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RESUMO

A resposta imune especifica ao Papilomavirus humano (HPV) no
microambiente cervical desempenha papel importante na erradicacéo da infeccao e
na eliminacdo de células mutadas. Essa resposta depende da expressdo de
moléculas apresentadoras de antigenos e de citocinas produzidas por diferentes
fendtipos celulares no local da infeccdo. No entanto, gendtipos de HPV de alto risco
oncogénico modulam as células do sistema imune, de forma a induzir nessas um
perfil imunossupressor via producdo da citocina IL-10, a fim de n&do serem
eliminados. O desenvolvimento deste microambiente imunossuprimido contribui,
juntamente com a infeccdo, para o surgimento de lesdes neoplasicas. O objetivo
deste estudo foi caracterizar os fenotipos celulares com fungdo imunorregulatoria em
amostras de cérvice uterina. Desta forma, foram analisadas 84 bi6psias de cérvice
uterina de pacientes entre 18 e 69 anos (média 39,2 anos), incluindo amostras
negativas para leséo intraepitelial e malignidade - NILM (n = 5), com neoplasia
intraepitelial cervical de grau | — NICI (n = 21), grau Il - NICII (n = 20), grau Il - NICIII
(n = 16) e carcinoma cervical - CA (n=22), emblocadas em parafina e previamente
submetidas a avaliagdo histopatologica e deteccdo de HPV-DNA com determinacdo
da carga viral por PCR em tempo real. Pesquisou-se a producao de IL-10 por
macréfagos (CD68+ e CD11b+), células de Langerhans (S100+) e células T
Regulatérias (Foxp3+) por imuno-histoquimica de dupla marcacdo. Por marcacao
simples, pesquisou-se Células Apresentadoras de Antigeno (APC) e queratindcitos
expressando MHC Il e queratinécitos produzindo IL-10. As laminas confeccionadas
foram digitalizadas e analisadas no software ImageJ para confirmacédo da dupla
marcacdo, determinacdo da éarea das imagens e quantificacdo das células
imunomarcadas. A densidade destas células foi relacionada com o grau das lesdes,
idade das participantes, carga viral (CV) do HPV e presenca de infec¢cdo simples ou
multipla. Este estudo foi aprovado pelo CEP UFMS (n° 1628/10). O aumento da
producdo de IL-10 por todos os fenétipos celulares estudados e da expressdo de
MHC Il por APC e queratindcitos foi associado a lesdes neoplasicas cervicais de alto
grau. Observou-se também, maior densidade dos fenoétipos celulares com perfil
imunossupressor em pacientes maiores de 30 anos, alta carga viral e,
preferencialmente, entre as infectadas por um Unico tipo viral, sobretudo por tipos de
alto risco oncogénico. Estes resultados indicam que existe um microambiente
imunossuprimido composto por elevada quantidade de macrofagos, células de
Langerhans, células T regulatérias e queratindcitos produtores de IL-10 em unissono
com o aumento da densidade de APC e queratinocitos MHC I+ nas amostras
classificadas como lesGes de alto grau (NICII/NICII) e CA. A imunossupressao
corroborada por estes diferentes fenotipos, somada ao aumento da expressao de
MHC Il nas lesdes induzidas por HPV, proporcionam um microambiente favoravel a
persisténcia viral e a progresséo neoplasica.

Palavras-chave: Papilomavirus humano (HPV); imunossupressao, IL-10.






ABSTRACT

A specific immune response to human papillomavirus (HPV) in the cervical
microenvironment plays an important role in eradicating infection, and eliminating
mutated cells. This response is dependent on the expression of antigen-presenting
molecules and cytokines produced by different cellular phenotypes at the infection
site. However, However, high-risk HPVs modulate immune cells to create an
iImmunosuppressive microenvironment, and induce these immune cells to produce
interleukin 10 (IL-10). The development of this immunosuppressed microenvironment
contributes, together with the infection, to the onset of neoplasic lesions. The
objective of this study was to characterize the cellular phenotypes with
immunoregulatory function in uterine cervix samples. In this way were analyzed 84
biopsies of uterine cervix of patients between 18 and 69 years (mean 39.2 years),
including negative samples for intraepithelial lesion and malignancy (n = 5), cervical
intraepithelial neoplasia grade | (n = 21), grade Il (n = 20), grade Ill (n = 16) and
cervical carcinoma (n = 22), paraffin-embedded and previously submitted to
histopathological evaluation and detection of HPV DNA with viral load determination
by Real-time PCR. We analyzed the production of IL-10 by macrophages (CD68+
and CD11b+), Langerhans cells (S100+) and Regulatory T cells (Foxp3+) by double
staining immunohistochemistry. By simple staining immunohistochemistry, it was
researched antigen-presenting cells and keratinocytes expressing MHC Il and
keratinocytes producing IL-10. The prepared slides were scanned and analyzed with
ImageJ software for confirmation of double staining, determination of area of images
and density of immunostained cells. The density of these cells was related with lesion
grade, age of participants, viral load of HPV and presence of single or multiple
infections. This study was approved by the UFMS ethics committee (No. 1628/10).
The increase in IL-10 production in all studied cellular phenotypes and MHC Il
expression by keratinocytes and APC was associated with the progression of cervical
neoplasia. It was also observed higher density of immunosuppressive phenotypes in
patients aged over 30 years, with high viral load, and predominantly, among those
infected with a single viral type, particularly for high-risk oncogenic types. These
results indicate an immunosuppressed microenvironment with high amount of
macrophages, Langerhans cells, regulatory T cells and keratinocytes producing IL-10
together with an increased density of MHC II+ APC and keratinocytes in the samples
classified as high grade cervical lesion (NICII / NICIIl) and cervical cancer.
Immunosuppression developed by these different phenotypes, in addition to
increased MHC 1l expression in HPV-induced lesions, provide a favorable
microenvironment for viral persistence and neoplastic progression.

Keywords: Human papillomavirus (HPV); immunosuppression, IL-10.
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APC = Antigen-presenting cell (célula apresentadora de antigenos)

ASC-H = Atypical squamous cells — cannot exclude HSIL (Células escamosas
atipicas ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau)

ASC-US = Atypical squamous cells of undetermined significance (Células
escamosas atipicas de significado indeterminado)

CA = Carcinoma cervical

CDC = Centers for Disease Control and Prevention (Centro de controle e prevencao
de doencas)

CV = Carga viral

DAB = Diaminobenzidina

DNA= Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

DP = Desvio padréao

DST = Doenca sexualmente transmissivel

EDTA = Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilenodiaminotetracético)

FOXP3 = Forkhead box protein P3
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HPV = Human Papillomavirus (papilomavirus humano)
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INF = Interferon
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LC = Langerhans cell (célula de Langerhans)
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histocompatibilidade I)

MHC Il = Major Histocompatibilty Complex Il (complexo principal de
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MIP-3 alfa = Macrophage inflammatory protein-3 alpha (proteina inflamatéria do
macrofago-3)

mL = Mililitro

NF-kB = Nuclear factor kappa B (fator nuclear kappa B)


http://www.cdc.gov/

NIC = Neoplasia intraepitelial cervical

NILM = Negativo para lesao intraepitelial e malignidade

OMS = Organizacdo Mundial da Saude

p53 = Proteina supressora de tumor p53

PBS = Phosphate buffered saline (tampéao fosfato-salino)

PCR = Polymerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase)

pRb = Proteina do retinoblastoma

RT-PCR = Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (reagcdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa)

RFLP= Restriction Fragment Length Polymorphism

RQ-PCR = Real-Time Quantitative Polymerase Chain reaction (reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real)
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo HPV é frequente na populacdo sexualmente ativa e
considerada um fator fundamental para o desenvolvimento do cancer cervical. O
HPV induz a carcinogénese cervical por meio dos oncogenes virais E6 e E7, que
inibem, respectivamente, a atividade das proteinas p53 e pRb no controle da
replicacdo celular, provocando divisdo celular com instabilidade cromossémica e
acumulo de mutacdes na célula infectada, conduzindo eventualmente ao
desenvolvimento de lesdes neoplasicas.

O cancer cervical € um importante problema de salde publica mundial devido
a sua alta prevaléncia e seus altos indices de morbimortalidade. Constitui-se o
segundo tumor maligno mais prevalente em mulheres de todo o mundo e a principal
causa de morte por cancer entre individuos do sexo feminino de paises emergentes.

Estudos demonstram a associacdo entre o desenvolvimento neoplasico
cervical e o estado imunoldgico das pacientes. Um importante mecanismo de
escape do sistema de vigilancia imunolégica desenvolvido pelo HPV, que também
corrobora o desenvolvimento neoplasico, € a inducdo de um microambiente
imunossuprimido pela producéo da citocina IL-10 por diferentes fendétipos celulares.
A IL-10 tem potentes efeitos inibidores sobre a resposta inflamatéria e proliferacédo
de células T, atuando a partir da depressao da producédo de citocinas com perfil Thl
e inibicdo da apresentacdo de antigenos pelas APC profissionais.

A compreensao da influéncia do HPV na indug&o da producgéo da IL-10 por
diferentes fendtipos celulares e sua consequente acao sobre as respostas anti-virais
e anti-tumorais € de grande relevancia para elucidar fatores que contribuem para a
persisténcia da infeccdo por esse virus e evolugdo das lesdes neoplasicas,
permitindo o desenvolvimento de estratégias profilaticas, terapéuticas e progndésticas

no combate ao cancer cervical.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

A descricdo de verrugas palmares, plantares e genitais é observada em
relatos histéricos datados desde antes de Cristo. O condiloma acuminado € uma
doenca conhecida desde o tempo de Hipocrates (460-370 aC). A palavra
"condiloma” vem do grego kondiloma, que significa "tumor redondo". Associado ao
termo "acuminado” traduz-se por "tumor redondo e pontudo”, sendo esse ultimo
adjetivo derivado da palavra latina acuminatum (BAFVERSTEDT, 1967).

Inimeras teorias foram criadas tentando explicar a causalidade das verrugas
genitais, dando origem a muitas controvérsias. O surto de sifilis na Europa no final
do século XV despertou interesse ainda maior pelas doencas genitais. Muitas delas,
como gonorreia e sifilis, foram atribuidas ao mesmo agente causal, o “veneno
venéreo”. Esta teoria levou muitos médicos a considerarem as verrugas anogenitais
como uma manifestacéo da sifilis (RIGONI-STERN, 1842).

Tal teoria foi abandonada e substituida por outra visdo errbnea de que as
lesbes estavam, na verdade, ligadas a gonorreia. Médicos do século XIX
observaram que os condilomas apareciam em inumeros pacientes no fim da
infeccdo por gonorreia e, por isso, passaram a chama-las de “Verrugas
Gonorreicas”. No entanto, em 1879, apds a descoberta do gonococo, agente causal
da gonorreia, por Albert Neisser, tornou-se claro que muitos pacientes com
condiloma nao relatavam sinais de infeccdo gonococica prévia, pondo fim a hipotese
da relacao entre as duas doencas (RIGONI-STERN, 1842).

No final do século XIX foi descoberta a causa infecciosa das verrugas. Em
1891, o médico inglés Joseph F. Payne descreve em seu artigo On the
contagiousness of commom warts o desenvolvimento de verrugas em seu proprio
polegar, depois de se auto-inocular raspando a superficie de uma lesédo verrucosa
de uma crianca (PAYNE, 1891). O fato de muitos pacientes que apresentavam
verrugas genitais manifestarem também verrugas em suas méaos e a semelhanca
histologica entre as lesbes foram Uteis como evidéncias para elucidar que os
condilomas acuminados e as verrugas comuns de pele poderiam ser causadas pelo

mesmo agente etioldgico (ORIEL, 1971).
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No inicio do século XX, Ciuffo (1907) demonstrou a natureza viral das
verrugas genitais ao observar que um extrato de verruga genital era capaz de
transmitir a doenca, mesmo havendo sido filtrado de forma a eliminar bactérias e
fungos, mas nao virus.

Em 1949, utilizando microscopio eletrdnico, Maurice Strauss descobre
particulas semelhantes a virus em amostras de papilomas da pele. Um ano mais
tarde, Strauss identifica o HPV como o0 agente etiologico das verrugas
(GARFIELD,1988).

No final da década de 1970, foram identificados diversos tipos de HPV em
lesBGes de pele e de mucosas (verrugas, displasias epiteliais e carcinomas de cérvice
uterina e de pénis), que reforgcou a importancia médica desse virus (ZUR HAUSEN,
1976). Herald zur Hausen publicou, nesta época, a hipétese de que o HPV
desempenha importante papel na génese do cancer cervical (ZUR HAUSEN, 1976).
Mais tarde, identificou os tipos de HPV16 e 18 como mais prevalentes em bidpsias
de cancer cervical (BOSHART et al.1984), que serviu de base para o
desenvolvimento da vacina contra o HPV, introduzida no mercado em 2006. Por sua
pesquisa, zur Hausen recebeu o Prémio Nobel de Medicina em 2008.

Ao longo dos anos, a ciéncia progrediu na profilaxia, diagnostico e tratamento
das lesdes causadas pelo HPV. Atualmente, estudos epidemiolégicos e clinicos
trazem evidéncias de que a infec¢do por esse virus é uma condi¢cdo fundamental
para o desenvolvimento do carcinoma cervical (ROHAN, BURK, FRANCO, 2003). A
fim de limitar a propagagdo do HPV e minimizar a morbimortalidade por ele
desencadeada, tém-se investido em medidas preventivas (realizacdo de exames de
Papanicolau, educacao sexual e vacinacdo). Grande parte dos estudos de hoje
buscam compreender os mecanismos de evasdo viral as linhas de defesa do
organismo, visando o desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas na

imunoterapia para o tratamento das neoplasias desencadeadas pelo HPV.

2.2 Epidemiologia do HPV e do cancer cervical

A infeccdo pelo HPV é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) viral mais
frequente na populagdo sexualmente ativa, haja vista que, em algum momento da
vida, a maioria das pessoas ¢é exposta ao virus (SAN JOSE et al., 2007). O Centers

for Disease Control and Prevention (CDC) estima que mais de 50% dos individuos
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sexualmente ativos no mundo serao infectados pelo HPV ao longo da vida e que
mais de 80% das mulheres adquirem a infeccdo por HPV até os 50 anos de idade
(SASLOW et al., 2007).

Na populacéo feminina, o HPV apresenta dois picos de prevaléncia: um mais
elevado em mulheres jovens, com queda gradual com a idade, e outro entre a quarta
e quinta década de vida. Adolescentes sexualmente ativas apresentam maiores
taxas de prevaléncia da infeccdo pelo HPV, com mais de 50% desenvolvendo
infeccdo dentro de 2 a 3 anos apoés o inicio da atividade sexual (MOSCICKI, 2007).
Acredita-se que o segundo pico de infeccéo reflete a perda da imunidade original
contra o virus ao qual estas mulheres foram expostas previamente (FRANCO,
HARPER, 2005).

Além da alta frequéncia, a importancia da infeccédo pelo HPV reside no fato
desse virus estar relacionado com o desenvolvimento de lesbes na pele, nas
mucosas e no trato genital. Por esse motivo, pode ser dividido em tipo cutaneo ou
mucoso (SANCLEMENT, GILL, 2002).

O tipo cutédneo é encontrado na populacdo em geral e causa verrugas
comuns. O tipo mucoso infecta as células basais do epitélio estratificado escamoso
e as células metaplasicas da juncdo escamo-colunar do colo do utero, podendo
ainda ser classificado em tipos de alto e baixo risco oncogénico de acordo com seu
potencial de desenvolvimento de cancer cervical. Os de baixo risco (HPV 6, 11, 40,
42,51, 53, 54, 57, 66, 70. 73, 82, 83 e 84) estdo associados as lesdes benignas e 0s
de alto risco (HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 55, 56, 58, 59 e 68) geralmente
associam-se as lesbes precursoras de cancer (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2007).

Em torno de 90% das infec¢des pelo HPV regridem espontaneamente em um
periodo de 24 meses. A minoria evolui para lesdes neoplasicas. A nomenclatura das
lesbes precursoras de cancer cervical foi revista em 2001, classificando as NIC |
como lesdes de baixo grau e as NIC Il e Ill como lesbes de alto grau. As alteragbes
celulares que ndo podem ser classificadas como neoplasia intraepitelial cervical,
mas merecem uma investigacdo melhor sdo classificadas como células escamosas
atipicas de significado indeterminado possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US), e
células escamosas atipicas de significado indeterminado em que nao se pode
afastar leséo intraepitelial de alto grau (ASC-H) (SASLOW et al., 2007).
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Atualmente, sdo conhecidos mais de 200 subtipos diferentes de HPV e cerca
de 20 destes possuem tropismo pelo trato genital inferior. Embora a distribuicdo dos
tipos de HPV varie de acordo com a regido geografica, os tipos HPV 16 e 18 sdo os
mais frequentemente associados ao cancer cervical, sendo responsaveis por cerca
de 75% dos casos de cancer de colo uterino (BRASIL, 2002).

O céancer do colo do Utero € uma das neoplasias malignas mais frequentes no
sexo feminino, acometendo principalmente mulheres de paises emergentes e,
sobretudo, grupos socialmente vulneraveis. De acordo com estimativas da
International Agency for Research on Cancer (2013), em 2012 o cancer cervical fez
528 mil novos casos no mundo, sendo responsavel pelo 6bito de 266 mil mulheres,
dos quais 87% ocorreram em paises em desenvolvimento.

Apesar dos esforcos das autoridades brasileiras para reduzir a incidéncia e
mortalidade pelo cancer de colo de Utero, os casos ainda séo recorrentes. Estima-se
gue 15.590 novos casos tenham ocorrido em 2014, representando o quarto tumor
mais frequente na populacéo feminina brasileira, perdendo apenas para o cancer de
pele ndo melanoma, mama e colon e reto. (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.3 Transmissao e fatores de risco para aquisicdo da infeccéo

A infeccdo pelo HPV acontece mediante a penetracdo do virus no epitélio
através de microlesdes e sua adesao as células basais com o auxilio dos receptores
de superficie, como integrina alfa-6 e receptores do fator de crescimento epidérmico
(EVANDER et al., 1997; SURVILADZE, DZIDUSZKO, OZBUN, 2012). A transmissao
do HPV pode ocorrer pelo contato sexual, ndo-sexual e materno fetal. A transmissao
via fébmites, embora rara, também pode ocorrer, como em caso de exposi¢cao
prolongada a pecgas intimas compartilhadas e contaminadas (AULT, 2006). No
entanto, acredita-se que a principal via de transmissdo do HPV seja a sexual, haja
vista que o HPV genital esta ausente na maioria das mulheres que nao possui vida
sexual ativa (SHIMADA et al., 2007).

Os principais fatores associados ao risco para aquisicdo da infeccdo pelo
HPV genital relacionam-se ao comportamento sexual, como o numero de parceiros
sexuais, historia de doenca sexualmente transmissivel (DST) e idade precoce da
primeira relacdo sexual. Embora eficaz em prevenir a transmissao de outras DST, o

uso de preservativo pode néo proteger adequadamente os individuos a exposicao
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ao HPV, pois este virus pode ser transmitido pelo contato com tecidos infectados
gue néo sao protegidos pelo preservativo (BURD, 2003).

2.4 Fatores de risco para o cancer cervical

Existem varios fatores que podem estar envolvidos na evolucéo do cancer de
colo de utero, sendo consenso que a infeccdo pelo HPV, sua carga viral e
persisténcia sdo os principais fatores envolvidos na evolucdo das lesdes preé-
neoplasicas (SCHLECHT et al., 2003).

A infec¢cdo por HPV contribui para o desenvolvimento da carcinogénese por
meio dos oncogenes virais E6 e E7. As oncoproteinas derivadas desses genes
inibem a atividade das proteinas p53 e pRb no controle da replicacdo celular,
provocando o aumento da divisdo celular com instabilidade cromossOGmica e
acumulo de mutacdes na célula infectada, conduzindo eventualmente ao
desenvolvimento de lesdes neoplasicas (BURD, 2003).

No entanto, para que ocorra 0 cancer cervical € necessaria a associacdo com
outros fatores de risco que atuam como cofatores. Destacam-se o tabagismo, a
genética, dieta, multiparidade e o uso de contraceptivos orais (GARCIA-CLOSAS et
al., 2005).

Véarios estudos demonstram associacdo entre a progressdo neoplasica
relacionada ao HPV e o estado imunolégico da paciente. Os mecanismos exatos
gue geram uma resposta imune eficiente contra as lesdes provocadas pelo HPV, no
entanto, ndo sdo ainda totalmente conhecidas. Sabe-se que a participacdo do
sistema imune é fator crucial na evolucéo da infeccéo pelo HPV, pois pode eliminar

0 virus ou permitir sua persisténcia no hospedeiro (PINTO, TULIO, CRUZ, 2002).

2.5 Sistema imune da pele

O tecido epitelial, como interface primaria entre o corpo e o meio ambiente,
fornece a primeira linha de defesa contra microrganismos e injurias fisicas e
quimicas. Entretanto, a pele ndo € apenas uma barreira fisico-mecéanica entre o
ambiente e o corpo, mas alberga também importantes constituintes do sistema

imunoldgico.
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A funcdo coordenada das vérias populacdes de células da epiderme e derme
permite que sejam desenvolvidas rapidas e efetivas respostas a uma grande
variedade de injurias. O sistema imune da pele € composto, principalmente, por
gueratindcitos, células de Langerhans, macréfagos e linfocitos circulantes. Também
sdo encontrados mediadores inflamatorios sollUveis e outros fatores da resposta
imune (BRAFF et al., 2005, SENESCHAL et al., 2012).

2.5.1 Sistema imune epitelial cervical e 0 HPV

Do ponto de vista evolutivo, 0 HPV é um agente infeccioso bem sucedido,
pois € capaz de induzir infec¢do cronica sem levar o hospedeiro a morte. Embora,
apos a infeccao pelo HPV, a maioria dos individuos desenvolva uma resposta imune
especifica mediada por células, que conduz ao clearance viral, em uma pequena
proporcdo dos infectados a infec¢do persiste, podendo levar a lesbes pré-invasivas
do cancer de colo de utero (TROTTIER, FRANCO, 2006).

A falta de uma resposta imune eficaz contra este virus esta relacionada com a
resposta efetora ineficiente do sistema imune do hospedeiro, 0o que facilita a
persisténcia viral. Isso € possivel porque o HPV desenvolveu vérias estratégias para
evadir do sistema imunoldgico humano. O entendimento das interacdes celulares e
moleculares entre o sistema imune e o HPV é de extrema relevancia para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas no combate ao cancer cervical (PINTO,
TULIO, CRUZ, 2002).

2.5.2 Queratindécitos

Os gqueratinécitos sdo importantes e muitas vezes subestimados participantes
da resposta imune cutanea. Constituindo cerca de 95% do epitélio cervical, aléem de
conferir a propriedade de barreira fisica contra patégenos, 0s queratinécitos
participam de muitos mecanismos de defesa ativa, sendo portanto, peca
fundamental tanto para a resposta imune inata quanto adaptativa (COLEMAN,
STANLEY, 1994 ).

Por meio da ativagdo do fator nuclear NF-kB, via receptores de
reconhecimento padrdes Toll-like, os queratindcitos produzem mediadores

imunologicos antimicrobianos importantes para manutencao da homeostase epitelial,
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tais como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) e peptideos anti-
microbianos (B-defensinas), constituindo a principal fonte epitelial de citocinas
(KOLLISCH et al., 2005).

Queratindcitos tém o potencial de apresentacdo de antigenos virais por
expressarem MHC de classe | e Il quando estimulados. Contudo, pelo fato de néao
expressarem moléculas co-estimulatorias acabam induzindo um estado de tolerancia
ou anergia nos linfécitos (BRAFF et al., 2005).

Quando infecta os queratindcitos das camadas basais, o HPV se estabelece
no interior do nucleo dessas células, causando mudancas na sua forma, na funcéo
de seus componentes celulares e no padréo de secrecédo dos seus mediadores. Por
mecanismos ainda ndo bem esclarecidos, os queratindcitos infectados pelo HPV séo
induzidos a produzir IL-10 e outras citocinas de perfil Th2, como IL-4, IL-6 e IL-13.
Esse microambiente imunorregulatério contribui para a mudanca da resposta de
outras células do sistema imunolégico inato e adaptativo, como células de
Langerhans, macrofagos e linfocitos T CD4+, para um perfil imunorregulatorio e,
consequentemente, para a manutencao da infeccdo viral e desenvolvimento de
lesbes no epitélio cervical (SANCLEMENTE, GILL, 2002).

2.5.3 Células de Langerhans

As células de Langerhans sdo uma populacdo altamente especializada na
apresentacao de antigenos. Sdo consideradas sentinelas que patrulham o epitélio
na captura de patdgenos invasores e células malignas, processando seus antigenos
e enviando-os para os linfonodos, onde os linfécitos T naive séo ativados e
desencadeiam uma resposta eficaz antimicrobiana ou antitumoral. Essa resposta é
dependente da participacdo de citocinas, moléculas de adesdo e quimiocinas
produzidas pelos queratindcitos (GIANNINI et al., 2002; SANCLEMENTE, GILL,
2002).

Em lesbes causadas pelo HPV, tanto o nimero quanto a fungédo das células
de Langerhans estdo comprometidas. A proteina viral E7 inibe os genes que
medeiam a producéo de INF-a e B pelos queratinécitos (HUM et al., 2002). A falta
dessas citocinas somada a producéo de IL-10 pelos queratindcitos infectados reduz
0 numero de células de Langerhans na regido e prejudica sua capacidade de

apresentacao de antigeno, pois inibem sua ativacdo e migracédo para os linfonodos
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(GIANNINI et al.,, 2002). Além disso, esse microambiente imunorregulatério induz
esta populacdo celular a produzir IL-10, afetando ainda mais a resposta imune
contra 0 HPV e as mutacdes a ele relacionadas. Alguns autores sugerem que a
deplecéo intraepitelial das células de Langerhans associada a infeccdo pelo HPV,
juntamente com outras imunodeficiéncias locais, contribuam significativamente para
uma infecgcdo mais prolongada e aumento do potencial de malignidade (MEMAR,
STEPHEN, TYRING, 1995; TAUBE et al., 2007).

2.5.4 Macroéfagos

Os macroéfagos sdo uma populacdo heterogénea de células mieloides inatas
originarias a partir de precursores monociticos do sangue. Assim como as células de
Langerhans, os macrofagos sdo importantes apresentadores de antigenos (APC),
visto que expressam moléculas de MHC de classe | e Il, além de moléculas co-
estimulatorias (MANTOVANI et al., 2002).

Existem dois estados de polarizacéo diferentes de macrofagos. Em resposta a
ativacdo de sinais de perigo emitidos por produtos bacterianos ou IFN-y, os
macréfagos adquirem um fenétipo M1, que apresenta um perfil efetor, podendo
fagocitar e matar células alvo, atrair e ativar células do sistema imune inato e
adaptativo e produzir citocinas pro-inflamatorias, como IL-12. Os macréfagos M2, por
sua vez, desenvolvem-se em resposta ao estimulo de citocinas imunorregulatérias,
como IL-4, IL-10 e IL-13 e estdo associados com a producao elevada de IL-10, IL-
1b, VEGF e metaloproteinases da matriz, sendo, portanto sua presenca um mau
progndstico em tumores cervicais, pois suprimem as respostas de células T CD8 +,
recruta células T reguladoras para o microambiente tumoral e contribui para a
invasao tumoral (MANTOVANI et al., 2002).

Observa-se que em lesfes de alto grau, a reducdo no numero de ceélulas de
Langerhans no infiltrado tumoral € acompanhada do aumento de macrofagos
infiltrantes, refletindo em pior prognéstico para o desenvolvimento do tumor. Supde-
se que tal fato deva-se a presenca de macrofagos do perfil M2, que corrobora a
persisténcia da infeccao viral e a proliferacdo neoplasica através da potencializacao
da resposta imunorregulatoria no microambiente tumoral pela secrecdo de citocinas
imunorreguladoras e de perfil Th2, tais como IL-10, TGF-B, IL-4, IL-6 e IL-13
(KOBAYASHI et al.,2008).
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2.5.5 Células T regulatérias (Treq)

As células Treg desempenham um papel importante no controle da resposta
imune em curso e no silenciamento de células T auto-reativas, sendo, portanto, de
grande importancia para a manutencdo da homeostase do sistema imunolégico. As
Treg sdo alvos de intensas pesquisas que especulam sua fungédo como reguladoras
das respostas imunes fisiologicas e sua participacdo em diversas enfermidades,
como doencas infecciosas, alérgicas, auto-imunes e neoplasicas (AFZALI et al.,
2007; DELEEUW et al., 2012; SAKAGUCHI et al., 2001).

A infeccdo pelo HPV desencadeia a producdo de IL-10 pelas células do
sistema imune inato. A presenca desta citocina e de outros mediadores induzidos
pelo HPV, como a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase, gera a mudanca de fendtipo
dos linfécitos T CD-4+ naive para células Treg, além de recrutar e ativar Treg
naturais de outras regides para o microambiente infectado. Frequentemente, Tregs
tém sido observadas infiltrando massas tumorais cervicais, especialmente na fase
precoce da progressdo do tumor. No cancer do colo de (tero, essa populacao
celular desempenha um papel importante na evasédo imune do tumor por suprimir a
producdo das citocinas inflamatérias IL-1, INF-a, INF-B, IL-2, e a proliferacdo de
células T antigeno-especificas (KOJIMA et al.,2013; NAKAMURA et al., 2007).

2.5.6 Citocinas

As citocinas sao geralmente compostos peptidicos produzidos por diversas
populacdes celulares, tanto linféides quanto ndo linféides. No colo uterino, a maior
producdo dessas substancias fica a cargo dos queratindcitos. As citocinas sao pro-
inflamatorias ou primarias, como TNF-a e IL-1, quando induzem a expressédo de
moléculas de adesdo e a sintese de outros mediadores (citocinas secundarias ou
quimiocinas) que ativam as células linféides e atuam na quimiotaxia (GONCALVES,
DONADI, 2004).

Além disso, séo relevantes as citocinas imuno-estimulatérias ou com padrao
Thl, como a IL-2, IL-12 e o IFN-y, que promovem a imunidade celular, as quais séo
necessarias para uma resposta efetiva contra patdégenos intracelulares e células
tumorais. A IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 sdo exemplos de citocinas importantes na

imunidade humoral contra patégenos extracelulares e respostas alérgicas. A IL-10 &
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considerada um citocina imunorregulatoria, mas as demais se encaixam em um
padrdo Th2 da resposta imune (BAIS et al., 2007).

As citocinas que sdo produzidas no microambiente do tumor tém um papel
importante na patogénese do cancer. Nas infec¢cdes por HPV, por este se tratar de
um patégeno intracelular, a melhor resposta seria estimulada pela producdo de
citocinas pro-inflamatorias e imuno-estimulatérias. No entanto, observa-se que em
lesdes de alto grau induzidas por HPV ha um aumento na expresséao de IL-4, TGF-
e IL-I0 e diminuicdo da expressao de IL2, IL-12 e IFN-y, refletindo num ambiente
imunorregulatério e com predominio da resposta Th2, o que constitui um mau
prognadstico por ndo ser eficaz para desencadear o clearance viral (ADURTHI et al.,
2008; NAKAMURA et al., 2007). A compreensdo mais detalhada das interagcbes
entre citocinas e células tumorais oferece novas oportunidades para compreensao

mais aprofundada da génese, evolucao e invasédo do tumor.

2.5.6.1 Interleucina-10

A IL-10 é uma importante citocina imunorreguladora produzida por muitas
populacbes de células. A sua principal funcao biol6gica parece ser a modulacdo e
interrupcdo de respostas inflamatérias e a regulacdo da diferenciacdo e da
proliferacdo de varias células do sistema imunoldgico, tais como as células T, células
B, células Natural Killer, células apresentadoras de antigenos, mastocitos e
granulécitos. Ademais, numerosas investigacdes in vitro e in vivo apontam a
importancia da IL-10 em doencas inflamatérias, auto-imunes e neoplasicas
(SAKAGUCHI et al., 2001).

No colo do dutero, a producdo da IL-10 atua como um mecanismo
imunossupressor que favorece o desenvolvimento de toler&ncia imunoldgica em
detrimento da resposta efetora aos antigenos de HPV, contribuindo para o
desenvolvimento do céncer. A IL-10 inibe a expressdo de moléculas co-
estimulatérias (B7-1/B7-2) e de MHC de classe Il em células de Langerhans e
macrofagos, aléem de limitar a producdo de citocinas de perfil Thl e proé-
inflamatorias. Tal fato, afeta diretamente a apresentacdo de antigenos pelas APC
profissionais, pois além de ndo migrarem para os linfonodos a fim de ativarem e

recrutarem grande quantidade de linfocitos T antigeno-especificos para o foco da



33

infec¢do, a auséncia dos estimulos de co-ativacdo adequados induzem um perfil de
tolerancia ou anergia nos linfocitos (MOORE et al.,2001; COUPER et al., 2008).
Sabe-se que no carcinoma cervical os queratindcitos, células de Langerhans,
macrofagos e Treg adquirem a capacidade de produzir IL-10 (SANCLEMENTE,
GILL, 2002; TAUBE et al., 2007; KOBAYASHI et al.,2008; KOJIMA et al.,2013). No
entanto, sdo escassos 0s dados sobre qual dessas populacbes celulares
representaria a principal responsavel pela imunorregulacdo mediada por IL-10, qual
o estimulo responsavel pela mudanca de perfil efetor para imunorregulador dessas
células e, ainda, qual seria a influéncia do microambiente imunorregulador sobre a

resposta efetora de outras células do sistema imune.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar os fendtipos celulares com funcdo imunorregulatoria em

amostras de cérvice uterina.

3.2 Especificos

a) ldentificar os fendtipos celulares responsaveis pela producéo da citocina
imunorregulatéria IL-10 em amostras com e sem lesdes cervicais;
b) Associar a quantidade de células imunorregulatdrias com caracteristicas

histopatoldgicas, epidemioldgicas e viroldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacédo do estudo

Este estudo caracterizou-se como descritivo, observacional de corte
transversal, baseado na identificagdo dos diferentes fenotipos celulares com perfil
imunorregulatério e avaliacdo da expressdo de MHC de classe Il pelas células

presentes no microambiente imunorregulado pela citocina IL-10.

4.2 Local da pesquisa

O desenvolvimento deste estudo, por permissdo da direcdo do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude, realizou-se no laboratério de Imunologia Basica e
Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, campus de

Campo Grande-MS.

4.3 Sujeito da pesquisa

Oitenta e quatro amostras de biopsia de colo de Utero foram selecionadas de
forma nado probabilistica por conveniéncia. Parte dessas amostras foi previamente
submetida a quantificacdo do HPV-DNA e tipagem viral. A quantificacao foi realizada
por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RQ-PCR), utilizando o kit
SuperScript 1l Platinum TwoStepgRT PCR com Sybr green, de acordo com as
orientacdes do fabricante. Para fins de andlise dos dados, a carga viral foi ordenada
em escores de 0 a 2, onde 0 representa auséncia de particulas virais (CV 0), 1 carga
viral entre 1.500 a <10.000 particulas virais/mL (CV 1) e 2 carga viral = 10.000
particulas virais/mL (CV 2). Para tipagem viral, foi realidada PCR comum associado
ao Polimorfismo de Fragmentos de DNA obtidos por Enzimas de Restricao (RFLP).
Os primers utilizados foram os descritos por Payan et al., (2007).

Outra parte das amostras foi incluida em parafina e enviada para analise
histopatolégica e imuno-histoquimica. Quanto a classificacdo histopatoldgica,
conforme normatizacdo do Sistema Bethesda (IARC, 2007), as amostras foram
classificadas em:

= NIC I: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau |
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= NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau I
= NIC Ill: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau Il
= CA: Cancer cervical invasivo

4.4 Procedimentos e técnicas

4.4.1 Imuno-histoguimica de marcacao dupla

A técnica de dupla marcacdo por imuno-histoquimica foi utilizada para
identificar os diferentes fendtipos celulares (células de Langerhans: S-100+;
macrofago: CD1lb+ e CD68+; e Treg: Foxp3+) produtores da citocina
imunorregulatéria 1L-10 (fig. 1). A deteccdo simultanea dos diferentes fendtipos
produtores de IL-10 foi desenvolvida em laminas distintas. Para revelacdo da
reacao, foi utilizado o kit EnVision™ G|2 Doublestain System (Dako Denmark A/S,
Carpinteria, CA, USA), composto por seis reagentes, identificados numericamente
de 1 a 6. Controles positivos e negativos (sem adicdo dos anticorpos primarios)

foram desenvolvidos utilizando-se cortes histologicos de tonsila humana.

Figura 1 - Fenétipos celulares pesquisados por imuno-histoquimica em
amostras de biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas
no Centro de Prevencdo ao Cancer, Campo Grande — MS, 2012

(n=84).
Fendétipo celular Tipo de marcagéao Anticorpo
Células T regulatérias Dupla Anti-Foxp3 + Anti-IL-10

produtoras de IL-10

Células de Dupla Anti-S100 + Anti-IL-10
Langerhans
produtoras de IL-10

Macrofagos CD68+ Dupla Anti-CD68 + Anti-IL-10
produtores de IL-10

Macréfagos CD11b+ Dupla Anti-CD11b + Anti-IL-10
produtores de IL-10
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Os cortes histoldgicos de 3um de espessura foram obtidos a partir de material
incluidos em parafina e, em seguida, depositados em laminas de vidro previamente
tratadas com 3-aminopropyltrietoxi-silano (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EUA).

A desparafinizacéo foi realizada em estufa a 60°C por 24 horas e posterior
banho em xilol por 30 minutos a 60°C. Posteriormente, os cortes foram hidratados
em concentragbes decrescentes de etanol (100%, 95%, 80% e 50%) por 30
segundos e submetidos a recuperacéo antigénica em calor mido com tampéao acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10 mM pH 8,0. As laminas permaneceram sob
pressdao maxima de panela de pressédo por dois minutos e meio. Apés resfriamento
dos cortes por 20 minutos, realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena com trés
banhos de 5 minutos com peréxido de hidrogénio a 10%. Em seguida, os cortes
foram lavados em agua destilada e em salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,2,
por 5 minutos. Posteriormente, aplicou-se 100 pL do bloqueador de enzimas
endogenas do kit EnVision™ sobre os cortes e incubou-se por 5 minutos. Decorrido
o tempo, lavou-se novamente com PBS.

O anticorpo anti-IL-10 foi diluido com diluente universal de anticorpo
(EasyPath, Sado Paulo, SP, Brasil) na propor¢cédo constante na figura 2. Aplicou-se
100 pL do anticorpo diluido em cada lamina e incubou-se em camera Umida a
temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas com

PBS para remocéao do anticorpo néo ligado.

Figura 2 — Especificacdo e diluicdo empregada para os anticorpos utilizados na
reacdo de imuno-histoquimica das amostras de biopsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer,
Campo Grande — MS, 2012 (n=84).

Anticorpo Fabricante Clone Diluic&o
Anti-Foxp3 eBioscience 236A/E7 1:50
Anti-S100 Invitrogen MO03 1:500
Anti-CD68 eBioscience KP1 1:500
Anti-CD11b eBioscience ICRF44 1:50
Anti-IL-10 Invitrogen 945A2A5 1:50
Anti-MHC 1l Dako TAL.1B5 1:500
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Em seguida, aplicou-se 100 pyL de Polimero / HRP (reagente 1) sobre os
cortes e incubou-se por 20 minutos, seguindo-se nova lavagem. A solugdo de
Diaminobenzidina (DAB) (reagente 2) foi preparada conforme instrucées do
fabricante sendo posteriormente aplicados 100 pyL sobre as laminas seguido de
incubacdo por 10 minutos. Decorrido o tempo, 0s espécimes foram lavados
cuidadosamente com &agua deionizada, recolhendo-se o residuo em recipiente
plastico para posterior descarte junto a materiais de risco biolégico.

Finalizada a primeira marcacdo, procedeu-se a aplicacdo do reagente
Doublestain Block (reagente 3), incubando-se as laminas por 3 minutos, seguida de
nova lavagem com PBS. Para identificacdo do segundo antigeno (marcadores
fenotipicos), 100 pL do novo anticorpo primario foi aplicado sobre os cortes, com
incubacdo de 1 hora em camara Umida a temperatura ambiente. A diluicdo de todos
0os anticorpos utilizados encontra-se na figura 2. As laminas foram novamente
lavadas para remocédo do anticorpo nao ligado e na sequéncia, aplicou-se 100 pL do
reagente Link (reagente 4), incubando-se por 10 minutos.

Apoés lavagem com PBS, aplicou-se 100 mL de Polimero/AP (reagente 5)
sobre os espécimes, incubou-se por 20 minutos e, novamente, lavou-se com PBS. A
identificacdo do antigeno foi revelada com adi¢cdo da solucdo cromdgena Permanent
Red (reagente 6), preparada conforme instru¢cdes do fabricante. Aplicou-se 100 pL
desta sobre as laminas e incubou-se por 10 minutos. Decorrido o tempo, o0s
espécimes foram lavados cuidadosamente com agua deionizada, recolhendo-se o
residuo em recipiente plastico para posterior descarte junto a materiais de risco
biologico, e contra-corados em hematoxilina de Harris. Finalmente, os cortes foram
desidratados com banhos em concentracdes crescentes de etanol (50%, 80%, 95%
e 100%) e 3 banhos de xilol por 30 segundos cada. As laminulas foram adicionadas
sobre as laminas com Entelan® (Merck Millipore, Darmstadt, HE, Germany) para

posterior analise.
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4.4.2 Imuno-histoguimica de marcacao simples

A técnica de marcacdo simples por imuno-histoquimica foi utilizada para
identificar APC e queratindcitos expressando MHCII e queratinécitos produtores da
citocina imunorregulatéria IL-10. A deteccdo dos queratindcitos foi baseada nas
caracteristicas histologicas peculiares deste fendtipo celular, ndo necessitando,
portanto, de marcacado fenotipica especifica, conforme observado em estudos
anteriores (KOLLISCH et al., 2005; MOTTA et al., 1999). Para revelacdo da reacao
de imuno-histoquimica, foi utilizado o sistema HiDef Detection™ (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA), composto por dois reagentes, descritos a seguir como reagentes
1 e 2. Controles positivos e negativos (sem adicdo dos anticorpos primarios) foram
desenvolvidos utilizando-se cortes histologicos de tonsila humana.

Os cortes histoldgicos de 3um de espessura foram obtidos a partir de material
incluidos em parafina e, em seguida, depositados em laminas de vidro previamente
tratadas com 3-aminopropyltrietoxi-silano (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EUA).
A desparafinizacao foi realizada em estufa a 60°C por 24 horas, seguida de banho
em xilol por 30 minutos a 60°C. Posteriormente, os cortes foram hidratados em
concentracdes decrescentes de etanol (100%, 95%, 80% e 50%) por 30 segundos e
submetidos a recuperagéo antigénica em calor umido com tamp&o EDTA 10 mM (pH
8,0) para IL-10 e Citrato 10mM (pH 6,0) para MHCII. As laminas permaneceram sob
alta pressao por dois minutos e meio. Apés resfriamento dos cortes por 20 minutos,
realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena com trés banhos de 5 minutos com
peréxido de hidrogénio a 10%. Em seguida, os cortes foram lavados em &agua
destilada e em PBS (pH 7,2) por 5 minutos.

Os anticorpos anti-MHCII e anti-IL-10 foram diluidos com diluente universal de
anticorpo (EasyPath, Sao Paulo, SP, Brasil) na proporcdo constante na figura 2.
Aplicou-se 100 pL do anticorpo diluido em cada lamina e incubou-se em camara
Umida a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas
com PBS para remocgé&o do anticorpo nao ligado.

Aplicou-se, em seguida, duas gotas do reagente Amplificador (reagente 1)
sobre o tecido e incubou-se durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apos
lavagem com PBS, aplicou-se duas gotas do reagente Polimero / HRP (reagente 2)

e incubou-se durante 20 minutos, seguido de nova lavagem.
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A solucéo de Diaminobenzidina (DAB) (EasyPath, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi
preparada conforme instrugdes do fabricante. Aplicou-se 100 pL desta sobre as
laminas e incubou-se por 10 minutos. Decorrido o tempo, 0s espécimes foram
lavados cuidadosamente com agua deionizada, recolhendo-se o residuo em
recipiente plastico para posterior descarte junto a materiais de risco biolégico, e
contra-corados em hematoxilina de Harris. Finalmente, os cortes foram desidratados
com banhos em concentracfes crescentes de etanol (50%, 80%, 95% e 100%) e 3
banhos de xilol por 30 segundos cada. As laminulas foram adicionadas sobre as
laminas com Entelan® (Merck Millipore, Darmstadt, HE, Germany) para posterior

andlise.

4.5 Avaliacao quantitativa das laminas

As laminas submetidas a técnica de imuno-histoquimica foram
fotodocumentadas pela camera fotografica digital Moticam 2300 3.0 Megapixels
acoplada ao microscopio optico Nikon Eclipse E200, utilizando-se aumento de 400x.
Para a captura das imagens, utilizou-se o programa Motic Images Plus 2.0 e, para
quantificacdo das células imunomarcadas, o software de andlise de imagem digital
ImageJ do National Institutes of Health, EUA com o pacote de plugins desenvolvido
pela Universidade MacMaster (http://www.machbiophotonics.ca/imagej).

Foram capturadas 10 imagens de cada lamina, com tamanho de 1.024x768
pixels com barra de escala de 10um padronizada & marca do microscopio utilizado.
A partir da barra de escala, converteu-se o tamanho das imagens de pixels para um
no software Imaged, utilizando-se a ferramenta freehand line. As imagens com
dimenséo padronizada de 1.024x768 pixels apresentaram 170,62x127,97 um. O
plugin “Colour Deconvolution” do software Imaged permite a separagdo da
sobreposicao de cores da dupla marcacgéo, sendo fundamental para a identificacao
das células duplamente marcadas. Todas as imagens das laminas submetidas a
imuno-histoquimica de marcacéo dupla foram analisadas por este plugin. Utilizando-
se o plugin “Cell Counter”, também do software ImagedJ, foram contadas as células
imunomarcadas em cada uma das imagens. O resultado final foi dado pela média

das contagens das 10 imagens, expressa pela quantidade de células


http://www.judgetool.com/moticam2300digitalcamera.aspx
http://www.motic.com/As_microscope_software_r/product_230.html
http://www.macbiophotonics.ca/imagej
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imunomarcadas por mm? sem conhecimento prévio do grau de lesdo das amostras

analisadas.
4.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi desenvolvida usando o programa estatistico SPSS
10.0. As tabelas de frequéncia foram analisadas utilizando o teste x°, com 95% de
intervalo de confianca. A correlacdo entre os resultados do histopatolégico e da

imuno-histoquimica foi calculada pelo teste de Kruskal Wallis.

4.7 Aspectos éticos

O estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — CEP/UFMS sob o numero 355.019
de 08 de agosto de 2013 (Anexo A).



5 RESULTADOS

5.1 Anédlise histopatoldgica, genotipagem e carga viral

Neste trabalho foram estudadas 84 bidpsias de cérvice uterina. Na figura 3,

observa-se a distribuicdo das amostras segundo os achados histopatologicos.

Figura 3 - DistribuicAo dos achados histopatolégicos em biopsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer
— Campo Grande — MS, 2012 (n=84).

22 (65‘:/)) 21
® NILM
ENICI
®NICII
ENICIH
HCA

23,8%

Nota: NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; NIC I. neoplasia
intraepitelial cervical de grau I; NIC IlI: neoplasia intraepitelial cervical de grau Il; NIC
Ill: neoplasia intraepitelial cervical de grau Ill; CA: carcinoma.

Dentre as amostras analisadas, 90,5% (76/84) foram positivas para HPV-
DNA. Os tipos virais mais frequentes detectados nas amostras HPV positivas (n=76)
foram o HPV16 (n=28, 36,8%), o HPV18 (n=28, 36,8%) e o HPV45 (n=6, 7,9%),
sendo os tipos HPV16 e HPV18 responsaveis por 73,6% de todas as infeccbes. Na
figura 4, observa-se a frequéncia dos tipos encontrados nas amostras positivas para
HPV-DNA.



45

Figura 4 - Tipos de HPV encontrados em amostras de bidpsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevengdo ao Céncer
— Campo Grande — MS, 2012. (n=76).
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Nos casos classificados como carcinoma e NIC I, foram encontrados apenas
os tipos HPV16 e HPV18, os quais foram responsaveis também por 65% (13/20) das
infeccbes em amostras classificadas como NIC Il e 56,2% (9/16) nas NIC | (Tabela
1).

Tabela 1 - Distribuicio dos genétipos de HPV segundo os achados
histopatoldégicos em amostras de bidpsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevengdo ao Cancer -
Campo Grande — MS, 2012 (n=76).

Genotipos NILM NIC | NIC Il NIC IlI CA
N, % N©. % N, % N©°. % N, %

HPV 16 - - 5 313 5 250 6 375 12 54,5
HPV 18 - - 3 188 7 350 8 50,0 10 455
HPV 45 - - 3 188 3 150 - - - -
HPV 16 e 18 - - 1 6,3 1 50 2 125 - -
HPV 16 e 45 - - - - 2 10,0 - - - -
HPV 16 e 11 - - 2 125 - - - - - -
HPV 16 e 33 - - 1 6,3 - - - - - -
HPV 18 e 11 - - - - 1 50 - - - -
HPV 45 e 33 - - 1 6,3 - - - - - -
HPV 45e 11 - - - - 1 50 - - - -
HPV 6ell 2 100 - - - - - - - -
TOTAL 2 100,0 16 100,0 20 100,0 16 100,0 22 100,0

NILM: negativo para lesédo intraepitelial e malignidade; NIC |: neoplasia intraepitelial cervical de
grau I; NIC IlI: neoplasia intraepitelial cervical de grau II; NIC lll: neoplasia intraepitelial cervical
de grau lll; CA: carcinoma.
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Segundo a carga viral, 9,5% (8/84) das amostras foram classificadas como
CV 0, 10,7% (9/84) como CV1 e 79,8% (67/84) como CV2. Todas as amostras com
carcinoma e NIC Ill (n=22 e n=16, respectivamente), 95% (19/20) das NIC Il e 43,7%
(7/16) das NIC | tiveram a carga viral = 10.000 cépias virais/mL (y2= 74,65; GL= 6;
p<0,001) (fig. 5).

Figura 5 - Distribuicdo da carga viral do HPV de acordo com os achados
histopatologicos em biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas
no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012
(n=84).
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NILM NICI NIC I NIC 1l CA
(n=5) (n=21) (n=20) (n=16) (n=22)

Achados histopatoldgicos

Nota: NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; NIC I. neoplasia
intraepitelial cervical de grau I; NIC Il: neoplasia intraepitelial cervical de grau IlI; NIC
lll: neoplasia intraepitelial cervical de grau lll; CA: carcinoma.CVO0:negativo para DNA-

HPV;CV1: 1050 a <10.000 copias virais/mL; CV2: = 10.000 a 250.000 copias
virais/mL.

Do total de amostras positivas, 81,6% (62/76) apresentaram apenas um tipo
viral, com maior frequéncia atribuida aos tipos HPV16 (28/62, 45,2%) e HPV18
(28/62, 45,2%). Foram detectadas também infecgbes multiplas (14/76, 18,4%), com
predominio do HPV16/HPV18 (4/14, 28,6%). Na figura 6, observa-se a distribui¢cao
dos tipos de HPV desenvolvendo infec¢do simples e multiplas, segundo os achados
histopatologicos (32=27;186; GL=12; p=0,007).
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Figura 6 - Distribuicdo dos tipos virais mais frequentes e multipla infeccéo
segundo os achados histopatolégicos em amostras de bidpsias de
cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencédo ao
Céancer,Campo Grande — MS, 2012 (n=76).
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Achados histopatoldgicos

Nota: NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; NIC I. neoplasia
intraepitelial cervical de grau I; NIC II: neoplasia intraepitelial cervical de grau IlI; NIC III:
neoplasia intraepitelial cervical de grau lll; CA: carcinoma.Mdltiplos tipos de HPV
correspondem a associacdo dos gendtipos: HPV11 e 16, HPV11 e 18, HPV11 e 33,
HPV11 e 45, HPV16 e 18, HPV16 e 45, HPV33 e 45, HPVG6 e 16, HPV6 e 18.

A idade das participantes variou de 18 a 69 anos, com média de idade de
39,2 + 13,6 anos. Observou-se significancia estatistica entre a idade das pacientes e
os achados histopatolégicos (p=0,011) (fig. 7), com diferenca significativa entre os
grupos: NIC Ill vs NIC | (p=0,038) e CA vs NIC | (p=0,002).
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Figura 7 - Média de idade de acordo com os achados histopatoldgicos de
pacientes submetidas a biopsias de cérvice uterina no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=384).

ACHADO MEDIA DE IDADE N
HISTOPATOLOGICO ANOS + DP (faixa etéaria)

NILM 48,8 + 6,3 (43-57) 5

NIC | 32,1+ 12,5 (18-62) 21

NIC Il 0=0,002 41,1 +14,8 (20-67)] p=0,038 20

NIC Il 44,7 + 11,1 (18-69) 16

CA 44,6 + 11,0 (26-69) 22

Nota: NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; NIC 1. neoplasia
intraepitelial cervical de grau I; NIC Il: neoplasia intraepitelial cervical de grau Il; NIC
IIIl: neoplasia intraepitelial cervical de grau Ill; CA: carcinoma; DP: desvio padréo.

5.2 Analise imuno-histoquimica

Foram capturadas 5.880 imagens das 84 amostras de cérvice uterina para 0s
sete fendtipos celulares pesquisados. Na figura 8, observa-se a co-expressao dos
marcadores fenotipicos/IL-10 em bidpsia de cérvice uterina, detectada através do
plugin colour deconvolution do software ImageJ. Os fendtipos celulares produtores
de IL-10 estavam distribuidos por todo o epitélio, sobretudo nas camadas basal,
espinhosa e estromal. Nao foram identificadas células T regulatérias produtoras de
IL-10 (duplamente marcadas) (fig. 8C).

Ressalta-se na figura 8D que as células de Langerhans produtoras de IL-10
apresentaram formato esférico, perdendo os dendritos que caracterizam
histologicamente este fendtipo celular.

Na figura 9 observa-se a expressdo de MHC Il em APC e queratindcitos (fig.
9A e B, respectivamente) e producdo de IL-10 por queratindcitos (fig. 9C). N&o
houve expressédo de MHC Il (fig. 9D) nem producéo de IL-10 por queratinécitos em
amostras NILM. Os controles positivos e negativos, em tonsila humana, das

marcagoes utilizadas podem ser observadas na figura 10.



49

Figura 8 — Co-expressdo dos marcadores fenotipicos/IL-10 detectados por IHQ

de dupla marcacdo em bidpsia de cérvice uterina de pacientes
atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo Grande —
MS, 2012.
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Nota: A: Macrofagos CD11b+ produtores de IL-10. Seta preta: células marcadas pelo anticorpo
anti-CD11b (rosa); Seta vermelha: células marcadas pelo anticorpo anti-IL-10 (marrom).B:
Macréfagos CD68+ produtores de IL-10. Seta preta: células marcadas pelo anticorpo anti-CD68
(rosa); Seta vermelha: células marcadas pelo anticorpo anti-IL-10 (marrom). C: Células T
regulatérias Foxp3+. Seta preta: células marcadas pelo anticorpo anti-Foxp3 (rosa); Seta
vermelha: células marcadas pelo anticorpo anti-IL-10 (marrom). D: Células de Langerhans
S100+ produtoras de IL-10. Seta preta: células marcadas pelo anticorpo anti-S100 (rosa); Seta
vermelha: células marcadas pelo anticorpo anti-IL-10 (marrom).



Figura 9 -

Expressdo dos marcadores detectados por

50

IHQ de marcacao

simples em bidpsia de cérvice uterina de pacientes atendidas no
Centro de Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012.

50um

a

A (400x): amostra de CA marcada com o anticorpo anti-MHC IlI; Seta: APC
(marrom); B (400x): amostra de CA marcada com o anticorpo anti-MHC II; Seta:
Queratindcito MHC I+ (marrom); C (400x): amostra de CA marcada com o anticorpo
anti-IL-10; Seta: Queratindcito produtor de IL-10 (marrom); D (400x): amostra NILM

marcada com o anticorpo anti-MHC
imunomarcados.

com auséncia de queratinécitos
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Figura 10 — Expressdo dos marcadores pesquisados por IHQ de marcacao
dupla em bidpsia de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro
de Prevencédo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012.
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Nota: A1 (400x): controle (+) - tonsila
humana marcada com os anticorpos anti-
CD11b e anti-IL-10 humanos; Seta preta:
macréfago CD11b+ (rosa); Seta vermelha:
célula produtora de IL-10 (marrom); A2
(400x): controle (-) - tonsila humana -
omissdo dos anticorpos primarios; Bai
(400x): controle (+) - tonsila humana
marcada com os anticorpos anti-CD68 e

anti-IL-10 humanos; Seta preta: macréfago CD68+ (rosa); Seta vermelha: célula produtora de
IL-10 (marrom); B2 (400x): controle (-) - tonsila humana - omissao dos anticorpos primarios; C1
(400x): controle (+) - tonsila humana marcada com os anticorpos anti-Foxp3 e anti-IL-10
humanos; Seta preta: célula T regulatéria Foxp3+ (rosa); Seta vermelha: célula produtora de IL-
10 (marrom); C2 (400x): controle (-) - tonsila humana - omissdo dos anticorpos primarios; D1
(400x): controle (+) - tonsila humana marcada com os anticorpos anti-S100 e anti-IL-10
humanos; Seta preta: célula de Langerhans S100+ (rosa); Seta vermelha: célula produtora de
IL-10 (marrom); D2 (400x): controle (-) - tonsila humana - omissdo dos anticorpos primarios; E1
(400x): controle (+) - tonsila humana marcada com o anticorpo anti-MHC II; Seta preta: APC
(marrom) E2 (400x): controle (-) - tonsila humana - omissao dos anticorpos primarios;

Observou-se aumento significativo do namero de macréfagos CD11lb+ e

CD68+ produtores de IL-10, células de Langerhans produtoras de IL-10 e APC MHC
I+ simultaneamente ao aumento do niumero de células T regulatorias, queratinécitos
expressando MHC Il e produtores de IL-10, apesar de né&o estatisticamente
significativo, de acordo com o grau da leséo (fig. 11).
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Figura 11 - Expressdo de diferentes fendtipos celulares de acordo com o0s
achados histopatolégicos em amostras de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer, Campo
Grande, MS, 2013 (n=84).
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Conforme a figura 12 observou-se aumento do numero dos diferentes
fendtipos celulares com perfil imunossupressor e expressando MHC Il por APC e
queratinécitos em mulheres com idade superior a 30 anos (p > 0,01).



Figura 12 - Expressao de diferentes fendtipos celulares em amostras de cérvice
uterina de acordo com a idade das pacientes atendidas no Centro
de Prevencédo ao Cancer, Campo Grande, MS, 2013 (n=384).
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Relacionando a densidade das células imunomarcadas segundo a carga viral
do HPV, observou-se aumento da quantidade de todos os fendtipos celulares
pesquisados, paralelamente ao aumento da carga viral, com significancia estatistica
entre macrofagos CD68 e CD11b positivos e entre células de Langerhans (fig. 13).
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Figura 13 - Expressao de diferentes fendtipos celulares de acordo com a carga
viral em amostras de cérvice uterina das pacientes atendidas no
Centro de Prevencdo ao Cancer, Campo Grande, MS, 2013

(n=84).
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Observou-se também aumento dos fendtipos Iimunossupressores e
expressando MHC Il nas amostras infectadas com os tipos de HPV 16 e 18 (fig. 14).



58

Figura 14 - Expressao de diferentes fenotipos celulares de acordo com os tipos

virais encontrados em amostras de cérvice uterina das
pacientes atendidas no Prevencdo ao Cancer,
Campo Grande, MS, 2013 (n=76).
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6 DISCUSSAO

Nossos dados apontam a existéncia de um microambiente altamente
imunossuprimido em lesdes de alto grau (NIC Il e 1ll) e CA, desenvolvido a partir da
producdo de IL-10 por diferentes fenotipos celulares por provavel influéncia dos
produtos virais do HPV, tendo em vista a frequéncia e a alta carga viral dos tipos de
alto risco oncogénico nessas lesdes.

O principal fator de risco para o desenvolvimento de lesdes neoplasicas
cervicais é a infeccdo pelo HPV, principalmente por tipos considerados de alto risco
oncogénico (BOSCH et al., 1995; MUNOZ et al., 2006; WALBOOMERS et al., 1999).
No presente estudo, entre as amostras estudadas destacam-se os HPV16 e 18
devido a alta frequéncia, principalmente nas lesbes de alto grau e CA. Estudo
multicéntrico realizado em 22 paises por Walboomers et al. (1999) detectou DNA de
HPV em 99,7% dos casos de CA, dos quais 63% eram HPV 16 e 18. Castellsagué et
al. (2006), por sua vez, detectaram 93% de amostras positivas para DNA de HPV,
sendo 81% HPV16 e 18, observando que a infeccdo por esses dois tipos aumenta
em 574 vezes o risco do desenvolvimento de CA.

A carga viral também ¢€é apontada como um importante fator para
predisposicao de lesGes de alto grau e cancer cervical (GRAVITT et al., 2007). No
presente estudo, observou-se relacdo estatistica (p<0,001) entre o aumento da
carga viral e o grau das lesBes neoplasicas induzidas pelo HPV. Outros estudos
também descrevem esta associacdo, apontando a carga viral como preditor de
lesGes cervicais, pois aumenta a possibilidade de integracdo do material genético do
virus ao do hospedeiro, além de aumentar a toxicidade decorrente das
oncoproteinas virais as células infectadas e circunvizinhas (GRAVITT et al., 2007,
MOBERG et al., 2004; VAN DUIN et al., 2002).

Estudos apontam valores mais elevados de carga viral quando observada
infec¢cdo por um Unico tipo. Em multiplas infecgbes, no entanto, a carga viral ndo é
proporcional & encontrada nas infecgbes simples, ndo havendo um acréscimo de
risco no desenvolvimento de lesdes cervicais (FLORES et al., 2006; GRAVITT et al.,
2007; MOBERG et al., 2004). Concordando com tais dados, neste estudo houve
maior frequéncia de infec¢cdes por um anico tipo viral, principalmente por tipos

considerados de alto risco oncogénico, em lesdes de alto grau e CA.
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Estudos demonstram que a faixa etaria também € um fator determinante no
processo de desenvolvimento neoplasico no colo do udtero (CASTLE et al., 2005;
NARDELLI-HAEFLIGER et al.,, 2003). No presente estudo, encontramos relacao
estatistica entre a idade das participantes e a severidade das lesGes induzidas por
HPV (NILM vs NIC | p=0,011), (NIC lll vs NIC | p=0,038) e (CA vs NIC | p=0,002).

A maioria das infec¢des por HPV em mulheres com menos de 30 anos regride
espontaneamente, enquanto que, acima dessa idade, a persisténcia é mais
frequente, aumentando as chances do desenvolvimento de lesGes neoplasicas e CA
(CASTLE et al., 2005; HO et al., 1998). Segundo a OMS (2011), a incidéncia do
cancer cervical aumenta entre as mulheres de 30 a 39 anos de idade e atinge seu
grau maximo na quinta ou sexta décadas de vida. A maior propensao a persisténcia
da infeccdo pelo HPV e ao surgimento de lesBes neoplasicas cervicais com o0
aumento da idade se da provavelmente como consequéncia das oscilacbes
hormonais ocorridas nesta fase da vida, que interferem na resposta imune tanto
sistémica quanto da mucosa cervical (FRANKLIN, KUTTEH 1999; NARDELLI-
HAEFLIGER et al., 2003).

No entanto, a infeccdo pelo HPV por si s6 ndo é suficiente para o
desenvolvimento neoplasico, fazendo-se necesséario o somatério de outros fatores.
Além de aspectos relacionados ao virus, as caracteristicas genéticas do individuo
(MADELEINE et al., 2008), seus habitos comportamentais (BASEMAN, KOUTSKY,
2005) e sua imunidade (JACOBS et al.,, 2003) influenciam os mecanismos que
determinam a regressao ou a persisténcia da infeccdo pelo HPV e o surgimento de
lesdes precursoras e cancer.

A resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, embora desempenhe
papel fundamental na eliminagdo de mais de 90% das infec¢bes por HPV, em alguns
casos, por ativacao ineficiente, facilita sua persisténcia, tornando-se um fator de
risco adicional para o desenvolvimento de lesbes neoplasicas no colo do utero
(PINTO, TULIO, CRUZ, 2002). O entendimento das interagcdes celulares e
moleculares do sistema imune com o HPV é de grande relevancia para o
desenvolvimento de estratégias profilaticas, terapéuticas e prognosticas no combate
ao céancer cervical.

O HPV exibe uma grande variedade de estratégias de evasao da vigilancia
imunolégica. Uma delas € a inducdo da producdo de fatores sollveis com atividade
imunossupressora no microambiente da infeccdo (SYRJANEN et al., 2009).
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A IL-10 é uma importante citocina imunossupressora produzida por muitas
populacbes celulares. Sua principal fungéo bioldgica relaciona-se a modulacéo e
interrupcdo de respostas inflamatérias e a regulacdo da diferenciacdo e da
proliferacdo de diferentes células do sistema imunoldgico, tais como linfocitos T,
linfécitos B, células Natural Killer, células apresentadoras de antigenos (APC),
mastocitos e granulécitos. No entanto, numerosas investigagdes in vitro e in vivo
apontam a importancia desta em doencas inflamatdrias, auto-imunes e neoplasicas
(MOCELLIN et al., 2003).

O aumento dos niveis peritumorais e séricos da IL-10 é relatado em diversas
neoplasias, como renal (NAKAGOMI et al., 1995), coloretal (STANILOV et al., 2010),
hepatocelular (CHAN et al., 2011), cancer do ovario (PISA et al., 1992), carcinoma
de células escamosas e basais da pele (KIM et al., 1995), glioma (HUETTNER,
PAULUS, ROGGENDORF, 1995) e melanoma (KRUGER-KRASAGAKES et al.,
1994). Como observado no presente estudo, outros também identificaram o aumento
desta citocina em lesdes intra-epiteliais cervicais, sobretudo, naquelas de alto grau,
bem como, no cancer do colo do Utero (ALCOCER-GONZALEZ et al., 2006;
GIANNINI et al., 2002; JACOBS et al., 2003). Nestes sitios, em decorréncia da sua
acao imunossupressora, a IL-10 pode desempenhar papel importante na criacao de
um microambiente propenso a evasao imune do HPV e a progressdo neoplasica
(BHAIRAVABHOTLA et al., 2007; SYRJANEN et al., 2009).

A IL-10 pode ser produzida por varios fenétipos celulares diferentes, incluindo
linfécitos T auxiliares tipo 2 (Th2), linfécitos T reguladores, linfocitos T CD8+,
monaocitos, macréfagos, alguns subconjuntos de células dendriticas, células B, bem
como, alguns granulécitos (eosinofilos e mastocitos) (MOORE et al., 2001; MOSSER
et al., 2008), sendo a producdo por queratindcitos incomum. No entanto, o HPV é
capaz de modificar o perfil de citocinas e moléculas de superficie dos queratinécitos
como mecanismo de evasdo imune. Como alvo da infeccdo pelo HPV, os
queratinécitos desempenham papel fundamental no inicio da infec¢do. Eles fazem
parte do sistema imune inato e sado considerados sentinelas, pois podem funcionar
como celulas apresentadoras de antigenos ndo profissionais, através da expresséo
de MHC | e Il e da producgao de citocinas Th1 e Th2, quimiocinas e B-defensinas,
quando estimulados por substancias pro-inflamatorias (BLACK et al., 2007). Entre
nossos resultados, ndo se observou produgcdo de IL-10 por queratindcitos em

amostras NILM. No entanto, a partir de NIC | sua producédo foi detectada, com
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aumento progressivo conforme avanco das lesdes neoplasicas, indicando a
influéncia do HPV, principalmente dos tipos de alto risco oncogénico, na inducéo da
sintese desta citocina por queratindcitos.

Outros estudos também relatam a producao de IL-10 por queratindcitos em
lesdes induzidas por HPV. Todos sdo unanimes em afirmarem que a expressao
desta citocina aumenta simultaneamente com o grau da leséo epitelial (GIANNINI et
al., 1998; MOTTA et al., 1999; SYRJANEN et al., 2009). Um dos provaveis
mecanismos para esta mudanca no perfil de producdo de citocinas da-se pela acdo
das proteinas virais sobre estas células. A proteina E2 do HPV induz a producéo de
IL-10 a partir da ativagdo do seu promotor em queratindcitos do microambiente
infectado (BERMUDEZ-MORALES et al., 2011).

As oncoproteinas produzidas pelo HPV também interferem na producdo de
fatores pro-inflamatorios pelos queratindcitos. Os interferons (IFN) sdo componentes
do sistema imune inato produzidos, em geral, por células infectadas por virus. Estas
citocinas medeiam a protecdo contra virus através da ativagcdo de mecanismos
antivirais intracelulares, anti-proliferativos e imunoestimulantes, além de ativar
células Natural Killer, que desempenham importante funcdo na destruicdo dos
reservatorios virais e de células tumorais (LE BON et al., 2002). A oncoproteina E6
do HPV, no entanto, impede o fator de transcricdo do IFN-f3 de se ligar ao promotor
de IRF-3, diminuindo assim a producéo desta citocina (NEES et al., 2001). Por sua
vez, a oncoproteina E7 inibe a expressdo dos genes induziveis de IFN-a
(BARNARD, PAYNE, MCMILLAN, 2000). Além disso, as oncoproteinas E6 e E7
reduzem a expressao de TLR9 (HASAN et al., 2007), receptor endossomal do tipo
Toll que, quando ativado por produtos virais intracelulares, induz producéo de IFN.
Outras moléculas pro-inflamatérias cuja produgdo é inibida pela acdo das
oncoproteinas virais sdéo MCP-1, MIP-3a e IL-1B8 (NADAIS et al., 2006; MADELEINE
et al., 2002).

As amostras NILM foram todas negativas para a expressdo de MHC Il em
gueratinécitos, observando-se apenas algumas APC MHC I+ distribuidas pelo
epitélio e estroma. Em contrapartida, o niumero de queratinécitos e de APC MHC |1+
cresceu paralelamente ao aumento do grau das lesbes neoplasicas. As
oncoproteinas E5, E6 e E7 do HPV induzem redugédo do processamento e
apresentacdo de antigenos através da inibicAo da expressdo do transportador
associado ao processamento de antigeno e das moléculas do MHC | (ASHRAFI et
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al., 2005). Por outro lado, como observado neste estudo, outros também descrevem
0 aumento da expressdo de MHC Il por queratinécitos e APC de acordo com a
gravidade do grau das lesdes cervicais (CASSANDRI et al., 2012; GONCALVES et
al., 2004; MOTTA et al., 1999).

Por provavel acéo da IL-10, moléculas co-estimulatérias necessérias para a
adesdo e ativacao de linfécitos T, tais como CD80, CD86 e LFA-1, estdo ausentes
ou diminuidas em queratindcitos e APC presentes no microambiente infectado pelo
HPV, impedindo a ativacdo de linfocitos T por estas células. A apresentacdo de
antigenos via MHC 1l sem estimulo adicional de moléculas co-estimulatorias e
citocinas proé-inflamatérias, somada a ac¢do imunossupressora da IL-10, leva os
linfécitos T CD4+ a um estado de anergia com posterior apoptose e diferenciacéo
destes em Treg, contribuindo ainda mais para a imunossupresséo local (CHAPEROT
et al., 1999; EVANDER et al., 1997; MOTTA et al., 1999).

Neste estudo identificamos producdo de IL-10 e auséncia de dendritos por
parte das células de Langerhans (LC), com aumento da frequéncia deste fendtipo
imunossupressor em lesdo de alto grau (NIC2/3) e CA. Outros estudos também
descrevem a auséncia de dendritos celulares em LC (JIMENEZ-FLORES et al.,
2006; LEONG et al., 2010; MOTTA et al.,, 1999), acompanhada da reducdo de
importantes moléculas co-estimulatérias, o que indica a manutencdo de um fenétipo
imaturo, incapaz de capturar, processar e apresentar antigenos (JIMENEZ-FLORES
et al., 2006). A ativacdo das LC se da pelo reconhecimento de padrdes moleculares
associados aos patdgenos, por moléculas co-estimuladoras expressas por
queratinécitos e por citocinas pro-inflamatoérias presentes no meio. Estudos
demonstram que células de Langerhans ndo séo ativadas pelos antigenos do HPV
(FAUSCH et al., 2002; DA SILVA et al., 2007). Ademais, a auséncia de moléculas
co-estimuladoras ou de citocinas pro-inflamatorias expressas por queratindcitos,
somada a presenca da IL-10, contribuem para a continuidade deste fenétipo imaturo.

Como observado no presente estudo, alguns autores descrevem LC imaturas
produtoras de IL-10 geradas provavelmente por acdo da IL-10 sobre seus
precursores, indicando uma nova classe de LC capazes de mediar potente
imunossupressao no meio e de induzir anergia e apoptose nos linfécitos T (MUNN
et al., 2004; WAKKACH et al., 2003).

Como LC sao células sentinelas do sistema imunologico e sdo cruciais para o

transporte de antigenos aos linfocitos T, sua funcdo limitada pode representar um
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importante  mecanismo de evasao viral, dado que as fungbes de captura,
processamento e apresentacdo de antigenos ficam comprometidas. A consequéncia
deste fato pode ser um microambiente mais permissivo a persisténcia do HPV. Isso
ajuda a explicar a reducdo ou auséncia de linfoécitos T reativos aos antigenos do
HPV, mesmo apds longos periodos (meses ou anos) de infeccdo (MONNIER-
BENOIT et al., 2006). A infeccédo viral durante as fases iniciais da infeccao (NICI)
pode, portanto, interferir no estabelecimento de um microambiente apropriado para o
subsequente desenvolvimento de respostas eficazes por linfocitos T, facilitando,
desse modo, a progressao de lesbes precoces a carcinoma.

Estudos indicam a importancia das LC imaturas no desenvolvimento de
linfocitos T reguladores (Treg). Tém-se descrito a presenca de células Treg no
mesmo ambiente onde LC estdo presentes (LEONG et al., 2010) e a inducao de
Treg por LC sem necessidade de estimulo adicional de citocinas (JONULEIT et al.,
2000). Contudo, ha relatos sobre a indugdo deste fendtipo supressor por acao Unica
da IL-10 (GROUX et al., 1997). As Treg exercem sua funcado principalmente através
da liberacdo das citocinas inibitérias IL-10 e TGF-B (JONULEIT, SCHMITT, 2003;
SAKAGUCHI, 2006) e por agéo citotoxica mediada por granzimas e perforinas sobre
as células alvo (GROSSMAN et al., 2004; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).
Como observado no presente estudo, outros autores descrevem o aumento de Treg
em lesdes de alto grau e CA (MOLLING et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2004, 2008;
WOO et al., 2008), indicando a relevancia deste fenétipo celular na imunomodulacéo
do microambiente cervical e demonstrando a capacidade do HPV em recruta-las ou
induzi-las.

Entre nossos achados né&o identificamos Treg produzindo IL-10. Tal fato
provavelmente ocorra por feedback negativo da IL-10 presente no microambiente
sobre essa populacdo celular. Por acdo do HPV, grande quantidade de IL-10 é
produzida pelos queratindcitos e por outras populagdes celulares residentes no
epitélio. Como componente da resposta imune tardia, os linfécitos T chegam
posteriormente ao local da infec¢gdo. O microambiente rico em IL-10 é importante na
diferenciacdo de linfocitos T CD-4+ em Treg (GROUX et al., 1997). Entretanto, sua
saturacdo no meio provavelmente iniba a producdo de IL-10 pelas Treg. Isso néo
diminui a importancia dessa populacao celular na contribuicdo da imunossupresséo
local, tendo em vista que as Treg produzem outras citocinas imunossupressoras,
como TGF-B (JONULEIT, SCHMITT, 2003), e executam atividade citotoxica, através
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da producdo de perforinas e granzimas, sobre outras células do sistema imune
(GROSSMAN et al., 2004; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).

Outra importante populacao celular que participa da resposta imune contra o
HPV sdo os macrofagos. A caracterizacdo destas células é um desafio, tendo em
vista a heterogeneidade de seus fendtipos. Descobertas recentes demonstram dois
tipos de macréfagos: M1 e M2, divididos de acordo com suas funcdes
(GINDERACHTER et al.,, 2006). Os macréfagos M1, também denominados
“classicamente ativados”, produzem altos niveis de IL-12, INF-y e IL-23 e baixos
niveis de IL-10, sendo consequentemente, fortes promotores da resposta imune Thl
(REZENDE et al., 2007) além de exercerem atividade antiproliferativa e citotoxica,
resultante da sua capacidade de produzir NO, peroxido de hidrogénio, superoxidos e
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6) (GINDERACHTER et al., 2006).

Os macréfagos M2, por sua vez, também denominados “alternativamente
ativados”, sdo caracterizados por secretarem citocinas anti-inflamatérias e
imunossupressoras, tais como IL3, IL4, IL-10 e TGFB (REZENDE et al., 2007,
GINDERACHTER et al., 2006), capazes de promoverem a angiogénese e 0 reparo
tecidual (SICA et al., 2006) e de inibirem as funcdes de M1 (GINDERACHTER et al.,
2006). Tem-se descrito ainda dois subconjuntos distintos de macréfagos M1,
composto por células CD68 +, que demonstram atividade fagocitica, producdo de
peréxido de hidrogénio, superoxidos e atividade bactericidas, e células CD11b+,
gue parecem desenvolver um perfil produtor de citocinas pro-inflamatérias, como IL-
12 e TNF (IKARASHI et al., 2013; KINOSHITA et al., 2010). Entretanto, no presente
estudo observamos a presenca de macrofagos CD11b+ e CD68+ produtores de IL-
10, indicando se tratarem de macréfagos M2.

Outros estudos tem descrito correlacdo entre o grau das lesées, o niumero de
macrofagos associados aos tumores (TAM) e expressao de IL-10 por estas células,
em acordo com o observado no presente estudo (BOLPETTI et al., 2010;
MAZIBRADA et al., 2008; KOBAYASHI et al., 2008). Ha relatos do aumento do
namero de macréfagos em varios tumores malignos humanos, incluindo cancer de
mama, ovario, pulmdo e linfoma de Hodgkin, relacionando-se com um mau
prognoéstico. TAM parecem desempenhar um papel importante no recrutamento de
Treg para a massa tumoral, favorecendo assim a formacdo de microambiente
imunossupressor que conduz a progressdo neoplasica (LIU et al.,, 2011). Estes

macrofagos agem também suprimindo células T infiltrantes no tumor através da
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inducdo de condi¢des de hipdxia e pela propria producédo de IL-10. A producéo de
indoleamina-2,3-dioxigenase e metalopeptidase de matriz 9 por estas células
contribuem para a inducdo de um microambiente imunossuprimido, para a
progresséo e para invasao tumoral (DOEDENS et al., 2010; BOLPETTI et al., 2010).

Os dados aqui expostos ajudam na compreensao dos mecanismos de evasao
da resposta imune induzida pelo HPV e do papel do microambiente na persisténcia
da infeccdo e na inducdo de lesBes malignas, com vistas a serem 0teis no
desenvolvimento de profilaxia, terapéutica e marcadores progndsticos que
considerem a complexidade dos mecanismos imunossupressores induzidos por este

virus.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados indicam a existéncia de um microambiente imunossuprimido,
principalmente nas lesfes de alto grau e cancer cervical, desenvolvido por diferentes
fendtipos celulares, que incluem células que compbem o sistema de vigilancia
imunoldgica, indicando que estas ndo s6 tém suas func¢des inibidas, como séo
recrutadas para contribuir a persisténcia da infeccdo do HPV e a progressao
neoplasica.

Este microambiente imunossuprimido progride paralelamente ao aumento da
gravidade das lesbes cervicais, com maior propenséo em infec¢des por tipos de alto
risco oncogénico, alta carga viral e em mulheres acima de 30 anos.

O aumento da expressdo de moléculas MHC Il por APC e gueratindcitos
parece ser influenciado pela acdo HPV sobre a célula infectada, como mecanismo
de evasdo da resposta imune adaptativa, tendo em vista que a apresentacao de
antigenos sem estimulos adicionais desenvolve estado de anergia e apoptose nos
linfécitos T CD4+.
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Numero do Parecer: 355.019
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Apresentacao do Projeto:

Esta pesquisa caracteriza-se como laboratorial tipo caso-controle, baseada na identificagao dos diferentes
fendtipos celulares com perfil

imunorregulatério e avaliagao da expressao de MHC de classe |l pelas células presente nos microambientes
imunorregulados pela IL-10. A

pesquisa, por permissao da direcéo do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude, dar-se-a no laboratério de
Imunologia da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul, situado em Campo Grande, Mato grosso do Sul. Serédo utilizadas 80 amostras de
biopsia cervical emblocadas em parafina de

pacientes atendidas no Centro de Prevengdo ao Cancer de Campo Grande, MS no periodo de maio de 2010
a margo de 2011, pertencentes ao

banco de amostras biolégicas da Profa. Dra. Inés Aparecida Tozetti. Tais amostras serao selecionadas de
forma n&o probabilistica por conveniéncia.

Dentre as 80 amostras, serdo selecionadas 60 com positividade para HPV comprovada por PCR em Tempo
Real (RQ-PCR) e em diferentes graus

de lesao histopatolégica. As outras 20 serao de pacientes negativas para DNA de HPV comprovada por RT-
PCR com ou sem Neoplasia Intraepitelial
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cervica

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar os fenétipos celulares com fungdo imunorregulatéria em amostras de cérvice uterina.

Objetivo Secundario:

a) Identificar a presenga da citocina imunorregulatéria IL-10 e os fenétipos celulares responsaveis pela sua
producao em amostras com e sem lesdes

cervicais; b) Analisar a associagé@o entre a presenga e quantidade de células imunorregulatérias com o grau
da lesdo intra-epitelial observado; c)

Analisar a associagdo entre a presenga e quantidade de células imunorregulatérias com a carga viral do
HPV nas amostras estudadas; d) Associar a

expressao do MHC de classe |l com a presenca de células com fungdo imunorregulatéria.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo contribuira para o melhor entendimento dos processos patolégicos associados a
persisténcia, regressédo da infecgédo pelo HPV e progresséo para a forma maligna de neoplasia cervical,
permitindo que estratégias de diagndstico e prevengao ja estabelecidas sejam otimizadas e adequadas a
regido do Mato Grosso do Sul. Por se tratar de pesquisa retrospectiva sobre banco de material biolégico
regularizado junto a UFMS, acreditamos que os riscos ja foram avaliados quando da coleta do material.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa relevante em sua area técnica, conduzida por profissional competente e infraestrutura
adequada para a consecugao dos objetivos propostos. Ha cronograma e orgamento compativeis. Nao foram
detectados conflitos de interesse.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoéria:

O autor solicita dispensa da utilizagdo de TCLE o que é viavel face ao fato de tratar-se de pesquisa sobre
banco de material biol6gico, cuja detentora é a prépria orientadora da pesquisa. A folha de rosto encontra-se
assinada pela professora orientadora que acumula nesta pesquisa a condigao de

Recomendagées:

O material biol6égico deve estar vinculado a doadora de modo que qualquer resultado que possa ser
interessar a salde desta, DEVERA ser prontamente notificado, como forma de beneficio pela participagéo
no processo de doagao do material.
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