé estd sendo acompanhada em qualquer uma das
diversas cidades de Minas Gerais (unidades clinicas) envolvidas neste estudo
dispensara a vocé o tratamento necessario e imediato da lesdo. Sera comunicado
onde vocé podera receber tratamento adicional das lesdes, se for o caso. Vocé
nao estard renunciando a qualquer direito legal ao assinar este termo de
consentimento.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS POR PARTICIPAR DA PESQUI SA?

Sua participacdo na pesquisa € completamente voluntaria. Vocé tem o
direito de recusar a participar da pesquisa a qualguer momento sem prejuizo do
seu tratamento.

DECLARAQAO DE CONSENTIMENTO

Eu li este termo de consentimento (ou alguém o explicou para mim), todas
as minhas perguntas foram respondidas e concordo em tomar parte neste estudo.
Estou ciente de que posso sair a qualguer momento, sem perder o direito de
receber cuidados médicos.

Nome da paciente Assinatura da paciente
Data: / /
Coordenador do Projeto Médico Local
Prof. Dr. Victor Hugo de Melo Cidade / Telefone
Belo Horizonte Data: / /

Fone: (31) 9968-2401/ (31) 3273-5233



APENDICE B - Formulério de pesquisa
NUmero: Data:
Identificacéo:

Nome:
Endereco:

Idade:
HIV: 1-Positivo 2-Negativo

Estado civil:
1-solteira 2-casada 3-vilva 4-outro

Resultado da bidpsia:
1-NIC 1 2-NIC2  3-NIC 3 4-Cervicite com HPV

Uso de medicamentos: 1-sim 2-nao

Sorologia positiva:
1-menos de 1 ano 2-entre 2 e 5 anos 3-acima de 5 anos

Forma de contéagio:

1-sexual 2-sangue 3-outros

Inicio de atividade sexual = ------- anos NUumero de parceiros
Vida sexual ativa 1-sim 2-ndo

Gesta------- Para------- Aborto-------

Contagem de células TCD4+ Data / /

1- < que 200 2-entre 200 e 500 3- >que 500

Carga viral Data / /
1- <400 copias/mL ou 2,6 log
2- de 401 a 50.000 cépias/mL ou 4,7 log
3- >50.000 cépias/mL ou > 4,7 log

Citologia oncatica Data / [/
1- dentro dos limites da normalidade
2- mudancas reativas ou reparativas
3- anormalidades em células epiteliais
ASCUS
Lesao intraepitelial de baixo grau — NIC 1
Lesao intraepitelial de alto grau — NIC 2 e 3
4- Carcinoma de células escamosas
5- Adenocarcinoma
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Colposcopia
1- achados colposcépicos normais
2- achados colposcopicos anormais grau |
grau Il
3- suspeita de carcinoma invasivo
4- colposcopia insatisfatéria
5- Miscelanea

Biopsia Data / /
1- cervicite com HPV
2- NIC1
3- NIC2
4- NIC 3

Anatomopatologico da CAF
1- cervicite com HPV
2- NIC1
3- NIC2
4- NIC 3
5- Cancer microinvasor
6- Cancer invasor



