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Resumo

Pereira NV. Estudo de células dendriticas, expressado das citocinas TNF-alfa, IFN-
gama e IL-10 e da molécula de adesao E-caderina em lesdes vulvares induzidas
pelo papilomavirus humano [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2009. 118p.

INTRODUCAO: O papilomavirus humano (HPV) é o agente mais frequentemente
encontrado em doencas sexualmente transmissiveis e é responsavel por cerca de
40% dos canceres vulvo-vaginais. Esse trabalho abordou a resposta imune em
lesdes vulvares, considerando-se as células dendriticas CD1a+, FXllla+ e S-100+,
citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 e a molécula de adesdo E-caderina. METODOS:
Foram utilizadas 49 lesdes de vulva pelo HPV (condiloma acuminado, NIV-I, NIV-II
e NIV-IIl) e 11 bidspias com diagnéstico de vulvite cronica inespecifica. Foram
constituidos quatro grupos: lesées de baixo grau (condiloma e NIV |), lesdes de alto
grau (NIV II e Ill), vulvites inespecificas e pele normal. A deteccdo das células,
citocinas e E-caderina foi feita através de método imuno-histoquimico.
RESULTADOS: As células de Langerhans (CD1a+) estavam distribuidas em todo o
epitélio, sobretudo nas camadas suprabasal e espinhosa. Nao diferiram entre os
grupos de lesbes HPV+, mas estavam diminuidas em numero e tamanho quando
comparadas a pele normal (p<0.0001). As células S-100+ ou FXllla+ estavam
localizadas em toda a extensdo do estroma, sem diferenca estatistica entre as
lesdes pelo HPV. Embora os DDFXIlla+ estivessem aumentados em tamanho nas
lesbes de vulva, seu numero ndo diferiu da pele normal. Nao se observou
diferengas numéricas das células S-100+ entre os grupos de lesdo e pele normal.
Foi possivel detectar maior numero de DDFXIlla+ sobre as células S-100+ no grupo
de lesdes de baixo grau (p = 0,0008) e de alto grau (p = 0,0031). As citocinas foram
detectadas em pequenas quantidades nos grupos de lesdes, porém sem diferenca
estatistica. Para a analise da expressao de e-caderina, o grupo de vulvites cronicas
inespecificas foi utilizado como controle. Em 91.0% das vulvites inespecificas foi
observado padrdo homogéneo e difuso da expressdo de e-caderina na camada
espinhosa baixa e média. Ambos os grupos de lesdes HPV+ exibiram padrées
semelhantes de expressao de e-caderina, com marcagao difusa ou focal na
camada espinhosa baixa e média. Nado houve imuno-reatividade nas areas de
displasias. Como resultado da reagdo de dupla-marcagcdo, feita através da
utilizacdo da hibridizagdo in situ para deteccdo do DNA do HPV e imuno-
histoquimica para DDFXIlla+, foi possivel identificar antigenos virais no citoplasma
dessas células. CONCLUSOES: o HPV interfere na expressdo das células de
Langerhans, pois estas estavam diminuidas, com morfologia alterada em relagao a
pele normal; os DDFXIllla+ apresentam-se aumentados em numero sobre as
células S-100+, o que poderia refletir um mecanismo local “compensatoério” contra o
HPV; as lesbGes de baixo e alto grau nao apresentam diferencas significativas
quanto a densidade de células expressando TNF-a, IFN-y e IL-10, embora TNF- a
predomine entre as trés citocinas; ha uma correlagao positiva entre os DDFXIlla+ e
a expressdo de TNF-a, o que poderia ser explicado por sua capacidade em
produzir tal citocina a partir de um provavel estimulo desencadeado pelo HPV; o
HPV influencia na expressdo de E-caderina na vulva, com destaque para a
auséncia de expressdo nas areas de displasia; o DNA do HPV encontrado no
interior dos DDFXIlla+ aliado as alteragdes na morfologia celular, a sobreposi¢ao
destas sobre as células S-100+ e a relagdo encontrada com a citocina TNF-a, nos
permitem sugerir que os DDFXllla+ tém um papel importante como células
apresentadoras de antigeno frente a infec¢ao pelo HPV.

Descritores: papilomavirus humano, vulva/lesées, células dendriticas, citocinas, caderinas
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Summary

Pereira NV. Study of dendritic cells, cytokines TNF-alpha, IFN-gamma and IL-10
and the adhesion molecule E-cadherin in vulvar lesions induced by human
papillomavirus [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2009. 118p.

INTRODUCTION: The human papillomavirus (HPV) is the most frequent agent in
sexually transmitted diseases and is responsible for almost 40% of vulvovaginal
cancer. We studied the immune response in vulvar lesions, considering the CD1a+,
FXllla+ and S-100+ dendritic cells, TNF-a, IFN-y and IL-10 cytokines and the
adhesion molecule E-cadherin. METHODS: We used 49 vulvar lesions mediated by
HPV (condylomata acuminata, VIN-I, VIN-II e VIN-IIl) and 11 biopsies diagnosed as
chronic non-specific vulvitis. Four groups were formed: low-grade lesions
(condylomata and VIN-I), high-grade lesions (VIN-Il and Ill), non-specific vulvitis and
normal skin. The detection of cells, cytokines and e-cadherin was performed by
immunohistochemistry reaction. RESULTS: Langerhans cells (CD1a+) were
distributed through epithelia, mainly in suprabasal and spinous layer. They did not
differ between HPV groups, but were decreased in number and size when
compared to normal skin (p<0.0001). The S-100+ ou FXllla+ cells were distributed
through stroma and did not differ between HPV lesions. Although the FXIlla+DD
were increased in size in vulvar lesions, their number did not differ from normal skin.
The S-100+ cells did not differ in number between the groups of lesions and normal
skin. We detected an increased number of FXIlla+DD over S-100+ cells in the
group of low-grade (p = 0.0008) and high-grade lesions (p = 0.0031). The cytokines
were detected in small quantities in both the lesions groups, with no statistical
difference. The group of chronic non-specific vulvitis was used as control group to
analyse the expression of e-cadherin. 91.0% of non-specific vulvitis presented a
homogeneous and diffuse pattern of expression in spinous layer Both the HPV+
groups of lesions presented similar patterns of e-cadherin expression, with a focal or
diffuse localization in spinous layer. The dysplastic epithelium did not present
immunoreactivity. As a result of the double-staining, using in situ hibridization to
detect DNA of HPV and immunohistochemistry to FXIlla+DD, it was possible to
observe viral antigens in the cytoplasm of such cells. CONCLUSIONS: The HPV
interfere with the expression of Langerhans cells, since they were decreased when
compared to the normal skin; the FXIlla+DD were increased in number over S-100+
cells, suggesting a local compensatory mechanism against the HPV; the low and
high grade lesions did not differ in the number of cells expressing TNF-a, IFN-y and
IL-10, although TNF-a predominate among the three cytokines; there is a positive
correlation between the FXllla+DD and the expression of TNF-a that could be
explained by their role as TNF-producing cells following a stimulus of HPV; the HPV
changes the expression of E-cadherin in vulvar lesions, mainly in dysplastic
epithelium; HPV DNA visualized in the cytoplasm of FXIlla+DD and the cellular
morphological changes, the increased number over S-100+ cells and the
correlation with TNF-q, allow us to suggest that FXllla+DD play an important role as
antigen presenting cells in the infection by HPV.

Descriptors: human papillomavirus, vulva/injuries, dendritic cells, cytokines, cadherins
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Introdugéo 2

1. INTRODUGAO

A infeccdo genital pelo HPV é a doenga sexualmente transmissivel
mais frequentemente diagnosticada. Ao menos uma em cada duas pessoas
ira adquirir a infeccdo genital pelo virus em algum momento da sua vida

(CDC, 2008).

O papilomavirus humano (HPV) é um virus formado por um pequeno
fragmento de DNA circular de cerca de 7900 pares de bases, envolto por um
capsideo icosaédrico. Esse virus pode ser encontrado sob a forma de mais
de 100 tipos que infectam o epitélio cutdneo e mucoso do trato anogenital,
maos e peés, sendo que aproximadamente 30 destes infectam o trato genital.
(Majewski e Jablonska, 1997; Walboomers et al., 1999; Longworth e
Laimins, 2004).

Em 90% dos casos a infeccdo € assintomatica e pode ser resolvida
pelo organismo entre oito meses e dois anos. Quando manifesta sinais
clinicos, as lesdes genitais podem ocorrer em diferentes areas, como colo
uterino, regido perianal, vagina e vulva. Os gendtipos encontrados nessas
regides dividem-se em subtipos de baixo potencial oncogénico (HPV-6,
HPV-11), que promovem a formacg&o de verrugas genitais, e os de alto
potencial oncogénico (HPV-16, HPV-18), relacionados ao desenvolvimento

de lesbes neoplasicas e cénceres anogenitais (Greer et al., 1995;

Dissertagao de Mestrado - Naiura Vieira Pereira



Introducéo 3

Walboomers et al., 1999; Parkin et al., 2001; Pisani et al., 2002; WHO,

2007).

Estudos epidemiolégicos e virologicos mostram o HPV como
causador de 40% dos canceres de genitalia externa (vulva e vagina) (Parkin
e Bray, 2006).

Muitos dos canceres associados ao HPV sao precedidos por lesdes
displasicas, como a neoplasia intraepitelial vulvar (NIV). Had um crescimento
mundial nas taxas de incidéncia de NIV, particularmente em jovens, e parece
estar associado com a infecgéao por HPV (Joura, 2002; Sturgeon et al., 1992;
Paavonen, 2007).

Uma vez que o contato com o virus HPV se da inicialmente através da
pele ou mucosas, a resposta imune que se desenvolve nesses locais tem
grande importancia na defesa do hospedeiro frente a esse agente. Dentre os
principais componentes do sistema imune da pele estdo: queratindcitos,
células endoteliais dérmicas, células dendriticas e linfécitos que migram para
os linfonodos locais. Na pele também sdo encontrados mediadores
inflamatorios soluveis e outros fatores da resposta imune (Streilen, 1978;

Streilen, 1983; Bos e Kapsenberg, 1986).

O processo de apresentagao antigénica na infecgdo pelo HPV ainda
nao € bem definido, mas sabe-se que as células de Langerhans (CL) s&o as
células apresentadoras de antigenos importantes nesse processo. Elas sao
responsaveis pelo inicio da resposta imune, através do processamento dos

antigenos e transporte deles para os linfonodos. (Bos e Kaspsenberg, 1986;
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Nickoloff, 1993; Sanclemente e Gill, 2002). Varios trabalhos tém sido
realizados com o objetivo de avaliar a relacédo entre a densidade dessa
populagdo celular e a infecgdo pelo HPV. Entretanto, ha resultados
controversos, pois alguns estudos descrevem numeros aumentados
(Bhawan, et al.,1986; Caorsi e Figueroa, 1986; Campaner et al., 2007),
enquanto outros descrevem numeros reduzidos das CL, considerando-se
sua localizagcdo na epiderme e derme e comparando-se ao tecido normal. A
maioria desses trabalhos enfoca a infecgao na cérvice uterina (Chardonet et
al., 1986; Tay et al., 1987; Drijkoningen et al., 1988; Connor et al., 1999;
Sanclemente e Gill, 2002; Giannini et al., 2002; Nadais et al., 2006; Taube et

al., 2007).

Além das CL, a mucosa possui outras células dendriticas envolvidas
na resposta imune local (Cerio et al., 1989). Dentre elas destaca-se a
presengca dos dendrocitos dérmicos Fator Xllla positivos (DDFXllla+), que
tem capacidade de endocitar e apresentar antigenos (Headington, 1986).
Essas células ja foram investigadas em varias doengas (Arrese Estrada e
Piérard, 1990; Piérard-Franchimont et al., 1996; Pagliari; Sotto, 2002), mas
pouco se sabe a respeito de sua fungdo na infec¢ao pelo HPV; (Al-Saleh et
al.,1995; Arrese et al., 2001; Pereira et al., 2008).

Acredita-se que as células S-100 positivas também sejam células
apresentadoras de antigeno, pois possuem aspecto ultra-estrutural
semelhante as CL (Cocchia et al.,, 1981). Na pele e mucosa, as células

positivas para a proteina S-100 estdo localizadas na derme ou estroma,
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apesar desta proteina ser também utilizada para identificacdo de células de
Langerhans no epitélio.

As citocinas tém grande importancia no desenvolvimento da resposta
imune e parecem ter sua expressao alterada na infeccéo pelo HPV. Entre
elas destacam-se: TNF-a e IFN-y, necessarias para uma resposta efetiva
contra patdgenos intracelulares e células tumorais, e a IL-10, citocina imuno-
regulatéria participante da imunidade contra patdégenos extracelulares e
respostas alérgicas (Clereci e Shearer, 1994; Malejczyk et al., 1996;
Spellberg e Edwards, 2001; Gongalves e Donaldi, 2004; Bais et al., 2007).

Estudos realizados com lesbes cervicais induzidas pelo HPV mostram
uma tendéncia de redugao da expressao de TNF-a e IFN-y, e aumento da
expressao de IL-10, proporcionalmente ao agravamento das lesdes (Arany
et al., 2002; Azar et al., 2004; Alcocer-Gonzalez et al., 2006; Bais et al.,

2007; Sharma et al., 2007; Song et al., 2008).

A infeccdo pelo HPV também altera a expressdo da molécula de
adesao E-caderina. Isso ocorre porque a expressao da molécula esta ligada
ao processo de diferenciacdo dos queratinécitos, que é alterado na infecgao.
A E-caderina é muito importante para a movimentacao das CL no epitélio e
parece estar reduzida nas lesdes de colo causadas pelo HPV (Tang et al.,

1993; e Chen et al., 2003; Carico e Atlante, 2001; Hurbert et al., 2005).

Apesar de varios estudos sobre a acdo do HPV na resposta imune ja
terem sido realizados, visto que a infec¢do pelo virus tem grande ocorréncia

no mundo, os dados descritos ainda ndo sao conclusivos e a maioria destes
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se concentra na infecgdo no colo uterino. E importante que outras regides,
como a vulva, sejam melhor estudas para que se possa verificar se a agao
do virus € a mesma e se 0s mecanismos da reposta imune procedem da
mesma maneira. Com relacao as células dendriticas, as mais estudadas sao
as células de Langerhans, porém € necessario que o papel de outras células
seja pesquisado na busca de uma visao global da defesa que o organismo
pode produzir contra o HPV. Quanto as citocinas, o0 que se sabe nao é
resultado de trabalhos que avaliam a resposta imune in situ, o que seria
bastante interessante e poderia ser realizado através de técnica de imuno-
histoquimica.

Desta forma, esse trabalho visou um aprofundamento do
conhecimento da infecgcédo pelo HPV na vulva, bem como da resposta imune
desenvolvida no local ap6s a infecgao pelo virus, centralizando a abordagem
nas células dendriticas CD1a+, FXlllat+ e S-100+, citocinas TNF-a, IFN-y e

IL-10, e da molécula de adesao E-caderina.
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2. OBJETIVOS

Geral: contribuir para um melhor entendimento da resposta imune do
hospedeiro contra o virus HPV, em lesbes de vulva de baixo e alto grau,
através do estudo das células dendriticas, citocinas e da molécula de

adesao E-caderina.

Especificos:

- Detectar e quantificar as células de Langerhans, dendrécitos dérmicos
FXIllla positivos e células apresentadoras de antigenos S100+ em lesdes de

vulva com HPV comparando-se baixo e alto grau;

- Verificar a expressao das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 em lesdes de

vulva com HPV comparando-se baixo e alto grau;

- Avaliar a expressao da molécula de adesido E-caderina no epitélio em
lesdes de vulva infectadas pelo HPV comparando-as com lesdes de vulvites

crbénicas inespecificas;

- Padronizar a reag¢ao de dupla-marcagao com as reagdes de hibridizagao in

situ e imuno-histoquimica,;

- Pesquisar a possivel relagdo dos dendrécitos dérmicos FXllla+ com o HPV.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Historico

Os papilomavirus (PV) compreendem uma familia de virus DNA né&o
envelopados e epiteliotropicos que podem induzir leses benignas na pele
(verrugas) e membranas mucosas (condilomas). Também podem estar
associados ao desenvolvimento de lesdes epiteliais malignas, como os

tumores do trato anogenital (Howley e Lowy, 2007).

As verrugas genitais eram consideradas uma forma de sifilis ou
gonorréia até o século XIX. Ja no inicio do século XX, Ciuffo (1907)
demonstrou a natureza viral dessas verrugas em humanos, ao observar que
filtrados livres de células, provenientes de lesbes, eram capazes de
transmitir a doenga. Posteriormente, os PV foram identificados em varias
espécies de vertebrados além dos humanos (Lancaster e Olson, 1982;
Sundberg, 1987). Nao foi possivel estudar a biologia do papilomavirus
humano (HPV) em animais, pelo fato do virus ser espécie-especifico

(Howley e Lowy, 2007).

Na década de 70, a clonagem molecular permitiu um avango no
estudo dos papilomavirus, até entdo pouco desenvolvido devido a
dificuldade encontrada para cultivo do virus. A técnica propiciou uma grande
melhoria no estudo das propriedades bioldgicas e bioquimicas desses virus

(Chen et al., 1982; Danos et al., 1982; Danos et al., 1983). Em 1977,
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Gissmann et al. e Orth et al. estabeleceram a pluralidade da familia HPV.
Entre os anos de 1980 e 1982, o DNA de dois HPV de verrugas genitais e
papilomas laringeos foram isolados e caracterizados (Gissmann e Zur
Hausen, 1980; De Villiers et al., 1981; Gissmann et al., 1982). Embora esse
DNA nao tenha sido achado nos tumores cervicais, o uso dessas sondas
sob condi¢cbes de hibridizacdo de baixa estringéncia proporcionou a
clonagem inicial e a caracterizagdo dos DNAs dos HPV16 e HPV18
diretamente das biopsias de cancer cervical e de lesbes precursoras de
cancer anogenital (Durst et al., 1983; Ikenberg et al., 1983; Boshart et al.,
1984). Estudos subsequentes identificaram o DNA desses dois tipos em
70% de todas as biopsias testadas. O DNA dos outros tipos de HPV
encontrados foi detectado em bidpsias de cancer cervical e posteriormente

em outras regides do trato anogenital, incluindo a vulva. (Zur Hausen, 2008).

3.2. Epidemiologia

A infeccdo pelos papilomavirus humanos (HPV) tem distribuigao
mundial e esta associada com uma grande despesa para os sistemas de
salude. E a doenga sexualmente transmissivel mais freqiientemente
diagnosticada. Ao menos uma em cada duas pessoas ira adquirir a infecgéao
genital pelo virus em algum momento da sua vida. Essa propor¢do aumenta

para 80% em mulheres com mais de 50 anos (CDC, 2008). Embora o risco
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da infecgdo por HPV permaneca alto ao longo da vida da mulher, varios
estudos relatam o maior risco e a maior prevaléncia da infeccdo entre
adolescentes e mulheres jovens de 15 a 24 anos (Bauer et al., 1991;
Moscicki et al., 2001; Collins et al., 2002; Winer et al., 2003; Mufioz et al.,

2004; Auvinen et al., 2005; Dunne et al., 2007; Paavonen, 2007).

Em 90% dos casos a infecgdo € assintomatica e pode ser resolvida
pelo organismo dentro de oito meses a dois anos. Quando manifesta sinais
clinicos, € comum o desenvolvimento de verrugas genitais, em sua maioria
causadas pelos HPV-6 e 11 (Greer et al., 1995; WHO, 2007) e que podem
ser tratadas. As maiores taxas de incidéncia das verrugas genitais sao
encontradas entre homens e mulheres de 20 a 29 anos (Koshiol et al., 2004,
Kjaer et al., 2006; WHO, 2007). O uso continuo de preservativo diminui entre
60 e 70% o risco de desenvolvimento de verrugas genitais e a infecgédo pelo
virus HIV esta associada ao aumento da prevaléncia das mesmas (Winer et

al., 2005).

Nos casos mais graves, a infeccédo pelo HPV pode promover o
aparecimento de canceres, que representam cerca de 5,2% de todos os
canceres (Parkin et al., 2005; Steben e Duarte-Franco, 2007). Do total
estimado dos cénceres atribuiveis ao HPV, 94% afetam mulheres e 80%
estdo em paises em desenvolvimento. Estudos epidemioldgicos e virologicos
mostram o HPV como causador de 100% dos canceres cervicais, 90% dos

canceres anais, 40% dos canceres de genitalia externa (vulva, vagina e
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pénis), 12% de canceres de orofaringe e 3% dos canceres orais (tabela 1)

(Parkin e Bray, 2006).

Tabela 1. Numero de canceres atribuidos a infecgdo por HPV, 2002: paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (Parkin e Bray, 2006).

Paises em
Paises desenvolvidos desenvolvimento
Local Atribuivel N° total de Atribuivel N° total de Atribuivel
ao HPV (%) canceres ao HPV (%) canceres ao HPV (%)
Cérvice 100 83 400 83 400 409 400 409 400
Pénis 40 5200 2100 21100 8 400
Vulva,vagina 40 18 300 7 300 21700 8 700
Anus 90 14 500 13100 15 900 14 300
Boca >3 91 200 2700 183 100 5500
Orofaringe >12 24 400 2900 27 700 3300
Total 237 000 111 500 678 900 449 600

Ao contrario do cancer cervical, que € bastante comum com cerca de
0,5 milhdes de casos anuais (WHO, 2007), o cancer vulvar é raro e tem
incidéncia mundial de aproximadamente 1,8 por 100.000 mulheres/ano. Os
paises em desenvolvimento possuem o0s numeros mais altos e o Brasil
detém uma das maiores taxas da incidéncia de canceres vulvo-vaginais,
alcangando 2,1 em Goiania (IARC, 1992), 3,1 em Porto Alegre e 4,2 em Sao
Paulo para cada 100.000 (IARC, 1982, Pinto et al., 1999).

Muitos dos canceres associados ao HPV sao precedidos por lesées
displasicas, como a neoplasia intraepitelial vulvar (NIV). Ha um crescimento

mundial nas taxas de incidéncia de NIV, particularmente em jovens, e parece
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estar associado com a infecgcéao por HPV (Joura, 2002; Sturgeon et al., 1992;
Paavonen, 2007).

A incidéncia das NIV e dos canceres invasivos de vulva aumenta por
volta de 2,4% ao ano. As NIV sdo responsaveis por 57% das neoplasias
vulvares e se destacam como uma das 12 neoplasias cuja incidéncia cresce
nos paises desenvolvidos. No periodo de 1973 a 2000, os Estados Unidos
tiveram um aumento da incidéncia de NIV de aproximadamente 411% (de
0,56 para 2,86 casos/100.000 mulheres) contra 20% dos canceres invasivos
(Judson et al., 2006). Segundo o estudo de Jones e colaboradores (1997),
cerca de 80% das pacientes com NIV classica associada ao carcinoma
tinham menos de 50 anos e idade média do diagnodstico passou de 52,7 para
35,8 anos (Akerman et al., 2007). Assim como nas lesdes cervicais, os tipos
de HPV predominantes nos casos de NIV de alto grau parecem ser os HPV-
16 e 18 (Buscema et al., 1988; Koutsky, 1997; Paavonen, 2007).

Em suma, dentre os principais fatores de risco para a infeccéo por
HPV, desenvolvimento de lesbes neoplasicas e cancer podemos destacar:
multiplicidade de parceiros sexuais, falta do uso de preservativos,
imunossupressao, tabagismo, habitos de higiene, fatores genéticos, excesso
de radicais livres e outros (Piato, 2002; Tindle, 2002). O que agrava esse
quadro é o fato de que os jovens tém sua iniciagdo sexual cada vez mais
cedo, aumentando assim o risco de infecgdo. Um estudo realizado no Reino
Unido com adolescentes de 15 a 19 anos e que soO tiveram um parceiro

sexual, mostrou evidéncias da rapida aquisicao do HPV. O tempo médio da
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primeira relacdo sexual a primeira deteccdo do HPV foi de apenas trés

meses (Collins et al., 2002; Paavonen, 2007).

3.3. Etiologia da infecgao

3.3.1. O papilomavirus humano (HPV)

3.3.1.1. Estrutura do virus

O HPV, que pode ser encontrado sob a forma de mais de 100 tipos, &
um virus formado por um pequeno fragmento de DNA circular de cerca de
7900 pares de bases, envolto por um capsideo icosaédrico. Seu genoma
pode ser dividido em trés partes: regiao inicial (early region), regiao tardia ou
final (late region) e a LRC (long control region). Esta ultima parte possui
componentes que se ligam a varios fatores de transcricdo envolvidos na
regulacdo da replicacdo do DNA e na expressao génica viral (figura 1)
(Majewski e Jablonska, 1997).

Na regiao inicial (E) encontramos os genes que codificam as
proteinas E1 e E2, necessarias para a replicagdo do HPV e altamente
conservadas entre todos os tipos de HPV (Ustav e Stenlund., 1991; Chiang
et al., 1992; Sverdrup e Khan, 1994). E1 inicia a replicacdo do DNA viral ao
ligar-se a sequéncias ricas em AT na origem viral, proximo ao comec¢o do
sitio de transcrigao inicial. Como a ligacdo de E1 com DNA ¢ fraca, E1 forma

complexos com E2, que a carrega de maneira eficaz para a origem viral
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(Frattini e Laimins, 1994a; Frattini e Laimins, 1994b; Kuo et al., 1994; Lusky
et al., 1993; Mohr et al., 1990; Sanders e Stenlund, 2000; Sedman et al.,
1997). A proteina E2 trabalha tanto na replicagdo quanto na regulagao da
transcricdo do HPV. Em niveis baixos, E2 ativa a transcricdo viral, enquanto
em concentragdes altas a transcricdo é reprimida. A perda da expressao de
E2 esta relacionada a proliferagao celular aumentada induzida por E6 e E7 e
que leva ao carcinoma cervical (Jeon et al., 1995; Corden et al.,1999;
Walboomers et al., 1999; Hebner e Laimins, 2005).

Também localizadas na regiao inicial, as proteinas E6 e E7 dos HPV
de alto risco agem como oncoproteinas virais, capazes de imortalizar
queratinécitos humanos. Essas fungbes ndo podem ser associadas com as
proteinas correspondentes dos HPV de baixo risco (Longworth e Laimins,
2004). E6 é encontrada no nucleo e no citoplasma e sua agao mais
conhecida € a interagdo com p53, o que impede a atividade desta proteina
supressora de tumor que regula a expressao de proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular, como a p21. Em células normais, quando ocorre
dano no DNA, p53 se torna ativada e induz altos niveis de expressao de
p21, promovendo a parada do ciclo celular e apoptose (Ko and Prives,
1996). Com localizagdo predominantemente nuclear, E7 é capaz de se ligar
as proteinas da familia Rb (Rb, p107 e p130). Isso propicia o progresso do
ciclo celular e replicagdao do virus nas células basais diferenciadas. E7
também promove o aumento da atividade das proteinas que regulam o ciclo
celular (Davies et al., 1993; Funk et al., 1997; Jones et al., 1997; Ruesh e

Laimins, 1998; Tommasino et al.,1993; Zerfass-Thome et al.,1996).
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Na regiao final (L), estdo localizados os genes L1 e L2, responsaveis
pela codificacdo das proteinas de mesmo nome, que formam o capsideo
viral. Essas proteinas sdo expressas na fase final do ciclo de vida viral em
células suprabasais altamente diferenciadas (Conger et al.,1999; Hebner e

Laimins, 2006).

LCR
[~
E7
- "ri' . -"'"-..,__ 4 ~
rnni‘-,\:.
HPV - 18 zom

Figura 1- Esquema da organizagcdo do genoma do HPV-16.
FONTE: Sociedade Portuguesa de Papillomavirus
(www.sppv.org/info_ciencia.html)
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3.3.1.2. Classificagao do virus

Apos cerca de 30 anos de estudos para se classificar os HPV, foi
encontrado um sistema de classificacdo em que eles pudessem ser
agrupados de maneira mais adequada, que permitiu a designacdo de uma
familia propria, a Papillomaviridae. 1sso aconteceu porque ao longo dos
anos, com o surgimento de melhores ferramentas de pesquisa, foi se
descobrindo novas caracteristicas e diferencas (como tamanho e
organizacdo dos genomas) desses virus em relacdo aos quais eram
comparados, os poliomavirus (De Villiers et al., 2004).

Sao agrupados no mesmo género os HPV que tém homologia da
sequéncia nucleotidica maior que 60%, com relagédo ao gene L1. A maioria
dos HPV esta agrupada no género Alpha-papillomavirus. As espécies
dentro de um género tém entre 60% e 70% de homologia e normalmente
possuem propriedades biologicas e patogénicas em comum. Por exemplo, o
HPV-16 e todos os tipos de HPV pertencentes a sua espécie sao
encontrados no cancer cervical e em suas lesdes precursoras (De Villiers et
al., 2004).

Para a identificagdao de um novo tipo de HPV é observado se ha uma
diferenca maior que 10% em relagdo a sequéncia nucleotidica do gene L1
(regidao mais conservada do genoma). Quando a diferengca da homologia fica
entre 2% e 10% é definido um novo subtipo e menor que 2%, uma variante

(De Villiers et al., 2004).
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3.3.1.3. HPV relacionados as lesdes benignas e neoplasias

Dos mais de 100 tipos de HPV identificados, cerca de 40 tipos
infectam a regido anogential. Os HPV genitais sao divididos de acordo com o
seu potencial oncogénico, em dois grupos: baixo risco e alto risco. Os HPV
6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, sao classificados como de baixo
risco e sao comumente relacionados a verrugas genitais. O grupo de alto
risco € representado pelos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73, e 82, sendo que os dois primeiros tipos sd0 0s maiores responsaveis
pelas neoplasias e canceres anogenitais (Munoz et al., 2003).

A variagao da oncogenicidade dos diversos tipos de HPV parece estar
ligada a capacidade de integracéao do DNA viral ao DNA do nucleo da célula
hospedeira, além de outros fatores. Quanto maior for a integragcdo, maior
sera a probabilidade de ocorrer uma transformagao da célula normal em
neoplasica devido a mutagdes no genoma, como ocorre principalmente nos
casos dos tipos de alto risco, devido a capacidade de imortalizacdo e
transformacdo das proteinas virais E6 e E7 (Longworth, 2004). A
oncogenicidade € menor nos casos em que o DNA viral fica isolado no
nucleo da célula, num epissomo extracromossomal. Pesquisas mostraram
que o DNA do HPV tem preferéncia por células metaplasicas. Estas, por sua
vez, podem ser encontradas no colo uterino, mas ndo na vagina e na vulva,
0 que pode esclarecer a maior ocorréncia de carcinoma nesta regiao do

utero (Piato, 2002).
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3.4. Patogénese da Infecgao

O HPV tem sua entrada na mucosa estratificada do hospedeiro por
meio de micro-traumatismos e se aloja nas células basais com o auxilio dos
receptores de superficie. A replicagdo viral esta ligada a diferenciagao e
maturagcdo das ceélulas escamosas, promovendo um grande aumento na
quantidade de células basais e a diferenciagao terminal tardia, levando a
uma hiperplasia associada a formagéo das lesdes. No caso dos HPV de alto
risco, essas alteracbes causadas no ciclo celular podem ocasionar um
crescimento anormal das células (Evander et al., 1997; Giroglou et al., 2001;
Sanclemente e Gill, 2002).

A infeccdo das células basais pelo HPV leva a ativacdo de uma
cascata de expressdo dos genes virais que resulta na producdo de
aproximadamente 20 a 100 copias extracromossomais de DNA viral por
célula. Essa quantidade média de copias € mantida nas células basais
indiferenciadas no curso da infecgcdo (Conger et al, 1999; Longworth;
Laimins, 2004). A medida que as células infectadas completam seu ciclo de
vida, um subtipo de células filhas deixa a membrana basal para que ocorra a
estratificacdo e diferenciacdo. E nessa fase produtiva do ciclo de vida viral,
nas camadas mais diferenciadas do epitélio, que o HPV amplifica seu
genoma para um alto numero de copias e expressa seus genes tardios, para
a formacao do capsideo. A partir desse momento as particulas de virions
estdo formadas e prontas para infectar outras células (Nickoloff, 1993; Chow

e Broker, 1994; Sanclemente e Gill, 2002).
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O HPV possui alguns artificios que sao utilizados como mecanismo de
escape da resposta imune. Como exemplo, nao lisa as células escamosas
infectadas e nao é capaz de infectar e se replicar nas células que iniciam a
resposta imune (células apresentadoras de antigeno), impedindo estas de
internalizarem os virions ou apresentarem antigenos derivados deles. Outra
caracteristica importante € que as proteinas virais iniciais, localizadas
principalmente no nucleo, sdo produzidas em quantidades insuficientes ou
nao estao acessiveis ao reconhecimento do sistema imune, pois a resposta
desenvolvida é fraca. As proteinas finais que formam o capsideo também
colaboram ao estimulo ineficaz da resposta imune, como ja foi visto em
pacientes com verrugas genitais, portadores de HPV-16, os quais
apresentaram soropositividade para estas proteinas somente meses apos a
infeccao inicial. Além dos fatores citados, é importante ressaltar que nao ha
fase inicial no sangue, deste modo sdo poucas as chances de que o virus

seja detectado pelo sistema imune (Tindle, 2002).

3.5. Caracteristicas histolégicas e classificagao das lesdes

Ao contrario das neoplasias cervicais malignas, originadas quase que
exclusivamente pela infeccdo por HPV, esse virus ndo €& o Unico
desencadeador do processo carcinogénico na vulva (Bonvicini et al, 2005).
Nos ultimos 20 anos, a taxa de deteccdo de NIV dobrou e a apresentagao
multifocal, juntamente com o risco incerto de progressdo da doenga maligna,

a torna uma doenca dificil de tratar, com uma taxa alta de recorréncia (Jones
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e Rowan,1994; Jones et al., 1997; Herod et al., 1996; Abdel-Hady et al.,
2001).
As lesdes vulvares que normalmente sao relacionadas ao HPV sao os

condilomas acuminados e as neoplasias intraepiteliais vulvares (NIV).

Os condilomas s&o histologicamente caracterizados pela arquitetura
verruciforme com nucleo fibrovascular denso, acantose, hiperqueratose,
paraqueratose e coilocitose sem atipia celular (Wilkinson et al., 1986;

Wilkinson e Teixeira, 2003; Skapa et al., 2007).

As NIV s&o histologicamente divididas em NIV classicas ou
indiferenciadas e as NIV diferenciadas. Esta ultima categoria nao esta
associada ao HPV e ocorre em 2-10% dos casos, principalmente em
mulheres em fase pds-menopausa. As NIV classicas s&o relacionadas ao
HPV e sdo mais frequentes em mulheres jovens com idades entre 30 e 40
anos. Posteriormente, essas lesbes classicas foram classificadas em
verrucosas, basaldides ou mistas. As NIV verrucosas mostram padrao de
crescimento condilomatoso, acantose, hiperqueratose, paraqueratose e
sinais de infeccdo por HPV (coilocitose e multiplos nucleos). As lesdes
classicas basaldides sao planas sem hiperqueratose e paraqueratose,
possuem queratindcitos pequenos e displasicos semelhantes as células
epidérmicas basais e sem efeito citopatico do HPV. Nas NIV mistas ha
sobreposi¢cao ou mistura das caracteristicas verrucosas e basaldides (Hart,

2001; McNally et al., 2002).
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Em 1986 foi proposta uma classificacdo das NIV em grau |, Il e Ill pela
International Society for the Study of Vulvovaginal Diseases (ISSVD). Essa
classificagdo tinha como objetivo melhorar a reprodutibilidade dos
diagndsticos e diminuir as duvidas referentes ao potencial pré-canceroso das
lesdes (Wilkinson et al., 1986; Preti et al., 2000; Skapa et al., 2007). Como
critério, as NIV-I apresentam menos de um ter¢o de células imaturas atipicas
na espessura do epitélio. O grau Il é caracterizado por uma displasia
moderada, ocorrendo alteragcdes em até dois tercos do epitélio e as NIV de
grau lll possuem um comprometimento de mais de dois tercos do epitélio,
com displasia intensa. A grande maioria das NIV encontradas é de grau Il e
[ll, com a distingdo entre esses dois sendo altamente subjetiva (Hart, 2001;

McNally et al., 2002; Fox e Wells, 2003; Bonvicini et al, 2005).

A classificagdo da ISSVD (1986) foi adotada pela World Health
Organization (WHO) e sofreu alteragées em 2004 (Sideri et al., 2005) e em
2005 (Medeiros et al., 2005). Esta ultima modificagdo introduziu o termo
lesdo intraepitelial vulvar (LIV) e transformou os condilomas e as NIV-l em

LIV de baixo grau e as NIV-Il e lll em LIV de alto grau.

Apesar da nova classificacdo, ainda existem controveérsias. Estudos
mostram que as lesdes vulvares de baixo grau podem ter HPV de alto risco,
assim como n&o sdo todas as lesbes de alto grau que sdo positivas para os

HPV de alto risco (Srodon et al., 2006; Skapa et al., 2007).
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3.6. Sistema Imune da Pele

Uma vez que o contato com o virus HPV se da inicialmente através da
pele ou mucosas, a resposta imune que se desenvolve nesses locais de
entrada tem grande importancia na defesa do hospedeiro frente a esse

agente.

O sistema imune da pele é composto, principalmente, por
queratinécitos, células endoteliais dérmicas, células dendriticas, e linfocitos
circulantes que migram para os linfonodos locais. Na pele também séao
encontrados mediadores inflamatérios soluveis e outros fatores da resposta

imune (Streilen, 1978; Streilen, 1983; Bos e Kapsenberg, 1986).

3.6.1. Células do sistema imune da pele

3.6.1.1. Células de Langerhans (CL)

As células de Langerhans (CL) sao células dendriticas presentes na
epiderme ou epitélio com localizacdo suprabasal e derivadas da medula
O0ssea. Foram descritas pela primeira vez por Paul Langerhans em 1868 e
podem ser encontradas na derme normal, mucosa oral, eséfago, mucosa
gastrica, tonsilas e colo uterino (Silberberg-Sinakin et al., 1980). Ultra-
estruturalmente, as CL sao caracterizadas pelos granulos de Birbeck,
estruturas citoplasmaticas unicas em forma de raquete (Birbeck et al., 1961;

Romani et al., 2003). Como exemplos de receptores de superficie expressos
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pelas CL temos: langerina/CD207, S100, CD1a (T6), adenosina trifosfatase
(ATPase), MHC classe Il e moléculas co-estimulatérias (Tay et al. 1987;

Taube, 20086).

As CL sao fundamentais para a vigilancia imune da pele. Elas séo as
principais células apresentadoras de antigeno e sdo responsaveis pela
migragao e transporte de antigenos da epiderme para os linfonodos (Taube

et al., 2006).

A densidade das CL tem sido bastante estudada em varias doencas,
devido a sua grande importancia para a eficacia da resposta imune da pele.
Com relagao as areas genitais, as contagens medias encontradas no epitélio
normal s&do mais altas na vulva, seguida por colo uterino e vagina (Edwards
e Morris, 1985). Essa densidade regular de células pode ser alterada por

doencgas ou tabagismo (Barton et al., 1988).

3.6.1.2. Células S100 positivas (S100+)

A proteina S-100 pertence a uma familia de proteinas acidas que se
ligam ao calcio e se distinguem por terem duas regides ligantes de calcio
(Zimmer et al.,1996; McNutt, 1998). Na pele e mucosa as células positivas a
S-100 estdo localizadas na derme ou estroma, apesar desta proteina ser
mais utilizada para identificagdo de células de Langerhans no epitélio. A

primeira observacao dessas células na derme foi feita em 1981 por Cocchia
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e colaboradores, que observaram células com aspecto ultra-estrutural
semelhante ao das CL, mas sem as granulagcbes caracteristicas. Embora
nao tenha sido esclarecido até hoje, essas semelhangas sugerem que as
células S-100+ da derme possam ser apresentadoras de antigenos, assim
como as CL. Outra evidéncia nesse sentido € o fato dessa proteina estar
presente em outras células inflamatérias, como neutréfilos e macréfagos

(Haimoto et al.,1987).

3.6.1.3. Dendrécitos Dérmicos Fatos Xllla positivos (DDFXIllla+)

Os dendrécitos dérmicos fator Xllla (DDFXIlla) constituem uma outra
populacdo de células dendriticas derivadas da medula éssea, com o fendtipo
de células apresentadoras de antigeno. Estéo localizados na derme reticular
e papilar superior, ao redor de vasos sanguineos (Headington, 1986).
Possuem  caracteristicas  histo-enzimaticas  (esterase+, lisozima+,
quimotripsina+) e imuno-histoquimicas (OKM1+, S22+, S100-, OKT6-) que
denotam suas diferencas em relacéo as CL e aos fibroblastos (Headington,
1986). Também sado células positivas para o Fator Xllla da coagulagao
sanguinea, uma protransglutaminase envolvida na homeostase e séao

classificadas como dendrécitos tipo | (Cerio et al., 1989).

Na pele normal, a maioria das células FXllla+ também possui

caracteristicas imuno-fenotipicas de células derivadas da medula dssea e de
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outras células apresentadoras de antigenos, pois sdao HLA-DR+. Na
presenca de inflamagdo, como eczema atdpico e psoriase, estas
frequentemente aparecem em maior numero. Acredita-se que as células
FXllla+ sao capazes de se diferenciar e migrar para a epiderme, o que
indica uma interagédo entre derme e epiderme em busca do desenvolvimento

de uma resposta imune (Headington, 1986; Cerio et al.,1989).

Quando foram estudados na psoriase, os DDFXIlla+ produziram TNF-
a. Esse fator ativa os queratinécitos, induzindo sua hiperproliferagcao e
producao de IL-1, IL-8 e ICAM-1 com consequente migracdo de células
inflamatdrias e desenvolvimento de lesao psoriatica (Nickoloff e Griffths,

1990; Nickoloff et al., 1991).

Os DDFXIIl+ vém sendo estudados por varios grupos de pesquisa,
em busca de seu papel na imunidade da pele, sob diversas condi¢gdes. Em
trabalho publicado em 1990, Arrese Estrada e Piérard observaram o
aumento do numero, e por vezes do tamanho, dessas células em papulas
fibrosas da face, dermatofibromas, liquen escleroso e atréfico, morfea e
cicatriz, granuloma piogénico e no estroma altamente vascularizado
adjacente aos tumores fibroepitelialis de Pinkus e melanoma maligno (Arrese
Estrada e Piérard, 1990). Outro estudo realizado em 1996, associou a
densidade dos DDFXIllla+ a baixa taxa de proliferagdo de células
neoplasicas em carcinomas de células basais e melanomas malignos
(Piérard-Franchimont et al, 1996). Outro trabalho, com lesbes de pele na
paracoccidioidomicose, também verificou um aumento no numero e no

tamanho dos DDFXIIla+ em relagdo ao grupo controle (pele normal) e inferiu
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um papel destas células na patogénese desta doenca (Pagliari e Sotto,

2002).

Existem apenas alguns trabalhos sobre os DDFXIllla+ em lesbes
provocadas pelo HPV. Al-Saleh e colaboradores (1995) encontraram um
numero mais alto de células FXllla+ em lesdes intraepiteliais de alto grau do
que nas biopsias cervicais normais. Outro estudo realizado pelo mesmo
grupo, também mostrou que essas células estavam em grande quantidade
em lesdes anogenitais derivadas da infec¢ao pelo HPV (Arrese et al., 2001).
Em um trabalho recente, nosso grupo encontrou o DNA do HPV no interior
dos DDFXIlla+, o que sugere que estas células tenham um papel na

resposta imune do hospedeiro frente a essa infecgao (Pereira et al., 2008).

3.6.2. Citocinas

As citocinas sao produtos de diversas células linféides e nao linféides,
como as células do epitélio estratificado e os queratindcitos, que sao
grandes fontes. Elas formam uma rede importante de mediadores
inflamatorios que facilita a interagcdo célula a célula nos tecidos linféides
associados a pele e as mucosas (Streilein, 1993). As citocinas sdo pro-
inflamataorias ou primarias, como TNF-a e IL-1, quando induzem a sintese de
outros mediadores (citocinas secundarias ou quimiocinas), que ativam as
células linféides e atuam na quimiotaxia (Schroder, 1995; Gongalves e

Donaldi, 2004). Existem também as citocinas imuno-estimulatorias ou com
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padrao Th1, como a IL-2 e o IFN-y, que promovem a imunidade celular e sao
necessarias para uma resposta efetiva contra patégenos intracelulares e
células tumorais. IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 sdo exemplos de citocinas
importantes na imunidade humoral contra patdégenos extracelulares e
respostas alérgicas. A IL-10 é considerada um citocina imuno-regulatéria,
mas as demais se encaixam em um padrdo Th2 da resposta imune
(Malejczyk et al., 1996; Clereci e Shearer, 1994; Spellberg e Edwards, 2001;

Bais et al., 2007; Song et al., 2008).

3.6.2.1. Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina que tem uma ac¢ao antiviral e anti-tumoral
importante. Codificada por genes localizados no MHC, essa citocina é
produzida, principalmente, por mondécitos/macréfagos e por células T
auxiliadoras. Os efeitos biolégicos do TNF-a sdo mediados por seus dois
receptores TNFRI e TNFRII, presentes em varios tipos celulares e tecidos. O
TNFRI é expresso em células sensiveis a agbes citotoxicas do TNF-a, ao
passo que o TNFRII é fortemente expresso em células B e T estimuladas
(Diez-Ruiz et al., 1995; Bais et al., 2007).

O TNF-a é amplamente produzido pelos queratinécitos e age na
resposta immune participando do processo de maturacido das células
dendriticas e da migracdo destas para os linfonodos. Essa citocina é

responsavel também pelo aumento da producdo de moléculas de adesio e
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MHC classe |, atuantes na apresentacdo dos antigenos virais, além de
apresentar um efeito citotdxico nas células tumorais (Koch et al.,1990;

Sanclemente e Gill, 2002; Berthier-Vergnes et al., 2005).

3.6.2.2. Interferon-gama (IFN- y)

O IFN-y aumenta a expressdo de moléculas do MHC classe Il na
superficie das células de Langerhans e dos queratindcitos, o que
proporciona a esse ultimo tipo celular a acdo de uma célula apresentadora
de antigeno (APC) e que acarreta na ativagdo de uma resposta imune anti-
viral (Sprecher e Becker, 1991; Grebbe et al., 1992; Woodworth et al., 1992;
Goncgalves e Donaldi, 2004). Em agao conjunta com o TNF-a, o IFN-y pode
estimular os queratinécitos a expressarem ICAM-I, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1,
RANTES e TGF- B, apods interacdo das APC da pele com células T de
memoria recrutadas do sangue (Barker et al., 1991; Sanclemente e Gill,

2002).

3.6.2.3. Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 pode ser produzida por diversas ceélulas, como macrofagos,

células dendriticas, células B, e subtipos de células T CD4+ e CD8+ (Moore
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et al.,2001; Kamanaka et al., 2006). Essa citocina pode regular as respostas
imuno-estimulatorias e imuno-regulatorias, inatas e adaptativas, limitando a
ativacdo e diferenciagcdo das células T nos linfonodos, como também por
meio da supressao de respostas pro-inflamatoérias nos tecidos, prejudicando
o controle de patdgenos e ou reduzindo a imuno-patologia. A IL-10 inibe a
expressdo de moléculas MHC classe Il e co-estimulatérias B7-1/B7-2 em
monaocitos e macrofagos e limita a produgao de citocinas proé-inflamatérias e

quimiocinas (Moore et al.,2001; Couper et al., 2008).

3.7. E-caderina

As caderinas sdo uma familia de glicoproteinas transmembrénicas
envolvidas na adesao intercelular dependente de calcio e que tém papel
fundamental na formacdo do tecido (Takeichi, 1990; Takeichi, 1991,

Ranscht, 1994, Carico et al., 2001).

A E-caderina é uma molécula de adesdo intercelular epitélio-
especifica. Sua fungdo € regulada pelas proteinas citoplasmaticas
associadas a ela, as a, B e y-cateninas, que ligam a E-caderina ao
citoesqueleto da base de actina (Herrenknecht et al., 1991; Nagafuchi et al.,
1991; De Boer et al., 1999; Denk et al., 1997; Hinck et al., 1994). A relagao
entre essas proteinas é essencial para sua fungdo adesiva (Staddon et al.,

1995; Shibamoto et al., 1995; Carico et al., 2001).
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A E-caderina esta envolvida na interagdo entre os queratindcitos e as
células de Langerhans e também contribui para manter as CL no epitélio
escamoso (Tang et al.,, 1993). Entretanto, a expressao intraepitelial de E-
caderina, necessaria para manter o equilibrio na movimentagao das CD/CL,
€ influenciada pelo estado de diferenciacdo dos queratondcitos, que é
alterado durante a infeccao e o desenvolvimento das lesdes provocadas pelo

HPV (Smedts et al., 1992; Smedts et al., 1993).

A E-caderina tem sido reconhecida como um bio-marcador importante
da diferenciagao tumoral (Takeichi, 1993; Shiozaki et al., 1996). A perda da
expressao de E-caderina tem sido correlacionada a um fendétipo invasivo de
linhagens de células cancerosas in vitro (Hashimoto et al., 1989, Frixen et
al.,, 1991) e estudos in vivo demonstraram uma expressédo reduzida ou
anormal de E-caderina em varios tipos de cancer, como tumores
endometriais (Sakuragi et al., 1994), cervicais (Inoue et al., 1992; Vessey et

al., 1995; Hubert et al., 2005) e ovarianos (Veath et al., 1994).

3.8. A resposta imune

O HPV infecta os queratinécitos das camadas basais, e se estabelece
no interior do nucleo dessas células, causando mudangas na sua forma, na

funcdo dos componentes celulares e no padrao de secrecao dos mediadores
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imunologicos (Bos e Kaspsenberg, 1986; Nickoloff, 1993; Sanclemente e
Gill, 2002).

As células de Langerhans (CL) internalizam os antigenos e os
processam num compartimento celular especializado e posteriormente
migram para a derme em direcdo aos linfonodos. A apresentagcdo de
antigenos para os linfécitos T naive é feita nos linfonodos, onde se inicia
uma resposta proliferativa antigeno-especifica. Isso leva a uma migracao e
acumulo de células T ativadas em regides estratégicas da pele (Bos e
Kaspsenberg, 1986; Nickoloff, 1993; Sanclemente e Gill, 2002).

Essa resposta pode ser desenvolvida somente com a participagao de
citocinas (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TGF-a e B, TNF-a, IFN-y), moléculas de
adesao (ICAM-1, CD40) e/ou quimiocinas (RANTES e MIP3a) produzidas
pelos queratindcitos (Barker et al., 1991; Giannini et al., 2002; Sanclemente
e Gill, 2002).

Devido ao virus causar diversas alteragcdes peculiares nas células do
hospedeiro, a resposta imune deixa de ser eficaz. Varios trabalhos tém
relacionado a perda da eficiéncia da resposta com a densidade populacional
de células dendriticas, o padréao de liberagcdo de citocinas e a presencga ou
nao de marcadores de superficie nessas células.

Muitos estudos associam a infeccédo e as lesdes causadas pelo HPV
com a diminuicao (Bhawan et al., 1986; Tay et al., 1987; Connor et al., 1999;
Giannini et al., 2002; Nadais et al., 2006; Taube et al., 2007) ou com o

aumento (Caorsi e Figueroa,1986; Campaner et al., 2007) do numero de CL,
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sendo que alguns destes correlacionaram a densidade de células com a

gravidade da lesao.

As alteragdes causadas pelo HPV no processo de diferenciacdo dos
queratinécitos afetam inUmeros eventos, como a expressdo da molécula de
adesdo E-caderina e a expressdo de TNF-a. A E-caderina é muito
importante na movimentacado das CL no epitélio e parece estar reduzida nas
lesbes de colo causadas pelo HPV (Tang et al., 1993; Carico e Atlante,
2001; Chen et al., 2003; Hurbert et al.,, 2005). Estudos mostram uma
diminuicdo nos niveis de TNF-a e IFN-y em lesdes da cérvice uterina
causadas pelo virus, o que se relaciona com a persisténcia da infeccéao.
Conforme a gravidade das lesdes aumenta, a mudanca na expressao de
TNF-a e IFN-y parece promover uma maior expressao de IL-10, citocina
relacionada a um pior prognostico (Arany et al., 2002; Azar et al., 2004;
Alcocer-Gonzalez et al., 2006; Bais et al., 2007; Sharma et al., 2007; Song et

al., 2008).

3.9. Métodos Diagnésticos

De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (CDC),
testes para a identificacdo do HPV devem ser realizados apenas quando

houver indicios de infeccdo por HPV de alto risco ou desenvolvimento de
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alteragbes pré-cancerosas ou cancerosas, principalmente no contexto

cervical.

Os testes normalmente utilizados para identificagdo do HPV baseiam-
se na detecgdo de acidos nucléicos (DNA ou RNA) ou proteinas do
capsideo. A Captura Hibrida Il para HPV (Digene) é um método que utiliza
uma solucédo hibridizadora para verificar a existéncia de DNA de HPV de alto
risco (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e 68), sem
identificar um unico tipo especifico. O material usado para a realizagcao do
teste pode ser proveniente de células cervicais esfoliadas colocadas em
meio liquido ou fluido residual de espécimes de citologia a base de liquido
(CDC, 2007).

A Captura Hibrida Il € o unico teste de rotina aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA), 6rgéo regulamentador americano. Entretanto,
existem outros métodos moleculares que podem ser utilizados para a

deteccdo do HPV como o PCR e a hibridizagao in situ.

3.10. Tratamento

As terapias existentes para as infec¢gdes anogenitais causadas pelo
HPV podem ser divididas nas seguintes categorias: ablacdo da lesao,
agentes citotoxicos, terapia fotodindmica e imunomoduladores (Stanley,

2003).
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Os métodos ablativos para as verrugas genitais, como a crioterapia,
terapia a laser e eletro-cirurgia, sdo muito efetivos em um curto prazo, mas
as taxas de recorréncia podem ser altas. As lesbes de alto grau,
principalmente da cérvice uterina, sdo tratadas com técnicas de extirpagao.
A escolha dessas técnicas em lesbes de vulva é complicada, pois o
tratamento freqientemente causa mutilagées e as recorréncias sdo comuns

(Stanley, 2003).

Muito utilizados no tratamento das verrugas genitais, os agentes
citotoxicos sdo encontrados na forma de preparacbes topicas e podem
provocar efeitos locais adversos graves e altas taxas de recorréncia. Entre
elas estdo a podofilina (10-25%) e os acidos tricloroacético e bicloroacético

(80-90%) (Greenfield et al., 2001; CDC, 2006).

A terapia fotodinamica tem mostrado uma eficacia variavel no
tratamento de verrugas genitais e lesdes de colo e vulva provocadas pelo
HPV (Wierrani et al., 1999). A acdo acontece com a ativagdo de um
fotossintetizador que leva a liberagdo de oxigénio altamente reativo. Isso
acarreta na destruicdo do tecido, que pode ativar o sistema imune do
hospedeiro. Dois trabalhos avaliando a resposta das NIV a essa terapia
mostraram respostas boas para as lesdes de baixo grau e variaveis para as
lesbes de alto grau (Hillemanns et al., 2000; Fehr et al., 2001; Stanley,

2003).

Entre os imunomoduladores que vém sendo estudados contra a

infeccdo por HPV, o imiquimode 5% se destaca. De uso tdpico, esse
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medicamento atua na ativacdo de macréfagos e células dendriticas para a
liberagdo de proteinas proé-inflamatérias (Slade, 1998). O imiquimode tem
mostrado eficacia no tratamento de verrugas genitais e NIV (Beutner et al.,

1998; Todd et al., 2002; Stanley, 2003).

A escolha do tratamento deve levar em conta o tamanho, localizacao
e morfologia das lesdes, além da preferéncia do paciente e os efeitos

adversos da terapia (CDC, 2006).

3.11. Vacinas

Atualmente existem dois tipos de vacinas profilaticas comercialmente
disponiveis, baseadas nas VLP (virus-like particles). As VLP sao formadas
pela combinacdo de proteinas do capsideo viral, L1 e L2, e resultam na
formacdo de estruturas vazias, destituidas de DNA, semelhantes a um
capsideo e que induzem uma forte resposta humoral. Entre as vantagens do
uso das VLP estda a seguranga delas ndo provocarem a infec¢gdo ou o
desenvolvimento de neoplasias e o fato dessas particulas poderem ser
produzidas em células de insetos, bactérias recombinates e até fungos

(Tewari e DiSaia, 2002; Lowy e Schiller, 2006; Derchain e Sarian, 2007).

Uma das vacinas possui VLP dos HPV 6, 11, 16 e 18 e a outra
apenas dos HPV 16 e 18. Para a criagao da vacina foram selecionados os

tipo virais mais associados ao desenvolvimento do céancer de colo uterino,
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que € um grande problema para a saude publica. A vacina quadrivalente tem
a vantagem de englobar também os tipos mais encontrados nas verrugas
genitais, os HPV 6 e 11. A principio, estimava-se que as vacinas deveriam
cobrir cerca de 70% dos canceres cervicais, mas com a descoberta da
existéncia de uma proteg¢ao cruzada entre os HPV-16 e HPV-31, e os HPV-

18 e HPV-45, a taxa de protegédo pode chegar a 80%. (Zur Hausen, 2008).

Os dados relativos a eficacia das vacinas sao muito positivos, apos
cinco anos de acompanhamento. As vacinas mostraram grande eficiéncia na
prevencao de infecgdes causadas pelos tipos de HPV selecionados, em
mulheres que nao foram previamente expostas aos mesmos. A soro-
conversdo ocorreu em cerca de 100% dos individuos vacinados e o0s
anticorpos costumam permanecer altos por mais de 6 anos (Harper et al.,

2004; Villa et al., 2005)

As vacinas s&o indicadas para meninas e mulheres jovens de 9 a 25
anos, sem infecgdo prévia pelo virus. Devem ser aplicadas em trés doses
intramusculares, sendo a segunda dose dada apds um ou dois meses e a

terceira, aplicada seis meses apos a primeira injegdo (Zur Hausen, 2008).
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4. METODOS

4.1. Casuistica

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério da Disciplina de
Patologia de Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Foram utilizadas 60 bidpsias de vulva remanescentes dos arquivos da
secao de Anatomia Patologica do Laboratorio Fleury e da Associagdo Fundo
de Incentivo a Psicofarmacologia (AFIP), obtidas no periodo de 2002 a 2006.
Dentre essas biopsias, 49 possuiam resultado positivo para HPV (condiloma
acuminado, NIV-I, NIV-Il e NIV-Ill) e 11, com diagnéstico de vulvite crénica,
nao apresentavam o virus. O diagnostico foi feito através de avaliagéo
anatomo-patoldgica, realizada ap6s a vulvoscopia. As bidpsias provenientes
do Laboratério Fleury (n=32) possuiam, além do diagnostico anatomo-
patoldgico, a confirmagao pela reagao de Hibridizagao in situ.

As pacientes positivas para o HPV tinham idades entre 18 e 47 anos e
as pacientes que ndo estavam infectadas pelo virus tinham entre 22 e 49
anos. O critério de inclusdo dos casos baseou-se na presenca de material
suficiente para a realizacdo de todas as reagdes imuno-histoquimicas e a
auséncia de co-infecgdes. Os dados referentes a procedéncia e ao
diagnostico de cada caso estdo nos quadros 1 e 2 dos anexos.

Como parametro para avaliagdo da morfologia e numero de células de

Langerhans, dendrocitos dérmicos FXllla+ e células S100 +, utilizou-se um
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grupo controle de pele normal, proveniente de incisao de cirurgia cardiaca,

previamente empregado em trabalhos do nosso grupo.

4.2. Métodos

A analise tecidual foi feita através da coloragcdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) e o estudo das células dendriticas, citocinas e a molécula de
adesdo E-caderina, através do método imuno-histoquimico. Os dados

referentes aos anticorpos utilizados estdo na tabela 2.

Tabela 2 — Dados referentes aos anticorpos utilizados: codigo, fabricante e
diluicao.

Anticorpo Cadigo Fabricante Diluicao
Anti-FXllla PU337-UP BioGenex 1:200
Anti-S100 Z311 Dako 1:1000
Anti-CD1a MCA1657 Serotec pronto para uso
Anti-TNF-a IP-300 Genzyme 1:200
Anti-IFN-y IP-500 Genzyme 1: 300
Anti-IL-10 MAB217 R&D System 1:10
Anti-E-caderina NCL-E-CLA Novocastra 1:50

4.2.1. Reagao imuno-histoquimica

Cortes histologicos de 4um de espessura foram obtidos em laminas

previamente passadas em solugdo de organo-silano (3-Aminopropyl trietoxy-
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silane Sigma A3648 - Chemical co. St. Louis, MO/USA) e deixados em
estufa a 56°C para melhor aderéncia. As laminas foram imersas em xilol
para desparafinizacdo e hidratadas em uma sequéncia decrescente, tendo
alcool a 100% como inicio. Como proximo passo, as laminas passaram por
uma lavagem em agua corrente e agua destilada.

O bloqueio da peroxidase endégena ocorreu por meio trés banhos de
dez minutos cada em solugédo de peroxido de hidrogénio a 3% em camara
escura.

Em seguida foi feita a exposicao de sitios antigénicos para as reacdes
com Fator Xllla, TNF-a, IFN-y e IL-10, com solugéo de tripsina 20% (Sigma
T-8253). Para a deteccao de E-caderina, os cortes foram colocados em
microondas por 20 minutos em solugcéo de acido citrico pH 6,0. Para os
anticorpos anti-S-100 e CD1a nao foi necessaria a exposi¢cao dos sitios
antigénicos. Os cortes com os anticorpos primarios foram incubados a 4°C
“overnight”.

A proxima incubagao foi feita com o anticorpo secundario biotinilado
anti-imunoglobulina de coelho por 30 minutos e com posterior utilizagdo do
sistema LSAB estreptavidina- peroxidase (K0690 Dako Cytomation —
Carpinteria, CA/USA). A reacéo para detecgao das moléculas de adesao E-
caderina foi feita com o Sistema Envision (K1491 Dako). Ambos os sistemas
foram utilizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

A revelacdo da reacdo foi feita com 3,3-diaminobenzidina (Sigma

D5637) 0,03% em PBS adicionando-se 1,2 ml de perdxido de hidrogénio 3%.
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A contra-coloracao foi feita com hematoxilina de Harrys. As laminas foram

desidratadas e montadas com resina Permount (Fisher Scientific Co).

Para marcacdo das células CD1a+ foi utilizado o “KIT” CSA
(Catalysed System Amplification — Dako K1500) que tem por objetivo uma
amplificacdo da positividade, através da multiplicagdo das moléculas de
biotina envolvidas na reagao. O protocolo da reacéao foi feito de acordo com
as especificagdes do fornecedor (Bobrow et al., 1989).

Todas as lavagens das laminas antes e apds as incubagdes com os

referidos anticorpos foram feitas com a solugao de PBS pH 7 4.

4.2.2. Dupla marcagao

Visando o estudo da interagéo dos dendrécitos dérmicos com o virus
HPV, foi realizada uma reacado de dupla marcacao utilizando a técnica de
hibridizacdo in situ para marcar o DNA do virus e o método imuno-
histoquimico para a marcacédo dos DDFXIlla+ em dez dos casos.

Primeiramente, as laminas foram imersas em xilol em dois tempos de
15 minutos e em seguida foram passadas numa bateria de alcool (de 100 a
70%) para hidratacdo dos cortes. As laminas foram lavadas em agua
destilada.

A recuperagao antigénica foi feita em banho-maria a 96°C colocando-
se as laminas em uma solugdo de acido citrico pH 6,0 a 10%, por 40

minutos. Ao término, as laminas foram deixadas em temperatura ambiente
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por quinze minutos para resfriamento e lavadas em agua destilada por trés
minutos.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito por meio de quatro
banhos de cinco minutos cada com agua oxigenada 3%, seguido de nova
lavagem com agua destilada e imersdo em leite desnatado a 6% por cinco
minutos.

A incubacao do material com a sonda para HPV de amplo espectro (Y
1404 Dako, que detecta os tipos de HPV 6,11,16,18,31,33, 35,45,51,52) foi
feita em estufa a 95°C por cinco minutos. Apds essa rapida incubagao, as
laminas foram incubadas a 37°C “overnight”.

No dia seguinte, o material passou por trés lavagens de trés minutos
em solugao tampao (50mmol/L de TRIS pH 7,6; 0,3 mol/L de NaCl; e Tween
0,1%) e ficou em uma solugado adstringente (1:50 de agua destilada ou
deionizada) por 30 minutos a 56°C.

Apos trés novas lavagens com a solugao tampéao, foi usado o sistema
GenPoint (Tyramide signal ampliafication system for biotinylated probes,
K0620 Dako). Como primeiro passo, foi colocada a estreptavidina primaria,
na diluicdo de 1:200, por trinta minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, o material passou por nova lavagem e houve a aplicagdo do
amplificador (biotinil tiramida) por 15 minutos em temperatura ambiente.
Uma nova lavagem foi realizada e a estreptavidina secundaria foi aplicada
por mais 15 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram novamente

colocadas em solucao tampao.
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Apos a revelagcdo da reacdao de hibridizagdo in situ com 3’3
Diaminobenzidina e cloreto de niquel, foi iniciada a reagdo imuno-
histoquimica nas mesmas laminas, através da aplicagdo do anticorpo
primario anti- Fator Xllla na diluicdo de 1: 200. As laminas com os cortes
foram incubadas a 4°C “overnight”.

Na fase seguinte foi utilizado o sistema LSAB 2 (Alkaline Phosphatase
— Dako K0676). Primeiramente foi aplicada a Imunoglobulina biotinilada anti-
camundongo e anti- coelho por 30 minutos a 37°C. Em seguida, os cortes
foram lavados em PBS por cinco minutos e posteriormente, foi adicionado o
conjugado de estreptavidina e fosfatase alcalina aos cortes, permanecendo
por 30 minutos a temperatura de 37°C.

A revelacao ocorreu apds nova lavagem com PBS, com a preparagao
do cromdégeno feita a partir de 3 gotas de fucsina, 3 gotas de agente ativador
de fucsina e adigao do substrato para diluicdo (Fuchsin Buffered Substrate)
até completar 2ml. Essa solugdo foi aplicada em todos os cortes e
permaneceu por cinco minutos. Apds a lavagem em agua corrente por cerca
de cinco minutos, as laminas foram deixadas ao ar livre para secagem e por
fim, foram montadas com glicerina.

Foram consideradas positivas para a dupla marcagao as células
coradas em vermelho e que possuiam material com coloragao preta em seu
interior.

Todas as reagdes foram seguidas com controles positivos para HPV e
para cada uma das células a serem pesquisadas (dermatofibroma para

FXIlla, couro cabeludo para CD1a e S100).
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4.3. Analise quantitativa

As células imuno-marcadas foram analisadas de forma quantitativa
utilizando-se reticulo graduado, que juntamente com a ocular de 10x e a
objetiva com aumento de 40x, apresenta 0,25 mm de lado (0,0625 mm? de
area).

A quantificacdo das células de Langerhans epiteliais foi realizada
através da determinacdo da fracdo de area epitelial com a expressao
positiva de antigeno CD1a. Com aumento de 400x , foi contado o numero de
pontos do reticulo (cruzamento de duas retas) que incidiam sobre a imuno-
marcagao positiva e o numero de pontos que coincidiam no epitélio, excluida
a camada cornea. A fracdo de area epitelial foi obtida por meio da razao do
numero de pontos sobre a imuno-marcagdo e o numero total de pontos
sobre o epitélio (Bieber et al., 1988).

Os dendrdcitos dérmicos Fator Xllla positivos, células S-100 positivas,
TNF-a, IFN-y e IL-10 foram analisados quantitativamente com o auxilio do
mesmo graticulo, tendo sido consideradas todas as células imuno-marcadas
na lamina prépria, de forma que o graticulo foi utilizado como parametro de
medida da area.

Para comparagdo numérica com tecido normal, utilizou-se dados
referentes a contagem de células de Langerhans, dendrécitos dérmicos
FXllla+ e células S100+ em pele normal, cujos resultados foram previamente

descritos por nosso grupo (Pagliari e Sotto, 2003; Guedes et al., 2008).
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Os resultados obtidos na quantificacdo de células CD1a, S-100, Fator
Xllla positivas, TNF-a, IFN-y e IL-10 foram analisados estatisticamente pelo
método n&o paramétrico Mann-Whitney, em que foi estabelecido o nivel de
significancia em 95% (p < 0,05). A correlagédo entre os marcadores foi
verificada pelo teste de Spearman. Para essa avaliacdo foi usado o
programa de estatistica “Graph Pad Prism” versdao 3.00 para Windows
(GraphPad software, San Diego, CA).

A expresséo de E-caderina foi analisada de forma qualitativa em todo

o epitélio.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise

de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) sob os numeros 465/05 e 1075/06.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise histopatolégica

Nas lesbes vulvares de baixo grau o epitélio apresentava
paraqueratose leve e acantose moderada associada a papilomatose. O terco
inferior do epitélio exibia proliferagdo de queratinécitos com hipercromasia e
irregularidades nucleares e perda de sua polaridade habitual. Na camada
espinhosa alta foi observado regular numero de queratindcitos coilocitoticos.
O limite com o estroma estava conservado em todos os espécimes. Este era
permeado por leve infiltrado inflamatério linfohistiocitario perivascular

superficial (Figura 2A).

As lesbes de alto grau apresentaram proliferacdo de queratinécitos
com franca atipia nuclear e perda subtotal ou total da polaridade habitual do
epitélio. Raras células apoptoticas eram observadas na camada espinhosa
superficial. O limite com o estroma estava preservado em todos os
espécimes. Observou-se infiltrado inflamatério predominantemente

perivascular, de leve a moderada intensidade no estroma (Figura 2B).
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Figura 2 — Aspecto histologico de lesées de vulva induzidas pelo HPV. A, lesdo de baixo
grau — acantose associada a papilomatose proliferacdo de queratinécitos
atipicos e perda da polaridade do tergo inferior do epitélio. Notar regular
numero de queratinécitos apoptéticos na camada espinhos superior. B, lesédo
de alto grau com proliferagdo de queratindcitos atipicos e perda subtotal da
polaridade habitual do epitélio; Raros queratindcitos apoptéticos na camada
espinhosa alta. Limite estroma-epitelial conservado e leve infiltrado
inflamatdrio linfo-histiocitario papilar. Hematoxilina-eosina (100x).
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5.2. Método Imuno-histoquimico

5.2.1. Expressao e quantificagcao de células dendriticas

As células de Langerhans, detectadas através do anticorpo anti-
CD1a, estavam distribuidas em todo o epitélio, sobretudo nas camadas
suprabasal e espinhosa (Figura 3). O numero dessas células n&o diferiu
entre os grupos de lesbes, mas elas estavam em quantidade reduzida e
apresentavam dendritos menores quando comparadas a pele normal

(p<0.0001) (Grafico 1).
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Figura 3 - Células de Langerhans (CD1a+) no epitélio de lesdes vulvares induzidas
pelo HPV. A, lesédo de baixo grau. B, leséo de alto grau. C, pele normal
(SABC, 400x).
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Grafico 1 - Quantificacdo de células de Langerhans (CD1a+) em lesdes de

baixo (¢) e alto grau (¢) induzidas pelo HPV e na pele normal ().
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As células positivas para as proteinas S-100 ou FXllla estavam
localizadas em toda a extensdo do estroma (Figuras 4 e 5). Nao houve
diferenca estatistica significativa entre as lesbes de baixo e alto grau tanto

para as células S-100+ (p = 0,0515) como para os DDFXIlla+ (p = 0.2286).
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Figura 4 - Células S-100+ em lesbes vulvares induzidas  pelo HPV e pele

normal. A, lesdo de baixo grau. B, lesdo de alto grau. C, pele
normal (SABC, 400x).

Embora os DDFXIllla+ estivessem aumentados em tamanho nas

lesdes de vulva, seu numero nao diferiu ao observado na pele normal. Da

mesma forma, nao se observou diferencas numéricas na populagdo de

células S-100+ quando se comparou os grupos de lesdes de alto grau e pele

normal (p = 0.064), e lesbes de baixo grau e pele normal (p = 0.057).
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Figura 5 - Dendrécitos dérmicos FXllla+ no estroma de lesbes vulvares
induzidas pelo HPV e pele normal. A, lesdo de baixo grau. B,

lesdo de alto grau. C, pele normal (SABC, 400x).

Quando as populagdes de células S-100+ e DDFXIllla+ foram

comparadas, foi possivel detectar um numero maior de DDFXIlla+ sobre as

células S-100+ tanto no grupo de lesdes de baixo grau (p = 0,0008) como no

de alto grau (p = 0,0031). Os dados referentes a quantificagcdo das

populagdes celulares e andlise estatistica estdo expressos na tabela 3 e

grafico 2.

Dissertagdo de Mestrado - Naiura Vieira Pereira



Resultados 56

Grafico 2- Quantificagdo de células S-100+ e DDFXIllla+ em lesbes de

baixo (e,m) e alto graus (e,m) induzidas pelo HPV e na pele

normal (e,m).
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Tabela 3 - Dados referentes a analise estatistica das contagens de células
CD1a+, S-100+ e FXlla+. Valores expressando a média + desvio

padrdo, variancia e mediana, respectivamente. Teste Mann-

Whitney.
CD1a+ S100+ FXllla+
Baixo grau 0,0065 * 0,00662 9,87 + 11,88 31,66 + 42,61
0-0,0230 0-44,44 0-221,30
0,0055 6,50 20,58
Alto grau 0,0087 + 0,0105 11,63 £ 12,57 40,29 + 39,64
0,0001 — 0,0320 0—44,80 1,9-142,0
0,0040 6,09 30,55
Pele normal 0,1182 £ 0,0714 3,910 £ 5,417 17,34 + 15,46
0,0325 - 0,2474 0-16 0-43,60
0,0992 0,90 15,47

5.2.2. Expressao das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10

As citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 estudadas no estroma foram
detectadas, com frequéncia, em pequenas quantidades nos grupos de
lesbes (Figura 6). Nao apresentaram diferengas estatisticas significativas

entre os grupos de lesbdes (p = 0,8557, p = 0,5704 e p = 0,3730
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respectivamente). Os dados referentes a analise quantitativa das células

com expressao de citocinas estdo na tabela 4 e grafico 3.

Tabela 4- Dados referentes a analise estatistica das contagens de células
expressando as citocinas TNF-a, IFN-y e 1I-10. Valores
expressando a meédia + desvio padrdo, variancia e mediana,

respectivamente. Teste Mann-Whitney, p>0,05.

TNF-a IFN-y IL-10
Baixo grau 448 +7.17 0,21+0,48 0,95 +2,28
0-32,44 0-1,88 0-11,87
1,95 0 0
Alto grau 2,78 £ 2,56 0,03 +£0,09 0,15+ 0,31
0-6,96 0-0,25 0-0,86
2,53 0 0
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Grafico 3 - Quantificagdo da expressao das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10

em lesdes de baixo (e,m,¢) e alto grau (e,m,¢) induzidas pelo

HPV.
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Figure 6- Imuno-marcagbes mostrando expressao de citocinas em lesdes
vulvares induzidas pelo HPV. Células com expressao de TNF-a
(A e B); células com a expressao de IFN-y (C e D); e células com
expressao de IL-10 (E e F). A, C e E, lesbes de baixo grau e B, D
e F, lesGes de alto grau(SABC, 400x).
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Foi possivel observar uma correlagcédo entre o numero de DDFXIllla+ e
de células com expressdo de TNF-a em lesbes de baixo grau (r = 0.5741) e

alto grau (r = 0.4967) (tabela 5).

Tabela 5 - Correlacdo entre os DDFXIlla+ e a citocina TNF-a em lesdes

vulvares de baixo e alto grau induzidas pelo HPV .

FXllla/ TNF-a r de Spearman Intervalo de confianga
(>95%)
Baixo grau 0,5741 0,2831 a 0,7683
Alto grau 0,4967 -0,0635 a 0,8189

5.2.3. Expressao de E-caderina

Para a analise da expressao de e-caderina, o grupo de vulvites
cronicas inespecificas foi utilizado como controle. Em 91.0% das vulvites
cronicas inespecificas foi observado um padrao homogéneo e difuso da
expressao de e-caderina na camada espinhosa baixa e média. Ambos os
grupos de lesdes HPV+ exibiram padroes semelhantes de expressao de e-
caderina. Os espécimes mostraram marcacao difusa ou focal de e-caderina
na camada espinhosa baixa e média em 61% e 39% dos casos,

respectivamente. E importante ressaltar que todos os casos positivos para a

Dissertagao de Mestrado - Naiura Vieira Pereira



Resultados 62

infeccao por HPV apresentaram auséncia de imuno-reatividade nas areas de

displasias (Figura 7).

Figura 7- Imuno-marcagées mostrando a expressdo de E-caderina no
epitélio de lesbes vulvares induzidas pelo HPV e vulvites
cronicas inespecificas. A, lesdo de baixo grau. B, lesdo de alto

grau. C, vulvite cronica inespecifica (SABC, 40x [A e B] e 200x
[CD).
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5.3. Dupla marcagao

Como resultado da reacdo de dupla marcacéo, feita através da
utilizacdo da hibridizacao in situ para deteccdo do DNA do HPV e imuno-
histoquimica para dendrécitos dérmicos FXllla+, foi possivel identificar

antigenos virais no citoplasma dessas células (Figura 8).

Figura 8 — Lesdo vulvar com HPV. Co-localizagdo do DNA viral no
citoplasma dos DDFXIlla+. Hibridizagdo in situ para o HPV com
DAB e cloreto de niquel (—») e imuno-histoquimica para
DDFXllla+ com método estreptavidina-fostatase alcalina e
fucsina (vermelho) (1000x).
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6. DISCUSSAO

A infeccdo genital pelo papilomavirus humano é a doenga
sexualmente transmissivel mais comumente diagnosticada entre as doencgas
desse grupo (CDC, 2008). A infecgao por este virus pode estar associada ao
desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas e de cancer, principalmente no
colo uterino, local onde o HPV é responsavel por cerca de 100% das
transformagdes malignas. Assim sendo, a infecgdo pelo HPV é vista como
um problema de saude publica, devido a sua distribuicdo mundial e ao
grande gasto proporcionado aos sistemas de saude para o tratamento das
lesbes e canceres (WHO, 2007).

Apesar de o HPV nao ser o causador de todos os canceres vulvo-
vaginais, cerca de 40% das neoplasias dessa regido do trato genital da
mulher estdo associados a esse agente viral. Isso mostra a importancia do
estudo da infecgdo nessa regido, adicionando-se o fato de que pouco se
sabe sobre a patogénese das lesdes vulvares (Parkin e Bray, 2006).

As taxas de incidéncia das neoplasias intraepiteliais vulvares (NIV)
tém aumentado bastante em todo o mundo, principalmente em jovens e
parece ter uma associagcdo com a infecgéo pelo HPV (Joura, 2002; Sturgeon
et al., 1992; Paavonen, 2007).

Entretanto, na maioria das vezes a infecgcdo € assintomatica ou ha
somente o desenvolvimento de verrugas genitais (Greer et al., 1995; WHO,

2007).
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A analise histopatologica de nossa casuistica mostrou que todos os
espécimes analisados apresentaram alteragdes teciduais caracteristicas da
infeccado pelo HPV. No grupo de lesbes de baixo grau, formado por
condilomas acuminados e NIV-l, as alteragbes histopatoldgicas
compreenderam hiperqueratose, paraqueratose e acantose associada a
papilomatose do epitélio, com graus variaveis de atipias dos queratindcitos
acompanhados de perda da polaridade habitual do crescimento epitelial que,
quando presente, ocorria somente até o seu terco médio. A coilocitose foi
observada nas camadas espinhosa superior e granulosa do epitélio. As
lesdes de alto grau (NIV-II e Ill) apresentaram caracteristicas semelhantes,
porém mais intensas, relativas a diferenciagdo celular e a perda total ou
subtotal da polaridade do crescimento epitelial. Essas alteragdes estdo de
acordo com o que foi estabelecido pela ISSVD (Sideri et al., 2005).

Embora a hibridizacao in situ para sequencias de HPV de alto e baixo
risco nao tenha sido realizada para a identificagcdo do DNA viral em todos os
casos incluidos no estudo, todos os espécimes mostravam alteragdes
histopatolégicas caracteristicas do efeito citopatico viral desencadeado pelo
HPV.

A técnica de imuno-histoquimica &€ comumente utilizada para o
diagndstico de agentes infecciosos, caracterizagdo de células da resposta
tecidual e expressao de citocinas no tecido a ser estudado. Esse método
também pode ser aplicado para analises quantitativas ou semi-quantitativas,
que buscam verificar a intensidade de antigeno presente na amostra ou o

padrao de resposta imune desenvolvido (Alves e Roman, 2005).
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Os anticorpos usados para a realizagdo deste trabalho foram
previamente testados e sua especificidade comprovada pela utilizagado de
controles positivos.

A pele normal foi utilizada na busca de um parametro de normalidade
para a avaliagdo da densidade das células de Langerhans (CD1a+), S-100+
e FXllla+. Embora possa haver diferengas entre a pele nao genital e
semimucosa proveniente da vulva, por motivos éticos nao foi possivel obter
tecido normal de vulva para compor o grupo controle. A populacdo de CL
nao difere nas diferentes regides cutaneas, com exceg¢ao das regides palmar
e plantar (Ashworth et al, 1986; Taweechaisupapong et al, 1996). Foi
demonstrado também nao haver diferencas na densidade de CL da pele de
homens e de mulheres (Berman et al, 1983). O grupo controle de nosso

estudo era composto por espécimes de pele do tronco e membro inferior.

Células dendriticas

As células de Langerhans sdo as células apresentadoras de
antigenos mais importantes da epiderme ou epitélio. Elas sao responsaveis
pelo transporte de antigenos para os linfonodos, que promove a migragao de
células T ativadas para o local de infeccdo na pele. Embora as CL epiteliais
possam ser identificadas com o método imuno-histoquimico através da
expressao da proteina S-100, o marcador CD1a foi escolhido para este
estudo, visando uma maior especificidade (Sanclemente e Gill, 2002; Taube

et al., 2006).
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Embora a densidade de CL nado tenha diferido entre as lesbes
vulvares de baixo e alto grau, observamos uma menor populagdo dessas
células no epitélio das lesbes vulvares relacionadas ao HPV quando
comparadas a pele normal controle.

A densidade das CL no epitélio vulvar normal € maior quando
comparada a cérvice e a vagina, entretanto a presengca de um agente
infeccioso como o HPV altera esse valor (Edwards e Morris,1985).

Os trabalhos da literatura que abordam a populacdo de CL nas
lesdes genitais induzidas pelo HPV sao conflitantes. Ora essas células estao
aumentadas em numero — como nas neoplasias cervicais (Caorsi e
Figueroa, 1986) para onde migrariam a partir de tecido normal adjacente
para provavel contengcao do processo neoplasico (Campaner et al, 2006),
ora estariam diminuidas em numero, o que se relacionaria a uma falha na
resposta imune nas verrugas genitais (Sanclemente, 1999)

Esses dados conflitantes poderiam ser devido ao uso de diferentes
marcadores para a identificagdo das CL. Os trabalhos que realizaram sua
identificacdo pela proteina S100 demonstraram haver uma diminuigdo de
sua densidade e que, com o uso do marcador CD1a nao se verifica haver
menor numero de CL, identificadas por esse marcador mais especifico (Tay
et al., 1987; Connor et al., 1999).

Em nosso trabalho as CL epiteliais foram identificadas e quantificadas
pela marcagao com o anticorpo CD1a e observamos menor ensidade de CL
em ambos os grupos de lesdes vulvares quando comparados a pele normal

controle. Esses dados estdo de acordo com os de Giannini et al. (2002) para
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as lesdes de HPV do colo uterino e os de Taube e colaboradores (2006) que
estudaram lesdes vulvares relacionadas ao HPV e co-infecgao pelo HIV.
Nas lesdes vulvares de alto grau foi também demonstrado menor nimero de
CL identificadas pela marcagcdo com CD1a e CD207 (Langherina), ambos
marcadores especificos para essa populagao celular (Van Seters et al.,
2008).

A menor densidade de CL nas lesdes vulvares relacionadas a
infeccao pelo HPV seriam consequéncia de sua migracdo para o estroma
por influéncia de citocinas liberadas “in situ” (Van Seters et al., 2008).
Existem dados da literatura que relacionam essa diminuicdo das CL ao
tabagismo (Nadais et al., 2006). No grupo por nos estudado n&o tivemos
acesso aos antecedentes das pacientes quanto a esse habito.

Poderiamos explicar a menor densidade de CL epiteliais, nas lesbes
vulvares de baixo e alto grau, devido a sua migragao para o estroma, como o
proposto por Van Seters et al (2008), por provaveis alteragbes fenotipicas
com consequente nao identificacdo pelo anticorpo anti-CD1a, ou por sua
inibicao direta pela presenga do HPV, independente do tipo viral presente, se
de baixo ou alto risco. A diferenca no grau histolégico da lesao vulvar

A diferenga no grau de lesdao n&o parece estar relacionada a uma
vigilancia imune inadequada das CL, considerando-se que nao houve
diferenga numérica dessas células entre as lesdes de alto e baixo grau.

Como as células de Langerhans epiteliais ja haviam sido identificadas
através do marcador CD1a, a proteina S-100 foi utilizada para marcar outras

células apresentadoras de antigeno do estroma vulvar. Isso esta baseado no
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fato de que as células S-100 positivas tem morfologia semelhante as CL
(Cocchia et al., 1981; Haimoto et al.,1987; Mc Nutt, 1998).

Em nosso trabalho ndao observamos diferencas na densidade de
células S-100+ no estroma vulvar entre os dois grupos de lesdo estudados.
Quando as lesdes de baixo e alto grau foram comparadas com a pele
normal, também nao foram observadas diferengas expressivas quanto ao
namero de células S100+. Os dados disponiveis na literatura discutem a
quantificacdo das células S100+ na infeccao pelo HPV somente no ambito
epitelial. Os nossos resultados ndo nos permitem concluir que as células
S100+ do estroma tenham papel importante na patogenia da infecgao pelo
HPV na vulva.

A analise da populacdo de DDFXIllla+ ndo demonstrou diferencas
entre os grupos de lesao vulvar (baixo e alto grau), assim como quando
comparados ao controle de pele normal. Entretanto, os DDFXIllla+
mostraram-se hipertréficos, com dendritos proeminentes nos dois grupos de

lesao pelo HPV.

Encontramos apenas dois trabalhos que descrevem um aumento de
DDFXIlla+ em lesdes cervicais e anogenitais relacionadas ao HPV (Al-Saleh
et al., 1995; Arrese et al., 2001). Além do presente trabalho, ndo é de nosso
conhecimento que existam outros estudos dos DDFXllla+ em lesdes de
vulva induzidas pelo HPV.

Embora ndo tenhamos encontrado diferengcas na ensidade dos
DDFXIllla+ nas lesdes vulvares relacionadas ao HPV, demonstramos que

essas células interagem com o virus. A utilizagdo da reacao de hibridizagao
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in situ combinada ao método imuno-histoquimico permitiu a visualizagado do
DNA do HPV no interior dos DDFXIlla+ (Pereira et al., 2008). A interagao de
DDFXIlla+ com outros agentes infecciosos foi anteriormente demonstrada
(Pagliari e Sotto, 2002; Sotto et al., 2004; Guedes et al., 2008), entretanto,
nao é do nosso conhecimento a existéncia de trabalhos anteriores que
tenham demonstrado sua interagdo com o HPV.

Um achado interessante foi a deteccdo de um numero maior de
DDFXIlla+ em comparacado as células S-100+, tanto nas lesbes de baixo
quanto de alto grau. Uma vez que as células S100+ nao diferiram
numericamente do grupo controle, o maior numero dos DDFXllla+ em
relagdo ao daquelas células poderia representar um mecanismo local
‘compensatorio” para desencadear a resposta imune contra o HPV.

Através dos resultados obtidos nesse trabalho podemos inferir que os
DDFXIlla+ participam da resposta imune frente ao HPV. Os seus aspectos
morfolégicos que sugerem sua ativacdo, bem como deteccdo do DNA viral
em seu interior nos permitem sugerir seu papel como células apresentadoras

de antigenos nas lesdes vulvares relacionadas ao HPV.

Expresséao de citocinas

O TNF- a foi a citocina mais expressa nos grupos de lesdes vulvares
predominando sobre a expressao de IFN-y e IL-10.

O HPV interfere na expressao de citocinas o que pode influenciar na
funcdo de células de Langerhans e outras células dendriticas (Woodworth e

Simpson, 1993; Ronco et al., 1998).
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O TNF-a é um fator que estimula a migracdo de células de
Langerhans do epitélio, através da diminuicdo da expressao de E-caderina
por esse componente celular (Jakob e Udey, 1998). O TNF- a é sintetizado
por mondécitos/macréfagos, dendrocitos e linfocitos T dos sitios de leséao
(Nestle et al., 1994).

Na infeccdo pelo HPV ocorre diminuicdo na sintese de TNF-q,
associada com a diminuicdo na expressao da molécula co-estimulatoria
B7.1. Essas alteracdes resultam na diminuicdo da capacidade das células de
Langerhans em apresentar antigenos (Frazer e Tindle, 1992).

Como anteriormente relatado, evidenciamos nesse trabalho uma
diminui¢gdo na quantidade de células de Langerhans nas lesbes vulvares de
HPV com relagdo a pele normal. Essas células, além de diminuidas em
densidade poderiam ter sua funcao alterada sob influéncia do virus (Frazer e
Tindle, 1992).

A interagcdo do HPV com os DDFXIlla+, evidenciada pela reagao de
dupla marcacao, pode representar um estimulo para que tais células
produzam TNF-a, considerando-se sua capacidade em produzir essa
citocina (Nestle et al., 1994)

Em nossa casuistica nao foram detectadas diferengas significativas
no numero de células com expressao de TNF- a, IFN-y e IL-10 entre os
grupos de lesdo (baixo e alto grau).

O IFN-y é produzido por linfocitos T ativados e células NK. Essa
citocina induz a expressao de MHC-II nos queratindcitos e macrofagos,

permitindo a tais células atuarem como apresentadoras de antigenos e
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subsequente ativagdo da resposta imune antiviral. Sendo pertencente ao
padrdao Th1 de citocinas, atua em conjunto com o TNF-alfa na regressao de
lesdes pelo HPV (Woodworth et al., 1992, Wu e Kurman, 1997).

A IL-10 esta relacionada com a perda da funcdo de células de
Langerhans e indugéo de apoptose (Ludewig et al., 1995).

As citocinas Th2 s&do consideradas responsaveis por uma resposta
imune celular deficiente contra o HPV e indutoras da resposta imune
humoral contra o virus. A polarizagao da resposta imune para o predominio
de citocinas de padrdao Th2 esta relacionada com lesdes de alto grau
mediadas pelo HPV (Scott et al, 1999, Sharma et al, 2007). A infecgao viral
causa uma disfungao imune local, com diminuicdo de células intraepiteliais
apresentadoras de antigenos e de linfécitos T (McArdle e Muller, 1986; Tay
et al., 1987). Isso se traduz na interferéncia do HPV nos mecanismos de
vigilancia local, tanto na fase de inducéo (apresentagao de antigenos) como
na fase efetora (geracao de células T e células produtoras de anticorpos).

O desenvolvimento de lesbes intraepiteliais e cancer cervical é
associado preferencialmente a citocinas Th2 (IL-4 e IL-6) e/ou
imunomoduladoras (IL-10). Desta forma, a atividade funcional das células de
Langerhans é alterada, com consequente diminuigdo em sua densidade
(Giannini et al., 2002). As lesdes de alto risco, como NIC Ill apresentam
predominio de IL-10 e as de baixo risco estdo associadas a citocinas de
perfil Th1 (Bais et al., 2007).

A capacidade do HPV de desenvolver mecanismos de evasao tem

sido explorada. A resposta mediada por linfécitos T parece nao ser eficiente
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para a eliminagao do virus, o que refletiria algum mecanismo de escape do
agente infeccioso (Rudolf et al., 2000; Garrido et al., 2000). Os
queratinécitos infectados pelo HPV poderiam produzir IL-4 e IL-10,
configurando um mecanismo de evasdo contra a resposta mediada por
células T (Kim et al., 1995).

Embora nas lesbes cervicais induzidas pelo HPV a sua correlagao
com o perfil de citocinas pareca estar bem estabelecida, a vulva teria
resposta imune in situ diferente, pois ndao observamos diferengas na
expressao de citocinas de padrao Th1 (IFN- y) ou imunomoduladora (1I-10)

nas lesdes de baixo e alto grau.

Expressao de E-caderina

A expressao de E-caderina foi semelhante nos dois grupos de lesdes
vulvares relacionados ao HPV — baixo e alto grau. A expresséo de E-
caderina apresentou-se com padrao difuso ou focal na camada espinhosa
baixa e média e esteve ausente nas areas de displasia de qualquer
intensidade.

A molécula de adesado intercelular E-caderina € participante
importante da interacédo entre os queratinécitos e as células de Langerhans e
atua na permanéncia das CL no epitélio escamoso (Tang et al., 1993). Para
que o equilibrio na migragcdo das CD/CL seja mantido é necessaria a
expressao intraepitelial de E-caderina, que é dependente do estado de

diferenciacdao dos queratindcitos. Esse processo de diferenciacdo sofre
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alteracao na carcinogénese pelo HPV (Smedts et al., 1992; Smedts et al.,
1993). A expressdao de E-caderina é também parédmetro para avaliar a
diferenciagcao tumoral (Takeichi, 1993; Inoue et al., 1992; Sakuragi et al.,
1994; Veath et al., 1994; Vessey et al., 1995; Shiozaki et al., 1996; Wu et al.,
2000; Carico et al., 2001).

Como acima referido, ndo encontramos diferencas na expressao de
E-caderina de acordo com o grau de displasia epitelial nas lesdes vulvares
de HPV que estudamos. Nas lesdes intraepiteliais e invasivas do colo uterino
relacionada a infeccdo pelo HPV ocorre diminuicdo de expressdo da E-
caderina de acordo com a gravidade do processo (Carico et al., 2001). A
diminuicao da populagao de CL também acompanha a menor expressao de
E-caderina nas lesdes cervicais (Hubert et al., 2005).

O HPV exerce influéncia na expressao de E-caderina pois nas vulvites
cronicas inespecificas ocorre expressao habitual dessa molécula de adesao
e nas lesdes vulvares relacionadas ao HPV sua expressao esta diminuida ou
ausente nos focos de displasia epitelial. Na cérvice uterina, a oncoproteina
E6 do HPV inibe diretamente a expressao dessa molécula de adesao nos
queratinécitos (Mathews et al., 2003).

Embora em nossa casuistica ndo tenhamos realizado a tipagem do
HPV, se de baixo ou alto risco para carcinomas nas lesdes, pudemos
demonstrar haver auséncia de expressao de E-caderina nos focos de

displasia epitelial dos dois grupos (baixo e alto grau histoldgico).
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Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que nas lesdes
vulvares ocasionadas pela infeccdo pelo HPV, independentemente da
intensidade do grau de alteragao epitelial, ocorrem alteragdes nos elementos
da imunidade inata — representados pelas células de Langerhans, que tém
morfologia alterada e densidade diminuida no epitélio alterado. O virus
interage com os DDFXIllla+, que sado células com capacidade de
apresentacdo antigénica, participantes da resposta imune in situ e
produtoras de TNF-a. O virus altera o epitélio vulvar, interferindo no
processo de diferenciacdo celular, o que se traduz pela diminuicao da
expressdo da molécula de adesdo E-caderina nos focos de displasia

epitelial, independente de seu grau de intensidade.
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7. CONCLUSOES

A avaliacido da densidade de populacbes de células dendriticas e
células com expressao das citocinas TNF-qa, IFN-y e IL-10 e da molécula de
adesao E-caderina em lesdes vulvares de baixo e alto grau induzidas pelo

HPV nos permitiram as seguintes conclusdes:

« O virus interfere na expresséo das células de Langerhans, pois estas
estdo diminuidas e possuem morfologia alterada nas lesdes de baixo
e alto grau em relagao a pele normal, apesar de ndo haver diferengas

entre as lesdes de baixo e alto grau;

« Os DDFXIlla+ apresentam-se aumentados em numero sobre as
células S-100+, o que poderia refletir um importante mecanismo local

auxiliar de apresentagao de antigenos na infecg¢ao pelo HPV,

s As lesdes de baixo e alto grau induzidas pelo HPV nao apresentam
diferengas significativas quanto a densidade de células expressando

as citocinas TNF-qa, IFN-y e IL-10;

X/

« As células com expressdo de TNF-a predominam entre as trés
citocinas e ha uma correlagéao positiva entre os DDFXIllla+ e a
expressao de TNF-a, o que poderia ser explicado por sua capacidade
em produzir tal citocina a partir de um provavel estimulo

desencadeado pelo HPV;,

Dissertagao de Mestrado - Naiura Vieira Pereira



Conclusées 79

s O HPV parece influenciar na expressao da molécula de adesao E-
caderina na vulva, tendo-se em vista que o padrao difuso encontrado
no grupo das vulvites crbénicas inespecificas diferiu do padrao focal
observado nas lesbes induzidas pelo virus, com destaque para a

auséncia de expressao nas areas de displasia;

% O DNA do HPV encontrado no interior dos DDFXIllla+ aliado as
alteragdes na morfologia celular, o predominio desta populagao
celular sobre as células S-100+ e a relagado encontrada com a citocina
TNF-qa, indicam que os DDFXIlla+ tém um papel importante como
células apresentadoras de antigeno frente a infecgdo promovida pelo

HPV.
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8. ANEXOS

Quadro 1 - Identificagcao de bidpsias de vulvite inespecifica: procedéncia e diagndstico.

N° da Bidpsia

Procedéncia

Diagnéstico

1272-04

Laboratoério Fleury

vulvite inespecifica

7336-04

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

39619-04

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

37934-03

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

7659-04

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

2813-04

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

40833-03

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

41993-03

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

7598-04

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

40547-03

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica

30166-03

Laboratério Fleury

vulvite inespecifica
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Quadro 2 - |dentificacdo de bidpsias de lesdes provocadas pelo HPV: procedéncia e

diagndstico.

N° da Bidpsia Procedéncia Diagnéstico
30180-03 Laboratério Fleury | Condiloma acuminado
22359-03 Laboratério Fleury | Condiloma acuminado
04420-04 Laboratério Fleury | Condiloma acuminado
35972-03 Laboratério Fleury | Condiloma acuminado
32475-03 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado
04827-04 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado
38876-03 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado
34050-03 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado
36938-03 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado
41589-03 Laboratorio Fleury | Condiloma acuminado

A06/00123 AFIP Condiloma acuminado
A06/00349 AFIP Condiloma acuminado
A06/00410 AFIP Condiloma acuminado
A06/00440 AFIP Condiloma acuminado
A06/00496 AFIP Condiloma acuminado
A06/00780 AFIP Condiloma acuminado
A06/00802 AFIP Condiloma acuminado
11417-04 Laboratdrio Fleury NIV-I
23187-04 Laboratorio Fleury NIV-I
23034-03 Laboratorio Fleury NIV-I
26785-03 Laboratdrio Fleury NIV-I
42357-03 Laboratorio Fleury NIV-I
34808-03 Laboratdrio Fleury NIV-I
02769-04 Laboratdrio Fleury NIV-I
20237-03 Laboratdrio Fleury NIV-I
15378-02 Laboratdrio Fleury NIV-I
17088-03 Laboratorio Fleury NIV-I
18874-03 Laboratorio Fleury NIV-I
A06/01018 AFIP NIV-|
A06/02627 AFIP NIV-|
A06/03558 AFIP NIV-|
A06/03995 AFIP NIV-|
A06/04254 AFIP NIV-|
A06/05549 AFIP NIV-|
39743-03 Laboratdrio Fleury NIV-II
38833-02 Laboratdrio Fleury NIV-II
40875-02 Laboratdrio Fleury NIV-II
33594-02 Laboratdrio Fleury NIV-II
36735-03 Laboratdrio Fleury NIV-II
18262-02 Laboratdrio Fleury NIV-II
06387-03 Laboratdrio Fleury NIV-II
02439-03 Laboratdrio Fleury NIV-II
33412-02 Laboratdrio Fleury NIV-II
A06/00380 AFIP NIV-II
A06/00756 AFIP NIV-II
A06/12785 AFIP NIV-II
A06/13088 AFIP NIV-II
27064-03 Laboratorio Fleury NIV-III
38939-02 Laboratdrio Fleury NIV-III
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Quadro 3- Contagens das células CD1a+, S100+ e FXllla+ e células expressando as
citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10. LesbGes de baixo grau em azul e alto grau em preto. As

indicagbes em vermelho referem-se a contagens nao realizadas por material insuficiente.

Casos CD1a |S100 |FXllla | TNF-a | IFN-y [IL-10

30180-03 | 0,007| 10,5| 256 16,43 2,38

22359-03 | 0,002 0| 444| 213

04420-04 | 0,006| 7,61 2,73| 4,57 1,45

35972-03 | 0,001 | 1,65 56| 6,52 1,45

32475-03 | 0,005| 1,36 32| 2,86 0,66

04827-04 0,01 /44,44 1221,26 | 22,32 11,87

38876-03 | 0,015 0 86| 0,59

OO0 |O|O|O|O|O|O|O
o

34050-03 | 0,007 | 31,4 30 0 0
36938-03 | 0,008| 3,92 3,37| 0,89 4,57
41589-03 0| 1,52| 15,56 0 0
A06/00123 | 0,002 0 8,8 0 0
A06/00349| 0,008| 96| 235| 0,48 0
A06/00410| 0,001 | 1,01 3,78 0 0
A06/00440|0,0001 10,72 36,2 0] 142 48
A06/00496 | 0,0001 | 4,11 2,8 0| 0,46 0
A06/00780 | 0,0006 7] 30,3 0| 12| 042

A06/00802| 0,015| 3,1 0 0 0 0
11417-04 | 0,004 | 38,2| 38,2| 10,18 0 0
23187-03 | 0,017 6,15| 10,35| 10,91 0 0
23034-03 | 0,007| 6,86 1,33| 1,85 0 0
26785-03 | 0,006| 2,66| 3565| 2,07 0 0
42357-03 | 0,021 72| 429| 6,09 0 0
34808-03 | 0,014 2| 99,2 32,44 0| 0,22

02769-04 | 0,015 16| 36,57| 345| 0,26| 1,25

20237-03 | 0,005 12| 47,05 5,17 0 0

15378-02 | 0,014| 20,8 1545| 2,37 0] 1,33

17088-03 | 0,023 |14,22 88| 11,2 0 0

18874-03 | 0,008| 0,8 31,06| 6,26 0 0

A06/01018 0[3955| 459| 1,17| 0,84 0
A06/026270,0001| 1,71| 11,46 2,06| 1,88| 1,86
A06/03558 0| 2,82 7,33 0 0 0
A06/03995|0,0007 | 1,49 0] 0,42 0 0
A06/04254 | 0,0003 | 12,49 2 0] 1,16 0
A06/05549 | 0,0003 | 12,41 2,73 0 0 0

continua
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39743-03 ] 0,0009| 44,8]108,73]5,03 o [
38833-02_ | 0,032| 457| 3055| 4 o] o
4087502 | 0,019| 7.43| 142632 0| 047
33594-02 | 0,006 16| 1846] 0 o] o
3673503 | 0,004| 1,89 11,2] 16 0] 0,69
18262-02 | 0,007 4| 10,67]582 o] o
06387-03 | 0,002 0] 18,22]6,96 o] o
02439-03 | 0,028 6,09] 46,77 2.9 o] o
3341202 | 001| 587 6245379 0| 086
A06/00380| 0,001 5| 149]017] 024] o0
A06/007560,0007| 0| 869] 0 o] o
2706403 | 0002| 32|  36|2.16 o] o
38939-02 | 0,018/14,93| 61,59 [N 0.25
A06/12785 | 0,0001 [ 1055 19| 0 o] o
A06/13088 | 0,0006 | 19,78 | 32,15] 0.2 o] o
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