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RESUMO

O carcinoma de células escamosas da cérvice uterina ¢ precedido por uma série de
modificacdes do epitélio original, que constituem as lesdes pré-cancerosas ou lesdes
intra - epiteliais cervicais, transformagdes intra-epiteliais progressivas que podem
evoluir para uma lesdo cancerosa invasora. Estudos demonstram que os Papilomavirus
Humano (HPVs) de alto risco estdo relacionados ao desenvolvimento de processos
celulares malignos além de inibir a potencialidade da resposta imune e os de baixo risco
a lesdes benignas e auto - limitadas. As células de Langerhans tém-se mostrado as
primeiras células responsaveis pelas fungdes de reconhecimento, processamento e
apresentacao de antigeno em mucosas sendo que as fungdes dessas células parecem ser
afetadas pela infec¢do por HPV. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo efetuar a
andlise da densidade de células de Langerhans em amostras de Lesdes Escamosas Intra-
epiteliais (LEIs) e invasoras do colo uterino induzidas pela presenca do HPV, por meio
da técnica de Imunofluorescéncia indireta. Observou-se uma redu¢ao do niumero médio
de células de Langerhans pela utilizacdo de ambos os marcadores S100 e Langerina, em
amostras cervicais portadoras de LEIs. Essa redugdo esteve associada tanto a severidade
dos distintos graus de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), ou seja, NIC de graus I, 11
e III, quanto em comparagdo ao grupo de amostras controles. Além disso, verificou-se a
presenga do DNA do HPV em 53,3% das amostras de NIC I, em 66,6% das amostras de
NIC 11, em 60% das amostras de NIC III e em 93,33% das amostras de cancer, com um

aumento da deteccao do DNA viral de acordo com a severidade da lesao.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 O Cancer Cervical

O cancer do colo do tutero corresponde, aproximadamente, a 15% de todas as
categorias de cancer feminino, sendo o segundo tipo de cancer mais comum entre as
mulheres no mundo. Com o surgimento de 500 mil casos novos por ano no mundo ¢
responsavel pela morte de, aproximadamente, 230 mil mulheres a cada ano. Em paises
desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos varia de 59 a 69%. Nos
paises em desenvolvimento, os casos sdo encontrados em estaddios relativamente
avancados e, conseqiientemente, a sobrevida média € menor, de aproximadamente 49%
apods cinco anos. A sobrevida média mundial estimada para essa neoplasia ¢ de 49%
(Instituto Nacional do Cancer, 2009).

Na América Latina e no Sudeste Asiatico, as taxas de incidéncia sao geralmente
altas enquanto, na América do Norte, na Australia, no Norte e Oeste europeus, sdo
consideradas baixas (BOSCH et al., 1995; BOSCH & MUNOZ, 2002). No Brasil,
existe uma grande variacdo nas taxas de incidéncia, sendo as maiores observadas nas
regidoes Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Uma maior incidéncia do cancer do colo do
utero evidencia-se na faixa etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até
atingir seu pico, geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos (INCA, 2009; Ministério da
Saude, 2002). Segundo estimativas do INCA, no ano de 2010 ocorrerdo no Brasil
18.430 novos casos de cancer de colo uterino, com um risco estimado de 18 casos a
cada 100 mil mulheres. No estado de Minas Gerais deverdo ocorrer 1330 novos casos
dessa neoplasia (INCA, 2009).

Os resultados procedentes da realizagdo de trabalhos epidemioldgicos, acerca da
correlagdo existente entre a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) e o cancer
cervical, indicam que a presenca dessa infec¢do ¢ condicdo necessaria para o
surgimento dessa neoplasia. De fato, o cancer cervical é o primeiro dentre os demais
tipos, reconhecido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como sendo quase em
sua totalidade atribuido a infec¢do pelo HPV (BOSCH et al., 2002). Embora a infecg¢ao
persistente por HPV seja a causa necessaria para o desenvolvimento do cancer cervical,
a presenca de fatores de riscos imunoldgicos (imunossupressio), virais (carga e tipos

virais) e comportamentais (multiplos parceiros, tabagismo, multiparidade e uso do
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anticoncepcional oral) aumentam a probabilidade de progressao das lesdes em diregao

ao carcinoma invasor (SPINILLO et al., 1993; INCA, 2009).

1.2 As Lesoes Precursoras do Carcinoma de Células Escamosas

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa
fase de doenga pré-invasiva, que correspondem as lesdes precursoras do cancer cervical
ou Lesoes Escamosas Intra-epiteliais (LEIs). O sistema de classificagdo dessas lesdes ja
sofreu varias alteragdes, recebendo diversas denominagdes, ao longo dos anos. Em
1953, Reagan e colaboradores introduziram o termo displasia categorizada em trés
grupos — leve, moderada e grave — dependendo do grau de comprometimento da
espessura epitelial por células atipicas. Assim, as lesdes pré-neoplésicas cervicais
passaram a ser indicadas segundo as categorias de displasia e Carcinoma in situ (CIS)
(HALBE et al., 1998; SANKARANARAYANAN et al., 2003; SELLORS et al., 2004).

O termo Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC) foi introduzido em 1968, por
Richart que propds sua divisdo em graus I, II e III, de acordo com o grau de
acometimento dos estratos do epitélio (Figura 1). Realizando-se uma comparacao entre
a classificagdo introduzida por Richart aquela proposta por Reagan, a NIC I
correspondia a displasia leve, a NIC II a displasia moderada e a NIC II a displasia grave
e CIS. O aumento da freqiiéncia de identificacao de lesdes coilocitéticas, ao longo dos
anos 80, levou a proposicao por Richart em 1990, de uma terminologia baseada em dois
graus da doenca: NIC de baixo grau, que compreendia as anomalias compativeis com
atipia coilocitotica e lesdes NIC I, e NIC de alto grau, que abrangia as NICs de grau Il e
III (HALBE, 1998; BRASILEIRO - FILHO, 2006).

Em 1988 foi criado o Sistema Bethesda, para classificacdo citopatoldgica das
lesdes uterinas, sendo o mesmo publicado em 1991 e revisado em 2001. Este sistema
propunha a criagdo do termo Lesdao Escamosa Intra-epitelial ou LEI (do inglés
“Squamous Intraepithelial Lesions” ou SIL) e um esquema de categorizacao das lesdes
em dois graus. Assim, as lesdes foram divididas em lesdes de baixo grau (do inglés
“Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions” ou LSIL) e alto grau (do inglés “High-
grade Squamous Intraepithelial Lesions” ou HSIL). A classificagdo de Bethesda
considera como LSIL as alteragdes compativeis com o efeito citopatico do HPV e a NIC

de baixo grau (NIC I), enquanto que as HSIL compreendem as NICs mais avangadas,
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graus II e III. Embora elaborado para a emissdo de laudos citopatologicos, o Sistema
Bethesda ¢ também utilizado para a descricdo de achados histopatologicos
(BOGLIOLO, 2000; MINISTERIO DA SAUDE a, 2002; MINISTERIO DA SAUDE b,
2002). No presente estudo utilizou-se a terminologia Neoplasia Intraepitelial Cervical,
que ¢ normalmente utilizada para a categorizacao histopatologica das lesdes cervicais,
porque o mesmo foi baseado na analise da correlacdo do numero de células de
Langerhans em diferentes tipos de lesdes que foram classificadas de acordo com o
critério das NICs.

A maior parte das displasias leve a moderada, lesdes intra-epiteliais de baixo
grau (NIC I) e NIC II evolui geralmente para a regressdo, progredindo apenas em 10 a
15% dos casos (HAUSEN, 2000).

Muitos estudos epidemiologicos tém se dedicado a elucidagdo dos fatores de
risco que possam estar relacionados ao desenvolvimento das neoplasias intra-epiteliais
cervicais e do proprio cancer do colo uterino. Varios desses estudos tém relatado que a
infeccdo persistente por certos tipos oncogénicos de HPV constitui o principal fator de
risco para a patogénese do cancer cervical, sendo considerada uma causa necessaria
para o desenvolvimento da neoplasia do colo uterino (BOSCH et al., 1995; TIARC,
1995; SCHIFFMAN et al., 1996; FRANCO et al., 1999; WALBOOMERS et al., 1999;
FERENCZY et al., 2002; FRANCO, 2002; COGLIANO et al., 2005; IARC, 2005).
Assim, a histdria natural da biologia do cancer cervical depende, entre outros aspectos,
da presenca da infeccdo persistente pelo HPV e das condigdes fisiopatologicas
concomitantes relacionadas com o colo uterino (HAUSEN, 2000).

O modelo atualmente mais aceito para a progressdo de lesdes intra-epiteliais
cervicais ao carcinoma ¢ baseado na infec¢do e persisténcia de HPVs de alto risco que
associada a deficiéncia imunologica e a exposi¢ao a fatores mutagénicos (que elevariam
a atividade de genes virais como E6 e E7) poderiam causar a progressdao das LSIL para

as HSIL, podendo chegar ao carcinoma invasor - Figura 1 (HAUSEN, 2002).
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NICIII Cancer Invasor

FIGURA 1: Seccdes de lesdes precursoras do Carcinoma de Células Escamosas
(Fonte: http://en.wikipedia.org e http://screening.iarc.fr). A letra A representa o
epitélio escamoso normal com uma unica camada de células basais, camadas
intermedidrias e superficiais ricas em glicogénio, apresentando nucleos picnoticos. Em
B, observa-se uma amostra de NIC I com uma desorganizagdo no tergo basal do epitélio
e coildcitos nas camadas superiores. A letra C mostra uma figura de NIC II com
desorganizagdo nos dois ter¢os basais do epitélio e critério celular de malignidade e
infec¢do viral. Em D, uma amostra de NIC III, as células apresentam um alto grau de
anormalidade nuclear e celular em toda a espessura do epitélio. NIC — Neoplasia Intra-
epitelial Cervical. Em E, carcinoma de células escamosas invasor moderadamente
diferenciado, com a presenga de necrose e reagao inflamatoria (A, C, D e E: HE

aumento 100X; B: aumento 400X).
1.3 O Papilomavirus Humano

O Papilomavirus, antes incluido na familia Papovaviridae é agora classificado
como uma nova familia, Papillomaviridae (VILLIERS et al., 2004). Consiste em um
virion de 55 nm, icosaédrico, com 72 capsdmeros, sem envoltorio, apresentando

genoma de DNA circular de dupla fita. Esses virus, que sdo altamente especificos para
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seus respectivos hospedeiros, infectam o epitélio de revestimento da pele e de certas
mucosas. Esse tropismo celular se traduz por interacdes especificas entre o virus e sua

célula hospedeira, o queratindcito (PEREYRA et al.,, 1996; VILLA, 1997).

FIGURA 2: Organizacio do genoma do HPV (Fonte: www.ipoporto.min-
saude.pt.). O genoma do virus do papiloma humano contém aproximadamente 8000
pares de bases, divididas em trés regioes: E (early ou precocemente transcrita); L (late
ou tardiamente transcrita); LCR (long-control-region ou regido de controle longa -

RCL).

O genoma do HPV consiste em um DNA circular de dupla fita, contendo
aproximadamente 8.000 pares de base (delecdes de até 25% tém sido observadas),
divididas em trés segmentos: regido precoce, ou “early-region” (E), constituida por seis
genes; regido tardia, ou “late-region” (L), responsavel pela codificagdo das duas
proteinas estruturais do capsideo viral e regido de controle longa, ou “long-control-
region” (LCR), também denominada de “upstream regulatory region” (URR),
(TYRING, 2000) (Figura 2). Essa ultima varia em tamanho, de 500 a 1000 pares de
bases nos diferentes tipos de HPV e contém a origem de replicagao (ORI) viral e os

elementos de controle transcricional, os quais regulam a expressdo génica do HPV
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(PEREYRA et al, 1996; VILLA, 1997; MACIAG & VILLA, 1999; revisado por
TYRING, 2000 e DOORBAR, 2005). A atividade da LCR ¢ controlada pela proteina
E2. Os genes EI e E2 codificam proteinas envolvidas na replicacdo do DNA viral e no
controle transcricional. Os produtos desses genes sdo essenciais nos processos de

imortalizagdo e transformagoes celulares induzidas pelo papilomavirus, como descrito a

seguir (DOORBAR, 2005).

1.3.1 - EXPRESSAO GENICA DO HPV

Os genes precoces incluem E1, E2, E3,E4, E5, E6 e E7. Os genes El e E2
codificam importantes proteinas regulatorias do HPV. A func¢do dessas duas proteinas ¢
essencial para a replicacdo do DNA e a capacidade de infecgdo viral. A proteina El,
uma fosfoproteina de 70 a 80 Kd - ATP dependente, possui atividade de helicase; E1l
apresenta um dominio de ligacdo ao DNA, um dominio de ligagdo a proteina E2 e um
dominio catalitico.

A proteina E2 ¢ uma fosfoproteina com trés dominios funcionais: (i) o dominio
N-terminal, que contém aproximadamente 220 aminoacidos e atua como um
transativador; (ii) o dominio C-terminal, que contém cerca de 90 aminoacidos e, com
sua forma dimérica, pode se ligar ao DNA; (iii) um terceiro dominio que consiste na
regido de unido (“hinge”) localizada entre os outros dois dominios. A origem de
replicacdo do DNA viral, localizada dentro da RCL ou URR, ¢ composta por uma
seqiiéncia rica em AT, sitio de ligagdo de E2. A proteina E2 inibe a transcri¢do dos
genes E6 e E7 através da ligacdo em sitio especifico da regido URR, enquanto que a
proteina codificada por E1 facilita a ligacao de E2 na regido promotora (MCBRIDE et
al., 1991). A ligacdo da proteina E2 na regido URR, causa um obstaculo para a ligagao
do fator de transcri¢do HD ou da RNA polimerase Il na regido de TATA box, ocorrendo
assim, a inibi¢do da transcricdo dos genes e sintese das proteinas E6 ¢ E7 (HUDSON et
al.,1990).

A integragdo do genoma viral no cromossoma das células do hospedeiro,
fendmeno observado em situacao de malignidade, promove a inativagdo do gene E2 e a

concomitante super - expressao dos genes £6 e E7 (TYRING, 2000).

O gene E4 codifica uma proteina possivelmente associada a maturagdo viral e a

alteracdo da matriz intracelular. Estudos mostraram que a proteina de fusdao E17E4 se
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colocaliza com a citoqueratina celular, causando uma destruicdo do citoesqueleto o que
promoveria a liberacdo das particulas virais (ROBERTS et al., 1997; TYRING, 2000;
SILVA et al., 2002).

A regido de ES parece codificar uma proteina, que se localiza no complexo de
Golgi, reticulo endoplasmatico ¢ na membrana nuclear das células infectadas. A
presenga de ES parece estimular o receptor do fator de crescimento epitelial (EGRF) na
presenga de seu ligante. Age conjuntamente com a proteina E7, possuindo funcdo
sinérgica ao fator de crescimento epitelial (EGF), estimulando a realizagdo de mitoses
(MUNGUER, HOWLEY, 2002; BLACHON, GENTHER et al., 2003; DEMERET,
2003; FEHRMANN, KLUMPP, LAIMINS, 2003).

A regido de E6 codifica uma proteina, de aproximadamente 150 aminoacidos,
ligada ao zinco via dominio zinc-finger (dedo de zinco), localizada no interior do ntcleo
e membranas nucleares, que tem funcao inibitdria das proteinas supressoras de tumor,
como a p53. E capaz conjuntamente com uma proteina celular EGAP, de formar um
complexo ubiquitina-ligase, que se liga a p53 levando a sua degradacdo, diminuindo
assim a estabilidade gendmica celular. A proteina E6 ndo age sozinha, sendo suas
atividades transformadoras e imortalizadoras dependentes da proteina oncogénica E7. A
atividade oncogénica de E6 ¢ mais elevada em HPVs de alto risco (DUENSING et al.,
2001; MUNGUER, HOWLEY, 2002; SILVA, AMARAL, CRUZ, 2002).

Por fim, a regido de E7 codifica uma fosfoproteina de aproximadamente 100
aminoacidos ligada ao zinco. Sua principal funcdo ¢ se ligar a proteina do
retinoblastoma (pRb), proteina que controla a prolifera¢do celular. A pRb tem a fun¢ado
de se ligar ao fator de transcricdo E2F, causando sua inibicdo e conseqiiente parada no
ciclo celular. Assim, mediada por E7, a inativacdo de pRb resulta na liberagao de E2F
desencadeando uma prolifera¢ao celular descontrolada. A proteina E7 induz também a
formagao de um nimero anormal de centrossomos, sendo esse processo potencializado
pela proteina E6. A atividade oncogénica de E7 também estd aumentada em HPVs de
alto risco (DUENSING et al, 2001; MUNGUER, HOWLEY, 2002; SILVA,
AMARAL, CRUZ, 2002; OLIVEIRA et al., 2003).

Os dois genes tardios, L1 e L2, codificam, respectivamente, as proteinas
principal e secundéria do capsideo viral, que sdo as proteinas estruturais do virion. £E4 ¢
provavelmente um gene tardio porque ¢ expresso tardiamente no nucleo sob replicacio

viral (TYRING, 2000).
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1.3.2 - VACINAS CONTRA O HPV

Nos ultimos anos, duas novas vacinas contra dois/quatro tipos de HPV
comecaram a ser comercializadas. A vacina bivalente contra os HPV 16 e 18 (Cervarix,
Glaxo Smith Kline) e a vacina quadrivalente contra os HPVs 6, 11, 16 e 18 (Gardasil,
Merck & Co) estao sendo amplamente usadas em alguns paises. Cervarix ¢ uma vacina
profilatica desenvolvida contra os HPVs 16, 18, 31, 33, e 45, os tipos que mais
comumente estdo relacionados a causa do cancer cervical, incluindo os
adenocarcinomas. Cervarix provou ter eficidcia durante 6.4 anos (HARPER, 2009).
Gardasil ¢ uma vacina profilatica efetiva contra os HPVs -16, -18, -31, trés tipos
comumente relacionados a causa do cancer cervical. No entanto, Gardasil ¢ também
efetiva contra os HPVs 6 e 11, que causam verrugas genitais e papilomatosis
respiratorias. Gardasil mostrou-se eficaz durante 5 anos (HARPER, 2009).

O objetivo da vacinacao contra o HPV ¢ estimular nas pacientes submetidas a
imunizagdo a producdo de anticorpos capazes de prevenir a infecgdo, através de uma
forte ligacdo com a superficie do virus e impedindo fisicamente dessa forma o virus de
infectar a célula hospedeira. Proteinas estruturais do capsideo do Papilomavirus
Humano consistem no alvo logico para a producao de tais anticorpos. O marco da
descoberta da proteina do capsideo L1 ¢ reconhecido como o que levou ao
desenvolvimento da vacina contra o HPV. Quando expressas em leveduras ou outras
células L1 agrega-se para formar capsideos vazios, conhecidos como VLP (virus-like
particles ou particulas tipo-virais). As VLPs nao contém material genético infeccioso e,
por consistirem de proteinas recombinantes, ndo sdo oncogénicas ou causam doengas,
sendo, portanto, ideais para o uso em vacinas (EIBEN et a/ 2003; GROSS, 2007; LIN et
al, 2010).

Estas vacinas mantém uma forte promessa para reduzir a incidéncia das doengas
relacionadas ao HPV e podem ter um grande impacto em paises onde outros programas
de prevencdo ao cancer cervical ndo sejam extensamente disponiveis. O sucesso da
administracdo das vacinas contra o HPV para a populacdo alvo requer atenciosa
avaliacdo da expectativa econdmica, clinica e da infraestrutura do Sistema de Satde do
pais em questdo. S3o muitas as questdes que envolvem a implementacdo da vacina
contra o HPV. Discute-se, por exemplo, o fato de (i) a mulher considerar a vacina uma
substitui¢do ao exame de rotina Papanicolau, de (ii) que mesmo as mulheres vacinadas
poderiam estar vulneraveis a outros tipos de HPVs, que correspondem a 30% de todos

os outros casos de cancer cervical. O desafio permanece nos paises em
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desenvolvimento, onde 80% dos canceres cervicais ocorrem (EIBEN et al 2003;
GROSS, 2007; LIN et al, 2010).

As vacinas de HPV ndo sdo terapéuticas e nem poderdo inibir uma infec¢do por
HPYV nas células epiteliais basais, as quais continuariam a se transformar e se diferenciar
em displasias cervicais. H4 uma esperanga clinica de que essas vacinas seriam capazes
de neutralizar os virions do HPV - tanto nos tecidos infectados por auto-inoculagdo
quanto por outros orgaos infectados além da cérvix - o que tornaria possivel a prevengao
pelas vacinas em tipos cancer menos comumente associados ao HPV, como cancer de
pénis, vagina, vulva, anus, cavidade oral e orofaringe. No entanto, o potencial para uma
vacina que proteja contra o cancer cervical relacionado ao HPV, ¢ considerado um
tremendo avango na Saude Publica e representa um poderoso impacto no futuro da

prevencao ao cancer (D’ANDRILLI et al, 2010).

1.3.3 - CLASSIFICACAO DO HPV

A andlise da seqiiéncia de DNA do genoma dos HPVs permitiu a identificag¢do
de acima de 100 distintos tipos virais. Atualmente considera-se um novo tipo de HPV
quando as seqiiéncias de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 (aproximadamente 30% do
genoma viral) diferirem acima de 10% dos tipos conhecidos. Se esse percentual for
inferior a 2%, entdo, o novo virus isolado ¢ designado como uma variante do mesmo
tipo. Os subtipos virais possuem genomas cuja seqiiéncia nucleotidica nessas regioes
difere entre 2% e 10% dos tipos ja descritos (BERKHOUT et al., 2000; BURD, 2003).

A diferenca entre os tipos de HPV encontrados em tumores benignos e malignos
permite classificd-los como HPVs de baixo risco e alto risco oncogénico
(CAVALCANTI et al., 2000) (Quadrol). Os HPVs de alto risco sao representados pelos
tipos: 16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82. O HPV 16
¢ o0 mais prevalente HPV de alto risco sendo responséavel por aproximadamente 50% de
todos os canceres cervicais (DOORBAR, 2006).

Os HPVs infectam tanto as mucosas quanto os tecidos cutaneos. Assim, podem
ser classificados segundo seu tropismo como cutaneotropicos € mucosotropicos -
(Quadro 1) (CRISH et al., 2000; ZUMBACH 2000; SILVA et al., 2003). As diferengas
em se tratando de tropismo ainda carecem de estudos, porém, nos ultimos anos, tem-se
estudado intensamente sobre as variagdes discretas em certas por¢des do genoma que

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

e Nao especifico

e Baixo risco (NIC I)

e Alto risco (NIC II)

Carcinoma cervical

Tropismo Patologia Tipos de HPV *
Cutaneotropico | Verrugas plantares 1,2,4,63
Verrugas comuns 2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77, 1,3,4,10,28
Verrugas vulgares (planas) 3,10,26,27,28,38,41,49,75,76
Outras lesdes cutaneas (ex.:. cistos|6,11,16,30,33,36,37,38,41,48,
epidérmicos, carcinoma de laringe) 60,72,73
Epidermodisplasia verruciformis 2,3,10,5,8,9,12,14,15,17,19,
20,21,22,23,24,25,36,37,38,
Papilomatose respiratoria recorrente 47,50
Papilomas/Carcinomas conjuntivos 6,11,16
Condiloma acuminado (verrugas genitais) |6,11,30,42,43,45,51,54,55,70
Mucosotrépico | Neoplasia Intra-epitelial Cervical (NIC)

30,34,39,40,53,57,59,61,62,64,
66,67,68,69
6,11,16,18,31,33,35,42,43,44,45,51,
52,74
16,18,6,11,31,34,33,35,39,42,44,
45,51,52,56,58,66
16,18,31,45,33,35,39,51,52,56,
58,66,68,70

*A ordem indica a freqiiéncia relativa; os HPVs de baixo risco estdo destacados em

verde, enquanto que os de alto risco estdo assinalados em vermelho. [Fonte:

DOORBAR, 2005 (modificado)].
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1.3.4 - O CICLO DE VIDA DO HPV

O ciclo do virus inicia-se pela infeccdo das células basais e parabasais do
epitélio cervical, acarretando geralmente areas de metaplasia e seguindo em direcdo ao
topo do epitélio. Para que os virus alcancem as células da camada basal € necessario que
ocorra a perda da integridade do epitélio (micro-abrasdes), que facilita a penetragdo das
particulas virais. Ao se dividir, as células tronco basais infectadas produzem células que
vao posteriormente se diferenciar carregando em seu interior os HPVs, além de células
contendo os virus que se conservardao na camada basal do epitélio determinando assim a
cronifica¢do da infeccdo (HAUSEN, 2000; DOORBAR, 2005).

A internaliza¢do do virus ¢ um processo lento e complexo que pode durar horas
e que ocorre, no caso do HPV16, via endocitose mediada por clatrina. Porém essa forma
de entrada parece nao ser conservada por todos os tipos de HPVs, e alguns autores
(BOUSARGHIM et al., 2003) sugerem que a entrada do HPV31 seja estabelecida pela
formacao de cavéolas. O desnudamento viral intracelular permite que o DNA viral seja
transportado para o nucleo celular. Apds a infeccdo e o desnudamento, o genoma do
HPV ¢ mantido no nucleo das células hospedeiras sob a forma de DNA epissomal cujo
numero ¢ elevado para aproximadamente 50 a 100 copias do HPV por célula, por meio
da replicagdo viral (HAUSEN, 2000; DOORBAR, 2005).

Para a producao de virions infecciosos, os papilomavirus devem replicar seu
genoma viral e empacota-lo em particulas virais. A replicagdo ocorre nas células em
proliferacdo e requer a expressao de duas proteinas E4 e ES, cujas func¢des na replicacdo
ndo estdo bem definidas (Figura 3). Como mencionado, a ligagdo de E2 a regido
regulatéria do DNA viral ¢ necessdria para a replicacdo viral, assim como o
recrutamento mediado por E2 para a origem da replicagdo viral da proteina E1 que atua
como uma helicase (HAUSEN, 2000; DOORBAR, 2005).

Para que ocorra a producdo de particulas virais, nas camadas médias ou
superficiais do epitélio, os papilomavirus codificam duas proteinas estruturais
importantes expressas nas camadas referidas do tecido infectado, assim que a replicagao
do genoma viral ¢ finalizada. L2, a proteina secundaria do capsideo, assim como L1, a
proteina principal do capsideo, sdo produzidas somente em células que expressam E4.
Desse modo, as particulas virais sdo formadas e liberadas somente quando as células

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

superficiais. [Fonte: DOORBAR, 2005 (modificado)].

1.4 A Resposta Imune Local a Infec¢ao pelo HPV

A evidéncia da importancia da imunidade mediada por células no controle da
infeccdo pelo HPV ¢ baseada na existéncia de extenso numero de artigos que
documentam o aumento da prevaléncia do HPV e doengas associadas, em populagdes
imunodeprimidas, como pacientes imunosuprimidos, receptores de transplantes e
infectados pelo HIV (TYRING et al., 2000; SCOTT et al., 2001; TINDLE et al., 2002).
Porém, uma das maiores evidéncias da associacdo entre a deficiéncia da imunidade
celular e a infeccdo pelo HPV se deve a realizagdo de estudos desenvolvidos em
portadores do HIV. Esses individuos apresentam um aumento na prevaléncia da
infeccdo anogenital pelo HPV, assim como longos periodos de persisténcia da infec¢ao.
Além disso, as infecgdes por multiplos tipos de HPV e por tipos oncogénicos sdo mais
comuns nesses pacientes (SPINILLO et al., 1993; ARANY et al., 1998; LEVI et al.,
2005).
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O risco para o desenvolvimento de cancer cervical em pacientes HIV positivas
parece ser ainda maior em mulheres com baixa contagem de linfécitos TCD4+
(CASTELLSAGUE et al., 2002). Porém, a tentativa de associagdo entre os marcadores
do estagio da infec¢do pelo HIV (carga viral e contagem de linfocitos CD4") e a
infeccdo pelo HPV tem sido inconsistente. Alguns estudos sugerem que a doenga
avancada e o alto grau de deficiéncia imunologica, estdo associados com maior
prevaléncia e persisténcia da infeccdo pelo HPV. Por outro lado, outros estudos tém
mostrado que o HIV influencia a presenca da infeccdo pelo HPV e de LEIls
independentemente da contagem de linfocitos TCD4'. Os diferentes resultados
observados nesses estudos, talvez sejam devido as caracteristicas especificas de cada
populacao, tais como idade jovem ou estagios iniciais da infec¢do pelo HIV (SCOTT et
al.,2001).

Como mencionado, muitos estudos sugerem que a associagdo entre a infecgao
pelo HIV e o aumento da prevaléncia da infeccdo pelo HPV e patologias associadas,
esteja relacionada com a imunossupressdo observada na infeccdo pelo HIV,
principalmente causada pela alteragao da imunidade mediada por células (PALEFSKY

et al.,1999; SCOTT et al., 2001).

1.4.1 — A RESPOSTA IMUNE INATA

O sistema inato consiste na primeira linha de defesa contra organismos invasores
enquanto que o sistema imune adaptativo desenvolve uma resposta diante de uma re-
exposi¢do ao mesmo patdgeno. Ambos os sistemas apresentam tanto componentes
celulares como humorais, através dos quais executam suas func¢des de protecdo. O
sistema imune inato apresenta aspectos anatomicos que funcionam como barreiras a
infeccdo. (AKTAS et al., 2009; KENNEDY, 2010). Embora os sistemas imunes, inato e
adaptativo funcionem na protecdo de organismos invasores, eles diferem de varias
maneiras. O sistema imune inato inclui sistemas de defesa que, em sua maior parte,
estdo constitutivamente presentes € prontos para serem mobilizados em uma infecgao,
enquanto que o adaptativo requer algum tempo para reagir contra um organismo
invasor. Segundo, o sistema imune inato nao € especifico para um dado antigeno e reage
da mesma maneira para uma variedade de organismos. Em contraposi¢ao, o sistema

imune adaptativo ¢ especifico para um antigeno e reage somente contra o organismo
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que induziu a resposta. E, finalmente, o sistema adaptativo possui memoria

imunologica, ndo observada na resposta imune inata (revisdo em KENNEDY, 2010).

As células epiteliais, que foram inicialmente vistas apenas como uma barreira
mecanica sdo hoje consideradas como apresentando muitas fungdes complexas na
imunidade celular. Os queratindcitos, incluindo os cervicais, constitutivamente secretam
baixos niveis de uma variedade de citocinas, fatores de crescimento € quimiocinas, €
podem ser induzidos por varios estimulos a produzir quantidades mais significativas
(BARKER et al., 1991). Dentre essas citocinas incluem o fator de crescimento 3 (TGF-
B), o fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferons tipo I (IFN-a e IFN-B), que sdo

produzidos, entre outros tipos celulares, pelas células epiteliais.

Alguns estudos investigaram a capacidade das citocinas, em particular TGF-J3,
TNF-a e interferons, de inibir a proliferagdo “in vitro” de queratindcitos normais e
infectados pelo HPV, assim como a expressdo dos genes precoces do HPV, E6 e E7. As
expressoes das proteinas E6 e E7 sdo consideradas criticas para a transformagao
maligna das células infectadas (CROOK et al., 1989; HAWLEY et al., 1989).

A maioria dos estudos desenvolvidos sobre a capacidade ou ndo de inibi¢ao de
citocinas sobre a proliferacio de células infectadas pelo HPV, foi realizada
principalmente utilizando-se algumas linhagens celulares e foi altamente dependente
das condi¢des experimentais, gerando assim, resultados conflitantes (SCOTT et al.,
2001).

Um dos exemplos de citocinas cuja atividade anti-proliferativa continua a ser
discutida ¢ o TGF-B. Essa citocina tem demonstrado ser indutora e inibidora do
crescimento de células ndo tumorais infectadas pelos HPVs 16 e 18, e esse efeito parece
estar associado com a inibicado da expressao das proteinas E6 ¢ E7 (BRAUN et al.,
1992). Os tultimos autores concluiram que o potencial anti-proliferativo do TGF-3 sobre
células infectadas parece ser dependente das linhagens celulares, do tipo de HPV
considerado e dos diferentes estagios da progressao do tumor nas linhagens.

O TNF-a ¢ outra citocina produzida por queratindcitos que parece apresentar um
efeito anti-proliferativo em células infectadas pelo HPV, mas as conclusdes também tém
sido complexas, semelhantes aquelas observadas com o TGF-f. Essa citocina parece ter
um efeito anti-proliferativo em células epiteliais infectadas pelo HPV-16, mas nao em

células infectadas pelo HPV-18 (MALEJCZYK et al., 1992).
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Os interferons (IFN), incluindo o IFN-a, o INF-B e o IFN-y, produzido por
linfécitos T, também vém sendo investigados quanto aos seus efeitos anti-proliferativos.
O INF-a parece inibir a proliferagao de queratindcitos humanos infectados pelo HPV-
16, em concentragdes 10 a 100 vezes menor do que aquela necessaria para inibir o
crescimento de queratindcitos normais. O IFN-a também inibe a expressao da proteina
E7 do HPV-16, mas ndo inibe a transcricdo do seu gene e nem a expressdo da proteina
E6, sugerindo que a inibi¢do do crescimento e transformagdo seja mediada pela inibigdo
da expressao da proteina E7 (KHAN et al., 1993). Conclui-se que, os efeitos mais
variados atribuidos aos diferentes interferons, talvez sejam virus tipos-especificos,

linhagens celulares especificas ou dependentes de outras varidveis experimentais

(SCOTT et al., 2001).

1.4.2 — A RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Os diversos componentes celulares envolvidos na fase de reconhecimento e na
fase efetora da resposta imune epitelial adaptativa ja foram demonstrados tanto nas
infec¢des cutaneas quanto nas infecgdes de mucosas pelo HPV (MORELLI ef al., 1994;
MEMAR et al., 1995). Esses componentes incluem (i) as células dendriticas (incluindo
as células de Langerhans), que capturam antigenos para transporta-los aos linfonodos
locais e apresenta-los as células T primarias; (i1) as células T proliferativas que
retornaram aos tecidos epiteliais infectados, através de mecanismos envolvendo

quimiocinas, moléculas de adesao e células acessorias como macrofagos.

1.5 - AS CELULAS DENDRITICAS

Células dendriticas (CDs) sdo células apresentadoras de antigeno ou APCs
(“antigen presenting cells”) com uma habilidade peculiar para iniciar ¢ manter uma
resposta imune primaria.

Existem muitos subgrupos de CDs que sdo caracterizados por diferengas nas vias
de desenvolvimento, na expressao de marcadores de superficie e na localizagdao
anatomica. Com base no ultimo critério, destacam-se as CDs encontradas na epiderme,
ou células de Langerhans (CLs), na derme, ou células dendriticas dermais (CDDs), no

baco, no timo e no figado (BANCHEREAU et al., 1999 e 2000).
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Na pele humana, duas principais sub-populacdes de CDs podem ser
discriminadas, as CLs e as células dendriticas dermais (CDDs) residentes na derme.
Estudos de diferenciagdo in-vitro de precursores da medula 6ssea Cd34+, sugerem que
as CLs e CDDs sao originadas a partir de um precursor mieldide comum, e apresentam
alguns aspectos em comum, como a expressao de antigenos MHC classes I e Il e de
alguns marcadores mieldides e leucocitarios (Cd45RO, Cd13, Cd33), assim como a
perda dos marcadores de linhagem Cd3, Cd16, Cd19, Cd20 e Cd56 (LARREGINA et
al.,2001).

Entretanto, ambos os subgrupos de CDs também exibem marcadores
especificos: as CLs sdo caracterizadas pela expressdo de Langerina, uma lectina tipo C
(BREATHNACH et al., 1963; VALLADEAU et al., 2000), de E-caderina (TANG et
al., 1993), de uma ATPase de membrana e do receptor CCR6 (CHARBONNIER et al,,
1999). As células dendriticas dermais (CDDs) podem ser distinguidas das CLs pela
expressdo de certas lectinas tipo C, como a MMR (“macrophage mannose receptor”),
de SIGN, uma molécula de I-CAM especifica de CD, do receptor Cd36, do fator de
coagulacao XlIlla (HEADINGTON, 1986; CERIO et al., 1989) e do marcador de
macréfago/monocito Cd14 - Tabela 1 (CAUX ef al., 1996 e 1997; De GRUIJL et al.,
2006; LENZ et al.,1993).

E importante ressaltar, que a maioria do conhecimento corrente acerca das
propriedades fenotipicas e funcionais das sub-populagdes de CDs (especialmente das
CLs e CDDs), foi gerada pela analise de CDDs e CLs cultivadas in-vitro e obtidas a
partir de monocitos sanguineos e precursores da medula 6ssea Cd34+ (CAUX et al.,
1996; RATZINGER et al., 2004). A anélise de CDs que migraram de “explants” da pele
ou isolada de suspensoes da epiderme e da pele, demonstrou que a populacao de CDDs
¢ mais complexa do que anteriormente determinado. Destaca-se o trabalho recente
desenvolvido por Santegoets e colaboradores (2008) que estudaram por meio da técnica
de “micro-array” de alta definicdo o perfil transcricional de CLs e de sub-populacdes
de CDDs em relagdo a expressao de quimiocinas e de seus receptores, de citocinas e de
seus receptores, de moléculas de adesdo e moléculas co - estimulatérias, das lectinas
tipo C, de membros da familia TNF-a e de seus receptores, de fatores de transcrigdo e
fatores imuno-modulatérios (SANTEGOETS et al., 2008). A diferenca de expressao de
algumas dessas moléculas observadas entre as duas populagdes de CDs (CLs e CDDs)

esta descrita na Tabela 1.

32



TABELA 1 — Expressao diferencial entre as sub-populagdes de Células dendriticas, as

Células dendriticas dermais (CDDs) e as Células de Langerhans (CLs).

Literatura Expressdo de RNAm pela técnica de Micro-array
Gene CDD* cLs Cdlat CDD" cL®
Cdla + + ++ +++
Cd 205 + + + ++
Cd 206, T : g -
Cd207, Langerina _ i — AR
Cd209, DC-SIGN + = + =
Cd36 + - + B
Fator XIIla + = ++ S
CCRS + - T+ -
CCR6 = + = +
ATPase = + = +
E-caderina = + ++ +++
Niveis de Expressdo Relativos de Moléculas Co-estimulatérias
Gene Cdla Cdlb Cdlc Cdl1b Cdllc Cdso Cds3 Cds6
CDD? Cdla+ A il A=Hr il s + +++ ++
CL* = +* ++ = = - -+ ++
Niveis de Expressao Relativos de Quimiocinas e Receptores de Quimiocinas
Gene oo | ccL4 | ccL20 | CCL22 | CXCL2 | CXCL3 | CCRS | CCR6 | CCR7
Cdla+ CDD? +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ = +++
CL? o ++ ++ +++ = - - + -
Niveis de Expressdo Relativos de Citocinas e Receptores de Citocinas
Gene IL-1a IL-1B IL-6 IL-8 IL-10 IL-15 IL-16 IFN-B1 | IFN-yR1 I;:é\]z-
Cdla+ CDD* ++ +++ ++ +++ ++ ++ + + ++ ++
CcL? ++ +++ = +++ = = = = ++ ++
Niveis de Expressao Relativos de Lectinas Tipo C, Fc RS e Receptores
Gene Cd207, Langerina Cd208, DC Lamp Lectina TipoC 13 E-caderina
Cdla+ CDD? - +H ++ +
CL? +++ ++ + +++
Niveis de Expressdo Relativos de Membros da Familia TNF alfa
Gene Cd40 TNF-a TNF- R1 TNF- R2 Cd30
Cdla+ CDD? ++ ++ + 4 _
cL? + ++ + ++ +
Niveis de Expressao Relativos de Fatores Imuno-modulatérios
Gene IL-10 PGE2 R2 PGE2 R3 PGE2 R4
Cdla+ CDD? ++ + ++ +++
cr . = + ++

“Expressao descrita na literatura: revista por Valladeau e Saeland (2005) e Larregina e

Falo (2005). Valores: -, Ausente; +, Presente. b Expressao Determinada pela analise de

“Micro-array” de alta intensidade. Niveis de intensidade: -: <200; +: 200 - 500; ++:
500-5000; +++: >5000. Fonte: [SANTEGOETS, 2008 (modificado)].
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1.5.1 FUNCAO E MATURACAO DAS CELULAS DENDRITICAS

Como “sensores-chave” de perigo, as células dendriticas imaturas residem em
tecidos periféricos e 6rgaos que estdo normalmente muito expostos a antigenos como a
pele, mucosa nasal, pulmdes, estdmago e intestinos. Essas células sao especializadas na
captura de antigenos e constantemente “patrulham” o meio ambiente a procura de
antigenos, inflamagao local e patégenos (ROMANI et al., 2003). Eventualmente, todas
as CDs residentes em um mesmo tecido migram através da linfa para os linfonodos
regionais onde reagem com linfocitos “virgens” circulantes (“T - naive cells”). A
inducdo da resposta imune adaptativa tem inicio quando um dado patdgeno € fagocitado
por uma célula dendritica imatura em um tecido infectado. Sob o reconhecimento de
sinais de perigo, as CDs imaturas sofrem maturacdo resultando na inibi¢do da
capacidade de captura de antigenos, assim como na mudanca na expressao de receptores
de superficie, especialmente de quimiocinas. (ROMANI et al., 2003). Em seguida, essas
células migram para orgdos linféides secundarios em direcdo as areas onde estdo
presentes os linfocitos T, para que ocorra o evento de apresentacao de antigenos. Alguns
trabalhos tém demonstrado a importante participacdo de quimiocinas e de seus
receptores (como as interleucinas IL-1a e IL-1B, e o TNF-a) nesse processo, facilitando
e guiando a migragdo das CDs (ROAK et al., 1995; CUMBERBATCH et al., 1999 e
2003). Esse processo culmina na apresentacao apropriada de antigenos processados aos
linfécitos T, e ao inicio de uma adequada resposta imune. (VALLADEAU, SAELAND,
2005). Considerando que as células T necessitam do transporte e processamento de
antigenos, a sua dependéncia funcional das CDs constitui requerimento absoluto para
que possam eficientemente iniciar suas fun¢des como células efetoras, os linfocitos T

citotoxicos CD4+ ou CD8+.

1.6 - AS CELULAS DE LANGERHANS

A pele, em particular a epiderme, ndo pode ser apenas considerada como uma
camada inerte que protege o organismo das injurias do meio exterior: ao contrario, ela
esta intimamente envolvida no estabelecimento da resposta imune, e as células de
Langerhans (CLs), membros do sistema de células dendriticas da epiderme,
desempenham uma fun¢do central nesse processo. Essas células residem na camada

mais basal da epiderme e dos demais epitélios, aonde formam uma estrutura em forma
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de rede (ROMANI et al., 2003). Representam entre 2 a 4% das células da epiderme e
sua densidade varia de 200 a 1000 cels/mm?2 de acordo com a localizacao anatomica.

Como revisado por Romani e colaboradoes (2003), as CLs da epiderme foram as
primeiras cé€lulas dendriticas descritas, descobertas em 1868 pelo entdo estudante de
Medicina em Berlim, Paul Langerhans, que descreveu “células com ramificagdes
semelhantes a dendritos” na epiderme, por meio da técnica de impregnagao por Cloreto
de ouro, utilizada a época para a identificagdo de células nervosas. Por mais de um
século as CLs foram consideradas como neur6nios. Porém com o advento da técnica de
microscopia eletronica, estudos dedicados a analise ultraestrutural dessas células
falharam em demonstrar aspectos estruturais relacionados as células nervosas, passando
essas cé¢lulas a serem consideradas melanocitos especializados. Entretanto a
demonstracdo de CLs em amostras de vitiligo (epiderme com auséncia de melanocitos)
por Birbeck em 1961, e da expressdo da enzima ATPase (normalmente sintetizada por
leucdcitos) por Wolff em 1963, contribuiu para que essas células deixassem de ser
classificadas como neuronios, para serem consideradas inicialmente como histidcitos, e
posteriormente como células mesenquimais e macréfagos. O estabelecimento definitivo
de uma fungdo relacionada ao sistema imune, s6 foi finalmente demonstrado para as
CLs quando foi observada, na superficie dessas células, a expressdo de receptores Fc (e
receptores do complemento) e de moléculas de MHC da classe II (KLARESKOG et al.,
1977, ROWDEN et al., 1977). Estudos posteriores desenvolvidos na década de 80, tanto
no modelo experimental (cobaias e camundongos) quanto em humanos (STINGL et al.,
1978; GREEN et al., 1980; PEHAMBERGER et al., 1983; BRAATHEN et al., 1980;
BJERCKE et al.,1984; SCHEYNIUS et al, 1983), demonstraram para as CLs a
importante funcdo de APCs. Contudo, a verdadeira posicdo dessas células dentro do
sistema hematopoiético s6 foi elucidada quando foi estabelecido que as CLs deveriam
ser consideradas como verdadeiras células dendriticas, com base na comparacdo morfo-
funcional realizada entre CLs epidérmicas e células dendriticas esplénicas, em
camundongo (SCHULER et al., 1985).

Desde entdo, as CLs foram utilizadas como o principal modelo de estudo da
biologia das células dendriticas, e, de fato, importante conhecimento acerca da fungao
dessas células foi estabelecido em estudos desenvolvidos em CLs, como (i) a descoberta
de GM-CSF (Fator Estimulador de Colonia Granuldcito - Macréfago) como fator de
crescimento crucial para sobrevivéncia das células dendriticas (HEUFLER et al., 1988;

WITMER-PACK et al,1987), (i) o conceito de maturagdo dessas células, (iii) o
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aumento na capacidade estimulatoria de células T (SHULLER et al.,1985), (iv) a
transloca¢do de moléculas de MHC II para a superficie celular sob maturagdo (PIERRE
et al, 1997), entre outros (ROMANI et al., 1989; ROMANI et al., 1989; LEE et
al.,1993; REIS E SOUSA et al.,1993).

Entretanto, embora as CLs pertencam a familia de células dendriticas, e,
compartilhem com os demais membros dessa familia diversas caracteristicas morfo-
funcionais, agora ¢ conhecido que as CLs possuem aspectos proprios que as distinguem
das demais células dendriticas e que lhes conferem propriedades especificas na
participacdo da resposta imune local no seu sitio de acdo, o epitélio (ROMANI et al.,

2003).

1.6.1 ONTOGENIA DAS CELULAS DE LANGERHANS

Como todas as células do sistema imune, as CLs se originam de precursores da
medula éssea que expressam o marcador Cd34, como definido em importantes trabalhos
realizados no modelo experimental (FREELINGER et a/.,1979; KATZ et al.,1979;) ou
em humanos (PERREAULT et al., 1984; VOCL-PLATZER et al.,1984). Durante a
ontogenia, os precursores das CLs migram para a epiderme e adquirem moléculas
imunologicamente importantes como a ATPase, Cd45, MHC de classe 1I e
Langerina/Cd207 — uma lectina tipo C, assim como os granulos de Birbeck, como
exposto adiante (ROMANI et al., 1986; ELBE et al., 1989; FOSTER et al., 1989)

Embora o exato precursor das CLs na medula d6ssea ndo tenha sido ainda
identificado, alguns trabalhos indicam que, sob certas circunstancias, os mondcitos do
sangue periférico podem dar origem as CLs. Mondcitos cultivados in-vitro na presenca
de GM-CSF, IL-4 e TGF-B sdo capazes de originar células com alguns aspectos de CLs,
e monocitos que “transmigram” através de células epiteliais podem se transformar em
células dendriticas tanto in-vitro como in-vivo (GEISSMANN et al., 1998;
RANDOLPH ef a.l, 1998; RANDOLPH et al.,1999).

Outra intrigante questao acerca da ontogenia das CLs corresponde a defini¢ao de
sua origem mieldide ou linféide, uma vez que essas células expressam tipicos
marcadores mieloides, como Cd11b (uma integrina oo manose) e Cd33, mas também sao
capazes de expressar, sob as condi¢cdes de maturacdo e migracdo a molécula Cd8 a,
antigeno caracteristico da linhagem linféide (SCHULER et al., 1985; LENZ et al.,

1993). Porém trabalhos utilizando camundongos “knock-out” para a linhagem linféide
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(Ikaros) ou linhagens celulares (células tronco Cd34+) transfectadas com o fator de
transcricdo mieldide PU. 1, demonstraram produgdo normal de CLs epiteliais assim
como a diferenciacdo das células tronco em células com fenétipo de CLs (expressao de
Langerina/Cd207+ e E-caderina), respectivamente (IWAMA et al., 2002). Os ultimos
trabalhos fortemente sugerem uma origem mieldide para as CLs (LENZ et al, 1993;
ANJUERE et al., 2000; MERAD et al., 2000; TRAVER et al., 2000).

Embora relativamente pouco seja conhecido acerca da migragao das CLs para a
epiderme a partir da medula 6ssea aonde as mesmas sao geradas, um importante aspecto
relativo a renovagdo das CLs na epiderme ja foi elucidado, como, por exemplo, o baixo
“turnover” ou capacidade de renovacdo dessas células, capazes de permanecer na
epiderme por longos periodos, que variam de algumas semanas até 4 meses. Esse fato
pode ser devido tanto a elevada longevidade dessas células dentro do ambiente
epidermal, quanto ao baixo nivel de divisdo apresentado por essas células
(CZERNIELEWSKI et al., 1985; KAMATH et al., 2002; MERAD et al., 2002).

Destaca-se que duas importantes citocinas estdo criticamente envolvidas no
processo de migracdao de precursores das CLs para a epiderme, o TGF-B1 e a proteina
MIP-30/CCL20. O TGF-B1 consiste em uma citocina derivada de queratindcitos
essencial para estimular o influxo de precursores de CLs na pele, assim como o
adequado desenvolvimento dos granulos de Birbeck em CLs (BORKOWSKI et al.,
1996). Alguns estudos indicam que essa citocina ¢ capaz de induzir o fator de
transcricdo Id2 aumentando a expressdo de genes relacionados aos processos acima
descritos (TAKAHARA et al., 2002). Da mesma forma, a citocina MIP-3a/CCL20,
produzida por queratindcitos na presenca de inflamacdo, ¢ capaz de se ligar ao receptor
CCR6, e possivelmente ao receptor CCR2, presentes na superficie de precursores de
CL, favorecendo a migragdo desses para a epiderme (BORKOWSKI et al., 1996;
BORKOWSKI et al., 1997; CHARNONNIER et al., 1999).

1.6.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS E FENOTIPICOS DAS CELULAS DE
LANGERHANS

Os granulos de Birbeck sdo estruturas que geralmente apresentam forma de
raquete presentes unicamente nas CLs, cuja estrutura foi intensamente estudada e
estabelecida por microscopia eletronica (BIRBECK et al., 1961). Uma vez que estdo

presentes apenas em CLs, eles podem ser ultra-estruturalmente utilizados para a
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identificacdo dessas células em sitios extra-epidérmicos como a derme, o timo, a
mucosa, a parede vascular, os tecidos do aparelho respiratorio e os linfonodos
(BIRBECK et al, 1961; WOLFF et al, 1967). A funcao desses granulos permaneceu
obscura durante longo periodo, com duas principais correntes liderando essa questao: (i)
a de que os mesmos seriam organelas envolvidas no transporte de segmentos da
membrana plasmatica, para a renovagdo da membrana em compartimentos endossomais
citoplasmaticos (HASHIMOTO, 1971; TAKARASHI et al., 1985); (ii) a de que os
granulos estariam envolvidos no estabelecimento de uma via endocitica para captagao
de antigenos (STOSSEL et al., 1990). A tltima hipotese tem sido fortemente suportada
pela identificacdo da expressdo da molécula de Langerina/Cd207 ndo s6 na membrana
das CLs, mas principalmente na membrana dos granulos de Birbeck da qual ¢ parte
estrutural (VALLADEAU et al, 1999 e 2000).

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

A expressao de Langerina esta diretamente relacionada com a formagado dos
granulos de Birbeck (GB). De fato, experimentos de transfec¢do do cDNA de Langerina
em fibroblastos, foram capazes de mostrar in-vitro a criagdo de uma rede compacta de
estruturas de membrana com o aspecto tipico de granulos de Birbeck. Assim, por meio
da formagdao de estruturas de membrana sobrepostas € com aspecto de “zipper” a
molécula de Langerina foi capaz de induzir a formagao desses granulos (VALLADEAU
et al., 2000). Os ultimos autores sugeriram que essa propriedade da molécula de
Langerina seria uma conseqiiéncia da funcdo de captura de antigenos estabelecida por
essa glicoproteina, permitindo o transporte antigénico através dessas organelas (GB), e
fornecendo o acesso a uma via nao classica de processamento de antigeno.
Considerando a capacidade ja demonstrada pelas CDs de realizar a apresentacdo de
antigenos cruzada (“cross-presentation”) entre as moléculas MHC de classe I e II
(ROMANI et al., 1989; DEN HAAN JMM et al., 2001), os autores propuseram que o
material endocitado pelas CL poderia ganhar acesso a membrana dessas células por

meio da via de MHC de classe I (VALLADEAU et al., 2000).
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Assim, a utilizagdo de anticorpos anti - Langerina constitui ndo s6 uma excelente
ferramenta para o estudo funcional dos granulos de Birbeck, mas também para o estudo
e identificacdo das CLs em importantes aspectos bioldgicos, como a sua ontogenia,
maturacao e ativacdo (VALLADEAU et al., 1999 ¢ 2000).

Além da presenca dos granulos de Birbeck, as CLs diferem das demais células
dendriticas quanto a expressdo de moléculas de superficie (Tabela 1), com destaque
para uma maior expressdo de Cdla, do receptor de adesdo celular E - caderina, da
ATPase (adenosina tri-fosfatase) de membrana e do receptor de quimiocinas CCR6

(SANTEGOETS et al., 2008).

1.6.3 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS CELULAS DE LANGERHANS

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

As CLs apresentam maior capacidade de captura de antigenos, enquanto que as
CDDs parecem possuir maior capacidade de apresentagdo de antigenos. Além da
captura, as CLs sdo capazes de transportar antigenos, incluindo auto-antigenos da
epiderme para linfonodos proximos. Um elegante estudo demonstrou intenso transporte
de melanossomas da epiderme, assim como da derme, para linfonodos proximos em
camundongos normais, que foi marcantemente abolido em camundongos “knock-out”
para TGF-f que perderam as CLs (HEMMI et al., 2001).

As diferencas observadas na expressdo de lectinas tipo C, sugerem que ambos 0s
subgrupos de CDs da pele (CL e CDD) podem reconhecer e responder com um
diferente espectro de patogenos (ROMANI et al., 2006; SANTEGOES et al., 2008).
Além disso, células dendriticas dermais geradas in-vitro, induzem mais eficientemente a
diferenciagdo de células B “naive” em células plasmaéticas secretoras de IgM em
resposta a estimulagdo por Cd40 e IL-2, enquanto que as CL ndo apresentam essa
propriedade. Porém as CLs parecem ser mais potentes estimuladores in-vitro de
linfécitos T citotdxicos, assim como indutores mais potentes de uma resposta TH1
como resultado de sua incapacidade de produzir IL-10 sob a ligacdo de Cd40 (CAUX et
al., 1997; DE SAINT-VIS et al., 1998).

Como mencionado, por estimulos de diversas origens (antigenos, processo

inflamatério ou liberagdo de citocinas) as CLs sdao induzidas a migrar de seus sitios
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periféricos para proximo de tecidos linféides onde se encontram os linfocitos T. Além
dos antigenos ou estimulos inflamatorios, sinais como quimiocinas ou receptores de
quimiocinas poderiam funcionar como agentes mediadores e recrutadores de células
dendriticas (SCOTT et al., 2001; FLORES et al., 2005; LEVI et al., 2005,
VALLADEAU et al., 2005). Esses eventos complexos culminardo na maturacdo das
CLs e na apresentagdo apropriada de antigenos aos linfocitos T, para desencadeamento

de uma resposta imune eficiente, como descrito adiante.

1.64 MATURACAO, ATIVACAO E MIGRACAO DAS CELULAS DE
LANGERHANS

As cé¢lulas dendriticas, incluindo as cé¢lulas de Langerhans, apresentam
morfologia diversa de acordo com o seu estdgio de maturagdo. Estudos demonstraram
que existem dois tipos de CDs que diferem fenotipica e funcionalmente, denominadas
de células dendriticas maduras ¢ imaturas (FLORES et al., 2005; HAYATI et al., 2007;
SANTGOETS et al, 2008). As cé¢lulas imaturas sdao capazes de identificar e capturar
antigenos, enquanto que as cé¢lulas maduras possuem a capacidade de funcionar como
APCs. As CDs da pele, ou seja, as CLs da epiderme e as CDs da derme sdo células
dendriticas imaturas tipicas, que necessitam sofrer matura¢do para funcionarem como
APCs. A caracteristica diferencial entre essas duas populagdes (células maduras e
imaturas) ¢ a expressao de algumas moléculas acessorias, especialmente Cd83, que
pode ser demonstrada imuno-histoquimicamente (HAYATI et al., 2007, SANTGOETS
et al, 2008).

As células de Langerhans imaturas que residem na periferia da epiderme em
estado estavel sdao altamente especializadas na identificacdo de antigenos, estando
posicionadas nesse sitio de maneira ideal para a deteccdo de qualquer patdégeno que
venha a invadir a barreira da epiderme. Essas células verificam constantemente o seu
micro ambiente a procura desses antigenos pela extensdo e retracdo de seus
prolongamentos ou dendritos (ROMANI et al., 2003; STEINMAN et al., 2007). Apos a
captura dos antigenos pelas CLs, ocorre o processamento desses (Figura 4A) e a
apresentacdo dos antigenos processados na superficie dessas células por meio das
moléculas MHC de classe I ou II e da associagdo a citocinas pré-inflamatorias, eventos

que garantem a ativacao das CLs.
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Apo6s ativacdo, hd um aumento drastico na expressdo de moléculas co -
estimulatorias na superficie das CLs e o inicio da producdo de citocinas requeridas para
o desencadeamento de uma resposta inflamatoria tipo TH1 ou TH2 (Figura 4B). O
receptor de quimiocina CCR7, que apresenta importante funcdo na migracdo dessas
células para o encontro com cé€lulas T nos linfonodos, constitui o exemplo de uma das
moléculas de superficie que tem a sua expressdo aumentada durante a ativacdo das CLs
(ROMANI et al., 2003). Além disso, quando ativadas, essas células diminuem a
expressao de uma molécula envolvida na adesdo celular, a E - caderina, conhecida por
manter a posi¢ao das CLs na epiderme (TANG et al., 1993).

Assim, a fase de reconhecimento de antigenos continua com o transporte desses
e a migragdo das CLs para os 6rgdos linfoides periféricos, eventos essenciais para
garantir a interacao das CLs com células T especificas. Como revisado por Wang e
colaboradores em (1999), citocinas produzidas principalmente por queratinocitos, mas
também pelas células de Langerhans propriamente ditas, parecem ser cruciais na
mediacdo do processo de migracdo das CLs. Uma importancia particular tem as
citocinas IL-loo e TNF-a (produzidas principalmente por queratindcitos) e IL-1fB
(produzida principalmente pelas células de Langerhans), uma vez que todas promovem
a migragao das células de Langerhans. A IL-10, produzida por queratindcitos, age como
inibidora da migracao das células de Langerhans (CAUX et al.,1997). Outras citocinas,
como por exemplo, GM-CSF, também produzida por queratindcitos, promovem o inicio
da transformagdo das células de Langerhans em células dendriticas maduras (WANG et
al., 1999).

Dessa forma, quando as CLs chegam aos linfonodos adquirem uma superficie
fenotipicamente caracteristica de célula dendritica madura capaz de ativar as células
TCD8+ ou TCD4+ através da apresentacdo cruzada com as moléculas MHC de classe I
e II, respectivamente (Figura 4C). Destaca-se a co-estimulacao estabelecida pela ligagao
de Cd28 (presente na superficie das células T) com o ligante da familia B7 (expresso na
membrana das CLs), e outros sinais co - estimulatorios das CDs que transmitem o
estimulo de ativagdo para células T tornando-as células-efetoras, ou seja, linfocitos
TCD8+ citotdxicos e células TCDC4+ “helper”. Essas células efetoras adquirem
moléculas que auxiliam na sua migragdo para os tecidos afetados, no qual exercerao sua
fun¢do efetora reconhecendo e eliminando especificamente as células infectadas, como
apresentado na Figura 4A (JANEWAY et al., 2002; TINDLE et al., 2002; ROMANI et
al.,2003; STEINMAN et al., 2007).
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A capacidade de apresentar antigenos via a molécula de MHC-II ¢ diminuida nas
CLs sob maturacdo. A apresentacdo cruzada de antigenos, originalmente considerada
uma via ndo convencional de apresentacdo de antigeno € agora aceita como componente
essencial da resposta imune contra patogenos que nao infectam CDs e que, portanto,
poderiam requisitar respostas restritas a moléculas de MHC classe I (DEN HAN et al.,

2001).
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FIGURA 4: Reconhecimento e Resposta do Sistema Imune Adaptativo a presenca
de células tumorais e ou infectas. As CDs reconhecem proteinas antigénicas. Uma vez
dentro das CD essas proteinas sdo processadas em peptideos e expostas através de MHC
de classe I e II. Sendo assim, quando as CLs chegam aos linfonodos adquirem uma
superficie fenotipicamente caracteristica de célula dendritica madura capaz de ativar as
células TCD8+ ou TCD4+ através da apresentacdo cruzada (“cross-presentation”) com
as moléculas MHC de classe I e II, respectivamente. Destaca-se a co-estimulagao
estabelecida pela ligacdo de Cd28 (presente na superficie das células T) com o ligante
da familia B7 (expresso na membrana das CL), e outros sinais co - estimulatdrios das
CDs que transmitem o estimulo de ativag@o para células T tornando-as células-efetoras,
ou seja, linfécitos TCD8+ citotdoxicos e células TCDC4+ “helper”. Essas células
efetoras adquirem moléculas que auxiliam na sua migracdo para os tecidos afetados, no
qual exercerdo sua funcdo efetora atacando especificamente as células infectadas.
[Fonte: TINDLE, 2002 (modificado)].
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1.6 5 0 PAPEL DAS CELULAS DE LANGERHANS NO CONTROLE DA
INFECCAO PELO HPV

Considerando que as células T necessitam do transporte e processamento de
antigenos, a sua dependéncia das CDs constitui requerimento absoluto para que possam
eficientemente iniciar e exercer as suas fungdes como células efetoras, linfocitos T
citotoxicos CD4+ ou CD8+.

Portanto, como ressaltado, dentro do epitélio escamoso as células de Langerhans
tém-se mostrado as primeiras células responsaveis pela funcdo de reconhecimento e
apresentacdo de antigeno, constituindo-se tal célula com potencial fagocitirio, um
elemento importante de defesa imune local (ROMANI et a/.,1989). Sendo assim, dado o
confinamento da infec¢do pelo HPV na camada epitelial, a presenca de células
dendriticas ou de células de Langerhans nesse sitio poderia ser eficaz em gerar uma
resposta imune eficiente.

A demonstracao do papel da imunidade celular, ou seja, da a¢ao dos linfocitos T
CD8+ e CD4+ no controle a infeccdo pelo HPV ainda ndao foi completamente
esclarecido, sendo que os trabalhos direcionados a elucidar essa questdo foram
principalmente desenvolvidos no modelo in-vitro, apresentando muitas vezes resultados
contraditérios (FRAZER et al., 2004). A despeito da origem infecciosa da neoplasia
cervical e da cronicidade da infec¢dao pelo HPV, estudos indicam que os linfocitos T
citotoxicos de uma substancial propor¢ao de mulheres parecem ndo ser responsivos a
infec¢do pelo HPV. Esse fato parece ser em parte devido a falha no estabelecimento de
uma resposta imune local observada nos processos de captura e apresentacdo de
antigenos mediados pelas CLs, como serd descrito posteriormente na secdo de
Discussao no presente estudo (CONOOR et al., 1999). Por outro lado, outros estudos
também tém demonstrado que o HPV ¢ capaz de induzir varios mecanismos que

resultam na subversao da resposta imune do hospedeiro, como descrito a seguir.

1.6.6 MECANISMOS DE EVASAO A RESPOSTA IMUNE

A evasdo ou capacidade do organismo infeccioso de subverter a resposta imune
do hospedeiro pode contribuir substancialmente para a sua sele¢do natural. Como
observado para outros virus associados a génese de tumores, o ciclo replicativo do HPV

foi primorosamente modelado pela co-evolucdo com o hospedeiro, de forma que a
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infeccdo pelo HPV, ou mesmo a neoplasia que geralmente se segue a essa infeccao,
provavelmente ndo dard ao Sistema Imune a possibilidade de eliminar as células
infectadas ou transformadas (revisao em TYRING er al, 2000; TINDLE, 2002;
MANICKAM et al., 2007, PATEL et al., 2009).

Diversos trabalhos indicam que alguns importantes fatores minimizam ou
previnem a exposic¢ao do virus ao Sistema Imune do hospedeiro, como descrito a seguir:

(1) O ciclo replicativo do HPV esta profundamente associado a diferenciagao
dos queratinocitos. Como descrito previamente, as proteinas precoces sdo produzidas
em queratinocitos nao diferenciados da camada basal do epitélio estratificado, enquanto
que as proteinas expressas tardiamente, e possivelmente mais imunogénicas, como a L1
e a L2, sdo produzidas nas células periféricas nas quais os capsideos virais sdo formados
e liberados na superficie das células epiteliais (TINDLE, 2002; STUBENRAUCH,
LAIMINS, 1999).

(2) O HPV nao ¢ capaz de infectar e nem de se replicar no interior de APCs
localizadas no epitélio; os papilimavirus ndo lisam os queratinocitos durante a infec¢do
desses. Sendo assim, quase nao ha oportunidade para que as APCs englobem virions ou
células lisadas e os apresentem as células efetoras do Sistema Imune. Além disso, na
infeccdo pelo HPV ndo ha fase de infec¢do sanguinea, de forma que o Sistema Imune
periférico tem pouca chance de detectar a presenca do invasor (revisdo em TINDLE,
2002).

(3) As proteinas expressas precocemente (“early”) pelo virus como E1, E2, E6 ¢
E7, localizam-se principalmente no nicleo dos queratindcitos. Pacientes infectadas pelo
HPV geralmente induzem uma resposta pobre a essas proteinas, o que indica que tais
proteinas sao produzidas em quantidades insuficientes ou mesmo nao sdo acessiveis ao
reconhecimento imune (revisdao em TYRING, 2000; TINDLE, 2002; MANICKMANN
etal.,2007; PATEL et al., 2009).

(4) Embora a presengca de proteinas expressas tardiamente (“/ate”),
especialmente de L1 seja detectdvel em esfregacos ou amostras de tecidos originadas de
pacientes infectadas pelo HPV, somente apds meses de infeccdo had indicios de
anticorpos desenvolvidos contra tais proteinas. Esse fato indica que os HPVs foram
evolutivamente selecionados para minimizarem os niveis de expressao de proteinas do
capsideo viral ou para adiar a expressdo dessas proteinas ao epitélio diferenciado.
Assim, os papilomavirus sdo capazes de evitar a a¢do das células de Langerhans, as

APCs presentes nas camadas epiteliais JANEWAY et al., 2002; TINDLE., 2002).
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1.6.7 O PAPEL DAS CELULAS DE LANGERHANS NA PROGRESSAO DAS
LESOES ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS

Como mencionado anteriormente, as CLs constituem as células primarias
responsaveis pelo reconhecimento e apresentacdo de antigenos no epitélio escamoso,
representando um elemento chave na resposta imune local na defesa da cérvice uterina
(HACHISUGA et al., 1989). Com o objetivo de investigar a participacao das CLs no
controle da infec¢do pelo HPV e, conseqiientemente, do desenvolvimento da progressao
da neoplasia cervical, diversos trabalhos foram direcionados a avaliagdo da densidade
das CLs em amostras controle e histopatologicamente afetadas por graus diversos de
Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais (FLORES et al., 2005; HAYATI et al., 2007,
SANTGOETS et al., 2008).

A utilizagdo de anticorpos direcionados a identificagdo de moléculas da
superficie das células de Langerhans por meio da técnica de imunohistoquimica consiste
em estratégia sensivel e adequada para a identificacao e determinacao do niamero dessas
c€lulas. Para essa finalidade os anticorpos anti-S-100, anti-Cdla, anti-Cd83 e anti-
Langerina tem sido os principalmente utilizados (FLORES et al.,2005; VALLADEAU
etal.,2005; HAYATI et al., 2007; SANTGOETS et al, 2008).

A proteina S-100 ¢ uma proteina ligadora ao calcio que estad presente em uma
grande variedade de tecidos e foi observada pela primeira vez em células de Langerhans
da pele por Cochia e colaboradores (1981). Embora ndo seja especifico para a
identificagdo desse tipo celular, o anticorpo anti S-100 marca fortemente as extensoes
dendriticas de células de Langerhans, caracteristica morfologica que a distingue de
outras cé¢lulas do epitélio cervical (McARDLE et al., 1986; TAY et al., 1987; XIE et al.,
1990; AL-SALEH et al., 1995; TAKEHARA et al., 1996; ABDOU et al., 1999;
CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et al., 2004; LEVI et al., 2005; CAMPANER et
al., 2007).

Um outro marcador eficiente de células de Langerhans (especialmente das
células imaturas) em amostras de tecidos cervicais consiste em uma molécula de
superficie, a glicoproteina Cdla, que pertence a familia de moléculas apresentadoras de
antigenos nao protéicos aos linfocitos T (VAYRINEM et al., 1984; HAWTHORN et
al., 1988; HUGHES et al., 1988; MORELLI ef al., 1992 e 1993; CONNOR et al., 1999;
FLORES et al., 2006; HAYATI et al., 2007).
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Células dendriticas maduras expressam Cd83 e altos niveis de Cd40/80/86,
enquanto que as células imaturas expressam altos niveis de Cdla e baixos niveis de
Cd40/80/86. (HAYATI et al., 2007; SANTGOETS et al, 2008).

O anticorpo anti-Langerina também ja foi utilizado para a anélise da densidade
de células de Langerhans em biopsias cervicais (KASHIHARA et al., 1986; FLORES et
al., 2006) e “folhas epiteliais” (“epidermal sheets) (FLORES et al., 2006) derivadas de
pacientes. Estudos realizados por Valladeau e colaboradores (1999 e 2000)
demostraram que a Langerina ¢ uma gliproteina exclusivamente expressa em células de
Langerhans. Além disso, a Langerina consiste em uma lectina tipo C associada a
membrana, uma molécula de 40 a 42 KDa com Pl de 5.2 a 5.5, expressa ndo somente na
superficie celular, mas também intracelularmente em associagdo com os granulos de
Birbeck (VALLADEAU et al., 1999 e 2000).

Como mencionado, existe um grande nimero de trabalhos descritos na literatura
que foram dedicados a analise da densidade das CLs em amostras provenientes do trato
genital feminino, especialmente da cérvice. Entretanto, esses estudos apresentaram
resultados conflitantes no que diz respeito ao numero de células encontrado.

Alguns estudos observaram uma reducdo do numero das CLs em amostras
cervicais, com significativa associacdo entre o nimero dessas células e a severidade (ou
progressao) das lesdes cervicais, utilizando os anticorpos anti-S100 (TAY et al., 1987,
AL-SALEH et al., 1995; ABDOU et al., 1999; CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et
al., 2004), anti-Cdla (HAWTHORNE et al., 1988; HUGHES et al., 1988; MORELLI
etal., 1992 e 1993; CONNOR et al., 1999; FLORES et al., 2006; HAYATI et al., 2007)
e anti-Langerina (KASHIHARA et al., 1986; FLORES et al., 2006). Esses resultados
sdo compativeis com a hipdtese, de que uma reducdo local das CLs poderia ser
responsavel pela geragdo de uma resposta imune celular ineficiente, incapaz de deter a
progressdo das lesdes intraepteliais de baixo grau em direcdo a lesdes invasoras mais
severas.

Entretanto, de maneira oposta, outros estudos verificaram um aumento da
densidade das CLs em amostras cervicais caracterizadas pela presenta de graus distintos
de alteragdes cervicais € amostras controles, utilizando os anticorpos anti-S100
(CAMPANER et al., 2007) e anti-Cdla (MORELLI et al., 1992 e 1993). Utilizando a
técnica de impregnacdo por Znl e OsO4 para contagem das CLs em amostras cervicais,
Caorsi e colaboradores (1986) também observaram um aumento do nimero dessas

células, quando compararam amostras normais com aquelas apresentando Neoplasias
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Cervicais. Esses autores defenderam a hipdtese de que o aumento observado das CLs,
poderia ser devido a um possivel aumento da migracdo das CLs para o sitio da lesdo
cervical.

Porém outros estudos obervaram dados conflitantes, como o simultineo aumento
e redu¢dao das CLs de acordo com o tipo de amostras analisada (verrugas genitais,
condilomas ou NICs) (MORRIS et al., 1983; McARDLE et al., 1986) ou de acordo com
a técnica empregada (ABDOU et al., 1999). Da mesma forma, um outro estudo que
utilizou o anticorpo anti-Cdla para a andlise de lesdes cervicais HPV positivas em
comparacao a controles ndo infectados, ndo observou nenhuma variagdo numérica das
CL nos dois diferentes grupos estudados (VAYRINEM et al., 1984).

Uma das hipoteses levantadas para os resultados encontrados nos ultimos
estudos, foi a de que, embora presentes em nimero normal as CLs poderiam apresentar
alteragdes funcionais e morfoldgicas. De fato, alteragdes morfologicas das CLs ja foram
descritas em alguns estudos, como a diminui¢do do nimero de dendritos e o volume de
citoplasma dessas células (MORRIS et al., 1983; UCHIMURA et al., 2000).

Estudos que foram direcionados ao estudo da resposta imune local a infecgdo
pelo HPV, e que analisaram a densidade das células de Langerhans em Lesdes HPV
positivas (LEIs, condilomas e verrugas genitais) em comparagdo a Lesdes HPV
negativas (LEIs) ou mesmo em tecidos cervicais de pacientes controles ndo infectadas,
também diferiram quanto aos resultados encontrados. Embora a grande maioria desses
trabalhos tenha verificado uma redugdo do numero das CLs em Lesdes HPV positivas
(DRIJKONINGEN et al., 1988; VIAC et al., 1990; LEHTINEM et al., 1993; CONNOR
et al., 1999; SCOTT et al., 2001; HUBBERT et al., 2005; FLORES et al., 2006) outros
trabalhos ndo verificaram uma alteragdo significativa da densidade dessas células (AL-
SALEH et al., 1995).

Portanto, o importante papel das CLs no controle da infec¢ao local pelo HPV na
mucosa cervical e no controle da progressdao das Lesdes Intraepteliais Escamosas rumo
ao Carcinoma invasor, permanece por ser investigado.

Destaca-se que a maioria dos estudos direcionados a determinacao do numero de
células de Langerhans em amostras cervicais foi baseada na utilizagdo de anticorpos
anti-S-100 e anti-Cdla para a andlise imunohistoquimica dessas amostras. Além disso,
muitos desses estudos utilizaram apenas um dos anticorpos citados, € naqueles que
empregaram a técnica de imunohistoquimica com o uso de dois anticorpos diferentes, a

marcacao com os dois anticorpos foi realizada em cortes seriados, que foram obtidos
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consecutivamente, procedimento esse que nao permitiu verificar a colocalizacdo dos
dois distintos anticorpos, ou seja, se as mesmas células estavam sendo duplamente
consideradas.

Dessa forma, acreditamos que a analise da densidade das células de Langerhans
em amostras cervicais por meio da técnica de Imunofluorescéncia confocal que permite
a localizagdo simultanea de dois importantes marcadores expressos por essas células, a
molécula de S-100 que consiste em um marcador preferencial de superficie que permite
a visualizacao incontestavel das ramificacoes dendriticas das CLs, e a molécula de
Langerina, que corresponde a um potente marcador intracelular especifico para as CLs,
consistiria em nova e importante estratégia para um melhor entendimento da Resposta

Imune local na progressdo das Neoplasias cervicais.
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2. JUSTIFICATIVA

Evidéncias epidemioldgicas mostram que a infec¢do persistente, a alta carga
viral e a integracdo do DNA de tipos oncogénicos do virus do papiloma humano (HPV)
no genoma da célula hospedeira, ttm um importante papel no desenvolvimento das
Lesoes Intraepteliais Cervicais em dire¢cdo ao carcinoma cervical.

Intimeros estudos indicam que mulheres imunologicamente comprometidas,
como aquelas submetidas a transplantes e mulheres HIV positivas, apresentam (i) um
aumento do risco para as Neoplasias Intraepteliais Cervicais e para o cancer cervical;
(i1) uma maior incidéncia de patologias cervicais mais agressivas; (iii) uma maior taxa
de persisténcia e recidiva das lesdes cervicais; (iv) uma maior incidéncia da infecgdo
por HPV e (v) a infec¢@o por multiplos tipos de HPV. Todos esses fatores sugerem que
a vigilancia imune cervical que deve ser estabelecida para o adequado controle das
infec¢des cervicais, depende de uma resposta imune celular eficiente, que depende, por
sua vez, de uma adequada identificacdo de antigenos e eficiente apresentacdo dos
mesmos para as populagdes linfocitdrias efetoras da resposta imune.

Dentro do epitélio escamoso, as células de Langerhans (CLs) correspondem as
células primarias responsaveis pelo reconhecimento, transporte e apresentacdo de
antigenos, constituindo-se essas APCs em elementos-chave na defesa imune local da
cérvice uterina. As sub-populacdes de células dendriticas presentes na pele e nas
mucosas diferem quanto a expressdo de moléculas de superficie, sendo essas diferencas
fenotipicas observadas cruciais para as propriedades funcionais dessas células. Dentre
os marcadores expressos pelas CLs, destacam-se a molécula de Langerina, de Cdla, a
molécula de E — caderina, a ATPase de membrana e o receptor CCR6.

Destaca-se que embora um grande niimero de estudos ja tenha sido desenvolvido
para a determinacdo do numero das células de Langerhans em amostras cervicais
normais ou apresentando graus distintos de Lesdes Escamosas Intraepteliais, e que
utilizaram a técnica imunohistoquimica cléssica para identificagdo dos marcadores S-
100, Cdla e Langerina, apresentaram resultados controversos quanto a densidade das
CL nessas lesdes.

Portanto, o importante papel das CLs no controle da infecc¢ao local pelo HPV na

mucosa cervical e no controle da progressao das Lesdes intraepteliais escamosas rumo
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ao Carcinoma invasor permanece por ser melhor investigado, como proposto no
desenvolvimento do presente estudo.

Nesse estudo serd avaliada a densidade das células de Langerhans em amostras
cervicais utilizando-se a técnica de Imunofluorescéncia Indireta para andlise da
localizagao simultanea de dois importantes marcadores expressos por essas células, a
molécula de superficie S-100 e um marcador intracelular especifico das CLs, a molécula
de Langerina. Acreditamos que nosso estudo consistird em nova e importante estratégia
para um melhor entendimento da Resposta Imune local na progressao das Neoplasias

cervicais e na presenca da infec¢do pelo HPV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em Lesdes Escamosas Intra-epiteliais e invasoras do colo uterino a
densidade das células de Langerhans em comparacdo a presenga da infec¢do pelo
Papilomavirus Humano, por meio da contagem de Células de Langerhans em graus

distintos de lesOes cervicais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar, em amostras cervicais correspondentes a graus distintos de
Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais (NIC I, II, III), ao Carcinoma invasor e
em amostras controle, o numero de células de Langerhans, por meio da
técnica de Imunofluorescéncia e do uso dos anticorpos anti-S100 e anti-
Langerina.

e Avaliar, nessas amostras, a presenga da infeccdo pelo HPV por meio da
técnica de PCR.

e Avaliar, nas amostras controle e naquelas correspondentes as lesoes
cervicais, a correlacdo do niimero de células de Langerhans em comparacao

a presenca da infec¢ao pelo Papilomavirus Humano.
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4.METODOLOGIA

4.1 POPULACAO ESTUDADA

Neste trabalho foram analisadas amostras cervicais obtidas de pacientes
atendidas pelo Servico de Patologia do Colo da Unidade de Referéncia Secundéria —
URS — Sagrada Familia, conhecida também como Posto de Atendimento Médico
(PAM), Sagrada Familia, pertencente a Secretaria de Coordenagdo Municipal e Gestao
Regional — S.C.O.M.G.E.R — Leste, da Secretaria Municipal de Saude, Prefeitura de
Belo Horizonte. Inicialmente foram avaliadas 140 amostras cervicais que apresentavam
o seguinte diagnostico histopatologico: 30 de NICI, 30 de NICII, 30 de NICIIL, 30 de
CA e 20 amostras controles negativos. Entretanto essas amostras foram submetidas a
analise histopatologica por dois médicos patologistas adicionais e sofreram uma re-
classificagdo. Assim, o novo grupo de amostras que foi avaliado no presente estudo
ficou reduzido a 68 amostras, apresentando a seguinte classificacao histopatologica: 15
apresentavam diagnostico de NIC I, 15 de NIC 11, 15 de NIC III e 15 de Cancer invasor.
Oito (8) amostras cervicais provenientes de pacientes ndo apresentando alteragdes
histopatologicas foram utilizadas como controle negativo. Essas amostras sao
correspondentes a biopsias ou amostras provenientes de Cirurgia de Alta Freqiiéncia
(CAF) coletadas pelos médicos ginecologistas do Servigo supracitado para realizacao de
exame histopatologico de rotina. Apos a realizagdo do exame histopatoldgico, tais
amostras foram encaminhadas para alguns Laboratorios de Anatomia Patologica de
Belo Horizonte que prestam servico a essa Unidade, entre eles, o Laboratorio de
Anatomia Patologica Tafuri, localizado em Belo Horizonte, MG e coordenado pelos Dr.
Alexandre Tafuri e Dr. Celso Tafuri. As amostras utilizadas no presente estudo se
encontravam sob a responsabilidade e guarda do referido Laboratdrio, que € responsavel
pela selecdo e empréstimo provisorio dos blocos para realizagdo da referida pesquisa.
Todas as amostras corresponderam a espécimes incluidas em parafina, que foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Tafuri. O empréstimo das amostras de tecidos
foi concedido mediante o preenchimento do Termo de Responsabilidade apresentado no

Anexo L
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O presente Projeto de Pesquisa foi submetido ao COEP (Comité em Etica e
Pesquisa) da UFMG, se encontrando no momento sob analise, porém tendo recebido
uma aprovagao preliminar (Anexo I).

No presente estudo foi efetuada uma criteriosa categorizagdo das amostras sob
analise. A analise histopatologica das amostras cervicais foi realizada por trés
patologistas diferentes - Dr. Alexandre Tafuri do Laboratorio de Anatomia Patologica
Tafuri; Prof* Paula Avila Fernandes, do Departamento de Anélises Clinicas, da
Faculdade de Farmécia da UFMG; Dr. Marcelo Pascoal, do Departamento de Anatomia
Patologica da UFOP. As amostras foram classificadas dentro de um determinado grupo
de lesdo quando recebiam o mesmo diagnostico histopatoldégico por no minimo dois

distintos patologistas.

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS: COLETA DAS AMOSTRAS, FIXACAO
E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

A pratica da coleta amostral foi realizada sob visdo colposcopica (Colposcopio
Vasconcelos). Para realizacdo de biopsias utilizou-se a pinga de Gaylor e para a
realizacdo das Cirurgias de Alta Freqiiéncia (CAFs) utilizou-se o aparelho “Wavetronic
20007, acoplado ao aspirador de fumaca. Esses procedimentos foram realizados pelos
médicos ginecologistas no PAM - Sagrada Familia, segundo protocolo do proprio
servico de Patologia do Colo Uterino dessa Instituicdo. As amostras foram processadas
rotineiramente para inclusdo em parafina. Inicialmente foi realizada a fixacdo dos
tecidos em formalina a 10%, em seguida, os fragmentos foram submetidos a
desidratacdo gradativa em 4alcool absoluto, sendo realizada posteriormente, a
diafaniza¢dao em xilol e por ultimo a impregnagdo e inclusdo em parafina (temperatura
média de 60° C). O tempo méaximo de fixacdo das amostras anterior ao processamento
histopatologico foi de 7 dias.

No presente estudo optamos por limitar a data de obtencdo dos blocos que
seriam submetidos a analise molecular e a técnica de Imunofluorescéncia, sendo que

foram utilizados blocos obtidos nos anos de 2006 a 2008.
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4.3 EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo da extracdo do DNA, foi necessaria a obten¢do de cortes
histolégicos em micrétomo (MICROM, HM 335E), realizada no Laboratorio de
Experimentacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento, Departamento de
Morfologia, ICB, UFMG. Quatro cortes com cerca de 10um foram obtidos de cada
amostra, e transferidos com o auxilio de um palito estéril para um microtubo de 1,5mL
(eppendorf). No intervalo de cada bloco, o microtomo foi cuidadosamente limpo com
xilol e a navalha do microtomo também cuidadosamente limpa com xilol, etanol e
solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5%, nesta ordem, para prevenir a contaminagao
cruzada entre as amostras (GREER et al., 1991; WRIGHT & MANOS et al., 1990;
SHIMIZU & BURNS et al., 1995). Além disso, no intervalo entre cada amostra foram
realizados 2 cortes de um bloco que continha apenas parafina, sendo esses cortes
considerados os controles negativos de contaminagdo cruzada. Para a extracdo do DNA
das amostras parafinadas foi utilizado o protocolo de extragdo descrito por Wright &
Manos (1990), modificado.

Para remocao da parafina, por 2 vezes, os cortes foram imersos em 1 ml xilol, e
lentamente agitados em shaker por dois periodos de 1 hora, e ap6s, centrifugados sendo
o sobrenadante desprezado. Em seguida os cortes foram lavados, por 2 vezes, com
alcool etilico absoluto para remocdo da mistura xilol + parafina residual, com
consecutiva centrifugacdo e desprezo do sobrenadante (SND). Foi realizada a secagem
do tecido precipitado cobrindo-se os tubos com Parafilm (American N.C). Por tltimo
foi realizada a lise do tecido, a 37°C “overnight”, com 450uL solugdao de digestdao
contendo: 50mM de Tris-HCI (pH 8,5) (Promega), ImM de EDTA (Gibco), 0,5% de
Tween 20 (Invitrogen) e 200pg/mL proteinase K (SIGMA). Em seguida os tubos foram
centrifugados e o sobrenadante (lisado) transferido para outro tubo para ser utilizado nas

reacoes de PCR (WRIGHT & MANOS, 1990, modificado).

4.4 AMPLIFICACAO DE UM FRAGMENTO DO GENE DE B-GLOBINA
HUMANO

Como controle da integridade do DNA obtido das amostras apds extragdo, foi

utilizada a amplificacao do gene de beta-globina humana, através dos iniciadores PC03
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e PC04 (Saiki ef al., 1985), capazes de amplificar um fragmento de 110 pb do gene de

B-globina. As condi¢des de preparo da reagdo e o programa de amplificagdo utilizado

estdo descritos nas Tabelas 2 e 3:

TABELA 2- Componentes do Mix de PCR para o Gene da B-globina humano

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

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

TABELA 3- Programa de Amplifica¢do do Gene da B-globina humano

PASSO TEMPERATURA TEMPO
1 95°C 4 minutos
2 55°C 1 minuto
3 72 °C 2 minutos
4 95°C 1 minuto
5 29 vezes ao passo 2
6 55°C 1 minuto
7 72 °C 10 minutos
8 4°C infinito
9 Fim

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a

6% por duas horas, em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X, a uma voltagem

constante de 100V. As amostras foram aplicadas utilizando-se 5 pl dos produtos de PCR

homogeneizados com 5 pl de tampao de amostra 2X (TBE 5X / Azul de bromofenol a

0,25% / Xilenocianol a 0,25% / Ficoll 400 a 15%). Apos o término da eletroforese, os

produtos de interesse foram visualizados nos géis de poliacrilamida apds coloragdo pela

prata (SANGUINETTI et al., 1994).
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Como controle positivo da amplificacdo do gene de B-globina humano, foram
utilizadas amostras de DNA extraidas de sangue, gentilmente cedidas pelo Laboratorio
de Genética Bioquimica do Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG.
Como controle negativo da reacao de PCR, foi utilizado o branco do MIX da reacao,
que consiste em uma mistura de todos componentes da reacdo (ANTP’s, ion magnésio,

iniciadores e Tag DNA polimerase) sem adi¢do de qualquer amostra de DNA.

4.5 DETECCAO DA INFECCAO POR HPV
4.5.1 Prevaléncia do HPV

Com o objetivo de se aumentar a sensibilidade e a especificidade da PCR, assim
como a chance de deteccao do DNA do HPV nas amostras sob analise foi utilizada a
técnica de Nested - PCR na qual sdo utilizados os primers genéricos MY09 e MY11
(MANOS et al, 1989) numa primeira reacdo de PCR e os primers GP5 ¢ GP6+
(MOLIJN et al., 2005), internos ao fragmento amplificado na primeira reagdo, numa
segunda reagdo de PCR (RODA HUSMAN et al., 1995; HUSNJAK et al., 2000;
ZEHBE; WILANDER et al., 1996; FUESSEL HAWS et al., 2004). As condi¢des da

reacdo de Nested - PCR estao descritas nas Tabelas 4 ¢ 6.

TABELA 4-Componentes do MIX de PCR para o Fragmento Viral de 450pb

Constituintes [ ] total [ ] por tubo Volume por tubo
MY 09 (Alpha DNA) 10pm/ uL Spm 0,5uL
MY 11 (Alpha DNA) 10pm/ pL Spm 0,5uL
dNTP’s (Invitrogen)  2,5mM 200uM 0,8uL
Tampao

. 10X 1X 1,0uL
(pht, phoneutria)
Taq DNA polimerase

' S5UI/ uL 1UI 0,20uL
(pht, phoneutria)
H20 (Mili-Q) - - 5,601uL
Mg (pht, phoneutria) 25mM 1,0 mM 0,4 uL

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

As reagdes de PCR foram realizadas no Termociclador MJR PTC-100 e os

programas de amplificag@o utilizados se encontram descritos nas Tabelas 5 e 7.
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TABELA 5 Programa de Amplificagdo do Fragmento de DNA Viral de 450 pb

Passo Temperatura Tempo

1 95°C 4 minutos
2 55°C 1 minuto

3 72°C 1 minuto
4 95°C 1 minuto

5 39 vezes ao passo de 2 a 4

6 55°C 1 minuto

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

TABELA 6 - Componentes do MIX de PCR para amplificagao de um fragmento de 150

pb.

Constituintes [ ] total [ ] por tubo Volume por tubo
GP5 (Alpha DNA) 10pmol/uL.  10pmol 1,0ul

GP6+ (Alpha DNA) 10pmol/pL  10pmol 1,0pL

dNTP’s (Invitrogen) 2,5mM 200pM 0,8uL

Tampao (pht, phoneutria) 10X 1X 1,0uL

Taq DNA polimerase (pht, phoneutria) ~ SUI/uL 1UI 0,207uL

H,O (Mili-Q) - - 5,000uL

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

TABELA 7- Programa de Amplificacao do Fragmento de DNA Viral de 150 pb.

Passo Temperatura Tempo

1 95°C 4 minutos
2 95°C 1 minuto

3 45°C 1 minuto
4 72°C 1 minuto

5 39 vezes ao passo de 2 a

6 72°C 1 minuto

7 4°C 10 minutos
8 Fim
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Como controle positivo da reagdo de PCR para o HPV foi utilizado o DNA
extraido de células HeLa, que possuem o DNA do HPV 18 integrado ao seu genoma.

Como controle negativo da reagdo de PCR, foi utilizado o branco do MIX da reagao.

4.6 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A expressdo das proteinas S-100 e Langerina foi analisada por meio da técnica
de Imunofluorescéncia Indireta. Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboragao
com o Prof. Gregory Thomas Kitten do Laboratério de Desenvolvimento do Coracao e

Matriz Extracelular do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG.

TABELA 8:Especificacdes dos anticorpos utilizados na técnica de Imunofluorescéncia
Indireta:

Anticorpo Especificacoes Hospedeiro Marca Codigo
Anticorpo Anti — S-100 Polyclonal Dako 70311
Rabbit
Primarios | Anticorpo Anti — Langerina Monoclonal Abcam Ab49730
Mouse
Anticorpo anti-rabbit conjugado com Goat Jackson 111-175-
Secunddrios | Cy5 (Cy5-conjugated - Affini Pure) Immuno 144
Anticorpo anti-mouse conjugado com Goat Jackson 111-065-
biotina (Biotin-SP-conjugated — Immuno 146
AffiniPure)
Estreptoavidina conjugada com Cy2 Jackson 016-220-
(Cy2-conjugated Streptavidin) Immuno 084

A marcagdo dos nucleos foi realizada com lodeto de Propideo (Molecular

Probes; Codigo P1304MP).

Os cortes de 7 um dos tecidos foram desparafinizados em 4 banhos com xilol
por 10 minutos e reidratados através de uma série graduada de etanol (100-25%). Para
aumentar a deteccao do antigeno foi realizada a recuperacdo antigénica onde os cortes
foram imersos em solucao de TRIS (1,21¢g/1), EDTA (0,37g/l) pH 9,0 e aquecidos em
banho-maria a 100 °C durante 30 minutos. Apds o resfriamento os cortes passaram por
uma etapa de bloqueio com PBS (Phosphate - Buffered Saline), BSA (Bovine Serum
Albumine) e Tween 20 (0,1%) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Os cortes

foram entdo incubados com o anticorpo primario anti-S100 a uma dilui¢ao de 1:200, por
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60 minutos em temperatura ambiente. Apos a lavagem em PBS, os cortes foram
incubados por 60 minutos com o anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com Cy5 a
uma diluicao de 1:200 em temperatura ambiente. Realizou-se novamente a lavagem das
laminas em PBS e os cortes passaram por mais uma etapa de bloqueio com PBS
(Phosphate-Bufferes Saline), BSA (Bovine Serum Albumine) e Tween 20 (0,1%)
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente os cortes foram incubados
com o segundo anticorpo primdrio anti-Langerina a uma dilui¢ao de 1:400 “overnight” a
temperatura de 4°C. No dia seguinte, ap6s a lavagem em PBS os cortes foram incubados
por 60 minutos com anticorpo anti-mouse marcado com Biotina-SP, a uma dilui¢ao de
1:200. Realizou-se novamente a lavagem das laminas em PBS, e, posteriormente os
cortes foram incubados, em uma tnica solucdo com o anticorpo conjugado a
estreptoavidina e marcado com Cy2 (Cy2-Streptavidin) e 0,5 puL. de Iodeto de Propideo
para cada 100 pL de solugdo, por uma hora em temperatura ambiente. Finalmente apds
lavagem em PBS, a montagem das laminas foi realizada com o meio de montagem
Hydromount (National Diagnostics, Georgia, Atlanta, USA).

Para controle negativo de cada reagdo, foi feita a substituigdo do anticorpo
primario pela solucdo de bloqueio (PBS/BSA 2%). Para controle positivo utilizou-se

uma amostra de NICII sabidamente positiva para a marcacdo de Células de Langherans.

4.7 Padronizacio da Reacdo de Imunofluorescéncia para Dupla

Marcacao dos anticorpos anti-S100 e anti-Langerina

Com o objetivo de padronizarmos a técnica de Imunofluorescéncia para
quantifica¢do das células de Langherans por meio do uso dos anticorpos anti-S-100 e
anti-Langerina em amostras cervicais, diversos experimentos foram realizados, dentre
eles: (i) curvas de dilui¢do dos anticorpos primarios; (ii) tempo de incubagdo para
otimizagdo do uso dos anticorpos primarios (anti-S-100 e anti-Langerina); (iii)
verificagdo de possivel rea¢do cruzada estabelecida entre os anticorpos primarios.
Considerando que a maioria dos trabalhos descritos na literatura, utiliza a técnica de
Imunohistoquimica (baseada no uso da peroxidase) para analise dos marcadores citados
acima, no presente estudo também foi avaliada a (iv) viabilidade do uso da técnica de
Imunofluorescéncia (em comparagdo a técnica de Imunohistoquimica) para andlise das

amostras cervicais.
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Para a otimizagao do uso dos anticorpos primdrios foram testadas as diluicdes de
1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1000 e os periodos de incubacdo de 1 hora, 2 horas,
3 horas e overnight, em todos os grupos de lesoes.

As etapas de desparafinizacdo, bloqueio, recuperagdao antigénica, incubagao da
Biotina, incubag¢dao dos anticorpos secundarios e de montagem das laminas foram
semelhantes as etapas descritas no topico anterior.

Para avaliacdo da area de marcagdo das células de Langherans pelos anticorpos
anti-S-100 e anti-Langerina, inicialmente foi determinada em cada amostra a area de
lesdo pelos trés patologistas que realizaram a analise histopatologica. Quando a amostra
continha mais de um local apresentando lesdo histopatoldgica, selecionou-se para o
estudo a 4rea com a melhor area representativa a (denominada de “hot spot™). A seguir,
efetuou-se a captura de todos os campos dessa lesdo, preferencialmente consecutivos.
Os campos com possiveis areas de dobras ou artefatos de descolamento foram excluidos
da analise.

As imagens obtidas como resultados da técnica de Imunofluorescéncia foram
capturadas através de microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta) utilizando-se o

programa Carl Zeiss Laser Scanning Microscope LSM 510 Meta (versao 3.2).

4.8 AVALIACAO E INTERPRETACAO DAS MARCACOES DE S100 E
LANGERINA.

As medidas de area de expressao e do nimero de células positivas para os
marcadores foram obtidas pelo software KS300. Essa etapa do trabalho foi realizada em
colaboragdo e sob a Orientacdo do Prof. Marcelo Vidigal Caliari, do Laboratério de
Morfometria do Departamento de Patologia Geral, ICB, UFMG.

A imunoreatividade foi avaliada pela (i) area de expressao e (ii) distribuicao de
células positivas para os marcadores S100 e Langerina. O epitélio lesionado foi
visualizado pela objetiva de 40X e foram digitalizadas imagens de toda a extensdo da
lesdo. De cada imagem foi obtida, em escala quantitativa, a area de epitélio, utilizando
como padrao, a extensdo em micrometros do epitélio lesionado. Em escala semi -
quantitativa, foi analisada a distribuicao de células positivas para os marcadores acima
relacionados. Para a identificagdo, selegdo e contagem das células de Langherans
marcadas por S100 e Langerina, utilizou-se como critério a presenga de células
marcadas cujo nucleo com prolongamentos ou parte do nicleo com prolongamentos

eram evidentes. Nao foram incluidas na contagem, células que apresentavam apenas os
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prolongamentos corados, mas cujo nicleo nao era visivel ou nucleos isolados corados,
porém sem a presenga de prolongamentos. As medidas da area epitelial e do nimero de
células positivas para os marcadores foram obtidas pelo software KS300 contido no

analisador de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso. Os dados
morfométricos € dos componentes das lesdes de colo uterino foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM). As médias entre os grupos estudados foram
comparadas através do teste Tukey, LSD, e Test T, quando apropriado e a variabilidade
foi analisada por meio de analise de variancia (ANOVA). Estes testes estatisticos foram
realizados utilizando-se o programa SPSS 12.0 for Windows. O nivel de significancia

considerado foi de P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Padronizacio da técnica de Imunofluorescéncia Indireta para

analise das proteinas S100 e Langerina

Para a otimizagao do uso dos anticorpos primdrios foram testadas as diluigdes de
1:100, 1:200, 1:400 e 1:800 (para o anticorpo anti-S100) e 1:50, 1:100, 1:200, 1:400
(para anti-Langerina) e os periodos de incubagdo de 1 hora, 2 horas, 3 horas e
“overnight”, em uma amostra representativa de cada um dos grupos de lesdo. Porém nas
Figuras 5, 6 e 7 sdo apresentados os resultados obtidos pela analise de uma amostra
correspondente a Neoplasia Intra-epitelial Cervical grau II.

Tomando-se como base os critérios acima mencionados, considerou-se que os
melhores resultados obtidos pela utilizagdo do anticorpo primario S100 nas dilui¢des de
1:100 e 1:200 (Figura 1A e B). Porém ao comparar-se a intensidade de marcagdo entre
as dilui¢des de 1:100 e 1:200, verificou-se que essa diferenca era infima e que as
caracteristicas morfoldgicas das células eram preservadas. Sendo assim, optou-se por

utilizar o anticorpo anti-S100 na maior dilui¢do de 1:200.
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FIGURA 5: Curva de diluicdo do anticorpo anti-S100, em seccoes histologicas de

amostras cervicais de NIC II, utilizando-se a técnica de Imunofluorescéncia
Indireta. Observa-se maior intensidade de marcacdo na sec¢do correspondente a
diluicao de 1:200 do anticorpo anti-S100 (A- 1:100 B- 1:200; C- 1:400; D- 1:800).
Aumento de 400X.

Em seguida, foram realizados os testes do tempo de incubagdo do anticorpo anti-
S100 nas amostras cervicais, correspondentes a 1 hora, 2 horas e 3 horas a temperatura
ambiente e “overnight” a 4° C. Com base nos critérios qualidade e intensidade de
marcacdo, ¢ ainda, levando em consideragdo todos os critérios anteriormente
mencionados, optou-se pela utilizacdo do anticorpo anti-S100 no tempo de incubagdo de

1 hora a temperatura ambiente (Figura 6A).
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FIGURA 6: Curva do tempo de incubacido do anticorpo anti-S100, em secc¢oes
histologicas de amostras cervicais de NIC II, utilizando-se a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta. Observa-se maior intensidade de marcag¢dao na sec¢ao
correspondente ao tempo de incubagao de 1 hora do anticorpo anti-S100 (A: 1 hora; B:

2 horas; C: 3 horas; D: overnight). Aumento de 400X.
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Também foram realizados os testes de curva de diluicdo e do tempo de
incubagdo para o anticorpo primario anti-Langerina. Os melhores resultados alcangados
para esse anticorpo foram aqueles obtidos pela utilizagdo do anticorpo na dilui¢do de
1:400 (Fig 7C), onde observou-se um aumento na intensidade da marcagao das células

de Langerhans em comparacao com as demais condi¢des avaliadas.

FIGURA 7: Curva de diluicio do anticorpo anti-Langerina, em seccoes

histologicas de amostras cervicais de NIC II, utilizando-se a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta. Observa-se maior intensidade de marcag¢do na sec¢do
correspondente a diluicao de 1:400 do anticorpo anti-Langerina (A- 1:100 B- 1:200; C-
1:400; D- 1:800). Aumento de 400X.
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Em seguida, foram realizados os testes do tempo de incubagao do anticorpo anti-
Langerina nas amostras cervicais, correspondentes a 1 hora, 2 horas e 3 horas a
temperatura ambiente e “overnight” a 4° C (Figura 8). Com base nos critérios qualidade
e intensidade de marcacdo, e ainda, levando em consideragdao todos os critérios ja

mencionados, optou-se pela utilizagdo do anticorpo anti-Langerina no tempo de

incubagdo overnight a temperatura de 4°C.

Figura 8: Curva do tempo de incubacio do anticorpo anti-Langerina, em amostras
cervicais de NIC II, utilizando-se a técnica de Imunofluorescéncia Indireta.
Observa-se que s6 houve marcacdo na sec¢ao correspondente ao tempo de incubagdo
overnight do anticorpo anti-Langerina (A: 1 hora; B: 2 horas; C: 3 horas; D: overnight).

Aumento de 400X.
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Testes de padronizagdo também foram realizados para o uso dos anticorpos
secundarios. A utilizacdo dos anticorpos diluidos a 1:200 durante o periodo de
incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente, mostraram os melhores resultados para
ambos anticorpos (dados ndo mostrados).

Para verificar-se a existéncia de uma possivel reagdo inespecifica desenvolvida
pelos anticorpos secundarios, realizou-se um experimento no qual os anticorpos
primarios (anti-S100 e anti-Langerina) foram substituidos pela solu¢ao de bloqueio
(PBS/BSA 2%). Destaca-se que nenhuma marcagdo inespecifica foi observada na
Figura 9C, F e I. Adotou-se esse procedimento como o controle negativo da reacdo, de
forma que em cada experimento realizado, uma lamina de NIC II (amostra 29, a mesma
utilizada nos experimentos de padronizacao do uso dos anticorpos) foi introduzida como
controle negativo da reag¢do na qual o anticorpo primario foi substituido como descrito

acima.
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FIGURA 9: Teste de possivel reacio inespecifica estabelecida pelos anticorpos
secundarios, pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta. Sec¢des de amostras
cervicais correspondentes a NIC I (A-C), a NIC II (D-F) e a NIC III (G-I). Marcagao
nuclear por lodeto de propideo (vermelho); co-localizagdo com o anticorpo primario
S100 (branco) mais anticorpo secundario. Em B, E, H utilizou-se os anticorpos primario
e secundario. Em C, F, I utilizou-se s6 o anticorpo secundario, com substitui¢do do
anticorpo primario por solucdo de PBS/BSA 2%. Aumento: 400X.

Ap0s a etapa de padronizagdo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta, foi de
nosso interesse avaliar a viabilidade da mesma para a andlise das amostras cervicais,
uma vez que a maioria dos trabalhos descritos na literatura utiliza a técnica de
Imunohistoquimica (com a marcacao pela peroxidase) para andlise da expressao de

S100 e Langerina em amostras cervicais. Com esse objetivo, foi realizada a comparacao
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da marcagdo obtida pelo uso dos anticorpos anti-S100 e anti-Langerina utilizando-se a
técnica de Imunohistoquimica com a marcagdo obtida com 0s mesmos anticorpos por
meio do uso da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (Figura 10). Observa-se que
houve marcacao das células de Langerhans pelo uso dos anticorpos anti-S100 e anti-
Langerina pela utilizacdo de ambas as técnicas. Considerou-se, porém, que a
reatividade, o grau de intensidade de marcacdo e a visualizagdo da morfologia das
células de Langerhans obtidos pelo uso da técnica de Imunofluorescéncia Indireta foram

superiores (Figura 10 B e D).

FIGURA 10: Expressao das proteinas S100 e Langerina em seccdes histologicas de
amostras de tecidos cervicais utilizando as técnicas de Imunohistoquimica
(marcacao pela Peroxidase) e Imunofluorescéncia Indireta. Em A e B utilizou-se o

anticorpo anti-S100 e em C e D o anticorpo anti-Langerina. Aumento de 400X.
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Ap0s a realizagdo desse estudo comparativo, alcangou-se a validagdo do uso da
técnica de Imunofluorescéncia para a andlise das amostras do presente estudo. Da
mesma forma, verificou-se uma vantagem na utilizagdo da Imunofluorescéncia em
relacdo a técnica de Imunohistoquimica, uma vez que foi observada uma redugdo no
tempo necessario a realizagdo dos experimentos, além da possibilidade de realizacdo da
dupla marcacdo em uma mesma lamina com dois distintos anticorpos e, assim,

verificar-se a co-expressao das duas diferentes proteinas.
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5.2 Expressao das proteinas S100 e Langerina em Lesdes Intra-
epiteliais Cervicais

Um total de 68 amostras cervicais (15 amostras de cada grupo de lesdo e 8
amostras controle negativos) foi analisado quanto a imuno - reatividade dos marcadores

S100 e Langerina (Figuras 11 a 14).

FIGURA 11: Marcacao dos anticorpos anti- S100 e anti-Langerina em seccoes
histolégicas de amostras de NIC I, utilizando a técnica de Imunofluorescéncia
Indireta. Em A: expressdo do anticorpo anti-Langerina; B: expressdo do anticorpo anti-
S100 e C: co-localizagdo dos anticorpos anti-S100 (branco) e anti-Langerina (verde). Os
nucleos foram corados por lodeto de Propideo. A letra C foi ampliada para melhor

visualizacdo. Aumento de 400X.
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FIGURA 12: Marcaciao dos anticorpos anti- S100 e anti-Langerina em seccoes
histolégicas de amostras de NIC II, utilizando a técnica de Imunofluorescéncia
Indireta. Em A: expressao do anticorpo anti-Langerina; B: expressdo do anticorpo anti-
S100 e C: co-localizagdo dos anticorpos anti-S100 (branco) e anti-Langerina (verde). Os
nucleos foram corados por lodeto de Propideo. A letra C foi ampliada para melhor

visualiza¢ao. Aumento de 400X.
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FIGURA 13: Marcacao dos anticorpos anti- S100 e anti-Langerina em seccoes

histolégicas de amostras de NIC III, utilizando a técnica de Imunofluorescéncia
Indireta. Em A: expressdo do anticorpo anti-Langerina; B: expressdo do anticorpo anti-
S100 e C: co-localizagao dos anticorpos anti-S100 (branco) e anti-Langerina (verde). Os
nucleos foram corados por lodeto de Propideo. A letra C foi ampliada para melhor

visualizacdo. Aumento de 400X.
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FIGURA 14: Marcacao dos anticorpos anti- S100 e anti-Langerina em seccoes

histoléogicas de amostras de cancer cervical, utilizando a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta. Em A: expressdo do anticorpo anti-Langerina; B:
expressao do anticorpo anti-S100 e C: co-localizagdo dos anticorpos anti-S100 (branco)
e anti-Langerina (verde). Os ntcleos foram corados por Iodeto de Propideo. A letra C

foi ampliada para melhor visualizagdo. Aumento de 400X.
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5.3 Analise estatistica dos dados

ApoOs a captura das imagens por microscopia confocal e posterior andlise
morfométrica das mesmas por meio do software KS, as médias entre os grupos
estudados foram comparadas através do teste Tukey, LSD, e Test T, quando apropriado
e a variabilidade foi analisada por meio de andlise de variancia (ANOVA). Estes testes
estatisticos foram realizados utilizando-se o programa SPSS 12.0 for Windows, sendo
obtidos os resultados descritos a seguir. Ao efetuarmos a comparagao do namero médio
de células de Langerhans (CLs) marcadas pelo anticorpo anti-S100 em cada grupo de
lesdo cervical (NICI, NICII, NICIII e Ca) verificou-se que houve uma diminui¢do no
numero dessas células entre os grupos NICI, NICII e NICIII. Porém observou-se um
aumento do nimero médio das CLs do grupo de Cancer em relagcdo aos demais grupos
(Tabela 9).

Quando o grupo controle foi incluido na andlise, observou-se uma reducao do
nimero médio das CLs em cada grupo de lesdo (NICI, NICII e NICIII) em relagdao ao
controle. Contudo, ndo foi observada uma diminuicdo entre o nimero médio de CLs
entre o grupo das amostras de Cancer e controle (Tabela 9). Entretanto esses dados nao

foram considerados estatisticamente significativos.

Tabela 9 - Expressao de S-100 em Lesdes cervicais e controles*.

Grupos S100
Grupo 0- Controles 3.8
Desvio Padrao 4.2
Grupo 1- NICI 2,6
Desvio Padrao 3,4
Grupo 2- NICII 2.3
Desvio Padrao 2,4
Grupo 3- NICIIIL 1,9
Desvio Padrao 1,5

Grupo 4- Cancer 3.9
Desvio Padrao 3,3

*nimero médio de células de Langerhans marcadas pelo anticorpo anti-S100 nos

diferentes grupos de lesdo e nas amostras controles.

Ao realizar-se a comparagdo entre o numero médio das células de

Langerhans marcadas pelo anticorpo anti-Langerina obtido entre os diferentes grupos de

75



lesdo, observou-se que houve uma diminui¢do no nimero médio dessas células de
acordo com a progressdo dessas lesdes, com exce¢do do numero de células Langerina-
positivas no grupo das amostras de Cancer, que foi semelhante ao numero de CLs
apresentado nas amostras de NIC I (Tabela 10). Ao comparar-se o nimero médio das
CLs obtido no grupo controle com o nimero médio obtido nos demais grupos
portadores de lesdo, verificou-se que houve uma reducdo significativa no nimero de
células de Langerhans entre as amostras controle e os grupos com lesdo, principalmente
entre os grupos de NIC II e IIl. Entretanto esses resultados nao foram considerados

estatisticamente significativos.

Tabela 10 - Expressao de Langerina em Lesdes cervicais e controles*.

Grupos Langerina
Grupo 0- Controles 3.9
Desvio Padrao 7,2
Grupo 1- NICI 1,1
Desvio Padrao 2,5
Grupo 2-NICII 0,7
Desvio Padrao 0,9
Grupo 3-NICIII 0,8
Desvio Padrao 1,0
Grupo 4- Cancer 1,2
Desvio Padrao 1,2

*ntimero médio de células de Langerhans marcadas pelo anticorpo anti-Langerina nos

diferentes grupos de lesdo e nas amostras controles.

O presente estudo ¢ o primeiro a realizar a co-localizacdo da expressdo das
moléculas de S100 e Langerina em células de Langerhans por meio da técnica de
Imunofluorescéncia Indireta e Microscopia confocal a laser. Ao comparar-se a
expressdo das duas moléculas nas CLs provenientes das amostras controles e das lesdes
cervicais, observou-se um numero maior de células de Langerhans expressando ambas
as moléculas S100 e Langerina nas amostras controle do que nas amostras apresentando
lesdes cervicais. Além disso, nota-se que ndo houve diferenga na expressao das duas
moléculas entre os diferentes grupos portadores de lesdo. Salienta-se que os dados nao

foram estatisticamente significativos (Tabela 11).
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Tabela 11 — Co-localizacdo da Expressdo dos anticorpos anti-S100 e anti-

Langerina em Lesées cervicais e controles*.

Grupos Colocalizagoes
Grupo 0- Controles 2.4
Desvio Padrao 4.4
Grupo 1- NICI 0,6
Desvio Padrao 1.9
Grupo 2- NICII 0.6
Desvio Padrao 0.8
Grupo 3- NICIII 0.5
Desvio Padrao 0.7
Grupo 4- Cancer 0.6
Desvio Padrao 0.6

*nimero médio de células de Langerhans duplamente marcadas pelos anticorpos anti-

S100 e anti-Langerina nos diferentes grupos de lesdo e nas amostras controles.

5.4 Avaliacio da Infeccido pelo HPV em Lesdes Intra-epiteliais
Cervicais

5.4.1 Analise da integridade do DNA extraido das amostras cervicais

No presente estudo, verificou-se a presenca da infeccao pelo HPV por meio da
técnica de PCR em todas as amostras de NIC I, II, III e amostras de cancer cervical.
Como controle da integridade do DNA obtido das amostras apds extracdo, foi avaliada a
amplificagcdo do gene de beta-globina humana, por meio dos iniciadores PC03 e PC04,
capazes de amplificar um fragmento de 110 pb do gene de -globina.

A Figura 15 ilustra os produtos obtidos pela reacao de PCR do fragmento de 110
pb do gene de S - globina humano. Observa-se a presenca de um fragmento de
aproximadamente 110 pb nas canaletas correspondentes as amostras que apresentaram
amplificacdo positiva do gene de S - globina humano.

A andlise das 60 amostras, quanto a integridade do DNA obtido demonstrou que
apenas uma amostra (1,66%) foi f - globina negativa e 59 (98,33%) apresentaram
amplificagdo positiva para S — globina.

O resultado encontrado de amplificag¢ao positiva do gene da f - globina humano

de 98,33% das amostras diverge do resultado ideal que seria a amplificacdo de 100%
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das amostras analisadas. Porém, uma vez que um dos objetivos do presente estudo foi a
identificacdo de amostras positivas para o DNA viral, tentou-se a amplificacdo do

fragmento do genoma viral em todas as 60 amostras.

5.4.2 Prevaléncia do HPV nas Amostras Cervicais Analisadas

Com o objetivo de se aumentar a sensibilidade e a especificidade da PCR, assim
como a chance de deteccio do DNA do HPV nas amostras sob anélise, no presente
estudo utilizou-se a técnica de Nested - PCR na qual foram utilizados os iniciadores
genéricos MY09 e MY 11 em uma primeira reacdo de PCR e os iniciadores GPS5 e
GP6+, internos ao fragmento amplificado na primeira reagdo, numa segunda reacdo de
PCR.

A Figura 15 ilustra os produtos obtidos pela reacdo de PCR do fragmento de 150
pb do genoma viral obtidos pela utilizacdo dos iniciadores GP5 / GP6+. Observa-se a
presenca de um fragmento de aproximadamente 150 pb nas canaletas correspondentes
as amostras que apresentaram amplificagdo positiva.

Em relacdo a amplificacdo do fragmento viral de 150 pb, utilizando-se os
iniciadores GP5 / GP6+ (Figura 13, canaletas 8§ a 10), no grupo das amostras
classificadas como NIC I, 9 (53,3%) foram positivas para a amplificagdo do gene viral.
No grupo de NIC 11, 10 (66,6%) amostras apresentaram o DNA do HPV. Nas amostras
de NIC III, 9 (60%) amostras foram positivas para o HPV, enquanto que ao analisar as
amostras de Ca vericou-se que apenas uma amostra (6,66%) foi negativa para o DNA

do HPV sendo que 14 (93,33%) foram positivas (Tabela 12).
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Figura 15: Gel representativo da amplificacdo do fragmento de 110 pb do gene de
B-globina humano e do fragmento viral de 150 pb. Canaleta 1: Padrdo de Peso
Molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); canaleta 2: controle positivo da reacao
(amostra de DNA extraida de sangue); canaletas 3 a 5: produtos de PCR obtidos das
amostras positivas para o gene de -globina humano; canaleta 6: controle negativo da
reagdo (componentes de PCR sem DNA adicionado); canaleta 7: controle positivo da
reacdo (DNA extraido de células HeLa); canaletas 8 a 10: produtos de PCR obtidos das
amostras que apresentaram amplificagdo positiva com os iniciadores GP5 / GP6+;

canaleta 11: controle negativo da rea¢cdo (componentes de PCR sem DNA adicionado).

Tabela 12 — Resultado da Amplificacio dos fragmentos do Gene de B globina

humana e do genoma viral nas amostras cervicais portadoras de Lesoes

Intraepiteliais.

NICI PCO3/PC04 GP5/GP6+ NICII PC03/PC04 GP5/GP6+ NICIII  PCO3/PC04 GP5/GP6+ Ca  PCO3/PC04 GP5/GP6+
1 + - 1 3 + 1 3 + 1 + 3
2 + - 2 W + 2 W - 2 + +
3 + - 3 3 - 3 3 + 3 + 3
4 S 4 4 4 - 4 4 S 4 4 4
5 + 3 5 3 - 5 3 + 5 + 3
6 + - 6 3 - 6 3 - 6 + 3
7 + + 7 + A 7 + - 7 + =
8 + - 8 3 + 8 3 + 8 + 3
9 F - 9 F F 9 F - 9 F F
10 S 4 10 4 - 10 4 4 10 4 4
11 + + 11 + + 11 + 11 + +
12 4 W 12 W 4 12 - - 12 A +
13 + + 13 + + 13 + + 13 4 3
14 + + 14 + + 14 + + 14 4 3
15 + + 15 + + 15 + + 15 s 3

NIC - Neoplasia Intraepitelial Cervical; + amostras positivas; - amostras negativas.
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Ao avaliar-se a correlagdo entre o nimero das células de Langerhans com a
presenga ou auséncia da infec¢do pelo HPV verificou-se um aumento do numero dessas
células marcadas pelo anticorpo S100 em relacao a presenga do DNA de HPV, no total
de amostras analisadas por esse anticorpo. Porém esse aumento nao foi observado entre
a populagdo de CL marcadas pelo anticorpo anti-Langerina (Tabela 13). Esses

resultados ndo foram considerados estatisticamente significativos.

Tabela 13 - Associacdo entre o nimero médio de CL marcadas pelos anticorpos

anti-S100 e anti-Langerina positivas ou negativas ao DNA de HPV.

HPV S100 Langerina Colocalizacoes HPV S100 Langerina Colocalizacdes
Positivas 3.0 1.4 1.0 Positivas 2.6 0.7 0.6
Desvio Padrao 4.4 33 2.5 Desvio Padrao 2.9 0.9 0.8
Negativas 2.1 0.6 0.2 Negativas 1.8 0.7 0.6
Desvio Padrao 1.8 0.6 0.2 Desvio Padrdo 0.5 0.9 0.9

HPV S100 Langerina Colocalizagoes HPV S100 Langerina Colocalizagdes
Positivas 2.1 0.9 0.6 Positivas 4.0 1.1 0.6
Desvio Padrao 1.9 1.2 0.8 Desvio Padrdao 3.4 1.2 0.6
Negativas 1.7 0.5 0.4 Negativas 1.5 1.9 0.7
Desvio Padrao 1.0 0.8 0.7 Desvio Padrdao 0.0 0.0 0.0




6. DISCUSSAO

6.1 O Papel das Células de Langerhans na Progressao das LEIs e na
Resposta Imune Local a Infec¢do pelo HPV

As células de Langerhans sdo células dendriticas que constituem um sistema
especializado de células apresentadoras de antigeno, que funcionam como ‘“‘sentinelas”
do sistema imune e que sob diversos estimulos sdo induzidas a migrarem para tecidos
linféides.

A migracdo das CLs estd sob o controle de moléculas de adesdo, citocinas e
quimiocinas, expressas por queratindcitos e pelas proprias CLs. Essa migracao estd
associada com a diminui¢do da expressdo (“down — regulation”) na membrana de E-
caderina, molécula de adesdo expressa tanto por queratindcitos quanto pelas CLs, que
apresenta entre outras, a fun¢do de reten¢do das CLs na matriz (BORKOWSKI et al.,
2005). Dentre as citocinas envolvidas na migragao celular destacam-se a IL-1a ¢ o TNF
a, principalmente produzidos por queratinocitos, e a IL-1B, produzida pelas CLs, que
promovem a migra¢do dessas células induzindo a diminuicdo da expressdo de E-
caderina. Por outro lado, a IL-10 produzida por queratindcitos, promove a reducao da
migracao das CLs por meio do aumento da expressao da molécula de E-caderina
(SCOTT et al., 2001). A quimiocina MIP3 o/CCL20 secretada por queratindcitos parece
apresentar a funcdo de recrutamento das CLs através do receptor CCR6 o qual ¢
altamente expresso nas CLs imaturas. De fato, o processo de maturacdo das CLs esta
associado a troca do receptor CCR6 para CCR7 permitindo a migra¢ao das CLs do
epitélio para os linfonodos (CAUX et al., 2002).

A funcdo de captura, de transporte de antigenos para os linfonodos locais e
apresentacdo desses as células T “naive” exercida pelas CLs foi demonstrada ser
essencial para iniciacdo da resposta imune adaptativa contra antigenos virais,
especialmente anti - HPV (SCOTT et al., 2001; MATTHEWS et al., 2003).

Em queratinocitos ndo transformados infectados pelo HPV, a imunidade inata ¢
induzida a eliminar o patégeno invasor através da sensibilizagdo a presenca das
proteinas sintetizadas pelo HPV por CLs residentes no epitélio, macréfagos e outras

células da resposta imune. Uma vez que a infec¢ao pelo HPV escapa do patrulhamento

81



exercido pela imunidade inata, a imunidade celular (ou adaptativa) ¢ acionada para
eliminar queratindcitos da cérvice uterina infectados pelo HPV por meio da resposta
imune desenvolvida por CDs nos o6rgaos linféides regionais, e pelas CLs no epitélio
cervical (LEE et al., 2006). Assim, tanto as CLs quanto as CDs estdo envolvidas no
controle da infec¢dao pelo HPV através de ambas as respostas imunes, local e sistémica
(MANICKAM et al., 2007).

Virios estudos tém reconhecido o importante papel das células de Langerhans
no controle de doencas virais com manifestagdes cutaneas, incluindo a infec¢ao pelo
HPYV e neoplasias associadas.

Considerando os estudos que analisaram a densidade de CLs de acordo com o
grau de progressdo das LEIs, muitos estudos observaram uma redu¢do do nimero das
CL em amostras cervicais, com significativa associagao entre o numero dessas células e
a severidade (ou progressdao) das lesdes cervicais, utilizando os anticorpos anti-S100
(TAY et al., 1987; XU et al., 1990; AL-SALEH et al., 1995; ABDOU et al., 1999;
CONNOR et al., 1999; UCHIMURA et al., 2004), anti-CDla (HAWTHORNE et al.,
1988; HUGHES et al., 1988; MORELLI et al., 1992 e 1993; CONNOR et al., 1999;
FLORES et al., 2006; HAYATI et al., 2007) e anti-Langerina (KASHIHARA et al.,
1986; FLORES et al., 2006). Destaca-se que os resultados obtidos no presente estudo,
foram concordantes com os trabalhos anteriores.

Ao considerar-se o numero das CLs em lesdes cervicais de acordo com a
presenca da infec¢ao pelo HPV, verificou-se em um numero significativo de artigos que
nas lesdes induzidas por HPV as CLs estariam quantitativamente reduzidas ou
funcionalmente deficientes, o que poderia contribuir para a persisténcia da infeccdo por
esse virus (revisado em MANICKAM et al., 2007). De fato, uma reducdo das células de
Langerhans foi observada em infeccdo genital pelo HPV, condilomas ou lesdao
intraepitelial escamosa (MORELLI et al., 1994; MOSCICKI et al., 2000).

Uma das hipoteses que foram postuladas para explicar a redu¢do do numero das
células de Langerhans na epiderme de tecidos infectados pelo HPV, foi a de que essa
redugdo representaria simplesmente a migragdo dessas células carreando antigenos da
epiderme para os linfonodos, para apresenta-los as células T primarias. Certamente
existe a possibilidade de que a reducdo das células de Langerhans quer pela migragao
normal quer por algum mecanismo ainda ndo identificado, poderia contribuir para
prejudicar a imunidade local. Alguns autores sugerem que a deplegdo intra-epitelial das

células de Langerhans, associada a infeccdo pelo HPV, talvez, juntamente com outras
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imunodeficiéncias locais, poderiam contribuir para uma infec¢do mais prolongada ou
possibilidade de malignidade (DEL MISTRO et al., 1994; MEMAR et al., 1995).

Destaca-se que a reducdo do numero das células de Langerhans em amostras
cervicais portadoras de LEls, observada no presente estudo, ndo esteve diretamente
relacionada com a presenca da infec¢ao pelo HPV.

Entretanto, Caorsi e Figueroa (1986) observaram um aumento no numero de
CLs concomitante ao aumento do grau de lesdo cervical. Da mesma forma, outros
autores também observaram um aumento da densidade das células de Langerhans em
neoplasias cervicais por meio da utilizacao do anticorpo S100 (McARDLE et al., 1986;
ABDOU et al., 1999).

Algumas hipoteses foram formuladas para se tentar explicar o aumento do
numero das CLs em neoplasias intraepiteliais cervicais, como (i) o aumento de
proliferacao dessas células para o desenvolvimento de uma resposta imune local
baseada no recrutamento de linfocitos para elimina¢do de células infectadas ou de
células neoplésicas transformadas. Essa teoria foi em parte fundamentada pela
verificacdo da presenca de focos de infiltrado inflamatério em amostras de neoplasia
cervical (MORRIS et al., 1983). Outros autores sugeriram que o aumento da densidade
das células de Langerhans em lesdes cervicais poderia ser devido (ii) a um aumento na
migracdo dessas células da medula para o epitélio ou de 4reas sem alteragdes
histopatologicas para outras com tecidos cervicais afetados ou (iii) a retencdo de CLs no
epitélio neoplasico por periodos maiores que aqueles observados em epitélios cervicais
normais (CAMPANER et al., 2007).

Porém outro estudo ndo observou nenhuma mudancga na proporc¢ao de células de
Langerhans em tecidos normais em comparagao com tecidos neopléasicos (VAYRYNEN
et al., 1984).

Virios estudos sugerem que em lesdes causadas pelo HPV, as células de
Langerhans poderiam estar funcionalmente deficientes, o que também poderia
contribuir para a persisténcia da infec¢do. Ja foi observada morfologia anormal das
células de Langerhans em condiloma genital, com perda da arquitetura das células
dendriticas (COLEMAN et al., 1994; MORELLI et al., 1994).

Um grupo, utilizando amostras de biopsias e dois diferentes anticorpos (S-100 e
Cdla) contra células de Langerhans, demonstrou que células S-100" estavam
significativamente mais reduzidas em LEIs, quando comparadas com epitélio cervical

J4 + ~ . . e
normal, enquanto as células Cdla nao se apresentaram diminuidas. Esses autores
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sugeriram que a diminuicao das células de Langerhans, seria devido a uma deficiéncia
na expressao da proteina S-100 nessas células. Uma vez que S-100 pertence a familia de
proteinas ligadoras de calcio, os autores sugeriram que essas proteinas deveriam ser
importantes na funcao das células de Langerhans na infec¢ao pelo HPV (CONNOR et
al., 1999).

Em contraste com os estudos sugerindo uma deficiéncia funcional das células de
Langerhans, Cooper e colaboradores, estudando lesdes de pacientes com EV pelo HPV,
relataram que, apesar da significativa redugdo no niumero de células de Langerhans nas
lesdes, assim como a morfologia anormal dessas células, as células isoladas pareciam
estar funcionalmente intactas na sua habilidade de apresentar antigeno as células T

(COOPER et al., 1990).

6.2 Marcadores e Procedimentos Utilizados para a Determinacio da

Densidade de Células de Langerhans em Amostras Cervicais

Alguns autores consideram que os resultados controversos descritos na literatura
acerca da densidade das células de Langerhans em amostras cervicais podem ser
explicados por limitacdes e diferencas metodoldgicas, como (i) o uso de bidpsias
cervicais ao invés de fragmentos cervicais; (ii) o pequeno numero de amostras
analisadas; (iii) o uso de diferentes anticorpos; (iv) as diferengas inerentes a técnica de
imunohistoquimica entre laboratérios distintos; (v) o emprego de diferentes dilui¢des de
anticorpos e (vi) o uso de diferentes técnicas para se determinar a densidade celular
(FLORES et al., 2006; CAMPANER et al., 2007).

No presente estudo foi utilizada a técnica de morfometria visando determinar de
maneira mais precisa a densidade das células de Langerhans nas amostras analisadas.
As técnicas morfométricas apresentam a capacidade de aumentar a objetividade da
contagem de células individuais, porem requerem o uso de “softwares” complexos e
analise computacional.

A quantificacdo de células de Langerhans imuno-marcadas por S100 ou Cdla
tem sido estabelecida usando ambos os procedimentos, a morfometria (AL-SALEH et
al, 1995) e, mais comumente, as técnicas de contagem direta (CONNOR et al, 1999;
ROSINI et al, 1996; MORELLI et al, 1993; SPINILLO et al, 1993). Entre as técnicas

ndo morfométricas, alguns autores tem contado diretamente as células dendriticas
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usando os aumentos de 400X (MORELLI et al, 1993), 250X (SPINILLO et al, 1993) e
200X (ROSINI et al, 1996), enquanto alguns se baseiam na medida do nimero de CD
por mm do epitélio. Levi e colaboradores (2004) utilizaram o aumento de 400X para
contagem dessas células sendo 4.5 campos equivalentes a 0.1 mm que permitiu uma
detecgao efetiva dos elementos celulares imuno-reativos.

Ao realizar a andlise de células dendriticas em “folhas epiteliais” (“epithelial
sheets”) por meio de trés distintos marcadores, o antigeno MHCII, a molécula de Cdla
e Langerina, Flores e colaboradores fizeram uso de trés critérios para garantir uma
maior precisao na localizagdo e contagem dessas células: (i) a selecdo de células com
morfologia dendritica evidente, (ii) a distribui¢do topografica das células dendriticas nos
tecidos e (iii) a quantificacdo dessas c€lulas por area analisada.

No presente estudo, utilizou-se a analise morfométrica associada a critérios
bem definidos que levaram em consideragdo a morfologia dendritica das células de
Langerhans, a intensidade de marcagdo, a verificagdo da marcacdo em todos os
componentes celulares - membrana, citoplasma e nucleo, a quantificagdo das células
dendriticas na area de todo o epitélio adjacente a lesdo, assim como a analise de toda a
extensdo do corte histoldgico. Acreditamos que esses critérios puderam proporcionar
uma visualizagdo mais completa de toda a célula dendritica assim como de sua
distribuigdo epitelial.

A maior parte dos trabalhos descritos na literatura dedicados a contagem das
células de Langerhans no epitélio cervical ¢ baseada no emprego da técnica de
Imunohistoquimica e dos anticorpos, S100 e Cd1A. A S100 ¢ uma proteina de ligagao
ao Célcio que estd presente em uma ampla variedade de tipos celulares e que foi
observada pela primeira vez nas CLs, por Cochia e colaboradores em 1981. Embora
S100 nao seja uma proteina especifica das CLs, ela ¢ util para a melhor visualizagao das
extensdes das CLs, que s3o Unicas para esses tipos celulares, naquela localizagdo
anatomica. Além disso, a quantificagdo das CLs por ambos marcadores tem resultado
em achados discrepantes (CONNOR et al, 1999). Dentre esses dois marcadores,
escolhemos, portanto, verificar no presente estudo a expressao da molécula de S100 por
ser um antigeno bastante utilizado em diversos trabalhos, ¢ que tem mostrado resultados
consistentes em muitos outros estudos similares ao nosso (SPINILLO et al., 1993; AL-
SALEH et al., 1995; ROSINI et al, 1996). Vale salientar que a maior parte dos
trabalhos anteriores nao realizou a comparacdo da densidade das CLs em todos os

diferentes graus de lesao, como realizado no presente estudo.
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A Langerina ¢ uma lectina tipo C manose especifica, membro da familia de
receptores envolvidos na captura de substancias e patogenos (VALLADEAU et al.,
1999 e 2000). Porém, diferente de outros receptores lectina tipo C, a Langerina ndo
apresenta co-localizagdo com moléculas de MHC-classe II, e, por essa razdo, parece nao
estar envolvida na via classica de processamento de antigenos exoégenos, mas talvez no
fendomeno de apresentagdo cruzada de antigenos (VALLADEAU et al., 2000).

A expressdo de Langerina esta diretamente relacionada com a formacdo dos
granulos de Birbeck (GB). De fato, experimentos de transfec¢do do cDNA de Langerina
em fibroblastos, foram capazes de mostrar in-vitro a criagdo de uma rede compacta de
estruturas de membrana com o aspecto tipico de granulos de Birbeck: por meio da
formacao de estruturas de membrana sobrepostas e com aspecto de “zipper” a molécula
de Langerina foi capaz de induzir a formacao desses granulos (VALLADEAU et al.,
2000). Os tultimos autores sugeriram que essa propriedade da Langerina seria uma
conseqiiéncia da funcdo de captura de antigenos estabelecida por essa glicoproteina,
permitindo o transporte antigénico através dessas organelas (GB), e providenciando o
acesso a uma via nao classica de processamento de antigeno. Considerando a
capacidade ja demonstrada pelas CDs de realizar a apresentacdo de antigenos cruzada
(“cross-presentation”) entre as moléculas MHC de classe I e II (ROMANI et al., 1989;
DEN HAAN JMM et al., 2001), os autores propdem que o material endocitado pelas
CLs poderia ganhar acesso a essas cé€lulas por meio da via de MHC de classe |
(VALLADEAU et al., 2000).

No presente estudo observou-se, de acordo com o aumento do grau da lesdo,
uma redu¢do no numero médio das células de Langerhans em lesdes cervicais em
compara¢do ao numero observado nas amostras controles, pela utilizacdo de ambos os
marcadores, a molécula de S100 e de Langerina.

Por meio da utilizacdo da técnica de imunohistoquimica, alguns autores
consideraram de dificil verificacdo definir ainda que em cortes histoldgicos
consecutivos, se as células de Langerhans marcadas por dois anticorpos diferentes
seriam correspondentes a mesma célula ou a duas células distintas.

Assim, o uso da técnica de Imunofluorescéncia Indireta por Microscopia
confocal a laser mostrou-se no presente estudo, eficaz para a analise das células de
Langerhans por dois anticorpos distintos, por meio da visualizagdo da marcagdo
estabelecida pelos dois anticorpos em uma mesma célula individual. Verificou-se que o

numero médio de células de Langerhans expressando os dois marcadores nas amostras
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controles, foi maior do que aquele observado nas amostras correspondentes as lesdes
cervicais. Uma das possibilidades que poderia explicar essas diferengas observadas
poderia ser a composi¢cdo das subpopulagcdes das células dendriticas presentes no
epitélio normal ndo infectado, em comparacao as subpopulacoes de células dendriticas

presentes no epitélio correspondente as lesdes cervicais.

6.3 O Desenvolvimento de Vacinas baseadas em Células Dendriticas

para o Controle da Infeccao pelo HPV

Vacinas profilaticas sdo baseadas em particulas semelhantes ao virus. As
particulas utilizadas, chamadas de VLP (‘“virus-like particles”), tém em sua
constitui¢cdo basica apenas a proteina L1 do capsideo viral. Cinco dessas proteinas
formam um capsomero, e 72 capsdmeros compdoem uma VLP, estruturalmente igual ao
HPV. Trata-se, portanto, de uma vacina nao-infecciosa € nao oncogénica que induz a
formacdo de anticorpos neutralizadores de alta titulagdo e especificos para o HPV
(FRANCO et al., 2005). Uma vez injetadas por via intramuscular, as VLPs levam a
formagao de anticorpos séricos.

A habilidade de CDs de induzirem e manterem a resposta imune primaria faz
dessas cé¢lulas 6timas candidatas para o desenvolvimento de protocolos de vacinagao
contra o cancer. CDs cultivadas, derivadas de progenitores hematopoiéticos parecem ter
funcdo de APCs semelhantes aquelas CDs maduras. Entdo, a geracdo ex-vivo de CDs,
provéem uma fonte de células apresentadoras de antigenos para uso em imunoterapia
experimental. Existem algumas vacinas utilizando CDs preparadas com HPV16 E6/E7,
que podem ser classificadas como: (i) CDs pulsadas com peptideos ou proteinas
tumorais; (ii) CD induzidas com antigeno ou RNAs tumorais; (iii) CD que endocitaram
capsideos ou particulas virais de HPV; (iv) CDs carreadas com células tumorais
alogénicas mortas; ¢ (v) CDs que foram fundidas com células tumorais (BIRAGYN e
KWAK, 2000; LING et al., 2000; TINDLE, 2002).

Um estudo recente de vacinagdo utilizando CDs “pulsadas” com antigenos de
HPV em pacientes com cancer cervical nas quais todas as modalidades de tratamentos
convencionais haviam falhado mostrou que CDs maduras “pulsadas” com proteinas E7
de HPV16/18 foram capazes de induzir resposta sistémica de células B ¢ T em pacientes

com cancer cervical (SANTIN et al., 2006). Experimentos baseados no uso de CDs em

87



paciente imuno-competentes portadores de céancer cervical com estagio inicial da
doencga também té€m sido sugeridos.

Dados clinicos do passado assim como estudos clinicos futuros, sobre a
dosagem, via de administragdo, toxicidade, eficacia, resposta imune e resposta biologica
de CDs “pulsadas” com antigenos de HPV irdo contribuir para o desenvolvimento
terapéutico ou mesmo profilatico de vacinas contra o cancer cervical baseadas em CD,
em um futuro préximo, como revisado por MANICKAM e colaboradores (2007). Os
trabalhos em torno do desenvolvimento de uma vacina efetiva estdo avangando.

A utilizagdo da quimioterapia como unica forma de controle ou mesmo
tratamento do cancer cervical, tém se mostrado ineficiente contra essa neoplasia que se
desenvolve relativamente de forma lenta, de maneira que a imunoterapia surge como
uma promissora alternativa terapéutica. Considerando o importante papel
desempenhado pelas células dendriticas ou células de Langerhans no desenvolvimento
de uma imunidade celular efetiva, torna-se essencial o desenvolvimento de estudos
sobre a funcdo dessas células em pacientes infectados com HPV, portadores ou ndo de
outras doengas infecciosas. Uma melhor compreensao sobre os importantes eventos de
processamento e apresentacao de antigenos nas infec¢des induzidas pelo HPV também
serdo de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias de imunoterapia
baseadas no uso de CDs. Os dados obtidos de estudos clinicos poderdo abrir novos
caminhos para se estabelecer como as caracteristicas funcionais de CLs e CDs podem
ser exploradas para vencer a imunossupressao € obter respostas clinicas eficientes em

pacientes com cancer cervical.
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7. CONCLUSOES

1. Observou-se no presente estudo uma reducdo do numero médio de células de
Langerhans expressando ambos os marcadores S100 e Langerina, em amostras cervicais
portadoras de Lesoes Escamosas Intraepiteliais. Essa redugado foi associada a severidade

dos distintos graus de lesdo.

2. Foi observada nesse estudo uma reducao do nimero médio de células de Langerhans
expressando ambos os marcadores S100 e Langerina, em amostras cervicais portadoras
de Lesdes Escamosas Intraepiteliais, em comparagdo ao nimero médio dessas células

que foi observado no grupo de amostras controles.

3. Nesse estudo verificou-se a presenca do DNA do HPV em 53,3% das amostras de
NIC I, em 66,6% das amostras de NIC II, em 60% das amostras de NIC III € em
93,33% das amostras de Cancer, com um aumento da deteccao do DNA viral de acordo

com a severidade da lesdo.

4. Verificou-se, no presente estudo, que o numero médio de células expressando ambos
os marcadores S100 e Langerina foi maior nas amostras controle do que os nimeros

médios dessas células observados nas amostras portadoras de Lesdes cervicais.

5. Observou-se maior numero médio de células expressando a molécula de S100 em
amostras correspondentes a lesdes escamosas intraepteliais HPV positivas, do que em

amostras negativas ao DNA de HPV.
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9. SECAO DE ANEXOS

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

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

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

Prezados Professores,

Venho através dessa, informar que faco parte da Equipe Executora do Projeto de
Pesquisa intitulado “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE LOCAL A INFECCAO PELO
HPV EM LESOES ESCAMOSAS INTRAEPITELIAIS E INVASORAS DO COLO
UTERINO”, a ser desenvolvido sob a Coordena¢do da Prof* Annamaria Ravara Vago, do
Laboratério de Biologia das Interagdes Celulares II, do Departamento de Morfologia,
ICB — UFMG.

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

Respeitosamente,

Dr. Alexandre Tafuri

Laboratorio de Anatomia Patologica Tafuri
Rua Sao Paulo, 893 - CJ, 1009,
Belo Horizonte — MG.

+55 (31) 3273-2503
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas
Caixa Postal 486CEP 31270-901 - Belo Horizonte — Minas

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

Belo Horizonte, 25 de Novembro de 2009.

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

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

Prezados Professores,

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

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

Na ocasido gostariamos de informar-lhes que o presente Projeto foi aprovado pela
Camara do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG em reunido realizada no dia

03/08/2008. Além disso, o presente Projeto de Pesquisa ja foi apreciado pela

Coordenagdo da Atencdo a Saude da Mulher da Secretaria Municipal de Saude, da
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Prefeitura de Belo Horizonte, recebendo aprovagdo, anuéncia e autorizagdo para sua

execucao.

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

Subscrevemo-nos, respeitosamente,

Prof. Dra. Annamaria Ravara Vago, Raquel Alvares da Silva Campos
Departamento de Morfologia, Gerente da Unidade de Referéncia Secundaria (U.R.S.)
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG Sagrada Familia — S.C.O.M.G.E.R.
Leste

Secretaria Municipal de Satude
Prefeitura de Belo Horizonte (PBH)

email: arvago@jicb.ufmg.br email: urssf@pbh.gov.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esse documento tem como finalidade propor a sua participagdo no projeto de
pesquisa “Avaliacdo da Resposta Imune Local a Infeccédo pelo HPV em Lesdes
Escamosas Intraepiteliais e Invasoras do Colo Uterino”. Muitos trabalhos
indicam que a infecgdo pelo HPV (Virus do Papiloma Humano) pode contribuir
ao desenvolvimento do Cancer cervical. As proteinas produzidas por esses
virus sao capazes de causar alteracdes celulares que transformam células
normais em células tumorais. Entretanto, para se defender da infeccdo pelo
virus o organismo desenvolve uma Resposta Imune que parece ser importante
para a prevencdo do Cancer cervical. No presente estudo, pretendemos
estudar a associacdo entre a infecgao pelo HPV, a Resposta Imune Local
(exibida pelo epitélio cervical) e a patogénese do Cancer cervical (denominado
de Carcinoma de Células Escamosas).

Para esse estudo, precisamos utilizar parte do material que sera coletado
durante o procedimento de bidpsia que € necessaria para o diagnéstico do
tumor. Esse material sera fixado em solugdo adequada (formalina tamponada),
incluido em um bloco de parafina do qual serao obtidos cortes para realizacao
do exame histopatologico. Necessitamos da sua autorizag&o para utilizar parte
desse material incluido em parafina, apés a utilizacdo do mesmo para o exame
histopatolégico de rotina. Informamos que apds a utilizagdo do material para
fins de pesquisa, o material restante ficara& devidamente guardado
(armazenado) no Laboratério de Anatomia Patolégica que realizara o exame
histopatoldgico.

Este estudo ndo é necessario para o diagnéstico, mas é de fundamental
importancia para a realizagao desta pesquisa. Além disso, ndo oferecera riscos
adicionais a sua saude. Esta pesquisa nos ajudara a entender melhor essa
patologia e isso sera muito importante para que num futuro proximo possamos
trata-la melhor.

Mesmo n&o concordando em participar desta pesquisa, o seu tratamento sera
realizado normalmente.

109



TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Autorizo a
utilizacado do fragmento da lesdo que sera coletado para realizagédo do exame
histopatoldgico para este projeto de pesquisa. Permito também a utilizagado dos
dados para divulgacao e ensino, respeitando sempre meu direito de nao ser
identificado.

Este formulario estd sendo assinado voluntariamente por mim. Em
qualquer momento da pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a
continuag¢ao normal do tratamento.

LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE NOME DO RESPONSAVEL
ASSNATURA DO PACIENTE ASSINATURA DO
RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO: No.

Pesquisadores:

Annamaria Ravara Vago. Telefone: (31) 3409-2783

Daniele de Souza Camargos. Telefone: (31) 8731-5616 / (31) 3532-2631.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP).

COEP: Av. Antonio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil, 31270-901

coep@prpq.ufmg.br

Em caso de duvida, vocé pode ligar para o COEP através do numero (31) 3409-4592

110



MINISTERIO DA SAUDE

Conselho Nacional da Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1-Projeto de Pesquisa:

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE LOCAL A INFECCAO PELO HPV EM LESOES ESCAMOSAS
INTRAEPITELIAIS E INVASORAS DO COLO UTERINO.

2-Area do Conhecimento: (conforme relagio no verso): 3.Cédigo: 4.Nivel: (So6 areas do Conhecimento 2 a 4)
Morfologia 2.06 (E) Epidemiolégico
5. Areas Temética(s) Especial (s) (Ver fluxograma no verso) 6.Codigo(s): 7.Fase:(So area tematica3) I () I (
)
(¢ ) IV( )
8.Unitermos: (3 opg¢des)
SUJEITOS DA PESQUISA
9. Numero de sujeitos 10. Grupos Especiais: < 18 anos ( ) Portador de Deficiéncia Mental ( ) Embrido/Feto (Relagdo de Dependéncia
N° - Centro: 80 Total: (Estudantes, Militares, Presidiarios, etc) () Outros () Nao se aplica ( X))
PESQUISADOR RESPONSAVEL
11. Nome:
Annamaria Ravara Vago
12..Identidade: 13.CPF: 19.Enderego: (Rua, n°):
M7-459581 874345397-04 Rua Estanislau Fernandes N°197 Bairro Ouro Preto, BH, MG
14.Nacionalidade: 15.Profisséo: 20.CEP 21.Cidade: 22.U.F.
Brasileira Professora Universitaria 31340-130 Belo Horizonte Minas Gerais
16.Maior Titulagao: 17.Cargo: 23.Fone: 24 Fax
Doutor Professora Universitaria 3409-2783 3409-2781
18. Instituicdo a que pertence: 25. E.mail:
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) arvago@icb.ufimg.br

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas Complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e
dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo. Aceito as responsabilidades pela

condugao cientifica do projeto acima.
Data: / / Assinatura:

INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO

26.Nome: 29.Endereco(Rua, n®):

UFMG Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha
27.Unidade/6rgao 30.CEP: 31.Cidade: 32.U.F.
Instituto de Ciéncias Biologicas 30130-000 Belo Horizonte MG
28. Participagdo Estrangeira: Sim () Nao (X) 33. Fone: 34092783 | 34. Fax:34092771

35..Projeto Multicéntrico: Sim () Néo ( X) Nacional ( ) Internacional ( ) (Anexar a lista de todos os Centros Participantes)

Termo de Compromisso: (do Responsavel pela instituicio): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares ¢ como
esta instituigdo tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Nome: Cargo
Data / / Assinatura:
PATROCINADOR Nio se aplica (X)

36.Nome: 39.Enderego:
37.Responsavel: 40.CEP: 41.Cidade: 42.UF.
38.Cargo/Funcao: 43.Fone: 44 Fax:

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
45. Data de entrada: 46. Registro no CEP: 47.Conclusdo. Aprovado:( ) 48.Nao Aprovado: ()

/ / Data: / / Data: / /
49. Relatorio(s) do Pesquisador Responsavel previsto(s) para:
/ / / /
Encaminho a CONEP 53.Coordenador/Nome
50. Os dados acima para registro ( )51.0 projeto para apreciagdo ( ) Anexar o parecer
52. Data: / / Assinatura consubstanciado
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

54. N° Expediente: 56. Data Recebimento: 57.Registro na CONEP:

55. Processo:
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58. Observacoes:

CODIGO - AREAS DO CONHECIMENTO

1-CIENCIAS EXATAS E DA TERRA
1.01-MATEMATICA
1.02-PROBABILIDADE E ESTATISTICA
1.03-CIENCIA DA COMPUTACAO
1.04-ASTRONOMIA

1.05-FISICA

1.06-QUIMICA

1.07-GEOCIENCIAS
1.08-OCEANOGRAFIA

2-CIENCIAS BIOLOGICAS (¥)
2.01-BIOLOGIA GERAL
2.02-GENETICA
2.03-BOTANICA
2.04-ZOOLOGIA
2.05-ECOLOGIA
2.06-MORFOLOGIA
2.07-FISIOLOGIA
2.08-BIOQUIMICA
2-09-BIOFISICA
2.10-FARMACOLOGIA
2.11-IMUNOLOGIA
2.12-MICROBIOLOGIA
2.13-PARASITOLOGIA
2.14-TOXICOLOGIA

3-ENGENHARIAS
3.01-ENGENHARIA CIVIL
3.02-ENGENHARIA DE MINAS

3.03-ENGENHARIA DE MATERIAIS E METALURGICA

3.04-ENGENHARIA ELETRICA
3.05-ENGENHARIA MECANICA
3.06-ENGENHARIA QUIMICA
3.07-ENGENHARIA SANITARIA
3.08-ENGENHARIA DE PRODUCAO
3.09-ENGENHARIA NUCLEAR
3.10-ENGENHARIA DE TRANSPORTES
3.11-ENGENHARIA NAVAL E OCEANICA
3.12-ENGENHARIA AEROESPACIAL
3.13-ENGENHARIA BIOMEDICA

4-CIENCIAS DA SAUDE(*)

4.01-MEDICINA

4.02-ODONTOLOGIA

4.03-FARMACIA

4.04-ENFERMAGEM

4.05-NUTRICAO

4.06-SAUDE COLETIVA

4.07-FONAUDIOLOGIA

4.08-FISIOTERAPIA E TERAPIA OCUPACIONAL
4.09-EDUCACAO FISICA

5-CIENCIAS AGRARIAS
5.01-AGRONOMIA
5.02-RECURSOS FLORESTAIS E ENGENHARIA FLORESTAL
5.03-ENGENHARIA AGRICOLA
5.04-ZOOTECNIA
5.05-MEDICINA VETERINARIA
5.06-RECURSOS PESQUEIROS E ENGENHARIA DE PESCA
5.07-CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

6-CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS
6.01-DIREITO
6.02-ADMINISTRACAO
6.03-ECONOMIA
6.04-ARQUITETURA E URBANISMO
6.05-PLANEJAMENTO URBANO E REGIONAL
6.06-DEMOGRAFIA

6.07-CIENCIA DA INFORMACAO
6.08-MUSEOLOGIA
6.09-COMUNICACAO

6.10-SERVICO SOCIAL
6.11-ECONOMIA DOMESTICA
6.12-DESENHO INDUSTRIAL
6.13-TURISMO

7-CIENCIAS HUMANAS
7.01-FILOSOFIA
7.02-SOCIOLOGIA
7.03-ANTROPOLOGIA
7.04-ARQUEOLOGIA
7.05-HISTORIA
7.06-GEOGRAFIA
7.07-PSICOLOGIA
7.08-EDUCACAO
7.09-CIENCIA POLITICA
7.10-TEOLOGIA

8-LINGUISTICA, LETRAS E ARTES
8.01-LINGUISTICA

8.02-LETRAS

8.03-ARTES

(*) NIVEL: (P) Prevengao (D) Diagnostico (T)Terapéutico (E)
Epidemiologico
(N) Naio se aplica

CODIGO - AREA TEMATICA ESPECIAL (Resolugio CNS 196/96 — item VIII. 4.c)

1. GENETICA HUMANA
REPRODUCAO HUMANA

3. FARMACOS, MEDICAMENTOS, VACINAS E TESTES DIAGNOSTICOS NOVOS (FASES [, 11 E 11I) OU NAO
REGISTRADOS NO PAIS (AINDA QUE FASE IV), OU QUANDO A PESQUISA FOR REFERENTE A SEU USO COM
MODALIDADES, INDICAGCOES, DOSES OU VIAS DE ADMINISTRACAO DIFERENTES DAQUELAS
ESTABELECIDAS, INCLUINDO SEU EMPREGO EM COMBINACOES;

4.  EQUIPAMENTOS, INSUMOS E DISPOSITIVOS PARA A SAUDE NVOS, OU NAO REGISTRADOS NO PAIS;

v

6. POPULACOES INDIGENAS;

NOVOS PROCEDIMENTOS AINDA NAOCONSAGRADOS NA LITERATURA,;

112




PROJETOS QUE ENVOLVAM ASPECTOS DE BIOSSEGURANCA;

PESQUISAS COORDENADAS DO EXTERIOR OU COM PARTICIPAGAO ESTRANGEIRA E PESQUISAS QUE
ENVOLVAM REMESSA DE MATERIAL BIOLOGICO PARA O EXTERIOR; E

PROJETOS QUE, A CRITERIO DO CEP, DEVIDAMENTE JUSTIFICADO, SEJAM JULGADOS MERECEDORES DE
ANALISE PELA CONEP/MS.
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