DANIELLA BORGES ALVES

IDENTIFICACAO “IN SITU” DE LINFOCITOS T CD4, CD8 E CELULAS NK EM
CERVICE UTERINA DE PACIENTES INFECTADAS PELO PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM CAMPO GRANDE, MS

CAMPO GRANDE
2010



DANIELLA BORGES ALVES

IDENTIFICACAO “IN SITU” DE LINFOCITOS T CD4, CD8 E CELULAS NK EM
CERVICE UTERINA DE PACIENTES INFECTADAS PELO PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM CAMPO GRANDE, MS

Dissertacao apresentada como exigéncia
para a obtengcdo do grau de Mestre em
Doencas Infecciosas e Parasitarias, do
Curso de Mestrado em Doencgas
Infecciosas e Parasitarias da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

Orientacdo: Profa. Dra. Inés Aparecida
Tozetti.

CAMPO GRANDE
2010



Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Programa de Pés Graduagdo em
Doencas Infecciosas e Parasitarias

TERMO DE APROVACAO

A dissertago intitulada IDENTIFICACAO “IN SITU” DE LINFOCITOS T CD4", CD$"
E CELULAS NK EM CERVICE UTERINA DE PACIENTES INFECTADAS PELO
PAPILOMAVIRUS HUMANO EM CAMPO GRANDE, MS, apresentada & banca
examinadora por DANIELLA BORGES ALVES, como exigéncia para a obtengdo do titulo

de Mestre em Doencgas Infecciosas ¢ Parasitarias, na Universidade Federal de Mato Grosso do

Sul, obteve aprovagéo.

BANﬁA EXAMINADORA:

= \J)

Inés Apareci%a Toze FMS

Moone CPow

Adriane Cristina Bovo

Aﬂ@&’ta Coimbra Motta de Castro — UFMS

Campo Grande, 05 de margo de 2010.

Programa de Pdés Graduaciio em Doencas Infecciosas e Parasitirias
Cidade Universitaria, s/n * Caixa Postal 549 Fone: 067 3345-3205
CEP 79070-900 * Campo Grande (MS) *
http:/f/www.ppgdip.ufms.br e-mail: ppgdip@nin.ufms.br




A minha familia: Assis, Gilmar, Graziella,
Marina e Onofra Aparecida, motivo maior
da minha vida.

Amo voceés



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Profa Dra Inés Aparecida Tozetti, grande exemplo,
companheira, amiga e principal pessoa para o desenvolvimento desta pesquisa.

Ao meu esposo Assis que tanto amo, por me incentivar, apoiar, socorrer,
compreender, amar, por todos esses anos.

Aos meus pais, por sempre me amarem e incentivarem a buscar conhecimento. Amo
muito vocés.

A minha querida irma Graziella, por sempre estar disposta a me ajudar, no que fosse
necessario. Te amo.

A Mirian, Flavia, Simone, Tiago, Camila, que foram fundamentais no trabalho pratico
do estudo.

A Cacilda, pela colaboracéo na leitura das laminas.

A colega Fernanda, pela parceria nos estudos e no desenvolver da pesquisa.

Ao Professor Carlos Eurico dos Santos Fernandes por ceder seus equipamentos e
por colaborar com a estatistica do estudo.

Aos professores da Pdés-Graduacdo, que colaboraram com o meu crescimento
intelectual.

A minha irma postiga Elisangela, como ela mesma diz, pela disposigao em tirar as
minhas duvidas.

Aos colegas da Pés-Graduacgao, pelo companheirismo e alegrias no decorrer do
Curso.

As professoras que participaram da qualificagcdo, fornecendo-me as devidas
corregdes e orientagdes para o epilogo dos trabalhos.

As pacientes que tomaram parte do estudo.

A fundagdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia de Mato
Grosso do Sul (FUNDECT) pelo suporte financeiro.

Aos que porventura olvidei, saibam que n&o ficou grafado no papel, mas escrito no
coragao.

A Deus a quem temos tdo pouco a pedir e muito a agradecer.



Seja o0 que vocé quer ser,

porque Vocé possui apenas uma vida e nela s6 se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.

Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tém as melhores coisas.

Elas sabem fazer o melhor das oportunidades que aparecem em seus caminhos.
A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia das pessoas que passam por suas
vidas.

Clarice Lispector.


javascript:void(0);

RESUMO

A resposta imune é vital para a protegdo contra o Papilomavirus humano (HPV),
principalmente pela agao das células Natural Killer (NK), linfécitos T CD4 e CDS8, as
quais contribuem para o controle da infeccdo através da destruicdo precoce de
células infectadas e diminuicdo da carga viral, restringindo a infecgdo de novas
células. Este estudo objetivou identificar e quantificar in situ a presenga de linfocitos
T CD4, CD8 e células NK, por imunohistoquimica, em lesdes de alto e baixo grau da
cérvice uterina de pacientes infectadas por HPV. Utilizou-se 56 amostras de bidpsia
da cérvice uterina, sendo 43 amostras positivas para DNA de HPV de alto risco
oncogénico e com diagndstico histopatoldgico de Neoplasia Intra-epitelial Cervical
(NIC) de alto e baixo grau, ou Negativa para Les&o Intra-epitelial e Malignidade
(NILM), e 13 amostras de pacientes negativas para DNA de HPV com diagnéstico
histopatolégico NILM. As células NK, predominaram em pequena quantidade, nas
amostras com lesao de baixo grau e carcinoma. Os linfécitos T CD4, por sua vez,
estiveram presentes em maior quantidade nas amostras NIC Il, carcinoma e NILM,
enquanto que os linfécitos T CD8 foram encontrados em maior quantidade nas
lesdes de alto grau. Observou-se relacéo estatistica significante entre a presenga de
linfécitos T CD4, T CD8 e os achados histopatolégicos . Este estudo demonstrou a
auséncia de células que possam desencadear a fase efetora da resposta imune nas
fases iniciais da replicagao viral onde ndo ha ainda alteracdes celulares de alto grau.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, resposta imunoldgica, imunohistoquimica.



ABSTRACT

Immune response is vital to protect against Human Papillomavirus (HPV), especially
by the action of Natural Killer (NK) cells, CD4 and CD8 T lymphocytes, contributing to
infection control by precociously destructing infected cells and decreasing of viral
load, restricting the infection of new cells. The objective of this paper was to identify
and quantify the presence of CD4, CD8 T lymphocytes and NK cells, by
immunohistochemistry in uterine cervix of HPV-infected patients with high- and low-
grade lesions. This study was performed with 56 samples of the uterine cervix, being
43 positive for oncogenic high-risk HPV DNA and with histopathological diagnosis of
high- and low-grade Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN) or Negative for
Intraepithelial Lesion and Malignancy (NILM); and 13 samples negative for HPV DNA
with NILM histopathological diagnosis. The NK cells were predominant in small
amount in the low grade lesions and carcinoma samples. The CD4 lymphocytes, on
the opposite hand were present in high amount in CIN II, carcinoma and NILM
samples, whereas CD8 T lymphocytes were found in a larger quantity in high grade
lesions. We observed the significant satatistic relation between the TCD4, TCD8
lymphocytes presence and histopathological findings. This study showed the
absence of cells that may trigger the effector phase of the immune response in the
initial phases of viral replication, when no high-grade changes are seen.

Key words: Human Papillomavirus, immunological response, immunohistochemical
analysis.
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1 INTRODUCAO

A resposta imune é vital para a protecdo contra o Papilomavirus humano
(HPV). O HPV pertence a familia Papovaviridae e ao género Papillomavirus, é um
DNA virus, que infecta o epitélio estratificado escamoso da pele e membranas
mucosas. Aproximadamente 20% de individuos saudaveis estao infectados com o
HPV e a cada ano surgem no mundo cerca de 500.000 casos novos de cancer do
colo do utero.

Estudos epidemioldgicos mostraram que, em hospedeiros humanos e em
outros animais com iatrogenia ou deficiéncia imune celular, as lesdes por
Papilomavirus apresentam maior persisténcia e progressao mais rapida. Mesmo nos
individuos imunocompetentes o0s quais poderiam, em virtude da abundante
expressao de proteinas virais, formar resposta imune eficiente, o Papilomavirus
pode persistir por um longo periodo sem a ativagao da resposta imune.

A investigagao “in situ” da resposta imune, na infec¢cado do trato genital pelo
HPV tem sido desenvolvida, entretanto, foram observadas analises isoladas de
alguns tipos celulares, principalmente linfécitos T CD4 e CD8. A interagao entre as
células apresentadoras de antigeno e células T CD4 e CD8 sao determinantes para
a resolucao da infeccdo, bem como a presenca e a atividade das células Natural
Killer (NK) na fase inicial da infeccgéo.

Considerando a importdncia da resposta imune como determinante do
controle e ou progressdo da infeccdo, frente a intrincada rede de interagdes
celulares, torna-se importante a identificacdo e quantificagao “in situ” da presenca de
linfocitos T CD4, CD8 e células NK, por imunohistoquimica, em pacientes infectadas
pelo HPV, que apresentam lesbes de alto e baixo grau, da cérvice uterina. Tais
parametros poderao servir como base para o estabelecimento de um possivel perfil
prognoéstico, podendo ser utilizado como auxiliar no determinante da conduta

terapéutica.



10

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Histoérico

Relatos descritivos de verrugas genitais sao encontrados desde a
antiguidade, na Grécia e Roma. No século XIX, em 1867, Virchow denominou de
condiloma as lesbes genitais e as descreveu como massas com pequenas
elevagdes na superficie, semelhantes a couve-flor. Gémy, em 1893, relacionou as
verrugas genitais com as de pele, através da similaridade histolégica observada
(ORIEL, 1971).

No final do século XIX e inicio do século XX diversos experimentos foram
realizados, demonstrando o carater contagioso, os meios de transmisséo, o periodo
de incubagao e a etiologia das verrugas vulgares e condilomas, relacionando-os ao
mesmo agente etioldgico (YAMAMOTO; ALVES, 1998).

Foi através da microscopia eletronica (ME), em 1949, que se demonstrou a
verdadeira etiologia das verrugas cutaneas, onde foram observadas particulas virais
distribuidas em padréo cristalino (STRAUSS et al., 1949). Em 1968, através da ME,
alguns autores analisaram verrugas genitais e concluiram que estas eram causadas
por virus idéntico ou fortemente relacionadas ao Papilomavirus humano,
classificando-o no grupo Papova (DUNN; OGILVE, 1968; MELNICK, 1962).

O termo Papova deriva de trés palavras: papiloma (verrugas do coelho e do
homem), polioma (do rato) e vacuolizante (de células do simio). Posteriormente
foram incluidos os Papilomavirus bovino, canino, humano, entre outros, que
possuem dupla cadeia de DNA e capacidade de produzir infeccdes latentes ou
crbnicas em seus hospedeiros, ocasionando transformacgao de células normais em
neoplasicas (VILLA, 1998).

Rowson e Mahy (1967) determinaram o periodo de laténcia desta infeccao,
entre trés a doze meses e Zur Hausen et al. (1974), identificaram o DNA do HPV por
hibridizacdo molecular. Outros autores relataram a existéncia de diferentes tipos
virais e estabeleceram que os Papilomavirus sao constituidos por dois géneros
distintos pertencentes a mesma familia Papovaviridae (GISSMANN; ZUR HAUSEN,
1976; JENSON et al., 1980).
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2.2 Papilomavirus humano

Os Papilomavirus sido particulas icosaédricas que possuem uma dupla fita
circular de acido desoxirribonucléico (DNA), com cerca de 7500 a 8000 pares de
bases, ndo sédo envelopados, com diametro aproximado de 55nm (HOWLEY, 2007;
ZUR HAUSEN, 1982). O genoma do Papilomavirus humano tem cerca de 9 a 10
genes e é dividido em regides génicas, sendo que de sete a oito genes estdo na
regido precoce ou early e dois na regido tardia ou late. Os genes precoces estao
envolvidos na replicagdo do DNA viral (E1 e E8), no controle da transcricdo (E2 e
E8), na maturacao intracelular (E4) e no estimulo da proliferagdo e transformacgao
celular (E5, E6 e E7). A regido tardia contém dois genes, L1 e L2, que comandam a
sintese das proteinas principais e secundarias do capsideo viral (VILLA, 1998).

O HPV ¢ classificado com base na sequéncia de nucleotideos do DNA viral e
atualmente sao reconhecidos cerca de 230 tipos virais. Os tipos 6, 11, 42, 43, 44 sao
0s mais comumente associados as lesdes benignas, como: condiloma acuminado e
verrugas, com raros casos de evolugdo maligna. Os tipos 16, 18, 31, 33, 45 e 66
estdo associados a lesao de alto grau e cancer cervical (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

O HPV é considerado o principal agente para o desenvolvimento de
neoplasias entre os varios fatores causais do cancer de colo de utero. Admite-se que
as proteinas virais E6 e E7 sdo produtos oncogénicos, capazes de interagir com as
proteinas controladoras do ciclo celular, p53 e pRb (proteina do retinoblastoma), que
atuam como supressoras de tumores. Essa interacdo causa a degradacdo e
inativacdo destas proteinas celulares, que podem conduzir a transformacao e
imortalizagdo das células com evolugao para o cancer (SOUTO; FALHARI; CRUZ,
2005). Os horménios sao provavelmente os principais co-fatores que contribuem
para a integracdo do Papilomavirus ao DNA celular (VILLA, 1998). Porém, existem
controvérsias em relacdo a esta associacdo, em estudo prospectivo com 1.812
mulheres, nao foi encontrada associagao; entre NIC Il (Neoplasia Intra-epitelial

Cervical) e cancer cervical e o uso de horménios (CASTLE et al., 2002).
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2.3 Epidemiologia

O HPV ¢ transmitido pelo contato sexual e as estimativas de contaminacio
em individuos sexualmente ativos ao longo de suas vidas sdo de aproximadamente
80% (WEAVER, 2006). A infeccado, na maioria das vezes, € contraida nos primeiros
anos de vida sexual e o risco de aquisicdo € proporcional ao numero de parceiros
(CASTRO et al., 2004; ROSA et al., 2009). Os HPV raramente causam prejuizo a
aptiddo reprodutiva do hospedeiro e, por causarem minimos danos as células,
geram uma fraca resposta imune, possibilitando infecgdes vegetativas duradouras,
contribuindo para sua propagacao a outros hospedeiros (FRAZER, 2009).

Diversos co-fatores contribuem para aumentar as chances de infecgao pelo
virus tais como: atividade sexual precoce e elevado numero de parceiros sexuais,
juntamente com o fumo, multi-paridade, uso de contraceptivos orais e infecgdes
concomitantes por microrganismos sexualmente transmissiveis (BOSCH, 2003;
HILDESHEIM; WANG, 2002).

Estudos epidemioldgicos mostram que a detecgdo do HPV esta associada a
risco dez vezes maior de NIC (KOUTSKY et al., 1992). A progressao da infecgao,
por sua vez, esta associada a persisténcia do virus, a presenga de tipos de alto risco
oncogénico, a alta carga viral e a integracdo do DNA viral na célula.
Aproximadamente 40% das mulheres sexualmente ativas sao infectadas pelo HPV.
A infeccao pelo HPV parece ser mais prevalente em jovens sexualmente ativas até
os 35 anos de idade, sendo que somente 10% das mulheres com mais de 40 anos e
5% das mulheres com mais de 55 anos apresentam-se infectadas (BEUTNER,;
TYRING, 1997; CHAOUKI et al., 1998; HO et al., 1998; MCCANCE, 1994).

As doencas associadas ao HPV, na sua maioria, sao causadas
principalmente pelos gendtipos 6 e 11, responsaveis pelas lesbes de baixo grau e
90% das verrugas anogenitais. Os tipos 16 e 18 sédo responsaveis por 70% das NIC
de alto grau e 50 a 60% dos casos de cancer cervical invasivo, e os tipos 31 e 45,
com 4-5% dos casos de cancer (BOSCH, 2003; ROSA et al.,, 2009; WILEY;
MASONGSONG, 2006).

O céancer cervical é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
com aproximadamente 500.000 casos novos por ano no mundo, sendo responsavel

por cerca de 230.000 mortes de mulheres anualmente (WHO, 2009).
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No norte da Africa, 92% dos casos de cancer invasivo foram atribuidos ao
HPV, sendo que os tipos mais comuns nesse caso foram o 16 (67,7%) e o 18
(CHAOQUKI et al., 1998). Na Alemanha, o DNA viral do HPV 16 foi detectado em 70%
dos casos e no Reino Unido em 80% (McCANCE; CAMPION; CLARKSON, 1985;
WAGNER et al., 1984). Nos Estados Unidos, o HPV 16 e o HPV 18 foram
encontrados em 55% das lesdes escamosas e 70% das doengas malignas da
cérvice (McCANCE, 1994).

Em estudo realizado em 11 paises do mundo, compreendendo 15.613
mulheres entre 15 a 74 anos, houve uma prevaléncia do HPV variando de 1,4% na
Espanha a 25,6% na Nigéria, sendo que na Africa (25,6%) a prevaléncia foi cinco
vezes maior que na Europa (5,2%), com prevaléncias intermediarias na América do
Sul (14,3%) e na Asia (8,7%). Esses dados confirmaram a maior prevaléncia do HPV
em paises em desenvolvimento (CLIFFORD et al., 2005).

No Brasil, Eluf-Neto e colaboradores (1994) detectaram DNA de HPV em 84%
dos casos estudados, sendo que 66% dessas amostras foram positivas para os tipos
16, 18, 31 e 33. Estudo realizado em Campo Grande, MS, detectou predominio dos
tipos 6, 11, 66 e 45 em 87 pacientes encaminhadas para exame clinico de rotina ou
por suspeita de infecgao (TOZETTI et al., 2006).

A incidéncia do cancer cervical € observada na faixa etaria de 20 a 29 anos e
o risco de progressdo aumenta velozmente até alcangar seu pico, geralmente aos
45-49 anos (BRASIL, 2009). A estimativa para o ano de 2010, de casos novos de
cancer do colo do utero para o Brasil, € de 18.430 casos, com um risco previsto de
18 casos a cada 100 mil mulheres. No Brasil o cancer cervical € mais prevalente na
Regiao Norte, seguida das regides Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul (BRASIL,
2009).

2.4 Aspectos clinicos e diagndésticos

Richart e Barron (1969) propuseram o termo Neoplasia Intra-epitelial Cervical
(NIC), devido a percepgao da natureza progressiva das lesbes que causariam a
neoplasia cervical invasiva. Inicialmente estes autores as classificaram em NIC |, II,
[l e carcinoma in situ, posteriormente NIC IIl e carcinoma in situ foram agrupados
como NIC Il (ELUF-NETO, 1998). NIC | estéa relacionada a atividade de replicagéao

do HPV e raramente evolui para o cancer, tendo regressdo espontanea. Ao
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contrario, NIC Il e NIC Ill representam potenciais lesdes precursoras de cancer.
Cerca de 12% dos casos de NIC Ill progredirao se nao tratados, entretanto, a
maioria das infecgdes genitais causadas pelo HPV, s&o clinicamente indetectaveis e
néo resultam em NIC ou cancer (KOBAYASHI et al., 2004).

A presengca do Papilomavirus humano € condicdo necessaria para o
desenvolvimento da lesdo intra-epitelial de alto grau e do cancer invasivo da cérvice
uterina, porém nao é suficiente, uma vez que, para o desenvolvimento, manutencao
e progressao das lesdes intra-epiteliais, sdo necessarias, além da persisténcia do
virus, a sua associacdo com outros fatores de risco, tais como o uso de
contraceptivo hormonal ou tabaco e co-infecgdes com outros agentes de infeccao
genital (BRASIL, 2009). Estudo de coorte realizado em S&o Paulo com 1.425
mulheres obteve média da persisténcia de positividade de 4,8 meses para os HPV
nao oncogénicos e de 8,1 meses para os oncogénicos (FRANCO et al., 1999).

No trato anogenital o HPV infecta células basais e parabasais do epitélio
escamoso, podendo levar a infecgéo latente ou ativa, sendo que na infecgao latente,
praticamente ndo sido observados os efeitos citopaticos do virus e o epitélio é
aparentemente normal. A infeccdo ativa pode ser clinica — condiloma acuminado e
carcinoma invasivo - ou subclinica - Neoplasia Intra-epitelial Cervical de baixo e alto
grau. Acredita-se que, em decorréncia de abrasao ou microlesdes da pele e mucosa
as infecgbes ocorram inicialmente nas camadas basais da epiderme (McCANCE,
1994). As lesdes intra-epiteliais tendem a evoluir para a cura sem tratamento,
porém, o indice varia de acordo com a gravidade da les&o, sendo que, as lesdes de
alto grau tém elevado risco de progressao para neoplasia maligna cervical (ROSA et
al., 2009).

O diagndstico do HPV pode ser realizado por métodos diretos, através da
pesquisa do DNA viral ou por métodos de caracterizacdo da lesdo, tais como o
exame clinico ou a observagao de altera¢gdes morfolégicas macro e microscopicas.
O exame clinico, a analise histopatolégica da bidpsia ou a citologia da cérvice
uterina informam sobre caracteristicas sugestivas da presenga do virus, enquanto a
Reacdo de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR) e a captura hibrida identificam a
presenca do DNA viral e permitem a caracterizagéo dos tipos de HPV (CASTRO et
al., 2004).

A identificacdo de lesbes na mucosa cervical, através da citologia

cervicovaginal ou colpocitologia oncética, foi introduzida por Papanicolaou e Traut
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(1943) na década de 40 e tornou-se a técnica de rastreamento mais difundida.
Fundamentando-se na deteccdo de aspectos morfologicos, tais métodos sao
classificados apenas como sugestivos da infecgao (COPE et al., 1997). Para Motta
et al. (2001), isso resultou pela significativa redugdo na mortalidade por cancer do
colo do utero. No Brasil, o exame citolégico € a estratégia de rastreamento
recomendada pelo Ministério da Saude, prioritariamente para mulheres de 25 a 29
anos (BRASIL, 2009).

A PCR é um teste de amplificacdo da sequéncia alvo, utilizada na detecgao
do HPV, quantificacido viral, sequenciamento do DNA e analise de mutagao
(GIBSON; HEID; WILLIANS, 1996; GRAVITT et al., 2000; JACOBS et al., 1999),
enquanto que o teste de captura hibrida é realizado através da amplificagéo do sinal,
sendo ambos considerados meétodos diretos, alcancando elevada sensibilidade
(HUBBARD, 2003).

2.5 Tratamento e prevengao

Segundo Castro et al. (2004) a profilaxia do HPV visa o controle da
transmissao do virus e diagnostico precoce da doenga, o que depende da realizagao
de programas educativos e o0 uso de medidas preventivas. A populagdo mais
atingida pelo HPV de alto risco oncogénico € a feminina, sendo necessaria a
continuidade e a expansao das campanhas, para a conscientizagao deste segmento
sobre a importédncia e necessidade da realizacdo dos exames ginecologicos
preventivos (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005).

A deteccdo precoce da lesdo por HPV permite a utilizagdo de abordagens
terapéuticas menos invasivas, diferentemente do que ocorre quando as mesmas sao
detectadas tardiamente. O homem é portador assintomatico do virus, podendo, em
algumas ocasides, apresentar lesdes macroscopicas caracteristicas da infecgéo
viral. Por isso, desempenham o papel de transmissores do virus para as suas
parceiras, necessitando também, de serem alvos da educacéao preventiva (SOUTO;
FALHARI; CRUZ, 2005). E recomendavel que o parceiro sexual da paciente
infectada seja encaminhado para exame clinico, laboratorial e acompanhamento
médico (ZANINI, 2010).

O tratamento da infecgao pelo HPV tem como objetivo a cura clinica, pois nao

ha comprovacgao de erradicagao definitiva do virus. A ocorréncia ou nao de recidiva,
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depende do estado imunoldégico de cada portador da infecgdo (CASTRO et al.,
2004). Mesmo apos a “cura” das lesdes os testes de biologia molecular (captura
hibrida e hibridizagdo molecular) permanecem positivos até o organismo eliminar
completamente o virus circulante, o que leva de 8 a 24 meses, sendo, portanto,
recomendados exames semestrais/anuais para controle (BAYER, 2010).

O tratamento pode ser local — cirurgico, quimioterapico, cauterizagao, entre
outros, visando a remogao de verrugas, condilomas e lesées do colo uterino. As
recidivas podem ocorrer e sao frequentes mesmo com o tratamento adequado.
Encontra-se comercialmente disponivel um creme imunomodulador, de aplicacao
tépica, que contém o principio ativo imiquimode. Tal substédncia € um ativador
inespecifico do sistema imune estimulando a migragcédo celular, a fagocitose e a
apresentacdo do antigeno. As taxas de recorréncia das verrugas apés aplicagéo
deste creme sao baixas. Enquanto os demais procedimentos destroem as verrugas,
o imunomodulador aumenta a produgao local de substancias proprias do sistema
imunoldgico, as quais auxiliam no combate ao virus (BAYER, 2010).

A infecgdo pelo HPV quando diagnosticada por métodos de biologia
molecular e sem a presenca de lesdes detectaveis pelos métodos de Papanicolau e
Colposcopia nao necessita ser tratada. Nestes casos, espera-se que o virus seja
combatido pelo sistema imune do individuo infectado (BAYER, 2010).

A profilaxia contra alguns tipos de HPV é possivel por meio de vacinas que
utilizam “particulas virus like” (VLP). Desenvolvidas por tecnologia molecular
recombinante, a partir da proteina estrutural L1 do virus HPV, a vacina é formulada
em dois tipos: a bivalente contra HPV-16 e 18 e a quadrivalente para o HPV-6, 11,16
e 18. De elevado custo, sdo administradas pela via intramuscular e conservadas em
baixas temperaturas. Induzem principalmente a formacgao de anticorpos especificos,
em elevadas concentragdes, contra a proteina L1 do virus, sendo preventivas da
infeccao por estes tipos virais e ndo de carater terapéutico (STANLEY; GISSMANN;
NARDELLI-HAEFLIGER, 2008).

Varios paises aprovaram a comercializacdo destas vacinas, sendo que no
Brasil, esta registrada a vacina quadrivalente, desenvolvida para prevencado de
verrugas genitais (HPV 6 e 11) e de neoplasias cervicais (HPV 16 e 18) indicada
para mulheres de 9 a 26 anos de idade (BRASIL, 2009). Ressalta-se a importancia
da administragdo da vacina antes do inicio da atividade sexual, ou seja, antes da

possibilidade de infecgao por estes tipos virais. Destaca-se, ainda, a importancia de
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realizar periodicamente o teste de Papanicolau, uma vez que a vacina protege

somente contra dois tipos oncogénicos, embora estes sejam os mais relevantes.

2.6 Resposta imunologica

O HPV nao causa lise celular, geralmente produz lesdes verrugosas ou
alteracdes celulares no epitélio escamoso sem induzir inflamacéo local. A replicagao
viral ocorre dentro das células epiteliais; logo apds os virus maduros séo liberados e
infectam novas células que estdo descamando. Desta forma ha pouca apresentacao
de antigeno viral ao sistema imune local e sistémico, uma vez que as células da
resposta imune situam-se no tecido conjuntivo abaixo do epitélio (GUZMAN-ROJAS;
ALCOCER-GONZALEZ; MADRID-MARINA, 1998).

Acredita-se que a vigilancia de células infectadas, realizada por células T e
Natural Killer (NK), é importante na infeccdo e na resolugdo da doenga. As células
NK sdo conhecidas como grandes linfécitos granulosos, que representam 5 a 20%
das células mononucleares no sangue e no bago, pouco frequentes em outros
orgaos linféides e sdo derivadas de precursores da medula 6ssea. Elas fazem parte
da imunidade natural celular e compdem a resposta inicial aos microrganismos, pois
impedem, controlam ou eliminam a infeccado do hospedeiro imediatamente apds a
entrada dos microrganismos. As suas principais fungcbes sdo a lise de células
infectadas ou danificadas e ativagdo dos macrofagos através da citocina interferon-
gama (IFN-y) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Em quase todos os casos, a infecgao viral é eliminada apés a ativacédo da
resposta imune. Entretanto, ocasionalmente, as lesbes néo regridem e a progressao
maligna da doenga pode seguir sob condi¢bes apropriadas. A infeccédo viral
persistente € necessaria para a progressao neoplasica e a falha da eliminagao viral
é atribuida a uma pobre resposta (MUNOZ, 2000). A progressdo também pode ser
atribuida a existéncia das células T reguladoras (CD4+/CD25+) especificas para o
HPV, que suprimem a indugdo e niveis das células T auxiliares (CD4+) (VAN DER
BURG et al., 2007).

Os linfécitos T originam-se de células-tronco na medula 6ssea e migram para
o timo, adquirindo imunocompeténcia e formando duas subpopulacdes, os linfécitos
T auxiliares (CD4+) e os linfocitos T citotdoxicos (CD8+). Diferindo entre si,

funcionalmente e fenotipicamente, tais células participam da imunidade adquirida
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celular, iniciada pelo reconhecimento de antigenos estranhos por linfécitos T
auxiliares. Em resposta a estimulagdo antigénica, tais células secretam proteinas
denominadas citocinas que estimulam a proliferacdo e a diferenciacao das células T
e a ativagao de outras células, tais como os macréfagos e as células B. Os linfocitos
T citotdxicos, por sua vez, depois de ativados por citocinas, lisam as células que
expressam antigenos estranhos, por exemplo, as células infectadas por virus e
outros microrganismos intracelulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os linfécitos T CD4 podem ser subdivididos em duas subpopulacdes celulares
de acordo com o perfil de citocinas produzidas. As células T helper 1 (Th1),
responsaveis pelo predominio da imunidade mediada por células, e as T helper 2
(Th2) que determinam o predominio de imunidade mediada por anticorpos ou
imunidade humoral (ROMAGNANI, 1992; SEDER; PAUL, 1994). Nas infecgbes virais
e na resposta anti-tumoral, as células Th1 ativadas estimulam a liberacdo de IFN-y,
que por sua vez, estimula os macrofagos a iniciarem a fagocitose e a liberacao de
outras citocinas, ativando tanto a replicagcao das células Th1 e a acdo de células T
CD8, quanto potencializando a atividade das células NK (GUZMAN-ROJAS;
ALCOCER-GONZALEZ; MADRID-MARINA, 1998).

Em lesbes papilomatosas que regrediram, tem sido descrita a presenca de
infiltrados inflamatdrios sugerindo a remocgédo das células infectadas por células
citotoxicas. Este achado indica que a resposta imune local exerce papel fundamental
para o desenvolvimento e progressédo do cancer cervical, principalmente em um
estagio inicial (VILLA, 1998). Entretanto, os mecanismos exatos, que disparam uma
resposta imune eficiente contra lesdes relacionadas ao HPV, ainda ndo sdo bem
compreendidos e podem estar relacionados a ativagao do sistema imune ou a
composi¢ao genética do hospedeiro (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002).

A maioria dos estudos enfoca a resposta sistémica das células T as proteinas
E6 e E7, principalmente dos HPV 16 e 18 (BONTKES et al., 2000; KADISH et al.,
2002; STEELE et al.,, 2005). Enquanto que outros autores tém demonstrado a
presenca de pequenos acumulos de células linféides na cérvice uterina e na zona de
transformacdo. Os linfocitos T CD4 e CD8 tém sido observados como células
isoladas e em pequenos acumulos no estroma da mucosa vaginal e cervical (WHITE
et al.,, 1997) e as respostas imunoldgicas citotéxica e humoral confirmadas a

presenca durante a resolugao da infecgao (KOBAYASHI et al., 2000).
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A imunidade mediada por células é essencial para o controle da infecgcao pelo
HPV e das neoplasias relacionadas a esse virus. Tal fato é sugerido devido a
incidéncia aumentada de cancer genital em individuos imunossuprimidos. Em
pacientes imunocompetentes, poucas infecgbes genitais por HPV resultam no
desenvolvimento de tumores (PENN, 1986). Por outro lado, a infec¢ao por HPV
pode interferir nos mecanismos de vigilancia imune local na fase indutora na qual
ocorre a apresentagcdo do antigeno e na efetora que gera células T citotdxicas e
células B ativadas (GONCALVES; DONADI, 2004; TINDLE, 2002).

A investigacao “in situ” sobre o perfil imunohistoquimico da resposta imune,
na infeccao do trato genital pelo HPV foi recentemente realizada por alguns grupos
(JIMENEZ-FLORES et al., 2005; MONNIER-BENOIT et al., 2006; VILLADA et al.,
2004). Entretanto, foram observadas analises isoladas de alguns tipos celulares,
principalmente linfocitos T CD4 e CD8. O progndstico clinico da infec¢ao, regressao,
persisténcia e progressao podem ser determinadas através da presenca de infiltrado
de linfocitos no sitio da neoplasia. Estudo anterior, por imunohistoquimica, mostrou
significantes infiltrados de linfocitos T CD4, CD8 e linfécitos B no estroma abaixo da
lesdo (BELL et al., 1995).

Dada a relevancia deste virus, sua capacidade de ocasionar lesdes de alto e
baixo grau na cérvice uterina, sua alta transmissibilidade e o papel do sistema imune
no controle da infeccdo, torna-se importante o estudo da resposta imune para
verificar a possibilidade de se estabelecer relagcdo com a carga viral e os diferentes

tipos de lesdes cervicais produzidas durante a infecgao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar linfécitos T auxiliares, linfocitos T citotoxicos e células NK, em

cérvice uterina de pacientes infectadas pelo Papilomavirus humano.

3.2 Objetivos especificos

a) relacionar a presenga e quantidade dessas células com o grau da lesdo
intra-epitelial observada,;

b) relacionar a presenca e quantidade dessas células com a carga viral;

c) comparar o perfil celular observado em pacientes NILM n&o infectadas por
HPV.



21

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

Estudo experimental e de carater transversal.

4.2 Local da pesquisa

O material utilizado para a pesquisa, biopsia de cérvice uterina, foi coletado
durante a execucdo do projeto de pesquisa “Avaliagcdo da Sensibilidade e
Especificidade dos Métodos Sugestivos e Diagnésticos de Infecgdo por
Papilomavirus Humano (HPV) em Pacientes com Neoplasia Intra-epitelial Cervical
de Alto e Baixo Grau”, no periodo de 2000 a 2002, no Centro de Prevencado ao
Cancer de Campo Grande, MS, por ser um laboratério de referéncia e credenciado
pelo Sistema Unico de Saude.

A execugao da técnica de imunohistoquimica foi utilizada a estrutura fisica do
Laboratério de Imunologia e a fotodocumentacéo foi realizada no Laboratério de
Patologia, ambos do Departamento de Patologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul CCBS/UFMS.

4.3 Sujeitos da pesquisa

Foram utilizadas nesse estudo 56 amostras de biopsia da cérvice uterina,
incluidas em parafina, aleatoriamente selecionadas, pertencentes ao banco de
material bioldgico, sob responsabilidade da Profa. Inés Aparecida Tozetti, segundo
autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS (Anexo A).

Foram incluidas nesse estudo 43 amostras com os seguintes critérios:

a) positividade pelo teste de captura hibrida (Digene), para DNA de HPV de

alto risco oncogénico; e
b) constatagcdo por exame histopatolégico da presenca de NIC I, Il e
[ll/carcinoma ou Negativo para Les&o Intra-epitelial e Malignidade (NILM).
E foram adicionadas mais 13 amostras de pacientes negativas para DNA de

HPV pelo teste de captura hibrida, com diagndstico NILM.
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4.4 Caracterizagdo das amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram selecionadas de pacientes com
idade entre 18 e 57 anos (média= 28 anos). Os dados relativos aos achados
histopatolégicos e a carga viral sdo provenientes de estudos anteriores (TOZETTI,
2006). Quanto aos achados histopatoldgicos, a classificagdo das amostras esta

representada na Tabela 1.

Tabela 1 — Frequéncia absoluta e porcentagem de pacientes segundo os achados
histolégicos, Campo Grande — 2010

Achados histologicos N°. %

NICI 10 17,8
NICII 9 16,1
NICIII 7 12,5
Carcinoma 8 14,3
NILM positivo para o DNA de HPV 9 16,1
NILM negativo para o DNA de HPV 13 23,2
Total 56 100,0

Nota: NIC (Neoplasia Intra-epitelial Cervical), Carcinoma e NLIM (Negativo
para Lesdo Intra-epitelial e Malignidade).

A carga viral, quantificada pelo teste de captura hibrida, foi classificada de
acordo com Lorincz et al. (2002) em 0, 1, 2, 3 e 4, correspondendo respectivamente
a negativo, 1 a <10, 10 a <100, 100 a <1000 e = 1000RLU/PCB (Unidades de Luz
Liberadas/para Sonda do Grupo B). Quanto a carga viral a classificacdo das

amostras esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 — Frequéncia absoluta e porcentagem de pacientes segundo a carga viral,
Campo Grande — 2010

Variaveis Ne. %

0 (negativo) 17 30,4
1(1a<10 RLU/PCB) 17 30,4
2 (10 a <100 RLU/PCB) 5 8,9
3 (100 a < 1000 RLU/PCB) 7 12,5
4 (= 1000 RLU/PCB) 10 17,8
Total 56 100,0

Nota: RLU/PCB (Unidades de Luz Liberadas/para Sonda do Grupo B).
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4.5 Procedimentos e técnicas

4.5.1 Técnica de imunohistoquimica

A marcagao imunohistoquimica foi realizada segundo a técnica de Santos et
al. (1999) como descrito brevemente a seguir. A partir da bidpsia de cérvice uterina
emblocada em parafina, foram obtidos cortes histolégicos de 3um de espessura, 0s
quais foram aplicados sobre laminas silanizadas.

Para desparafinizagdo, os cortes histolégicos foram deixados em estufa a
60°C por 24 horas e em banho de xilol a 60°C por 30 minutos, seguido por xilol na
temperatura ambiente por 20 minutos. As laminas foram entdo submetidas a
sequéncia de banhos de etanol (100% trés vezes, 95% e 80% uma vez) e lavadas
em agua destilada.

Para a recuperagao antigénica, as mesmas foram colocadas em tampao
citrato 10mM, pH 6,0, sob presséo forte, durante 2 minutos e meio, contados a partir
da fervura, para a detecgcdo de CD8 e CD57, e em tampao EDTA 0,05M, pH 8,0,
durante 4 minutos, para a deteccdo de CD4. Apds o resfriamento, procedeu-se o
bloqueio da peroxidase enddgena utilizando agua oxigenada 10 volumes, por dois
banhos de 10 minutos cada. Posteriormente os cortes foram lavados rapidamente
em agua destilada e deixados por 10 minutos em salina tamponada fosfatada (PBS)
pH 7,4.

Os anticorpos primarios monoclonais anti-CD4 (Invitrogen, clone 1F6, cod.
182282), anti-CD8 (Invitrogen, clone 1AS5, cod. 182289), e anti-CD57 (Invitrogen,
clone NK-1, cod. 180167Z), foram diluidos em PBS com 1% de albumina, conforme
titulacdo prévia. Cerca de 100ul de cada preparado foi depositado sobre cada
exemplar dos cortes. As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C por 1
hora e a 8°C por 18 horas.

As laminas foram entdo, lavadas com jato de PBS e colocadas em banho no
mesmo tampao por 5 minutos. Para detecgao do anticorpo primario foi utilizado o
sistema LSAB+ Sys HRP (Dako codigo K0690), procedendo inicialmente a aplicagéao
do anticorpo secundario biotinalado, em quantidade suficiente para cobrir o corte. As
laminas foram novamente levadas em camara umida para a estufa a 37°C por 40

minutos.
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ApoOs a incubacéao, as laminas foram novamente lavadas em PBS e deixadas
em banho como descrito acima. Em seguida foi aplicado sobre os cortes o complexo
estreptoavidina/biotina. Nova incubacido em camara umida a 37°C por 40 minutos,
seguida de remogao do excesso do complexo, com jato de PBS e banho no mesmo
tampao.

Para finalizar aplicou-se o cromogeno liquido diaminobenzidina (DAB) 60mg%
em PBS e as mesmas foram incubadas a 37°C por 30 minutos. A reacao foi
interrompida pela lavagem e banho em agua destilada por 5 minutos.

As laminas foram contracoradas com hematoxilina, lavadas em agua corrente
por 4 vezes e rapidamente em agua destilada. Em seguida as laminas foram
submetidas a uma sequéncia de banhos de etanol (50%, 95% uma vez e 100% trés
vezes), por ultimo no xilol e montadas em Entelan. Como controle da reagéo foi
utilizado cortes de tonsila humana, sendo que os positivos seguiram metodologia
acima descrita e para os negativos suprimiu-se a adicdo do anticorpo primario,

sendo aplicado apenas o tampao PBS com 1% de albumina.

4.6 Analise dos dados

4.6.1 Analise quantitativa

As laminas foram observadas em microscopia Optica, por dois observadores
independentes, previamente calibrados, com objetiva de 10X e 40X, sendo
consideradas positivas quando da observacdo de marcacdo de coloragdo marrom
em células caracteristicas. A quantificacdo das células imunomarcadas foi realizada
de forma subjetiva, avaliando 10 campos aleatdrios e classificando em escores de
zero a trés, de acordo com a quantidade de células coradas, correspondendo a:
negativo para a auséncia de células coradas, discreta quantidade, moderada

quantidade e abundante quantidade, respectivamente.

4.6.2 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o programa
SPSS versao 10.0 (NORUSIS, 2000).
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4.7 Aspectos éticos

O estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica da UFMS, protocolo
1353/09 de 4 de junho de 2009 (Anexo B). Como as amostras faziam parte do banco
de material biolégico, foi obtida a dispensa da utilizagdo do Termo de Consentimento
Livre Informado (TCLE).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise imunohistoquimica

5.1.1 Analise das células T CD4

Na figura 1 observa-se a distribuicdo das células CD4 nas amostras
analisadas, segundo os achados histopatolégicos. Considerando o total das
amostras com presenga moderada e abundante destas células, houve predominio
dos linfécitos T CD4 nas amostras NIC Il (88,9%), carcinoma (87,5%) e NILM
(86,4%). Ocorreu relagao estatistica significante entre a presenca de células CD4 e

os achados histopatologicos (p=0,048).
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Figura 1 — Classificagdo das amostras segundo os achados histopatologicos e

presenca de linfécitos T CD4, (n=56). Obs: NIC (Neoplasia Intra-epitelial
Cervical), Carc (carcinoma) e NLIM (Negativo para Lesdo Intra-epitelial e
Malignidade). CD4 0= negativo, CD4 1= presenca discreta, CD4 2= quantidade
moderada e CD4 3= presencga abundante.

Na figura 2 esta representada a distribuicdo das células CD4 nas amostras
analisadas, segundo a carga viral. Ndo houve correlagdo estatistica entre a carga
viral e presenga de células CD4 (p=0,443). Adotando o mesmo critério anterior, o
somatério das amostras com presenca moderada e abundante, observa-se maior
presenca de linfécitos T CD4 nas amostras CV 2 (100%), CV 3 (100%), seguida pela
CVO0 (94,1%).
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Figura 2 — Classificagcdo das amostras segundo a carga viral e a presenga de
linfocitos T CD4, (n=56). Obs: CV 0= negativo para DNA de HPV, CV 1=1a« 10
RLU/PCB, CV 2= 10 a <100, CV 3= 100 a < 1000 e CV 4= 2= 1000. CD4 0= negativo,
CD4 1= presencga discreta, CD4 2= quantidade moderada e CD4 3= presenca
abundante.

Na figura 3 observa-se a marcacao de células CD4 em biopsia de cérvice

uterina.

Figura 3 — Marcagao de linfécitos T CD4 em bidpsia de cérvice uterina. (IHQ,
aumento de 400X).

5.1.2 Analise das células T CD8

Na figura 4 pode ser observada a distribuicdo das células CD8 entre as

amostras analisadas, segundo os achados histopatolégicos. Os linfocitos T CD8

prevaleceram nas amostras NIC Il (66,7%) e NIC Il (71,5%), seguindo o critério

acima citado. Houve relacao estatistica significante entre a presenca de células CD8

e os achados histopatolégicos (p=0,028).
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Figura 4 - Classificacdo das amostras segundo os achados histopatolégicos e

presenca de linfécitos T CD8, (n=56). Obs: NIC (Neoplasia Intra-epitelial
Cervical), Carc (carcinoma) e NLIM (Negativo para Lesdo Intra-epitelial e
Malignidade). CD8 0= negativo, CD8 1= presencga discreta, CD8 2= quantidade
moderada e CD8 3= presenga abundante.

A distribuicdo das células CD8, entre as amostras analisadas, segundo a
carga viral encontra-se na figura 5. Apesar de nao haver correlacao estatistica
(p=0,241), nota-se predominio de células CD8 nas amostras CV 1 (58,9%) e CV 3

(71,4%), considerando o critério anteriormente adotado.
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Figura 5 - Classificacdo das amostras segundo a carga viral e a presenga de

linfocitos T CD8, (n=56). Obs: CV 0= negativo para DNA de HPV, CV 1=1a« 10
RLU/PC, CV 2= 10 a <100, CV 3= 100 a « 1000 e CV 4= = 1000. CD8 0= negativo,
CD8 1= presenga discreta, CD8 2= quantidade moderada e CD8 3= presenca
abundante.

Na figura 6 observa-se a marcacado de células CD8 em biopsia de cérvice

uterina.
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Figura 6 — Marcagao de linfécitos T CD8 em bidpsia de cérvice uterina. (IHQ,
aumento de 400X).

5.1.3 Analise das células Natural Killer

Observa-se na figura 7 a distribuicdo das células NK entre as amostras
analisadas, segundo os achados histopatoldgicos. Nao ocorreu relagéo estatistica
significante entre a presenga de células NK e os achados histopatoldgicos (p=0,445).
Houve predominio, considerando a expressao CD57 em pequena quantidade, nas

amostras NIC | (20%) e carcinoma (12,5%).

120% -
100% -

80% - ENKO

60% - ENK1
40% - WM NK2
20% - BNK3
0% - | | | |

NILM NIC | NICHI NIC I Carc

Figura 7 - Classificacdo das amostras segundo os achados histopatolégicos e

presenca de células NK, (n=56). Obs: NIC (Neoplasia Intra-epitelial Cervical),
Carc (carcinoma) e NLIM (Negativo para Lesao Intra-epitelial e Malignidade). NK 0=
negativo, NK 1= presenca discreta, NK 2= quantidade moderada e NK 3= presenca
abundante.

A distribuicdo da presenca de células NK entre as amostras analisadas,

segundo a carga viral esta apresentada na figura 8. Nao houve correlagao estatistica
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(p=0,268). Apesar disto células NK foram identificadas nas amostras (95,7%) com

carga viral menor que 1000 RLU/PCB.

120% -
100% -~

80% - W NKO
60% mNK1
40% - NK2
20% - mNK3
0% - : : . : :

cvo vl V2 V3 Cv4

Figura 8 - Classificagdo das amostras segundo a carga viral e a presenca de células
NK, (n=56). Obs: CV 0= negativo para DNA de HPV, CV 1= 1 a < 10 RLU/PCB, CV 2=
10 a <100, CV 3= 100 a < 1000 e CV 4= = 1000. NK 0= negativo, NK 1= presenga
discreta, NK 2= quantidade moderada e NK 3= presenga abundante.

Na figura 9 pode-se observar a marcagdo de células NK em bidpsia de

cérvice uterina.

Figura 9 — Marcacéo de células Natural Killer, em biépsia de cérvice uterina. (IHQ,
aumento de 400X).

5.1.4 Analise das amostras NILM e negativas para o DNA de HPV

Nas figuras 10, 11 e 12 estdo apresentadas, respectivamente, a distribuigdo

das células CD4, CD8, e NK entre as amostras NILM negativas para a pesquisa de
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DNA de HPV. Foi observado predominio de linfécitos T CD4, poucos linfocitos T

CD8 e raras células NK nestas amostras.

80% -
60% -
40% -

20% -
0% — - ——
(]

Figura 10 — Classificagdo das amostras de pacientes NILM negativas para o DNA de
HPV, segundo a presenga de linfocitos T CD4, (n=13). Obs: CD4 0=
negativo, CD4 1= presenga discreta, CD4 2= quantidade moderada e CD4 3=
presenga abundante.

80% -
60% -
40%

20% -
0% — - = NILM
0

Figura 11 — Classificacdo das amostras de pacientes NILM negativas para o DNA de
HPV, segundo a presenga de linfocitos T CD8, (n=13). Obs: CD8 0=
negativo, CD8 1= presenca discreta, CD8 2= quantidade moderada e CD8 3=
presenca abundante.
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Figura 12 — Classificagdo das amostras de pacientes NILM negativas para o DNA de

HPV, segundo a presencga de células NK, (n=13). Obs: NK 0= negativo, NK
1= presenca discreta, NK 2= quantidade moderada e NK 3= presenca abundante.
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6 DISCUSSAO

Os processos malignos da cérvice uterina sdo atribuidos em sua maioria a
infeccao pelos tipos oncogénicos de HPV (BOSCH et al., 1995). O controle e a
prevencao do cancer estao entre os mais importantes desafios da saude publica do
mundo atual. O cancer cervical € a segunda causa de morte, por cancer, mais
comum em mulheres. Sao estimados aproximadamente 500 mil casos por ano, com
quase 80% ocorrendo nos paises em desenvolvimento (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

Sabe-se que, com relagdo ao HPV, ha forte associagéo entre a oncogénese e
progressdo neoplasica, relacionada ao controle da infecgdo pelo sistema
imunoldgico. Entretanto, os mecanismos exatos que ativam uma resposta imune
eficiente para a eliminagdo do HPV ainda ndo s&o conhecidos. Associagcao
significativa entre o numero de células imunocompetentes e o grau da Neoplasia
Intra-epitelial Cervical foi encontrada. Este achado indica que a resposta imune local
pode ser importante para o desenvolvimento e progressdao do cancer cervical,
principalmente em um estagio inicial do processo carcinogénico (TAKEHARA, 1996).

A analise por imunohistoquimica em amostras cervicais permitiu avaliar o
perfil local da resposta imune, relacionando-o as alteragbes celulares detectadas
pelo diagndstico histopatoldgico e a carga viral. Com relagao a presenca das células
CD4, verificou-se que a quantidade deste tipo de linfocito distribuiu-se quase que
equitativamente entre as amostras NIC Il, Carcinoma e NILM, ocorrendo
significancia estatistica (p=0,048). Tais resultados divergem de estudo anterior,
também realizado por imunohistoquimica, no qual foi encontrado que os linfocitos T
CD4 diminuiam com o grau da lesdao (MONNIER-BRENOIT et al., 2006).

Avaliando outros trabalhos que detectaram células CD4, foi observado o
predominio destas em lesbes de baixo grau e associadas as lesdes verrugosas
(COLEMAN et al.,, 1994; MONNIER-BRENOIT et al., 2006; HONG et al., 1997).
Estudos anteriores, em pacientes com deficiéncia de linfécitos T CD4, mostraram
maior prevaléncia de HPV associado as lesbes pré-invasivas e com maior
progressao, demonstrando que a presenga destas células seria importante para o
controle da replicagao viral e a supressao da transformagao maligna (PALEFSKY,
1998; PETRY et al., 1994).
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No presente estudo os resultados relativos a presenca de células CD4 nas
amostras NILM podem ser justificados pela presenca inicial de CD4, em tecidos
normais (fig.10). Por outro lado, a presenca expressiva, destas células em lesdes de
alto grau (NIC I, 1ll/ Carcinoma), pode ser explicada pela ativagdo da resposta
imune em funcao da intensa replicagao viral que ocorrem nestas situagdes.

A andlise da distribuicao de células T CD4 segundo a carga viral nao revelou
correlagdo estatistica. Entretanto, como alguns estudos demonstram que a carga
viral de pacientes de alto risco oncogénico, pode ser usada como marcador de
progressao para lesdo pré-cancerosa, a investigagdo da presenga destas células em
um numero maior de amostras poderia elucidar melhor esta relagdao (TOZETTI,
2006; RABELO-SANTOS et al., 2005; SANTOS et al., 2003).

Ao avaliar a presenca de células CD8 deve-se considerar que, para estas
células estarem presentes ja ocorreu o reconhecimento antigénico e ativacao pelas
células CD4. Este fato permite a producédo de citocinas para o recrutamento das
células CD8. Neste estudo a presenca de células T CD8 aumentou com o grau da
lesdo (p=0,028), com predominio nas amostras NIC Il e Ill. Monnier-Brenoit et al.
(2006) observaram elevada presenga desses linfécitos em amostras NIC I,
concordando com os achados do presente trabalho. Tais autores deduziram que o
inicio da fase efetora da resposta imune poderia ocorrer em NIC Ill. Nas etapas
anteriores, 0os sinais necessarios para ativacdo das células CD8, tais como
interleucina-2 (IL-2) e a presenga de moléculas co-estimulatérias, poderiam estar
ausentes. Lee e colaboradores (2004) demonstraram que a deficiéncia na producao
de IL-2, tanto por células T CD8 como por células CD4, em pacientes com lesao
cervical de alto grau, poderia limitar a expanséo de clones de CD8 especificos para
o HPV. Tal ocorréncia pode prejudicar a capacidade das pacientes em sustentar
respostas competentes mediadas por células.

A literatura aponta que em infiltrados linfociticos de lesdes pré-cancerosas, 0
numero de CD4 parece ser maior que o numero de CD8, demonstrando um perfil
que favoreceria a regressdo da lesdo, enquanto o predominio de CD8 poderia
significar a persisténcia da infeccédo e risco de progressédo da lesao para a forma
maligna (EDWARDS et al., 1995). Tal achado pode ser explicado, pois a condigao
de presenca de células CD8, mesmo em grande quantidade, mas na auséncia ou na
presenca de pouca quantidade de células CD4, nao permitiria a ativagdo adequada

dos linfécitos T citotdxicos.
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O predominio das células CD8 nas alteragdes NIC Il e lll, com carga viral
acima de 1 RLU/PCB, demonstra que seu surgimento ocorre na fase efetora da
resposta imune, apds existéncia da replicagdo viral e na presenca de células CD4,
as quais poderiam fornecer os elementos necessarios a sua ativagdao. Portanto, o
surgimento de maneira efetiva das células CD4 nas fases iniciais da infecgéo, na
presenca de alteragdes celulares de baixo grau e em baixa carga viral, asseguraria a
presenca mais precoce de células efetoras (T CD8) para eliminagao do virus.

Monnier-Brenoit et al. (2006) afirmaram que a quantidade de células T CD8
ultrapassou largamente a presenca de células CD4 em amostras de canceres
invasivos. Considerando o mesmo tipo de lesao, e critério adotado de unido dos
parametros de observagao celular, no presente estudo ocorreu o contrario, com
87,5% das amostras de carcinoma apresentando células CD4 em quantidade de
moderada a abundante, enquanto que, apenas 50% destas mesmas amostras
demonstram igual proporgcdo de células CD8. Ja Edwards et al. (1995), por outro
lado, ndo encontraram diferencas na densidade de células T CD4 e CD8 nas lesbes
intra-epiteliais de baixo e alto grau.

As células NK predominaram, em pequena proporcao, nas amostras NIC | e
carcinoma. Menor quantidade de células NK tem sido descrita em condiloma
acuminado e em lesdes de baixo grau, quando comparada a quantidade observada
em lesdes de alto grau (SATAM; SURAIYA; NADKARNI, 1986). A progresséo da leséo
para a forma maligna costuma ser acompanhada pela resisténcia das células
neoplasicas a lise pela célula NK, fato reversivel através da imunoterapia (WU,
COLEMAN; HIGGINS, 1994). A resisténcia das células neoplasicas a lise pode
ocorrer pela diminuigdo da expressdo de moléculas de classe | (MHC [), necessaria
a discriminacao pela NK, da célula alvo ou mesmo pela produgao de fatores
supressores da NK (GEORGOPOULOQOS; PROFFITT; BLAIR, 2000). A modulagao da
resposta imune poderia, entdo, estimular a expressdo de MHCI ou a producao de
citocinas téxicas para a célula alvo, por parte da NK.

A presenca da NK, portanto, € de grande importancia nas fases iniciais da
infeccdo, quando a paciente apresenta baixa carga viral, nas fases que ainda nao
existe alteragao celular ou esta é de baixo grau (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).
Neste estudo foi constatado que as células NK estavam presentes nas amostras

com carga viral menor que 1000 RLU/PCB e apesar de em pequena quantidade, nas
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lesdes de baixo grau, permite sugerir uma tentativa de controle da progressao da
infeccao pela resposta imune.

A associacédo destes tipos celulares, CD4, CD8 e células NK com a carga
viral, embora nao tenha resultado em uma correlagdo estatistica positiva, é algo
inédito na literatura, ndo permitindo desta forma a comparacéo direta com outros
estudos. Entretanto, a carga viral € utilizada amplamente na clinica para
acompanhamento da infeccdo e como marcador para tratamento e possivel
progressdo da lesdo. Tal fato poderia permitir extrapolar estes dados para
parametros que indiqguem a possivel presenca destas células.

A analise isolada das amostras NILM, negativas para a pesquisa de DNA de
HPV, demonstrou a presenca de raras células NK, predominio de linfécitos T CD4,
poucos linfécitos T CD8, confirmando os achados da literatura que demonstram
normalmente uma razéo 2:1 de CD4 para CD8 em amostras normais (EDWARDS et
al., 1995).

A avaliacdo entre a relagdo da presenca de células efetoras da imunidade
viral, com os diferentes tipos de lesdes cervicais e a carga viral em pacientes
infectadas pelo HPV, torna-se importante, pois traduz o grau de ativacéo do sistema
imune e seu possivel papel no controle da progressao neoplasica.

Os resultados deste estudo podem contribuir para melhor adequagao da
conduta clinica, para o acompanhamento e tratamento das pacientes, uma vez que
dados como carga viral e grau da lesao levariam o clinico a pensar na eficiéncia ou
nao da resposta imune individual para a resolugdo da infeccdo. Comprovam-se
também com esta pesquisa, que os tratamentos mais adequados seriam aqueles

que tém por base a imunomodulagao.
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7 CONCLUSOES

De acordo com o estudo realizado encontrou-se maior quantidade de células
CD4 em amostras NIC II, carcinoma e NILM, com associac&o estatistica significante.

A presenca de linfocitos T CD8 ocorreu em maior proporcdo nas amostras
NIC Il e lll e em amostras cuja replicagao viral estava ocorrendo.

As células NK prevaleceram nas amostras com lesbes de baixo grau,
carcinoma e em amostras com carga viral baixa.

As amostras NILM negativas para a pesquisa de DNA de HPV apresentaram
propor¢cdes das ceélulas analisadas compativeis com tecidos normais da cérvice
uterina.

Apesar de ndo ter ocorrido relagdo estatistica significante entre presenga de
células CD4, CD8, NK e a carga viral, esta também podera indicar ao clinico o inicio

da resposta imune.
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