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RESUMO

A infeccéo pelo Papilomavirus humano (HPV) é a principal causa do cancer cervical
e suas lesdes precursoras. A persisténcia viral tem sido considerada como fator de
risco determinante para a progressdo neoplasica e evidéncias sugerem que as
células T regulatérias (Treg) desempenham importante papel na falha da eliminagéo
viral, sendo capazes de exercerem funcdo supressora sobre diversas células da
resposta imune, através de contato célula-célula e secrecdo de citocinas. Este
trabalho teve como objetivo detectar marcadores fenotipicos de células T
regulatérias, bem como suas citocinas, IL-10 e TGF-, no microambiente cervical de
pacientes HPV-infectadas, para melhor compreender a resposta imune ao HPV.
Cento e uma amostras de cérvice uterina emblocadas em parafina, previamente
submetidas a avaliacdo histopatologica e a deteccdo de HPV-DNA, foram analisadas
por técnica de imunohistoquimica quanto a coexpressdo dos marcadores
CD25/FOXP3 e CD4/TGF-B, e quanto a expressdo de GITR e IL-10, em células
presentes no estroma cervical. Os resultados mostram que existe um microambiente
regulado negativamente, composto por elevada quantidade de células
CD25'FOXP3", células CD4'TGF-B*, células IL-10" e células GITR" nas amostras
classificadas como carcinoma, seguido daquelas designadas como lesbes
intraepiteliais cervicais de alto grau. Os elevados niveis de marcadores da
populacdo de células Treg e suas citocinas foram significativamente associados as
lesbes mais severas e a elevada carga viral, sugerindo que essas células
imunorregulatérias podem ter forte envolvimento na manutencdo do microambiente
favoravel a persisténcia viral e a progressdo neoplasica. Nesse sentido, ressalta-se
gue um melhor entendimento sobre o papel exercido pelas células Treg na
carcinogénese cervical de etiologia viral poderd contribuir para o avanco de
estratégias terapéuticas e preventivas, incluindo a possivel utilizacdo dessas células
como potenciais alvos terapéuticos e ainda como biomarcadores preditivos da
progressao da doenca cervical.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, resposta imune, células T regulatérias,
imunohistoquimica.



ABSTRACT

The infection with human papillomavirus (HPV) is the main cause of cervical cancer
and its precursor lesions. The viral persistence has been considered as the main risk
factor for neoplastic progression and evidence suggests that regulatory T cells (Treg)
play an important role in the failure of viral elimination, being able to exert
suppressive function on various cells of the immune response through cell-cell
contact and secretion of cytokines. This study aimed to detect phenotypic markers of
regulatory T cells as well as their cytokines, IL-10 and TGF-B, in the cervical
microenvironment of HPV-infected patients to better understand the immune
response to HPV. One hundred and one samples of uterine cervix embedded in
paraffin, previously subjected to histopathological evaluation and to HPV-DNA
detection, were analyzed by immunohistochemistry technique as the co-expression
of the markers CD25/FOXP3 and CD4/TGF-B, and regarding to the expression of
GITR and IL-10 in cells present in the cervical stroma. The results show that there is
a microenvironment negatively regulated composed by high amount of
CD25'FOXP3", CD4'TGF-B", IL-10", GITR" cells in the samples classified as
carcinoma, followed by those designated as cervical high-grade intraepithelial
lesions. The high levels of markers of Treg cell population and their cytokines were
significantly associated to more severe lesions and to high viral load, suggesting that
these immunoregulatory cells may have strong involvement in the maintenance of
the microenvironment favorable to viral persistence and neoplastic progression. In
that sense, it is noteworthy that a better understanding about the role played by Treg
cells in the viral etiology cervical carcinogenesis may contribute to the advancement
of the therapeutic and preventive strategies, including the possible use of these cells
as potential therapeutic targets and also as predictive biomarkers of the progression
of cervical disease.

Keywords: Human papillomavirus, immune response, regulatory T cells,
immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo da cérvice uterina pelo Papilomavirus humano (HPV) é comum e,
na maioria das vezes, regride de forma espontanea. O ciclo infectivo do HPV ocorre
no epitélio estratificado escamoso e requer células basais ou parabasais, dado que a
replicacdo viral acompanha o programa de diferenciacdo progressiva dessas células.
O acesso direto a zona metaplasica ou a presenca de microtraumas na superficie
epitelial permite que o virus infecte essas células e passem a codificar pequenos
niveis de proteinas virais que, na maioria dos casos, sédo reconhecidos pelo sistema
imune local, gerando imunidade protetora (BURCHELL et al., 2006; DOORBAR,
2005; HORVATH et al., 2010; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2012; MOSCICKI et al, 2006; SANCLEMENTE; GILL, 2002;
SCHIFFMAN; KJAER, 2003). Entretanto, a infeccdo viral pode persistir,
desencadeando anormalidades citologicas que comprometem o arranjo uniforme do
tecido epitelial, sendo classificadas em lesdes intraepiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL), as quais incluem a neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC I),
atipia coilocitotica e condiloma; e, as lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau
(HSIL), que compreendem as NICs de graus Il e lll/carcinoma in situ (BULKMANS et
al., 2004; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007
SOLOMON et al., 2002).

A historia natural da infeccdo pelo HPV sugere que diversos fatores estao
relacionados com o desenvolvimento do cancer e a persisténcia viral tem sido
considerada como o principal fator de risco, a qual, por sua vez, se estabelece muito
provavelmente devido a uma resposta imune deficiente. Outros fatores também tém
sido associados a progressao neoplasica, destacando-se a presenca de tipos de
HPV de alto risco oncogénico e a integracao do DNA viral ao genoma do hospedeiro
(CUZICK et al., 2003; FRANCO et al, 1999; GIULIANO et al., 2002a;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007; KOSHIOL;
LINDSAY, et al., 2008; MUNOZ et al., 2004).

Estudos recentes sugerem que as células T regulatorias (Treg)
desempenham importante papel na falha da eliminacdo viral, bem como na
supresséo das respostas antitumorais, exercendo sua funcdo supressora mediante

contato célula-célula e através da secrecdo das citocinas inibitérias, tais como, IL-10
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e TGF-B. Tem sido proposto que as Treg sdo capazes de desencadear a anergia e a
apoptose de diversas células da imunidade local, dentre elas, linfécitos T CD4" e
CD8", Natural Killer e macréfagos, essenciais para a depuracéo dos antigenos virais
e tumorais (BOEHMER, 2005; COLEMAN et al., 1994; CRUVINEL et al., 2008).

Uma vez que a infeccdo pelo HPV restringe-se ao epitélio, torna-se de
fundamental importancia compreender os mecanismos imunolégicos envolvidos no
microambiente tecidual infectado (KANODIA; FAHEY; KAST, 2007; KONYA et al.,
2001). As intervencdes terapéuticas vigentes viabilizam a aquisicdo do material
necessario a pesquisa da imunidade local, pois incluem a excisdo cirargica das
lesdes. No entanto, estudos envolvendo a resposta imune no sitio da infec¢édo ainda
S80 escassos.

Dado que as células T regulatérias tém sido alvo de inUmeras pesquisas
envolvendo doencas infecciosas, autoimunes e transplantes e, diante do
conhecimento, ainda incipiente, sobre o papel dessas células na inducdo da
carcinogénese cervical associada ao HPV, sobretudo no microambiente infectado,
este estudo teve como objetivo detectar marcadores de células Treg, bem como
suas citocinas supressoras em lesdes cervicais HPV-induzidas, para melhor
compreender a resposta imune no sitio da infec¢ao, contribuindo, dessa forma, para
o delineamento de estratégicas terapéuticas e preventivas mais adequadas,
incluindo a possivel utilizagdo das Treg como alvo em terapias imunomoduladoras e

como biomarcadores de progresséo tumoral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve histoérico

Verrugas genitais sdo conhecidas desde a antiguidade e descritas por
escritores gregos e romanos (BAFVERSTEDT, 1967). Lesbes genitais descritas por
Lanfranc podem configurar relatos de verrugas genitais (LANFRANC, 1306 apud
ORIEL, 1971). Em 1867, Virchow descreveu massas com pequenas elevacdes na
superficie, semelhantes a couve-flor, denominando-as “condiloma”, que foram
divididos em dois tipos: acuminado, sob a forma de papilas pontiagudas ou granulos,
e plano, na forma Umida. A relacdo entre as verrugas genitais e as epiteliais foi
primeiramente postulada por Gémy, por observar similaridade histologica entre as
lesbes (GEMY, 1893 apud ORIEL, 1971) e em seguida experimentos envolvendo
inoculacdes de extratos de verrugas penianas na pele em outras partes do corpo,
resultaram no desenvolvimento de verrugas planas nos sitios de inoculacao,
fortalecendo tal relagdo. Véarios estudos, utilizando essa técnica bem sucedida foram
realizados e demonstraram entdo o carater contagioso, as vias de transmissao, o
periodo de incubacdo e a etiologia comum as verrugas vulgares e condilomas
(CIUFFO, 1907; GOODMAN; GREENWOOD, 1934; KINGERY, 1919; LICHT, 1984,
SERRA, 1908; WILE; WAELSCH, 1918).

Diversos autores observaram a ocorréncia de verrugas em humanos, bovinos,
céaes, coelhos, porcos, cavalos, dentre outros, relatando que o agente causador das
lesbes possuia especificidade quanto ao tecido e a espécie animal infectada
(HURSTN, 1933; KIDD, 1938; PARISH, 1961; SHOPPE; COOK; OLSON, 1951). Foi
demonstrado, também, o desenvolvimento de imunidade e a persisténcia ou
regressao espontanea das lesfes (RULISON, 1942). As lesdes papilomatosas na
cérvice uterina foram por algum tempo associadas a gravidez, que aumentaria a
susceptibilidade a inflamacdo aguda e crénica (SURAN; MEISTER, 1948; WOLFE,
1950). Entretanto, observacdes posteriores mostraram que a frequente associacao
da presenca de verrugas com a gravidez refletia o fato de que muitas mulheres s6
se submetiam aos exames ginecolégicos durante a gestagdo (MARSH, 1952).

A verdadeira etiologia dos condilomas foi confirmada em 1949, atraves da

microscopia eletrdnica, com a observacdo de particulas virais no nacleo de células
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epiteliais em verrugas cutaneas (STRAUSS et al., 1949), sendo mais tarde
relacionadas ao Papilomavirus humano, classificado no grupo papova (DUNN;
OGILVE, 1968; MELNICK, 1962). Melnick (1962) sugeriu o termo papova ao agrupar
as duas primeiras letras das palavras papiloma (verrugas do coelho e do homem),
polioma (do rato) e vacuolizante (de células do simio). Nesse grupo, foram incluidos
os papilomavirus canino, bovino, humano e outros que se caracterizaram por ter
dupla cadeia de DNA, produzirem infec¢cOes latentes ou crbnicas em seus
hospedeiros naturais e transformarem células normais em neoplasicas (VILLA,
1998).

Em seguida, diversos estudos determinaram o periodo de laténcia viral, a
existéncia de diferentes tipos e subtipos de Papilomavirus humano, iniciaram os
estudos da resposta imune associada ao Papilomavirus e sugeriram o possivel
papel desse virus como agente etiologico do céancer cervical (GISSMANN;
ROWSON; MAHY, 1967; ZUR HAUSEN, 1976; ZUR HAUSEN et al.,, 1974; ZUR
HAUSEN, 1976, 1977). Na década de 80, novos tipos virais foram caracterizados,
dentre eles HPV 16 e HPV 18, encontrados nos casos com neoplasias cervicais
(BOSHART et al., 1984; DURST et al., 1983).

Posteriormente, surgiram evidéncias que permitiram a compreensao inicial da
eventual transformacdo celular ocasionada pelo potencial oncogénico do HPV,
demonstrando a perda da fungéo da proteina supressora de tumor pRb (proteina do
retinoblastoma) apds interacdo com a oncoproteina viral E7 e, a degradacdo da
proteina supressora de tumor p53 induzida pelo oncogene viral E6 (DE VILLIERS,
1994; DYSON et al., 1989; SCHEFFNER et al., 1990; ZUR HAUSEN). Desde entao,
muitos estudos epidemiolégicos foram realizados para consolidar a relagdo causal
do HPV com a neoplasia cervical (BOSCH 1992; BOSCH et al., 1995; BOSCH,;
MUNOZ, 2002; MUNOZ et al., 2003; SCHIFFMAN et al., 1993; WALBOOMERS et
al., 1999).
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2.2 Epidemiologia da infeccdo por HPV

O Papilomavirus humano € um virus de distribuicdo universal, acometendo
homens e mulheres, independente de raca e classe social. Sua transmissao ocorre
através do contato entre duas superficies — pele/pele, pele/mucosa e
mucosa/mucosa (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2012; SCHEURER; TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 2005), onde se faz
necessaria a presenca de microabrasbes no epitélio para o acesso do virus as
células basais (BURCHELL et al., 2006). O contato sexual consiste na principal
forma de transmissdo do HPV no trato anogenital (PLETT-TORRES et al., 2007), o
que permite que a infeccdo-doenca por HPV seja classificada como uma das
principais doencas sexualmente transmissiveis (DST) de etiologia viral comum entre
as mulheres (KOUSTSKY, 1997).

Observa-se maior prevaléncia de infeccdo entre individuos mais jovens no
periodo de maior atividade sexual (de SANJOSE, 2007). A idade tem sido
considerada como um fator de risco importante, jA& que evidéncias apontam que a
prevaléncia da infeccdo € maior na faixa etaria mais jovem, de 20 a 24 anos
(ALEIXO NETO, 1991; VILLA, 1998). A vulnerabilidade das mulheres mais jovens
para a aquisicdo do HPV pode ser explicada pela auséncia de imunidade especifica
por falta de exposicdo prévia ao virus, enquanto que mulheres com mais idade tém
maior probabilidade de terem sido infectadas pelo HPV, eliminado o virus no
passado e desenvolvido memdria imunoldgica, reduzindo assim o risco de uma nova
infeccdo (DESAI et al.,, 2011; HWANG et al.,, 2012; KRAMER et al.,, 2010;
VACARELLA et al., 2010).

Sanjosé e colaboradores (2007) mostraram na meta-andlise, realizada
através de revisdo sistematica das publicacdes de varias regides do mundo, que a
distribuicdo da infeccdo por HPV ocorre de forma bimodal, com o primeiro pico em
mulheres mais jovens que 34 anos, seguido de um declinio no nimero de casos na
faixa etaria de 35 a 44 anos, apresentando o segundo pico de prevaléncia da
infeccdo em mulheres com idade superior a 45 anos. Esse padrao de distribuicéo da
infeccdo foi observado em todas as regides do mundo, exceto na Asia, onde a

prevaléncia ap0s o primeiro pico continuou em declinio.



22

O risco de infeccdo por HPV pode estar aumentado diante da presenca de
cofatores, como tabagismo, uso de contraceptivos orais, paridade, coinfecgdo por
outros agentes sexualmente transmissiveis, atividade sexual precoce,
imunossupressao e maior susceptibilidade do hospedeiro (ALEIXO NETO, 1991,
BURCHELL et al., 2006; CASTRO et al., 2004; MOSCICKI et al., 2006; ROSA et al.,
2009).

Cerca de 90% das infec¢des por HPV ir4 regredir espontaneamente em um
periodo de 24 meses, enquanto que uma minoria podera progredir para o cancer
cervical (MOSCICKI et al., 2006; SHIFFMAN; KJAER, 2003). Evidéncias apontam
gue a ocorréncia da neoplasia cervical e de suas lesdes precursoras tem como
causa principal a infeccdo por certos tipos de HPV (MUNOZ et al., 1992; VAN DEN
BRULE et al., 1991). Aproximadamente 99% dos casos de carcinoma uterino
apresentam positividade para o HPV (WALBOOMERS et al., 1999).

Estudos epidemiol6gicos mostram que a detec¢do do HPV esta associada ao
risco 10 vezes maior de desenvolver lesdes intraepiteliais cervicais (KOUTSKY et al.,
1992). A progressédo da infeccdo, por sua vez, esti associada a diversos fatores,
como a persisténcia do HPV, a presenca de tipos de alto risco oncogénico, a alta
carga viral, a integracdo do DNA viral na célula e falha na resposta imunolégica do
hospedeiro (BEUTNER; TYRING, 1997; CHAOUKI et al., 1998; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012; MCCANCE, 1994; MOLLING et al.,
2007).

A prevaléncia mundial estimada do HPV em mulheres sem alteracdes
citologicas foi de 10,4% (de SANJOSE et al., 2007), enquanto no Brasil foi estimada
em 17% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). Estudos mostram taxas de
prevaléncia oscilantes em mulheres assintomaticas, como visto na revisdo de
Trottier & Franco (2006) que detectou uma taxa de variacdo de 2% a 44%. Uma
pesquisa multicéntrica, realizada pela International agency for research on cancer
(IARC) encontrou prevaléncia de 1,4% na Espanha e 25,6% na Nigéria (CLIFFORD
et al., 2005b). Na Grécia, a prevaléncia foi de 23,6% (KROUPIS et al., 2007) e, na
Itadlia esse percentual caiu para 14,48% (AGAROSSI et al., 2009). Na Colémbia, foi
estimada em 14,9% (MOLANO et al., 2002a), na Argentina em 17,7% (MATOS et al.,
2003) e no Paraguai em 20% (ROLON et al., 2000). Na Bolivia, entretanto, este
percentual caiu para 5,9% (CERVANTES et al., 2003). Variagcdes nas taxas de
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prevaléncia podem ser justificadas por diversos fatores, dentre eles, diferencas
geograficas, idade das popula¢gBes estudadas, assim como utilizacdo de ensaios
moleculares de deteccao de HPV com diferencas na sensibilidade (BOSCH, 2003).

A prevaléncia de infeccdo por HPV aumenta consideravelmente na vigéncia
de anormalidades citolégicas na cérvice uterina. Estudos em mulheres com lesdes
cervicais de baixo grau mostram elevadas taxas, como aquelas detectadas na Africa
(59,1%) e na América do Norte (80,1%) (CLIFFORD et al., 2005a). O HPV-DNA
esteve presente em 100% das mulheres com lesdes neoplasicas e pré-neoplasicas
na Espanha (IBANEZ et al., 2012) e em 69,3% dos casos com neoplasias na China
(CHAO et al., 2012; DAI et al., 2006). Estudos que avaliaram a prevaléncia mundial
de HPV-DNA em amostras de carcinoma cervical invasivo encontraram taxas de
92,9% (BOSCH et al., 1995) e 99,7% (BOSCH et al., 1995; WALBOOMERS et al.,
1999).

Quanto a presenca dos tipos oncogénicos de maior prevaléncia, observa-se
que o HPV-16 foi encontrado em 70% dos casos de cancer cervical na Alemanha e
em 80% no Reino Unido (MACCANCE; CAMPION; CLARKSON, 1985; WAGNER et
al., 1984). No norte da Africa, a positividade de HPV-DNA foi de 92% em casos de
cancer invasivo, sendo que os tipos mais prevalentes foram o 16 (67,7%), seguido
do 18 (8,1%) (CHAOUKI et al., 1998). Nos Estados Unidos (EUA), os tipos 16 e 18
estiveram presentes em 70% das lesdes neoplasicas de cérvice uterina (MCCANCE,
1994). No Brasil, 69,4% dos casos com carcinoma cervical foram atribuidos aos
tipos HPV 16 e 18 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). O estudo de caso-
controle realizado no Brasil detectou-se HPV-DNA em 84% dos casos com cancer
cervical, com 53,8% da positividade atribuida ao tipo 16, seguido do tipo 18 com
8,6% (ELUF-NETO, 1994). Tozetti e colaboradores (2006), na cidade de Campo
Grande-MS, detectaram 93,9% de positividade para HPV-DNA em amostras
cervicais com alteragBes histopatolégicas de pacientes com suspeita clinica de
infeccdo. Outro estudo, recentemente realizado também nesta mesma cidade,
estimou uma prevaléncia de 28,9% de infec¢cdo por HPV em amostras cervicais de
mulheres jovens, com predominio de tipos de alto risco oncogénico (HPV 16, 31, 33
e 45) (ALMEIDA, 2013).

O céncer cervical é o terceiro mais comum entre as mulheres, com uma

estimativa de 530.000 casos novos e 275.000 6bitos no ano de 2008. Desses 6bitos,
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mais de 85% ocorreram nos paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008). No Brasil, o cancer cervical é o segundo tipo de cancer
mais frequente entre mulheres, classificando-se também em segundo lugar entre
mulheres na faixa etaria de 15 a 44 anos. Estima-se que cerca de 14,1% das
mulheres sdo infectadas por HPV e, 70,7% dos canceres cervicais invasivos sao
atribuidos aos tipos de HPV 16 e 18 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).
Dados do Ministério da Saude mostram uma estimativa de 17.540 casos novos de
carcinoma de cérvice uterina para o ano de 2013, com as seguintes incidéncias
estimadas por regido: Centro-oeste (28/100.000); Norte (24/100.000); Nordeste
(18/100.000); Sudeste (15/100.000) e Sul (14/100.000) (BRASIL, 2012). No Mato
Grosso do Sul estimou-se a incidéncia de 430 casos de cancer cervical e desses,
140 foram estimados para a cidade de Campo Grande (BRASIL, 2012).

Uma recente revisdo sistematica de mais de 30.000 casos de carcinoma
cervical invasivo em todo o mundo, em associacdo aos dados obtidos de outro
estudo que incluiu 10.500 casos de cancer cervical, estimou consistentemente que
os tipos 16 e 18 estdo associados a 70% das neoplasias cervicais, seguidos dos
tipos 45, 33, 31, 52, 58 e 35, 0s quais juntamente com os tipos HPV 16 e 18,
associam-se a 90% do total dos casos de cancer de colo uterino no mundo (LI, et al.,
2011; de SANJOSE, et al., 2010). Diante das evidéncias, ja estd bem estabelecido
que a infeccdo por certos tipos de HPV é o maior fator de risco na etiologia do
carcinoma cervical, o que faz desse virus uma causa necessaria para a progressao

neoplasica.

2.3 Papilomavirus humano: principais caracteristicas taxondmicas, estruturais

e biolégicas

Os Papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae, que inclui 16
diferentes géneros, classificando-se no género alpha aqueles virus associados com
o desenvolvimento de lesBes neoplasicas nas mucosas de humanos
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007; DE VILLIERS
et al., 2004). Na Figura 1 esta representada a arvore filogenética contendo 118 tipos

de Papilomavirus.
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Atualmente sdo conhecidos mais de 230 tipos de Papilomavirus,
aproximadamente 100 que infectam humanos j& tiveram seu genoma
completamente isolado e metade desses infecta o trato genital (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

Figura 1 — Arvore filogenética segundo a sequéncia da regido L1 de 118 tipos de
Papilomavirus humano. Os semicirculos externos identificam os géneros
de HPV; os semicirculos internos referem-se as espécies, € 0 numero
final de cada ramo identifica o tipo viral.
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Fonte: De Villiers et al., 2004.

Os Papilomavirus séo pequenas particulas icosaédricas ndo envelopadas de
aproximadamente 50-60nm contendo uma dupla fita circular de DNA, com
aproximadamente 7000-8000 pares de bases (HOWLEY, 1996; ZUR HAUSEN,
1982). Seu genoma apresenta as seguintes regides: regiao longa de controle (LCR),
responsavel por regular a expresséao e replicacdo génicas; regiao early, que codifica
proteinas necessarias a replicacao viral e ao processo de imortalizacéo celular para
os HPV altamente oncogénicos e, ainda a regido late, que codifica proteinas

estruturais integrantes do capsideo viral. Esta Ultima regido € composta pelos genes
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L1 e L2, sendo que L1 € amplamente utilizado para a identificacdo de novos tipos de

Papilomavirus, por ser o mais conservado (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquematica do genoma circular do HPV 16.
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Fonte: ESCOBAR OSPINA; PERDOMO, 2013.

A Figura 3 mostra as principais fungbes dos produtos génicos do

Papilomavirus humano.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Escobar%20Ospina%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23207013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perdomo%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23207013
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Figura 3 — Produtos génicos do HPV e suas principais funcdes.

Produto génico Principais funcdes

El Possui atividade de DNA helicase, sendo importante no

processo de replicacao viral.

E2 Regula positivamente ou negativamente a expressédo de
outros produtos génicos virais dependendo do sitio de
ligacdo na LCR; recruta E1 para a origem de replicacéo,
aumentando a replicagdo viral; atua na transferéncia do
genoma viral para as células filhas durante a divisdo

celular

E4 Proteina viral mais abundante e sua funcdo pouco
elucidada. Tem sido relacionada com a amplificacdo do

DNA viral e sua liberagéao.

E5 Classifica-se como uma oncoproteina, relacionando-se
com o aumento do fator de crescimento e a evasédo

imunoldgica.

E6 Oncoproteina que interage e inativa a proteina supressora
de tumor p53 do hospedeiro, suprimindo a apoptose e

contribuindo para a imortalizagéo celular e replicagao viral.

E7 Oncoproteina que se complexa com proteina pRb,

inativando suas funcdes supressoras de tumor.

Llel2 Proteinas constituintes do capsideo viral.

Fonte: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007.

O Papilomavirus humano pode ser classificado segundo a sua afinidade por
diferentes tecidos, como mucosotrépicos, diante de uma maior afinidade por
mucosas, e epidermotropicos, quando da afinidade aumentada pela pele
(BRENTJENS et al., 2002). S&o classificados ainda de acordo com a sua
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capacidade em causar neoplasias, como de alto risco oncogénico, com destaque
para os tipos 16 e 18; e, de baixo risco oncogénico, com maior relevancia para os
tipos 6 e 11 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007). Os
tipos de baixo risco oncogénico (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81) sao
associados a presenca de lesdes benignas, causando condiloma acuminado e
verrugas vulgares. J4 os de alto risco oncogénico (HPV 16, 18, 26, 31, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 56, 59, 66, 68, 72 e 81) estdo presentes em neoplasias e suas lesdes
precursoras (BOSCH et al., 2002; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007; WALBOOMERS et al., 1999).

No trato anogenital, infecta células basais e parabasais do epitélio escamoso,
levando a infeccdo latente ou ativa/produtiva, sendo que na primeira praticamente
ndo sdo observados os efeitos citopéaticos do virus e o epitélio é aparentemente
normal (MCCANCE, 1994). J4 a infeccdo produtiva pode se apresentar na forma
clinica (condiloma acuminado e carcinoma invasivo) ou subclinica (NIC - neoplasia
intraepitelial cervical de baixo e alto grau). No trato genital feminino, as lesdes intra-
epiteliais ocorrem com grande frequéncia nas células epiteliais metaplasicas
imaturas da zona de transformacao, regido localizada entre o epitélio escamoso da

exoceérvice e o epitélio colunar do canal endocervical (MCCANCE, 1994).

2.4 Patogenia da infeccéo por Papilomavirus humano na cérvice uterina

O ciclo infectivo do HPV ocorre no epitélio estratificado escamoso e requer
células basais ou parabasais, uma vez que acompanha o programa de diferenciacao
progressiva dessas células. O acesso a célula basal se da através de microtraumas
na superficie epitelial, ou diretamente na zona metaplasica (juncdo escamo-colunar)
(DOOBAR, 2005; HORVATH et al., 2010; SANCLEMENTE, GILL, 2002).

A entrada do virus na célula basal depende da ligagdo de L1 ao HSPG
(Heparan sulfate proteoglycan), presente na membrana basal ou na superficie
celular, que se segue com a exposi¢cédo de L2, a qual se liga a membrana da célula,
expondo o sitio de ligacdo de L1 para interacdo com seu receptor celular, a qual
ativa o mecanismo de endocitose viral mediada por receptor. O trafego intracelular
do HPV contido na vesicula endossomica até o nucleo da célula, assim como o

modo de liberacdo do seu genoma viral no compartimento nuclear ainda ndo estao
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bem elucidados, entretanto, evidéncias mostram que L2 tem importante papel, uma
vez que tem sido detectada no nucleo da célula hospedeira (SAPP, DAY, 2009). O
genoma viral replica-se de forma epissomal, separado do DNA do hospedeiro, as
proteinas E1 e E2 s&o transcritas, iniciando-se a sintese do DNA viral (DE GEEST et
al., 1993).

O genoma viral pode ainda integrar-se ao DNA da célula hospedeira,
fendmeno que pode acontecer aleatoriamente, mas que parece ocorrer com maior
frequéncia em sitios frageis comuns (CFS), altamente instaveis, presentes na regido
E2 do genoma viral, que quando rompidos levam ao bloqueio do controle
transcricional exercido por essa regido, permitindo o aumento da expressédo das
oncoproteinas E6 e E7 (CANNIZZARO et al., 1988; CHOO; PAN; HAN, 1987;
THORLAND et al., 2003). A elevada expresséo dessas proteinas oncogénicas leva a
imortalizacdo da célula hospedeira, alteracdo do ciclo e da programacdo de
diferenciac@o celular, além do acumulo de defeitos mitoticos (BAKER et al., 1987;
BEDELL; JONES; LAIMINS, 1987; ZUR HAUSEN, 2002).

O ciclo replicativo do HPV acompanha a diferenciacao das células basais e a
medida em gue essas se dividem, o DNA viral € distribuido igualmente entre as
células filhas, as quais migram em direcdo a superficie tornando-se cada vez mais
diferenciadas (Figura 4). Sugere-se que a persisténcia viral justifique-se pela
manutencado extra-cromossomal do HPV no nucleo das células basais, pelo numero
reduzido de proteinas virais E1 e E2 nessas células e poucas copias do genoma
viral naquelas em divisdo, determinando a infeccao latente, pobre resposta imune e
correta segregacao do genoma viral durante a mitose (DE GEEST et al., 1993; LING
PEH, 2002). A transcricdo do RNA viral e a amplificagdo do DNA aumentam
significativamente nas células em diferenciacdo da camada média e, a formacéo do
capsideo viral acontece na camada mais superficial, com a liberacdo das particulas
virais recém-formadas (CHOW; BROKER; STEINBERG, 2010; DOOBAR, 2005).

Os Papilomavirus ndo séo liticos e ndo séo liberados antes que as células
infectadas atinam a camada epitelial mais superficial, resultando no
comprometimento da detecc¢éo viral pelo sistema imune, fato que é corroborado pela
capacidade que esse virus tem de impedir a devida apresentacdo de seus epitopos
as células da resposta imune nas camadas inferiores (ASHRAFI et al., 2002;
MARCHETTI et al., 2002; MATTHEWS et al., 2003).
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Considerando a cinética de producdo das proteinas virais, observa-se
primeiramente a expressdo de E1 e E2 nas células basais, necessarias a
manutencdo do genoma na forma epissomal. As proteinas oncogénicas E6 e E7
também podem ser encontradas nesse momento, porém, em baixas concentracdes
(DE GEEST et al., 1993; DOOBAR, 2005; STANLEY et al., 1989). Em seguida, a
expressdo de E6 e E7 aumenta, estimulando a progressdo do ciclo celular e
retardando a diferenciacéo terminal normal das células nas camadas suprabasais
(SHERMAN et al.,, 1997). Ainda nessa fase, as proteinas E4 e E5 também sé&o
expressas, contribuindo para a manutencdo das coOpias epissomais em baixos
niveis. Posteriormente, a expressao das proteinas precoces E1, E2, E4 e E5 se
eleva para dar inicio a replicagdo génica, mediante a ligacdo de E2 a regido
regulatéria e o recrutamento de E1 para a origem de replicacdo, resultando no
aumento de coOpias do genoma viral (MIDDLETON et al., 2003). J4 nas camadas
mais superficiais, a proteina L1 € produzida e em seguida L2, permitindo o
empacotamento da particula infecciosa e finalizando a sintese viral (DOOBAR, 2005;
FLORIN et al., 2002).

De uma forma geral, os papilomavirus seguem o ciclo produtivo previamente
descrito, entretanto, a analise comparativa dos tipos virais por De Villiers e
colaboradores (2004) mostrou que somente as regides E1 e L1 do genoma sao
altamente conservadas, o0 que reflete diferencas na organizacao do ciclo viral entre
o0s tipos e estratégias diversas para assegurar uma infeccéo produtiva (DE VILLIERS
et al., 2004).

Nas células basais recém-infectadas, o genoma viral pode permanecer com
baixo numero de copias epissomais, expressando somente as proteinas virais
precoces e caracterizando entdo, um estado ndo produtivo da infeccdo, o que
justifica a persisténcia viral por muitos anos, configurando um pré-requisito para o
desenvolvimento do cancer e suas lesdes precursoras (BRENNA; SYRJANEN,
2003). Ja o estado produtivo da infec¢éo inicia-se quando as células filhas derivadas
das células basais iniciam a diferenciacdo, possibilitando a sintese viral
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012). Durante uma
infeccdo latente, o padrdo de expressao viral nas células basais é similar ao de uma
infeccdo produtiva, sugerindo que nessa fase E6 e E7 ndo sédo essenciais (ZHANG
et al., 1999).
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Na maioria dos casos, a infeccéo é eliminada pelo sistema imune, no entanto,
as lesbes podem persistir e em algumas situagdes alguns tipos virais podem levar
ao desenvolvimento de carcinoma, como consequéncia de um ciclo viral incompleto
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012). A persisténcia
€ incomum, quando comparada ao clearance viral e pode ser definida como a
deteccdo de um mesmo tipo viral por duas vezes em um certo intervalo de tempo,
que tem sido previsto variar de 6 meses a 1 ano, embora ainda ndo haja um
consenso, tendo em vista que o tempo de duracao da infec¢do para os HPV de alto
risco oncogénico tende a ser maior, implicando na patogénese de lesGes pré-
neoplasicas e neoplasicas (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007; FRANCO et al., 1999; GIULIANO et al., 2002a; MUNOZ et al.,
2004). Outros aspectos da infecgcdo podem contribuir para a progressao da doenca,
como o tipo de HPV infectante, a carga viral e a presenca concomitante de outras
enfermidades. Sabe-se, que a presenca do HPV 16 e a alta carga viral estdo
claramente associadas com a presenca de doenca (CUZICK et al., 2003).

S&o observadas divergéncias no comportamento dos diferentes tipos virais,
como exemplo, naqueles considerados de alto risco oncogénico, tal como o HPV 16.
As oncoproteinas E6 e E7 ao interagirem com p53 e pRb, desencadeiam um
aumento na frequéncia de mutagdes e rearranjos cromossomicos, contribuindo para
a transformacéo maligna; enquanto as mesmas oncoproteinas nos HPV de baixo
risco oncogénico apresentam menor afinidade por essas proteinas supressoras de
tumor, ligando-se a elas com menor avidez, o que inviabiliza a degradacédo das
mesmas (BRENNA; SYRJANEN, 2003; CLASSON; HARLOW, 2002; HECK et al.,
1992; MUNGER; HOWLEY, 2002; SCHEFFNER et al., 1990).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da patogénese do HPV
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As les@es cervicais observadas resultam da habilidade que os diferentes tipos
de HPV possuem em interferir na proliferacdo e estabilidade genémica da célula
hospedeira. As etapas que contemplam a transformacdo da cérvice normal até o
cancer ja estdo bem esclarecidas e baseado nas constatacdes, com o intuito de se
garantir a reprodutibilidade na observacdo das anormalidades citolégicas e
histopatologicas foi estabelecida, no ano de 1991, uma uniformizacdo da
nomenclatura dos achados citolégicos, conhecida como Sistema Bethesda, sendo
revisada no ano de 2001, a qual incluiu o termo lesé&o intraepitelial escamosa (SIL),
subdividida em: “lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)” e “leséo
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL)”. As LSIL contemplam a neoplasia
intraepitelial cervical de grau | (NIC 1) ou displasia leve, atipia coilocitotica e
condiloma. As HSIL compreendem NIC Il (neoplasia intraepitelial cervical de grau Il),
NIC Il (neoplasia intraepitelial cervical de grau Ill) ou displasias moderada e grave/
carcinoma in situ (Figura 4). A terminologia NIC é especialmente auxiliar para se

permitir correlacionar os achados citolégicos e histopatologicos e pode ser
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substituida por SIL ou ainda ser utilizada como um descritor adicional (BULKMANS
et al., 2004; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007;
SOLOMON et al., 2002).

As neoplasias intraepiteliais cervicais recebem a sua terminologia de acordo
com o tamanho e localizacdo no tecido lesado. Nas classificadas como NIC I, as
células das camadas basais e parabasais apresentam poucas atipias citolégicas,
com arranjo uniforme sobre a membrana e pouco desorganizadas, ocupando o tergo
inferior do epitélio. As alteracdes citologicas observadas nas células diferenciadas
incluem binucleacdo, cavitacdo citoplasmatica perinuclear e atipia nuclear. A
interacdo da proteina viral E4 a citoqueratina leva ao colapso da matriz de
citoqueratina, resultando em um halo perinuclear, alteracdo que em combinacao
com a atipia nuclear é referida como coilocitose ou atipia coilocitica (KOSS;
DURFEE, 1955), caracteristica de infec¢des produtivas por HPV (DOORBAR et al.,
1991).

As NIC classificadas como de alto grau - NIC 1l e NIC Ill — apresentam atipias
celulares mais pronunciadas em comparacdo com as NIC |, com maior grau de
desorganizacdo e perda da polaridade celular, sendo que a extensdo de células
indiferenciadas ultrapassa o terco inferior do epitélio. As alteracbes celulares
encontradas incluem condensa¢do nuclear, elevado pleomorfismo, células com
aumento nuclear e cromatina mais condensada, membrana nuclear mais
proeminente. Naquelas consideradas como NIC I, as células basais atipicas e as
figuras de mitose ocupam os dois tercos inferiores do epitélio; enquanto que, nas
consideradas NIC lll, as figuras mitéticas e as células basais atipicas ocupam toda a
extensdo do epitélio INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2007; RICHART, 1987).

Em contraste com as lesdes de baixo grau, a expressdo aumentada dos
oncogenes virais E6 e E7 nas lesOes de alto grau acontece precocemente nas
células basais, onde a capacidade de diviséo e diferenciacéo ainda esta preservada,
conferindo maior risco de aquisi¢cdo de erros genéticos sobre influéncias de agentes
mutagénicos e ou predisposi¢do genética para que se desenvolva a transformacao
(MUNGER, 2001; STOLER, 2000, 2003).

A infeccao viral de células comprometidas com a diferenciacdo glandular, na

maioria das vezes, resulta em infecgcdo abortiva ou latente e raramente se tem a
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desregulacédo viral. O HPV18 parece ser mais suscetivel a inducdo da proliferacéo

neoplasica em células glandulares quando comparado ao HPV16 (STOLER, 2003).

2.5 Diagnéstico da infeccao por Papilomavirus humano

A deteccdo da infec¢do por Papilomavirus humano pode se dar por técnicas
ndo-moleculares, classificadas também como indiretas, uma vez que ndo detectam o
HPV, mas sim as alteracGes causadas pela infec¢do viral, como o cancer cervical e
suas lesdes precursoras (NIC). Séo elas: inspecao visual, colposcopia, citologia e
histopatologia. Esses métodos sdo menos sensiveis e por se basearem na detec¢céo
de aspectos morfolégicos séo classificados como métodos sugestivos de infeccao
(COPE et al., 1997; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2007, LIE et al., 1997).

A inspecéo visual pode ser realizada utilizando-se o acido acético que permite
a visualizacdo de epitélios acetobrancos na cérvice uterina, resultantes de uma
relacdo nucleo-citoplasma aumentada, que pode ser indicativa de metaplasia
escamosa imatura, infeccdo por HPV e lesGes pré-neoplasicas. O lugol, capaz de
marcar o glicogénio presente em células epiteliais escamosas, também pode ser
utilizado e a interpretacao de areas com alterac6es celulares se da através da pouca
marcacao ou ainda inexistente por tal reagente. Ja a colposcopia tem por objetivo
visualizar a zona de transformacéo e possiveis areas com anormalidades, podendo
também ser necessaria a utilizacdo dos reagentes supracitados diante de lesdes
subclinicas (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2005). A
citologia e a histopatologia também detectam alterac6es morfolégicas, com destaque
para a observacédo da coilocitose como sinal de infeccao por HPV, ressaltando que a
presenca dessa alteracdo pode ficar comprometida no exame histopatolégico, uma
vez que 0 processo de fixacdo ou falha na rehidratacdo pode resultar na formagéo
de falsos halos perinucleares (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007).

Sabe-se que mulheres aparentemente sem alteracdes pelos métodos
indiretos de diagndstico da infeccdo por HPV, podem estar infectadas e,
considerando que, cerca de 10% daquelas com infeccdo persistente poderdo

desenvolver lesBes pré-neoplasicas e neoplasicas, justifica-se a necessidade da
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realizacdo de métodos moleculares, capazes de detectar o genoma viral, com o
objetivo de prevenir a progresséo para o cancer (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2007, RAMAEL et al., 1999).

Métodos moleculares, também denominados como diretos, séo utilizados
para deteccao do HPV, sendo classificados em: métodos que amplificam alvos (DNA
ou mMRNA), que incluem técnicas de PCR (Polymerase chain reaction), as quais
utilizam primers consenso ou tipo-especificos; e, ainda, métodos que amplificam
sinais (DNA), que incluem técnicas de hibridizacdo, como Captura Hibrida 1l (HC Il —
Teste Digene®, Qiagen, Duesseldorf, Alemanha), hibridizacdo in situ,
southern/northern  blots, dot blots e sequenciamento por hibridizac&o
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

Duas técnicas tém sido amplamente utilizadas, a Captura Hibrida II™ e a PCR
(Polymerase chain reaction). A primeira utiliza dois coquetéis de sondas de RNA,
permitindo a identificacdo de dois grupos virais: A — baixo risco oncogénico (HPV 6,
11, 42, 43 e 44); e B — alto risco oncogénico (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 e 68). Esta técnica permite quantificar a carga viral, no entanto, nao
permite identificar o tipo viral especifico nem infeccdo por mais de um tipo viral
(SCHIFFMAN et al., 1995; SWYGART, 1997). Ressalta-se que a detec¢cdo de um
tipo particular de HPV tem sido Gtil no diagnédstico, prognostico e tratamento das
neoplasias intraepitelias cervicais e do cancer cervical (LOMBARD et al., 1998). Para
tanto, a introducdo de métodos baseados na PCR tem sido implementados a fim de
se superar a limitacdo apresentada pela captura hibrida.

A PCR utiliza primers consenso que sdo direcionados para a regiao
altamente conservada do gene L1, com maior utilizacdo dos sistemas MY 09/11
(MANOS et al., 1994) e a sua versao modificada PGMY 09/11 (GRAVITT et al.,
2000). A PCR mostrou-se mais eficiente na deteccdo do HPV-DNA quando
comparada a técnica de hibridizacdo (COUTLEE et al., 2002; GRAVITT et al., 2000;
KORNEGAY et al., 2001) e tem sido considerada promissora em varios aspectos,
uma vez que pode ser utilizada para diversos fins, como a detec¢ao, genotipagem,
quantificacdo viral e sequenciamento do DNA (GIBSON; HEID; WILLIANS, 1996;
GRAVITT et al., 2000; JACOBS et al., 1999; MEYER et al., 1998). A PCR aplicada a
genotipagem utiliza primers tipo-especificos, sendo baseada no polimorfismo das

regibes E6 e E7, util na caracterizacdo do tipo viral em infec¢des simples e multiplas
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(CLAVEL et al.,1998; HUBBARD, 2003; KADO et al., 2001; WALBOOMERS et al.,
1999). A importancia de se diagnosticar infecgcdes multiplas por HPV se justifica por
evidéncias que demonstram a sua associagdo com maior risco de persisténcia viral e
de céancer cervical (HO et al., 1998; KJAER et al., 2005; TROTTIER et al., 2006),
além de permitir a realizacdo de estudos que avaliem a possivel vantagem
competitiva que alguns tipos de HPV de alto risco tenham em relagdo a outros
(BECKER et al., 1994; MERIKUKKA et al., 2011).

A PCR pode ainda ser complementada pela técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e envolve a producdo de padrdes de digestdo do
material derivado da amplificacdo por PCR através da utilizacdo de enzimas de
restricdo, possibilitando a classificacdo de praticamente todos os HPV
mucosotrépicos, com elevado nivel de sensibilidade e confiabilidade (KADO et al.,
2001; LUNGU; WRIGHT; SILVERSTEIN, 1992; MEYER et al., 1995; NOBRE;
ALMEIDA; MARTINS, 2008; NOBRE et al., 2010; SANTIAGO et al., 2006).

A RQ-PCR (Real-Time Quantitative Polymerase Chain) é um método de
amplificagéo de sequéncia alvo de elevada sensibilidade, que permite determinar a
carga viral (copias/célula) (GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996; HEID et al., 1996;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007). Esse método
acumula as caracteristicas de alta sensibilidade analitica e clinica, sendo validada
pela Organizacdo Mundial da Saude para aplicacdo na prética clinica, uma vez que
evidéncias apontam a forte associacdo entre a elevada carga viral de tipos de HPV
altamente oncogénicos e o maior risco de desenvolvimento de neoplasias cervicais
(JOSEFFSON et al., 1999; SWAN et al., 1997; VAN DUIN et al., 2002; YLITALO et
al., 2000b).

A associacdo da RQ-PCR com o teste citolégico tem sido indicada como a
forma mais eficaz de se reduzir a incidéncia de cancer cervical e suas lesdes
precursoras em mulheres, sobretudo naquelas que ja apresentam lesdes cervicais
de baixo grau (HULA et al., 2013).
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2.6 Imunoprofilaxia da infec¢céo por HPV

Atualmente, estdo disponiveis duas vacinas profilaticas para a infeccdo por
HPV, as quais foram desenvolvidas através de métodos recombinantes capazes de
gerar particulas semelhantes a virus (virus like particles — VLP) a partir da expressao
da proteina L1 do capsideo viral por diferentes vetores de expressado
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012; LOWY;
SCHILLER, 1998; MCNEIL, 1997; MUNOZ; BOSCH, 1996; STELLER; SCHILLER,
1996, STOLER et al., 2000). Uma das vacinas é bivalente (Cervarix®,
GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica), composta por antigenos VLP para
HPV 16 e 18 e, a outra é quadrivalente (Gardasil®, Merck & Co., Whitehouse Station,
NJ, EEUU), contendo antigenos VLP para os tipos 16, 18, 6 e 11. Ambas foram
desenvolvidas somente para fins profilaticos da infeccdo e doenca HPV-induzida,
demonstrando uma eficacia superior a 90% na prevencdo de lesdes de alto grau
entre mulheres com 15-26 anos que nado apresentaram evidéncias de infeccao
recente ou passada. Uma nova vacina tem sido desenvolvida pela Merck & Co., Inc.,
contendo antigenos dos tipos HPV 6, 11 e sete oncogénicos (HPV 16, 18, 31, 33,
45, 52 e 58) responsaveis por 90% dos casos de cancer uterino, e encontra-se em
testes de eficacia e seguranca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda que a vacinacao seja feita em
periodo anterior ao inicio das atividades sexuais, para que se tenha uma maior
efetividade, uma vez que evidéncias mostram que a maioria das infec¢cdes por HPV
€ adquirida logo ap6s o inicio da vida sexual ativa. O programa vacinal prevé trés
doses ao longo de seis meses em meninas de 9 a 13 anos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Em algumas regides do Brasil, a vacinacédo ja € fornecida
por iniciativa dos poderes publicos estaduais ou municipais, como por exemplo, no
Distrito Federal e no Rio de Janeiro, e recentemente foi aprovada a incorporagéo da
vacina para o HPV no programa de vacinagdo nacional, com previsdo de sua
inclusdo no calendario do ano de 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
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2.7 Resposta imune ao Papilomavirus humano

A maioria das infec¢des causadas pelo HPV regride de forma espontanea em
dois anos, entretanto sob certas circunstancias, cerca de 10% persistem, resultando
no desenvolvimento de lesGes cervicais e possivel progressdo neoplasica
(SCHIFFMAN; CASTLE et al., 2007; STERN et al., 2000). A historia natural da
infeccdo pelo HPV sugere que diversos fatores estdo relacionados com o
desenvolvimento do cancer e, a persisténcia viral tem sido considerada como o
principal fator de risco, a qual, por sua vez, se estabelece muito provavelmente
devido a resposta imune deficiente (KOSHIOL et al., 2008; MUNOZ, 2000).

O HPV utiliza de uma série de mecanismos que impedem a sua deteccdo
pelo sistema imune, como por exemplo, a baixa viremia, a replicacdo ndo-citolitica
em células que ja estdo destinadas a morte celular natural, o poder supressivo das
oncoproteinas E6 e E7 sobre a producdo de INF-y, a modulagdo da apresentacao
antigénica, o mimetismo molecular com proteinas do hospedeiro, dentre outros
(HASAN et al., 2007; KANODIA et al., 2007; STANLEY, 2010). Tais mecanismos
evasivos justificam a pouca ou nenhuma resposta inflamatoria e, o que se observa é
gue diante de infeccdes virais que cursem com inflamacao, a presenca de cofatores
como, tabagismo, paridade, uso de contraceptivos orais, coinfeccdo por outras DST
e multiplos parceiros, pode estar relacionada (CASTLE; GIULIANO, 2003).

Tanto a resposta inata quanto a adaptativa desenvolvem importante papel na
protecdo ao Papilomavirus. Embora a resposta imune humoral ao HPV ja esteja bem
caracterizada (BHAT et al., 2011), destacando-se a importancia de anticorpos
neutralizantes na prevencdo a infeccdo, enfatiza-se o melhor entendimento da
imunidade mediada por células, devido ao seu papel determinante na evolugcédo de
uma infeccao viral inicial, na regressao de lesbes HPV-induzidas e na prevencédo de
infecgdes recorrentes (KANODIA et al., 2007; KONYA; DILLNER, 2001; MELIEF et
al., 2002; STERN et al., 2000). Diversos estudos mostram que hospedeiros com
deficiéncia da imunidade celular desenvolvem com maior frequéncia lesdes
associadas ao HPV, como aqueles que apontaram que a deficiéncia generalizada de
células T estava associada a maior incidéncia de neoplasia anogenital e ao risco
relativo aumentado para o céncer cervical de 5,4 (intervalo de confianca de 95%,
3.9-7.2) (FRISCH et al., 2000; TINDLE; FRAZER, 1994).
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Uma vez que a infeccdo por HPV é restrita ao epitélio, o clearance viral deve
ser realizado pelos componentes da imunidade local. O que se observa é que
mesmo em individuos imunocompetentes, o Papilomavirus pode persistir por varios
meses antes da ativacao da resposta imune, a qual tem sido detectada somente na
fase tardia da infeccdo, quando a carga dos antigenos virais aumenta (KONYA et al.,
2001). A soroconversao, com presenca de pequenas concentracdes de anticorpos
neutralizantes contra a proteina viral L1, tem sido observada apds 8 a 9 meses da
deteccdo do genoma do HPV 16 em somente 50-70% das mulheres com infec¢des
genitais naturais (CARTER et al., 2000).

A falha do sistema imune em reconhecer o virus tem sido explicada pela
natureza do ciclo replicativo do HPV, o qual estd ligado aos estagios de
diferenciacdo das células epiteliais do hospedeiro, e baixos niveis das proteinas
virais precoces, restritas ao compartimento nuclear, sdo expressos nas ceélulas
basais e parabasais, levando a uma exposicéo insuficiente de antigenos virais as
células efetoras da eliminacao viral, incluindo os linfocitos T citotoxicos (KANODIA;
FAHEY; KAST, 2007). Embora j& se tenha observado o potencial imunogénico de
E5 E6 e E7, quando administradas como vacinas (CAMPO et al.,, 1993;
KIRNBAUER et al., 1996; TINDLE, 1996), nota-se que, durante a infeccdo natural, a
baixa expressdo dessas proteinas tende a causar tolerancia ou anergia de células
T, sugerindo que essas se encontram abaixo do limiar necesséario para a ativacao
celular (O’ BRIEN; SAVERIA; CAMPO, 2002; VIOLA; LAZANVECHIA, 1996). De
fato, em camundongos transgénicos para E6 e E7 de HPV16, a expressdo dessas
proteinas sem inflamacéao resultou em tolerancia (DOAN et al., 2000).

A presenca de linfécitos T helper tipo 1 (Thl) € essencial para a eliminacéo
viral e tem sido demonstrada em estudos que avaliam os componentes da resposta
imune no microambiente tecidual infectado no decorrer da regressdo das lesées,
como por exemplo, aquele que detectou aumento na populacdo de macréfagos,
células NK, linfocitos T CD4" e CD8" em verrugas genitais que regrediram
naturalmente (COLEMAN et al.,1994); ou ainda, outro que observou que um padrao
de expressao de citocinas do tipo Thl, definido como positividade para INF-y/TNF e
negatividade para IL-4, precedia o clearance viral (SCOTT; STITES et al., 1999).

Observa-se que a imunidade inata possui um papel limitado na resposta do

hospedeiro frente a infeccdo pelo Papilomavirus. O HPV é capaz de ativar os Toll-
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like Receptors (TLRs) presentes nas células apresentadoras de antigenos (APCSs),
no entanto, a eliminacdo ou persisténcia viral € determinada pela quantidade e tipo
de APC presente na resposta, observando uma imunidade mais efetiva quando da
participacdo de células dendriticas ativadas ou maduras. A persisténcia viral tem
sido associada a deficiéncia de moléculas co-estimulatérias nas APCs, resultando
em uma resposta de célula TCD8" mais tolerogénica do que citotoxica. Sabe-se da
importancia dos TLR para o aumento da expressdo dessas moléculas co-
estimuladoras e evidéncias mostram o mecanismo evasivo utilizado pelo HPV ao
induzir, através de E6 e E7, a regulacdo negativa na expressao de TLR9 (FAUSCH,;
DA SILVA; KAST, 2003; HASAN et al., 2007; YAN et al., 2005; YANG et al., 2004).
Observacgdes clinicas mostram que as células de Langerhans estdo diminuidas no
sitio de infec¢cdo do HPV, o que pode ser justificado pelo impedimento da ligacao
dessas aos queratinécitos, devido ao bloqueio fisico exercido pela interacdo entre E-
cadherin e E6 do HPV 16 na superficie celular, ou ainda pela diminuicdo ou
auséncia de expressao de diversas moléculas de adesdo mediada por E6, tanto nos
queratinécitos quanto nas células de Langerhans, evento que tem sido observado
em bidpsias de lesbes pré-malignas e malignas (CONNOR et al., 1999; HUBERT et
al., 2005; LEHTINEN et al., 1993; MOTA et al., 1999; TANG et al., 1993). Diante de
poucas APCs no ambiente infectado, seria de se esperar que outras fossem
recrutadas para o local, no entanto, nota-se que os queratindcitos que contém E6/E7
expressam niveis diminuidos de MIP-3 alfa (macrophage inflammatory protein-3
alpha), considerado como o principal fator quimiotatico de precursores de células de
Langerhans, comprometendo a migracdo de novas células (GUESS; MCCANCE,
2005).

As proteinas virais precoces de tipos de HPV oncogénicos podem ainda
interferir na via de processamento e apresentacdo antigénica por moléculas de
classe | do Major Histocompatibilty Complex | (MCH 1), levando ao
comprometimento da resposta adquirida mediada por linfécitos T citotoxicos.
Observa-se que células tumorais induzidas por Papilomavirus exibem perda de MHC
| (BONTKES et al.,, 1998; BRADY et al., 2000). A diminuicdo na expressado e no
transporte da molécula de MHC de classe | a superficie celular tem sido relatada,
como observado no estudo que detectou que a proteina E7 do HPV16 e do HPV18

inibe o promotor da cadeia o da molécula de MHC I, e ainda a habilidade dessa
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mesma proteina do HPV18 de inibir os promotores que regulam a expressdo de
TAP-1 (antigen processing subunit 1), responsavel pelo transporte do peptideo viral
ao interior do reticulo endoplasmatico; assim como, de LMP-2 (low molecular weight
protein 2), subunidade do proteassoma importante na degradacdo proteica. A
habilidade de E7 em sub-regular esses promotores pode estar relacionada a sua
atividade oncogénica (GEORGOPOULOS; PROFFITT; BLAIR, 2000). Outros
estudos mostraram que a proteina E5 também sub-regula a expressdo e o
transporte de MHC | & superficie celular (ASHRAFI et al., 2002; DIMAIO; MATTON,
2001; FACCINI et al., 1996; PENNIE et al., 1993; SCHAPIRO et al., 2000), tendo
sido proposto que E5 poderia também afetar a apresentacdo via MHC de classe I,
essencial a ativacao de células T CD4, impedindo a degradacao e desligamento da
cadeia invariante da molécula de MHC Il e por consequéncia o0 acesso do peptideo
antigénico a essa molécula (ZHANG et al., 2003). Evidéncias mostram que as
células apresentadoras de antigenos sdo alvos do papilomavirus, 0s quais exercem
efeitos supressivos mediados por E5 e E7 sobre as propriedades funcionais das
mesmas (FRAZER et al., 1999).

As células Natural Killer (NK) também representam, juntamente com o0s
interferons, a primeira linha de defesa do organismo contra infeccdes virais,
apresentando uma eficiéncia aumentada, de 20 a 100 vezes quando comparada ao
linfécito T citotoxico, na habilidade de matar células infectadas na presenca de INF-a
e INF-B. Seria de se esperar que a diminuicdo de moléculas de MHC de classe |
resultasse na capacidade citolitica aumentada das NK, no entanto, observa-se
também uma fraca resposta anti-viral por essas células, justificada pelo fato de que
a diminuicdo de moléculas de MHC classe | é seletiva, sendo mantida a producédo
daquelas responséaveis pela ligacdo aos receptores inibitérios de NK (KIRs), como
HLA-C e HLA-E (ASHRAFI et al., 2002). A supressao das vias do interferon pelo
HPV também diminui a suscetibilidade das células infectadas a morte por NK (O’
BRIEN; SAVERIA; CAMPO, 2002).

A producado de interferons do tipo | (alfa e beta), em células infectadas por
virus, € uma das primeiras linhas de defesa do hospedeiro, uma vez que esses
mediadores sédo capazes de interferir na replicacao viral, além de ativar e atrair, para
o sitio da infeccéo, células do sistema imune, como neutrofilos, macrofagos, NK e
células dendriticas (KANODIA et al., 2007; SEN, 2001). O papilomavirus utiliza de
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diversos mecanismos para escapar da via dos interferons, como o efeito observado
pela proteina E7 em restringir a atividade inibitéria do interferon-a. (INF-a1) sobre a
replicacdo viral (BARNARD; PAYNE; MCMILLAN, 2000), ou ainda, aquele que,
mediante a interacdo fisica entre E7 e o fator regulatorio de interferon (IRF-1) é
capaz de inibir a transcricdo do interferon-B (INF-B) (PARK et al., 2000). A literatura
mostra também que a proteina E6 do HPV16 inibe a via dos interferons, sub-
regulando genes responsivos ao INF (NEES et al., 2001). Essa habilidade de inibir a
via dos interferons pode ser uma caracteristica limitada a certos tipos virais, como
visto no estudo que demonstrou que individuos infectados por HPV 11 foram
sensiveis ao tratamento com INF-a, em contraste com aqueles infectados por HPV 6
(GARCIA-MILLIAN et al.,, 1999). Observa-se também que os INF tipo | ndo séo
capazes de inibir a transcricdo de E6/E7 dos tipos HPV 16, 18 e 33, enquanto que o
INF-y é dotado de tal habilidade (WOODWORTH et al., 1992).

A inibicdo da producéo de citocinas e quimiocinas também é observada nas
infeccbes por Papilomavirus. Observa-se, por exemplo, a regulacdo negativa de
MCP | (Human monocyte chemoattractant protein-1), quimioatrativa para células T,
NK e mondcitos (LEONARD; YOSHIMURA; 1990); e de IL-8 (Interleucina-8),
ativadora e quimioatraente para neutréfilos, basofilos e células T (HUANG;
MCCANCE; 2002). A expressao de IL-18 também encontra-se diminuida por
influéncia da E6 do HPV 16, comprometendo diversas funcdes exercidas por essa
citocina, tais como: estimulo da expressdo de genes associados com a inflamacéo,
estimulo da resposta Thl por inducdo da producédo de INF-y (CHO et al., 2001),
potencializagdo da atividade citotéxica e da producdo de INF-y por células NK
(MAITKAINEN et al., 2001).

Outros componentes, inclusive inerentes ao hospedeiro, podem estar
envolvidos com a persisténcia do HPV e o desenvolvimento de neoplasias.
Recentemente, as células T regulatérias (Treg) tém se destacado e evidéncias
mostram a sua possivel associacdo com a falha na eliminacédo viral. Pouco se sabe
ainda sobre a presenca, distribuicdo e funcdo dessas células no microambiente
infectado. Assim, espera-se alcangar nivel de compreensdo e controle da resposta
imune que permita diferentes abordagens, como por exemplo, inibindo sua acdo nas

neoplasias e lesdes precursoras, nas quais se deseja resposta imune mais vigorosa.
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2.8 Células Imunorregulatérias

As células com propriedades regulatérias sdo fundamentais na modulacao
das respostas imunolégicas a diversos componentes provenientes de patdégenos,
tumores, aloantigenos, autoantigenos e alérgenos (CRUVINEL et al., 2008).
Desempenham a sua funcao através de propriedades basicas como, a capacidade
de producdo de componentes imunossupressores, como IL-10 (interleucina-10) e
TGF-B (transforming growth factor- ), além da habilidade de induzir a supressao
mediada por contato célula-célula de diferentes tipos celulares na resposta imune
(CRUVINEL et al., 2008; VON BOEHMER, 2005). A acao contato-dependente pode
ser explicada pelas altas concentragbes do componente supressor CAMP
citoplasmatico que é transportado as células T efetoras através das gap junctions
(BOPP et al.,2007) ou ainda pela liberacdo de granzimas e perforinas (GONDEK et
al., 2005; GROSSMAN et al., 2004; QIN et al.,2006; ZHAO et al., 2006).

Varios subtipos celulares exibem caracteristicas regulatorias, conforme

descrito na Figura 5.



Figura 5 - Caracteristicas principais de células com propriedades regulatorias

CELULAS REGULATORIAS

CARACTERISTICAS PRINCIPAIS

Treg FOXP3*
(Ll etal., 2013)

TCD4"

expressdo de CD25, de origem timica

Linfocitos com elevada
ou induzidas na periferia; supressao
contato-dependente e secreg¢do de

fatores de supressao.

Th3
(FARIA; WEINER, 2005)

Linfécitos T CD4" induzidos de origem

periférica; supressao mediante

sintese de TGF-p.

TR1
(RONCAROLO et al., 2006)

Linfécitos T CD4" induzidos de origem

periférica; supressao mediante

sintese de IL-10.

LT CD8'CD28"
(CHANG et al., 2002)

Linfécitos T CD8'CD28" capazes de
inibir a atividade co-estimulatéria das

APCs; supressao mediante contato.

LT CD8"Qal”

(CHANG, et al., 2002; LU; WERNECK; CANTOR,

Linfécitos T CD8" com supressao
mediada por interacdo do receptor

2006)
Qal com inducdo de apoptose do
alvo.

NK/T Coexpressam marcadores de

(KRONENBERG, 2005; SHARIF et al., 2002)

linhagem T e NK. Supresséo através

de sintese de citocinas regulatérias.

LT yd
(HAYDAY; TIGELAAR, 2003)

Linfécitos CD3'CD4'TCR yd com

poder supressor sob diferentes

populacdes mediante liberacdo de

fatores sollveis.

LT CD4 CDS§ Supresséo de linfocitos CD4" e CD8"

(ZHANG et al., 2000) através de citotoxicidade e inducéo da
apoptose.

LB CD1" Atividade regulatéria mediada pela

(MIZOGUCHI et al., 2002)

producdo de fatores supressores

como a IL-10.
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Atualmente, as células T regulatorias (Treg) tém se destacado e séao alvos de
pesquisas que investigam sua geracdo e funcdo como reguladoras das respostas
imunes fisiologicas, além da sua participacdo em diversas enfermidades, como:
doencas alérgicas, infecciosas, neoplésicas, autoimunes e no estudo da imunidade
aos transplantes, com o objetivo de melhor compreender 0os mecanismos
imunopatogénicos envolvidos e também colaborar para o estabelecimento de
terapéuticas imunorregulatérias que permitam reprogramar o sistema imune (AFZALI
et al., 2007; BACCHETTA; GAMBINERI; RONCAROLO, 2007; DEMENGEOQOT et al.,
2006; KHAZAIE; VON BOEHMER, 2006). Evidéncias mostram que as Treg sao
células extremamente versateis e adaptaveis as mais variadas situacdes
encontradas, sendo caracterizadas por alguns autores como “as maiores mestres da
regulacdo imunolégica” (TANG; BLUESTONE, 2008).

Diferentes abordagens tém permitido inibir a atuacdo das Treg nas neoplasias
e doencas infecciosas, no sentido de se obter resposta imune mais vigorosa; o
contrario também €& observado, com o objetivo de intensificar a atuacdo dessas
células em doencgas que cursem com a resposta imune exacerbada, como, nas
doencas autoimunes, alérgicas e na rejeicdo aos transplantes. Evidéncias em
neoplasias humanas apontam o forte envolvimento das Treg com a progressao
neoplasica, sendo consideradas como fator preditivo de mau progndstico quando
presentes em elevada densidade no microambiente tumoral (DELEEUW et al.,
2012).

2.8.1 Células T reqgulatérias (Treq)

As Treg representam uma subpopulacdo de linfécitos T caracterizada pela
expressao da molécula CD25 (receptor da cadeia alfa da interleucina 2 - IL-2Ra) em
elevada quantidade e do fator de transcricdo FOXP3 (Forkhead box protein p3). As
Treg induzem a supressao de varios células da resposta imune, dentre elas, células
T efetoras, mastécitos, células dendriticas e células B, através do bloqueio da
ativacdo e funcdo dessas, mostrando-se importantes no controle da resposta
imunoldgica a antigenos proprios e nédo-proprios (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007;
SOJKA; HUANG; FOWELL, 2008; XIAOHONG et al., 2013).
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Atualmente as Treg tém sido descritas em duas principais subpopulacgdes:
naturais (nTreg) e induzidas ou adaptativas (iTreg ou aTreg), as quais compartilham
muitas caracteristicas fenotipicas e funcionais (SONG, GUO, ZHENG, 2012)

2.8.1.1 Células T regulatorias naturais

Foram primeiramente descritas por Sakaguchi e seus colaboradores
(SAKAGUCHI et al., 1995) e em seguida por SHEVACH (SHEVACH, 1998). Essas
células séao potencialmente capazes de suprimir a ativacéo, a proliferacdo e a funcéo
efetora dos linfocitos T CD4", T CD8", células NK, NK/T, linfocitos B e células
dendriticas (SOJKA, HUANG, FOWELL, 2008; VON BOEHMER, 2005). Estdo
envolvidas com a manutencédo da autotolerancia e com a homeostasia do sistema
imunologico (BAECHER-ALLAN; HAFLER, 2005), cuja relacdo foi demonstrada pela
consequéncia fatal observada em camundongos deficientes de IL-2, CD25 ou
FOXP3, ou ainda através da deplecdo dessas células em camundongos adultos
normais (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; HORI; NOMURA; SAKAGUCHI,
2003; KHATTRI et al., 2003). Em humanos, tal associacdo foi estabelecida em
individuos com mutac8es no gene FOXP3 que desenvolveram doencas autoimunes
em multiplos 6rgdos, com consequéncias fatais (GAMBINERI; TORGERSON;
OCHS, 2003).

As Treg naturais sdo comprometidas com a inibicdo da ativacdo e expansao
de linfécitos auto-reativos nos tecidos periféricos e apresentam capacidade inibitoria
com comprovado papel na regulacao negativa da resposta imune também diante de
antigenos exdégenos (SAKAGUCHI, 2000, 2004; SHEVACH, 2000). O efeito
supressivo dessas células pode ser mediado por contato e ainda por secre¢do de
fatores inibitérios. A acdo contato-dependente envolve o transporte de altas
concentracbes do componente supressor CAMP as células T efetoras através das
gap junctions (BOPP et al., 2007) ou ainda pela liberacdo de granzimas e perforinas
(GONDEK et al., 2005; GROSSMAN et al., 2004; QIN HY et al., 2006; ZHAO et al.,
2006). Evidéncias mostram que as Treg haturais conseguem suprimir € ou matar as
células da resposta adquirida com efeito similar ao das células NK (LIKUNI et al.,
2009; WU; XU, 2010; ZHAO et al., 2006).

As Treg naturais sdo produzidas naturalmente nos corpusculos de Hassal no

timo como uma subpopulagédo de células T funcionalmente distintas e maduras. O
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estimulo para o desenvolvimento das Tregs FOXP3" naturais ocorre durante a
timopoiese normal e ainda € pouco conhecido, porém, acredita-se que estas células
possam ser geradas mediante a expressdo de antigenos proprios dependentes do
AIRE (gene regulador autoimune) por células epiteliais medulares timicas, seguido
do reconhecimento antigénico por receptores (TCR) de alta afinidade. (CUROTTO
DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009; MALCHOW et al., 2013; PICCIRILLO, 2008).

As nTreg representam 5 a 10% das células T CD4" periféricas, sdo
caracterizadas pela expressao constitutiva das moléculas FOXP3, GITR (receptor do
fator de necrose tumoral induzido por glicocorticoide) e altos niveis de CD25, sendo
geralmente  denominadas como CD4'CD25'FOXP3" Treg ou ainda
CD4'CD25""FOXP3* (BOER et al., 2007; CRUVINEL et al., 2008; SAKAGUCHI,
2005; YAGI et al.,, 2004). A identificacdo fenotipica das nTreg em ensaios que
avaliam a sua funcéo supressora sofre modificacdes, uma vez que nesses casos, as
células devem permanecer viaveis e por isso, a deteccdo de marcador nuclear
FOXP3 fica impossibilitada. Tem sido demonstrado que a definicdo mais real para as
nTreg nesses ensaios da-se através da deteccéo de células CD4'CD25"'CD127 /low
(YU et al., 2012).

As Treg naturais sdo descritas como as mais prevalentes em varios tipos de
tumores e investigacbes sugerem que o ambiente tumoral recruta as Treg
timoderivadas pré-existentes reativas a antigenos proprios AIRE-dependentes
associados ao é6rgao de origem do cancer (MALCHOW et al., 2013).

2.8.1.2 Células T regulatérias induzidas

As Tregs denominadas induzidas (iTreg) ou adaptativas (aTreg) sdo geradas
na periferia apdés estimulos antigénicos; sob condi¢cdes ditas tolerogénicas, como,
concentracbes de antigeno pouco imunogénicas e por estimulos de alérgenos
provenientes da microbiota intestinal ou alimentos; e, ainda em tecidos cronicamente
inflamados (BACCHETTA; GAMBINERI; RONCAROLO, 2007; CUROTTO DE
LAFAILLE et al., 2008; CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009; TAAMS et al.,
2006).

O microambiente pode influenciar no desenvolvimento das Treg induzidas, no
entanto, o entendimento sobre o seu papel na geragdo dessas células in vivo ainda

permanece incompleto. Ja esta clara a necessidade do estimulo antigénico via TCR
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e das citocinas TGF-B e IL-2 para a geracdo das iTreg, uma vez que esses
elementos induzem a expressdo da proteina FOXP3, fundamental no
desenvolvimento e atividade das células Treg (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE,
2009; XIAOHONG LIN et al., 2013).

As Treg induzidas exercem sua funcédo principalmente através da liberacao de
citocinas inibitérias como IL-10 e TGF-B (JONULEIT; SCHMITT, 2003; SAKAGUCHI,
2006). Evidéncias mostram que essas células também podem desempenhar sua
funcdo através de efeito citotoxico mediado por granzimas e perforinas
(GROSSMAN et al., 2004; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).

Varios tipos de Tregs adaptativas tém sido descritos, classificando-se como
iTreg FOXP3" e outras duas subpopulagdes, TR1 produtoras de IL-10
(RONCAROLO et al., 2006) e, Th3 produtoras de TGF-B (FARIA; WEINER; 2005),
sendo as duas Ultimas derivadas de células CD4'CD25'FOXP3" submetidas ao
estimulo de TGF-8 e IL-2 (HORWITZ; ZHENG; GRAY, 2008; OKAMURA et al., 2012;
ZHENG, 2012; ZHOU et al., 2010).

2.9 Caracterizacao das células T regulatorias

A caracterizacao e a funcéo das células T regulatérias tém sido tracadas por
um crescente niumero de moléculas e processos descritos. Entretanto, o uso seguro
e eficaz das Treg no campo da imunoterapia requer ainda a existéncia de métodos
confiaveis de deteccdo, inclusive no que diz respeito a subpopulacdo a que
pertencem.

Tanto as Treg naturais quanto as Treg induzidas apresentam como
marcadores fenotipicos candnicos, as moléculas CD25, FOXP3, GITR e CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (XIAOHONG LIN et al.,, 2013). Entretanto,
pesquisas mostram que as Treg naturais exibem maior expressdo de neurophilin-1
(Nrpl), PD-1 (programmed cell death-1), Helios (Ikzf2) e CD73 quando comparadas
as Treg induzidas (YADAV et al., 2012). Thornton et al. (2010) demonstraram que a
expressao de Helios , um membro da familia de fatores de
transcricéo lkaros relacionado com o desenvolvimento e homeostasia linfocitaria, é
capaz de diferenciar nTreg de iTreg, concluindo que 70% da populacédo de células

Tregulatérias periféricas é composta por nTreg timo-derivadas, capazes de



49

expressar esse marcador, diferente das Treg induzidas que ndo o expressam
(THORNTON et al., 2010).

A consideracdo mais consensual € de que, com exce¢do dos marcadores
Helios e neurophilin-1, nenhuma das outras moléculas citadas pode fornecer
individualmente a especificidade necessaria para distinguir as nTreg das iTreg
(XIAOHONG LIN et al., 2013).

Outros marcadores de células T regulatérias também tém sido descritos, tais
como: TNFR-2 (tumor necrosis factor receptor-2), HLA-DR (human leucocyte
antigen), CD27, Fas, CD62L e os receptores de quimiocinas CCR6, CCR7, CCR8 e
CD103 (BACCHETTA, GAMBINERI, RONCAROLO, 2007). Entretanto, nenhum
destes marcadores € exclusivo desta subpopulacdo celular, uma vez que refletem
também o estado de ativacao do linfécito T (GUPTA; SHANG; SUN, 2008).

Segue abaixo uma breve descricdo dos marcadores fenotipicos e citocinas
supressoras utilizados para a deteccdo das células T regulatérias no presente

estudo.

2.9.1 FOXP3 (Forkhead box P3)

A descoberta da proteina FOXP3 permitiu avancos na identificacdo das
células T regulatorias, classificando-se como um fator de transcricdo que atua em
regides reguladoras especificas do DNA, aumentando ou diminuindo a transcricao
de genes especificos (RUDENSKY, 2011; TORGERSON; OCHS, 2007). Essa
proteina contém 431 aminoacidos, codificada pelo gene FOXP3, localizado no brago
curto do cromossomo X em humanos e composto por 11 éxons, cuja expressao
ocorre predominantemente nas células do timo, baco, linfonodos e particularmente
nas células T CD4'CD25" (TORGERSON; OCHS, 2007; YAGI et al., 2004).

O fator FOXP3 é membro integrante da subfamilia P das proteinas FOX
(forkhead box), componentes de uma familia de fatores de transcricdo que contém
um dominio ligante de DNA altamente preservado denominado forkhead/winged-
helix, cuja denominacdo se deve a sua forma de dupla-asa, semelhante a uma
borboleta (COFFER; BURGERING, 2004; CAMPBELL; ZIEGLER, 2007,
TORGERSON; OCHS, 2007).

Estudos mostram que o FOXP3 tem papel crucial no desenvolvimento e

funcdo das Tregs e também demonstram sua habilidade em regular moléculas
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intracelulares relacionadas as respostas de células T efetoras (FONTENOT; GAVIN;
RUDENSKY, 2003; RUDENSKY, 2011; YAGI et al.,, 2004). A identificacdo da
mutacdo do tipo frameshifp no gene FOXP3 mostrou a importancia do fator de
transcricdo FOXP3 nas células Treg, a qual foi responsavel pela geracdo do fenotipo
de camundongos scurfy, uma linhagem mutante recessiva ligada ao X, que
apresenta distarbios auto-imunes graves com deplecdo completa de Tregs e Obito
precoce (BRUNKOW et al., 2001; TORGERSON; OCHS; 2007). Em humanos, a
delecdo do FOXP3 tem sido observada nos pacientes com a sindrome IPEX
(Immunodeficiency, Poliendocrinopathy and enteropathy X-linked syndrome),
caracterizada clinicamente por mdltiplas doencas autoimunes, apresentando
diarreia, eczema, diabetes com destruicdo das glandulas enddécrinas, insulinite e
tireoidite, a qual acomete meninos e culmina com Gbito precoce em torno dos 2 anos
de idade (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007; GAMBINERI; TORGERSON; OCHS, 2003;
TORGERSON; OCHS, 2007).

2.9.2 GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor Family Related Protein)

A proteina GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor Family Related
Protein), composta por 228 aminoacidos e de localizacdo transmembranica, é
membro da superfamilia de receptores para o fator de necrose tumoral (TNFRS) e
codificada pelo gene GITR (glucocorticoid induced TNF receptor Family gene),
originalmente descoberta em células T murinas tratadas com dexametasona, sendo
capaz de inibir a apoptose induzida pelo receptor de célula T (NOCENTINI et al.,
1997). Pesquisas mostram que o GITR possui forte envolvimento com o controle da
sobrevivéncia e diferenciacdo de varios tipos celulares, incluindo os linfécitos
(MACEWAN, 2002; NOCENTINI; RICCARDI, 2005; WAJANT; PFIZENMAIER;
SCHEURICH, 2003; YOUNES; KADIN, 2003).

O GITR foi recentemente considerado como a segunda molécula
caracteristica de células CD25+CD4+ Tregulatérias (BUSHELL; WOOD, 2007) e a
sua expressao é fortemente associada a expressao concomitante de FOXP3 (DE
BOER et al., 2007; ONNO et al., 2007). Linfécitos T ativados também expressam
GITR e seu papel esta envolvido com a regulagdo negativa, levando a
hiporresponsividade dessas células (BUSHELL; WOOD, 2007; RONCHETTI et al.,
2002). Outros linfocitos T (CD25'CD4+, CD8+), células dendriticas, células B e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bushell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bushell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121
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macréfagos também expressam o GITR, porém em baixos niveis (MCHUGH et al.,
2002; SHIMIZU et al., 2002). Estudos mostram que células T CD4" produzem INF,
IL-4, IL-2, mas ndo TGF- B, enquanto que células CD4'CD25'GITR" e CD4'CD25
GITR" produzem quantidade menor de INF e IL-4 e elevados niveis de IL-10 e TGF-
B (SHIMIZU et al., 2002; URAUSHIHARA et al., 2003). A importancia do GITR na
regulacdo negativa desempenhada por células T regulatérias tem sido demonstrada
em diversos estudos (MCHUGH et al., 2002; NEGRINI et al., 2006; SAKAGUCHI,
2004; SHIMIZU et al., 2002; URAUSHIHARA et al., 2003).

2.9.3 CD25 (Alpha chain receptor of the interleukin 2 - IL-2Ra)

A expressdo constitutiva de altos niveis do marcador CD25 (receptor da
cadeia alfa da interleucina 2 - IL-2Ra) € uma caracteristica fundamental da grande
maioria das células Treg FOXP3" (SAKAGUCHI et al., 1995 THORNTON;
SHEVACH, 1998). Evidéncias mostram que a molécula CD25 é indispenséavel para a
geracdo e manutencdo das células Treg naturais CD4" (ALMEIDA et al., 2002,
MALEK et al., 2002), o que faz da IL-2 um fator de crescimento e de sobrevivéncia
para tais células (KUNIYASU et al., 2000). Em outros LT, como os LThelper,
essenciais na eliminacdo do HPV, a alta expressao de CD25 sé acontece quando
tais células encontram-se ativadas (BALESTIERI, 2006).

2.9.4 Interleucina-10

A interleucina-10 (IL-10), primeiramente chamada de fator inibitério da sintese
de citocinas, foi a primeira citocina identificada com habilidade de bloquear a
resposta imune através da inibicdo da producdo de vérias citocinas, regulando a
proliferacéo e diferenciacdo de muitos tipos celulares, tais como células B, células T,
Natural Killer, células apresentadoras de antigenos, mastécitos e granulécitos
(ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989;
MOORE et al., 1990, 2001; ZDANQV, 2004). A IL-10 humana consiste em um
homodimero de 36 kDa, sendo que cada uma das duas cadeias polipeptidicas séo
compostas por 160 aminoacidos (WINDSOR et al., 1993).

Diante das evidéncias que mostram suas fun¢des imunomoduladoras, a IL-10

tem sido descrita uma forte candidata para aplicacdes terapéuticas no tratamento de
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inflamacbes crbnicas e agudas, autoimunidade, cancer e doencas infecciosas
(ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003).

2.9.5 TGF-B (Transforming growth factor-B)

O transforming growth factor-B faz parte de uma familia de fatores de
crescimento que controla um grande numero de respostas celulares, possuindo
importante papel no desenvolvimento e na homeostasia de diversos tecidos em
humanos. A superfamilia TGF-B € composta por um grupo de proteinas, que
conjugam a caracteristica de terem estrutura dimérica com 25 kDa. Foram
identificadas em humanos trés isoformas, TGF-p1, TGF-f2 e TGF-B3, as quais
desempenham sua funcdo através das mesmas vias de sinalizacdo intracelular,
sendo a primeira isoforma a mais prevalente (CHEIFETZ et al., 1987; KUBICZKOVA
etal., 2012; MITTL et al., 1996).

Essa citocina é um elemento chave na inibi¢cdo da proliferacdo e diferenciacao
celular, agindo como um agente supressor de tumor, entretanto, em células
tumorais, a mesma perde seu potencial anti-proliferativo, passando a desempenhar
um papel de fator oncogénico (DERYNCK; AKHURST; BALMAIN, 2001,
KUBICZKOVA et al., 2012; ROBERTS et al., 1985; TUCKER et al., 1984).

O envolvimento do TGF-B na regulacdo negativa da resposta imune é
evidenciado em estudos que mostram sua forte atividade indutora da transcricdo do
FOXP3 (FANTINI et al., 2004; JOSEFOWICZ; RUDENSKY; 2009). E visto também
em ensaios de neutralizacdo do TGF-B in vivo, em que se observa a inibicdo da
diferenciacdo de células Treg induzidas FOXP3" antigeno-especificas (MUCIDA et
al., 2005).

2.10 Regulacédo daresposta imune pelas células Treg e suarelagcdo com o HPV

Os linfocitos T CD4" exercem papel chave na resposta imune, coordenando a
eliminacdo do patdégeno. A diferenciacdo dessas células em linfocitos T helper
efetores, ocorre mediante a apresentacao antigénica por células apresentadoras de
antigenos profissionais, capazes de expressar moléculas coestimulatorias, seguido
do reconhecimento antigénico via receptor de linfocito T (TCR). As caracteristicas

adquiridas dos linfocitos T helper sao fortemente influenciadas por citocinas
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presentes no microambiente e 0 comprometimento com determinado perfil
possibilitara o recrutamento de componentes necessérios a eliminacéo especifica do
patbgeno nos diferentes sitios. Ja bem elucidada, a imunidade aos virus se
desencadeia mediante o comprometimento com o perfil Thl e secrecdo das
citocinas INF-y e IL-2 (MOSMANN; COFFMAN, 1989). Em paralelo, estdo as células
T regulatorias, estabelecendo a tolerancia periférica e limitando a eficacia e
magnitude das respostas mediadas pelas células T efetoras, com o objetivo de
impedir uma resposta imune excessiva aos patdgenos e de prevenir respostas
inapropriadas contra autoantigenos e antigenos nado-proprios considerados inGcuos
(SAKAGUCHI et al., 2006).

Em contrapartida, a atuacéo das Treg pode resultar no controle insuficiente do
patégeno, permitindo a sua persisténcia e levando a cronicidade do dano tecidual.
Evidéncias mostram que em lesdes HPV-induzidas, inclusive naquelas ocasionadas
por HPV de baixo risco oncogénico, as Treg encontram-se em quantidade elevada,
favorecendo a persisténcia viral. Observa-se que a medida que a lesdo progride, a
densidade de células Treg no microambiente infectado também aumenta (CAO et
al., 2008).

Muitos fatores podem favorecer o acumulo de Treg no sitio da infeccdo por
HPV, dentre eles: o dano tecidual desencadeado pela infeccéo viral que resulta na
liberacdo de ligantes enddgenos de Toll-like receptors (tais como, heat shock
proteins, b-defensins), o que ativa a inducao de Treg; antigenos proprios mimetizam
antigenos virais, podendo se ligar ao TCR de células T regulatérias HPV-
especificas; citocinas (IL-10 e TGF-B) secretadas em resposta a infeccdo por HPV
podem colaborar para a inducdo de Treg; e, ainda a sugestéo de que CCR4 guia as
Treg para o sitio de apresentacdo antigénica nos 6rgaos linfoides periféricos e
tecidos inflamados, levando a atenuacéo da resposta efetora de células T, inclusive
ao HPV (CAO et al., 2008; IELLEM et al., 2001; LEE et al., 2005; ROUSE et al.,
2006).
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2.11 Utilizacao terapéutica das células T regulatoérias

As células T regulatérias tém sido consideradas como promissoras no campo
da imunoterapia para diversas doencas, possuindo importante atividade supressora
em condi¢cBes inflamatorias, sendo capazes de evitar o dano tecidual (CHEN;
KONKEL, 2010; GRAY, 2008; ZHOU et al., 2011; LIN et al., 2013; TAAMS et al.,
2006). A utilizacdo terapéutica dessas células tem sido considerada nas doencas
infecciosas, alérgicas, neoplasicas, autoimunes e no campo da imunologia dos
transplantes (AFZALI et al., 2007; DEMENGEOT et al., 2006; KHAZAIE; VON
BOEHMER, 2006).

Sabe-se, entretanto, que embora as Treg sejam capazes de suprimir células T
reativas a aloantigenos, elas podem também proteger tumores da vigilancia
imunologica do hospedeiro, fazendo das mesmas fortes candidatas para
monitoramento da evolucdo de doencas, além de possiveis alvos terapéuticos,
embora seu uso seguro e eficaz ainda requeira a obtencédo de métodos confidveis de
identificacdo (COHEN et al., 2010; HOFFMANN et al., 2010; LODDENKEMPER et
al., 2009). Nesse sentido, a pesquisa das células T regulatérias em cada um desses
grupos nosolégicos tem o propodsito de melhor compreender a imunopatogenia das
doencas e propor perspectivas terapéuticas imunorregulatorias.

No que se refere ao tratamento de lesbes HPV-induzidas observa-se que
varios procedimentos tém sido utilizados incluindo, crioterapia, excisdo cirdrgica,
eletrocauterizacao e terapia a laser (BEUTNER; FERENCZY, 1997). Entretanto, tais
métodos tém sido associados com elevadas taxas de recorréncia, principalmente
nos casos em que o HPV possa estar causando infeccao latente em epitélio
aparentemente normal externo a area de tratamento (FERENCZY et al., 1985).
Como alternativa, a imunoterapia pode ser promissora ao contemplar estratégias
gue aumentem a resposta especifica ao HPV e que diminuam a supressao no
microambiente infectado, tendo como possiveis alvos as células Treg para um
tratamento eficaz. Nesse sentido, tem sido proposto que uma boa estratégia para o
tratamento envolvendo as Treg seria realizar aplicacao direta na lesdo de um agente
capaz de eliminar seletivamente essas células (IKEZAWA et al., 2005; ONIZUKA et
al., 1999; YU et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoffmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20145549
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Diante das evidéncias que mostram o forte envolvimento das células T
regulatorias no desenvolvimento do cancer cervical de etiologia viral e com o
objetivo de melhor compreender a resposta do hospedeiro ao HPV, a doenca
cervical e o possivel papel das células T regulatorias presentes nas lesdes cervicais
HPV-induzidas, este estudo se propds a detectar os marcadores fenotipicos e
citocinas secretadas mais caracteristicos dessa subpopulacdo celular com forte

atividade supressiva.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Detectar marcadores fenotipicos de células T regulatorias e suas citocinas em

pacientes infectadas pelo Papilomavirus humano (HPV).

3.2 Especificos

e Identificar a coexpressdo dos marcadores CD25/FOXP3 e CD4/TGF-B em
células presentes no estroma de cérvice uterina.

e |dentificar a expresséo de IL-10 e GITR em células presentes no estroma de
cérvice uterina.

e Analisar a frequéncia de intensidade de expressdao dos marcadores
identificados dentre os achados histopatolégicos em bidpsias de cérvice
uterina e de carga viral do HPV.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagdo do estudo

Este estudo caracterizou-se como pesquisa descritiva observacional, de corte
transversal, baseada na identificacdo de marcadores caracteristicos de células T
regulatérias, através da deteccdo por imunohistoquimica da coexpressdo de
CD25/FOXP3 e CD4/TGF-B; assim como, da expressdo de GITR e IL-10, em

amostras de cérvice uterina de pacientes infectadas por HPV.

4.2 Local da pesquisa

As amostras incluidas neste trabalho foram coletadas no Centro de
Prevencdo ao Cancer de Campo Grande - MS, o qual trata-se de laboratério de
referéncia para o Estado e credenciado ao Sistema Unico de Saude.

A execucdo das reacBes de imunohistoquimica e a fotodocumentagcdo das
laminas imunomarcadas, por sistema de captura de imagem, foram realizadas nos
laboratorios de Imunologia Basica e de Captura de Imagem, respectivamente,
ambos pertencentes ao Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (CCBS/UFMS).

4.3 Sujeitos da pesquisa

O presente estudo foi realizado com amostras obtidas de pacientes atendidas
no Centro de Prevencdo ao Céancer de Campo Grande — MS. Tais amostras
contemplaram todas aquelas coletadas por esse laboratorio no periodo de junho de
2010 a junho de 2011, caracterizando-se como uma amostragem obtida de forma
ndo probabilistica por conveniéncia, e que respeitassem 0s seguintes critérios para
incluséo neste estudo:

a) Ser proveniente de paciente com idade igual ou superior a 18 anos;

b) Possuir resultado para a pesquisa de DNA-HPV, inclusive carga viral e
genotipagem;

c) Possuir resultado histopatologico para o diagndstico de lesdes pré-

neoplasicas e neoplasicas de colo uterino. As amostras obtidas de pacientes
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negativas para DNA de HPV e Negativas para Lesado Intraepitelial e

Malignidade (NILM) foram utilizadas como controles.

4.4 Obtencao das amostras

As amostras foram obtidas através da conizacdo em consultérios e ou clinicas
especializadas, sob indicacdo de médico responsavel pelo acompanhamento das
pacientes e o material encaminhado ao Centro de Prevencdo ao Cancer em solugéo
conservante. Apés as pacientes terem assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A), parte do material fixado em formol e emblocado em
parafina foi cedido a pesquisa. Ressalta-se que foi obtida de cada paciente uma

amostra de biopsia de cérvice uterina.

4.5 Andlise histopatoldgica

Os exames histopatolégicos foram realizados pela coloragdo de hematoxilina
eosina e a leitura por patologista especializado. A classificacdo histopatoldgica foi
realizada utilizando a normatizacédo do Sistema Bethesda, 2001 (IARC, 2007):

= NILM: Negativo para Lesao Intraepitelial e Malignidade

= NIC I: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau |

= NIC II: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau Il

= NIC Ill: Neoplasia Intraepitelial Cervical de grau lll

= CA: Cancer cervical invasivo

Para as analises dos dados, as lesdes foram agrupadas de acordo com a
classificacdo da lesdo intraepitelial escamosa (SIL), em Lesdao Escamosa
Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL), compreendendo as classificadas como NIC | e
Lesdo Escamosa Intraepitelial de Alto Grau (HSIL) para aquelas classificadas como
NICIl e NICIIl. Um terceiro grupo foi composto pelas amostras diagnosticadas

carcinoma.
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4.6 Deteccdo de DNA-HPV, tipagem e determinacéo da carga viral

A deteccdo e a quantificacdo do HPV foram realizadas pela técnica de RQ-
PCR (Real-Time Quantitative Polymerase Chain) utilizando o kit SuperScript I
Platinum TwoStepgRT PCR withSybr Green, de acordo com as orientagbes do
fabricante. A tipagem viral foi executada por PCR convencional seguida de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) de acordo com Bernard et al, (1994). A
extracdo automatizada de DNA (Magna Pure LC® Roche) seguiu as orientacdes do
fabricante e os primers utilizados foram aqueles descritos por Payan et al., (2007). A
reacao foi processada no equipamento Light Cycler e os resultados foram avaliados
pelo aumento da fluorescéncia do SYBR green e andlise das curvas de Melting. Em
todos os casos foram utilizados controles negativos e positivos para garantir a
qualidade dos resultados obtidos. Tais analises foram realizadas no Laboratorio
Centro de Genomas em S&o Paulo — SP.

Para fins de andlise dos dados, a carga viral foi classificada nos seguintes
niveis: CVO (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 copias virais/mL) e
CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).

4.7 Analise imunohistoquimica

4.7.1 Imunohistoquimica de marcacao simples

Essa técnica foi utilizada para a identificacdo da IL-10 e do marcador GITR
presentes em células do estroma de cérvice uterina.

A partir das bidpsias emblocadas em parafina, foram obtidos cortes
histolégicos de 3um de espessura, para em seguida serem aplicados sobre laminas
de vidro limpas e previamente tratadas com 3-aminopropyltrietoxi-silano (Sigma
Chemical CO, St. Louis, MO, EUA). As laminas com os cortes foram levadas a
estufa a 60°C por 24 horas para melhor adeséo do tecido e 30 minutos imersas no
xilol a 60°C para desparafinizagdo. Em seguida, as laminas foram hidratadas em
uma sequéncia de banhos de etanol (100% por trés vezes; 95%, 80% e 50% por
uma vez), os cortes submetidos a recuperacdo antigénica, por calor umido, com
tampéo Tris 10mM EDTA 1mM, permanecendo sob alta pressdao por 3 minutos.

Apds o resfriamento, procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena em dois
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banhos de 10 minutos com peréxido de hidrogénio 10 volumes. Posteriormente, 0s
cortes foram lavados rapidamente em agua destilada e deixados por 10 minutos em
salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,4.

Os anticorpos primarios monoclonais anti-IL-10  (Invitrogen, clone
945A2A5/c6d.AHC9102) e anti-GITR (R&Dsystems, goat IgG/cdéd. AF689) foram
diluidos na proporgéo 1:50 em PBS com 1% de albumina. Em cada uma das laminas
foram adicionados cerca de 100uL do anticorpo diluido para entdo serem incubadas
em camara umida a 37°C por lhora e 20 minutos. Apos a incubacédo, as laminas
foram lavadas com jato de PBS e colocadas em banho de tampdo PBS por 5
minutos.

Para deteccdo do anticorpo primario foi utilizado o sistema LSAB+ Sys HRP®
(Dako cod. K0690), aplicando-se inicialmente sobre as laminas o anticorpo
secundario biotinilado, seguido de incubacéo a 37°C por 40 minutos e lavagem em
PBS por 5 minutos. Posteriormente, procedeu-se a aplicacdo do complexo
estreptoavidina/biotina e nova incubacgéo a 37°C por 40 minutos. Apds incubacéo, as
mesmas foram novamente lavadas com jato de PBS e colocadas em banho de
tampéo PBS por 5 minutos.

Por fim, o cromogeno liquido diaminobenzidina (DAB-EasyPath) foi aplicado
sobre as laminas, as mesmas incubadas por 10 minutos a 37°C e submetidas a
lavagem com jato e banho em &gua destilada por 5 minutos para a interrupcdo da
reacao.

As laminas foram entdo contra coradas com hematoxilina de Harris, lavadas
em &gua corrente, dgua amoniacal e em agua destilada. Em seguida, foram
desidratadas em uma sequéncia de banhos de etanol (50% e 95% uma vez; e,
100% trés vezes), e por ultimo em xilol. A montagem ocorreu em laminula de vidro
com Entelan® (Merck).

Como controle interno da reacao, foram utilizados cortes de tonsila humana,
sendo que, como controle positivo seguiu-se a metodologia acima descrita,
enquanto que para o controle negativo, a mesma metodologia foi utilizada,
suprimindo-se a etapa da adi¢do do anticorpo primario, aplicando apenas o tampao

PBS com 1% de albumina.
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4.7.2 Imunohistoquimica de dupla marcacao

A reacgdo de imunohistoquimica de dupla marcacao foi desenvolvida utilizando
o sistema Vectastain®ABC de marcacdo de mdltiplos antigenos. Essa técnica foi
empregada para identificar a coexpressdo dos marcadores CD25/FOXP3 e
CD4/TGF-B, em células presentes no estroma das de cérvice uterina. Ressalta-se
que a técnica abaixo descrita foi realizada individualmente para cada dupla de
marcadores.

Os cortes histolégicos fixados em laminas de vidro, segundo procedimento
descrito anteriormente, foram levados a estufa a 60°C por 24 horas para melhor
adeséo do tecido e colocadas em xilol por 30 minutos a 60°C para desparafinizacéo.
Em seguida, foram hidratados em uma sequéncia de banhos de etanol (100% por
trés vezes de 30 segundos, 95%, 80% e 50% por uma vez de 30 segundos) e
submetidos a recuperacdo antigénica, em calor umido, com tampdo Tris 10mM
EDTA 1mM, permanecendo sob alta pressdo por 3 minutos e meio para a dupla
marcacdo CD25/FOXP3 e, por 4 minutos para a dupla marcacdo CD4/TGF-p.

Apos o resfriamento, realizou-se o0 bloqueio da peroxidase endogena,
utilizando agua oxigenada 10 volumes, em dois banhos de 10 minutos cada. Os
cortes foram lavados rapidamente em agua destilada e deixados por 10 minutos em
salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,4.

Na sequéncia, foi realizado o blogueio da biotina enddgena, utilizando o kit de
bloqueio Avidina/BiotinaVector®. Para isso, aplicou-se sobre as laminas a solucéo
de avidina, incubando-as por 15 minutos a 37°C, em seguida, as mesmas foram
lavadas rapidamente em PBS e procedeu-se a aplicacdo da solucdo de biotina,
seguida de incubacédo por 15 minutos a 37°C. Na sequéncia, as laminas foram
enxaguadas e mantidas em dois banhos de PBS por 2 minutos cada. Em seguida,
aplicou-se a solucdo de bloqueio de proteinas Vector® sobre as laminas, incubando-
as por 20 minutos a 37°C e posteriormente foram deixadas em banho de PBS por 5
minutos.

Os anticorpos primarios monoclonais anti-human IL-2R/CD25 (eBioscience,
clone: B-B10) e anti-CD4 (Invitrogen, clone 1F6, cat: 182282) foram diluidos nas
proporcdes 1:50 e 1:100 respectivamente, em PBS com 1% de albumina. Em
seguida, foram aplicados cerca de 100yl dos anticorpos sobre cada uma das

laminas e as mesmas incubadas a 37°C por 40 minutos para a marcacao por anti-
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CD25 e 1 hora para anti-CD4. Apos a incubacdo do primeiro anticorpo da dupla
marcacao, as laminas foram retiradas da estufa e mantidas em geladeira a 7°C
overnight.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas com um jato de PBS e mantidas
em banho, neste tampéo por 5 minutos para entdo, apos secas, aplicar sobre as
mesmas duas gotas do anticorpo secundario biotinilado Vectastain® e incuba-las por
30 minutos a 37°C. Na sequéncia, as laminas foram lavadas com um jato de PBS e
deixadas em tampdo por 5 minutos e em seguida, submetidas a aplicacdo do
complexo ABC Vectastain® e incubacdo por 30 minutos a 37°C. Seguiu-se nova
sequéncia de lavagem e banho em PBS. Para finalizar a marcacao dos anticorpos
anti-CD25 e anti-CD4 foi adicionado sobre as laminas o substrato enzimatico DAB
niquelado (DAB-Ni) Vector®, seguido de incubagdo a 37°C por 20 minutos e
interrupcdo da reacdo com banho de 5 minutos em agua destilada.

Finalizada a primeira marcacédo, procedeu-se a preparacao das laminas para
a segunda marcacdo, através de bloqueio da biotina endogena e de proteinas,
conforme descrito anteriormente.

Os anticorpos da segunda marcacgéo, anti-FOXP3 (eBioscience, 236A/E7) e
anti-TGF-B (Spring Bioscience, clone AF246-NAEF02, ref: E11264) foram, entéo,
diluidos nas proporcdes 1:50 e 1:25, respectivamente, adicionados as laminas para
posterior incubacdo das mesmas por 30 minutos a 37°C, seguido de lavagem e
banho em PBS por 5 minutos.

Posteriormente, foram aplicadas sobre as laminas duas gotas do anticorpo
secundario biotinilado Vectastain®, seguido de nova incubacdo por 30 minutos a
37°C, lavagem e imersdo em PBS por 5 minutos. Na sequéncia, procedeu-se a
aplicacdo do complexo ABC Vectastain®, incubagéo por 30 minutos a 37°C, lavagem
e imersao por 5 minutos em PBS.

Adicionou-se as laminas o substrato enziméatico NovaRED® Vector para a
marcacdo do FOXP3 e o substrato DAB Vector para o TGF-, para em seguida
incuba-las por 15 minutos a 37°C e por 20 minutos a 37°C, respectivamente. A
reacdo de coloracdo foi interrompida com um banho de 5 minutos em &gua
destilada.

As laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris, seguido de

lavagem em &gua corrente, agua amoniacal e agua destilada. Em seguida, as
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mesmas foram passadas em banhos de etanol (50%, 95% uma vez e 100% trés
vezes) para a desidratacdo, mergulhadas em xilol e montadas em laminula com
Entelan® (Merck).

Como controle interno da reacao, foram utilizados cortes de tonsila humana,
sendo que, para 0 controle positivo seguiu-se a metodologia acima descrita,
enquanto que para o0 controle negativo, a mesma metodologia foi utilizada,
suprimindo-se a etapa da adi¢do do anticorpo primario, aplicando apenas o tampao

PBS com 1% de albumina.

4.8 Leitura das laminas imunomarcadas

A leitura foi realizada no estroma cervical considerando apenas as células
imunomarcadas com caracteristicas morfolégicas indicativas de linfécitos. As
amostras foram consideradas positivas para a presenca de coexpressdo quando
apresentam perfil de duplo-positividade para os marcadores, ou seja, quando da
observacdo de coloracdes diferentes na mesma célula e associacdo destas com a
localizacdo dos marcadores em membrana e citoplasma (CD4/TGF-B) ou em
membrana e ndcleo (CD25/FOXP3).

A quantificacdo das células imunomarcadas foi realizada de forma subjetiva,
avaliando-se 10 campos aleatorios e classificando-os em zero, um (low) e dois
(high), de acordo com a quantidade de células coradas, correspondentes a:
auséncia, pequena e grande quantidade de células coradas, respectivamente.

As laminas foram observadas em microscépio éptico com objetiva de 10X e
40X, por dois observadores independentes, previamente calibrados (Kappa = 0,9).
Os casos de leitura discordante foram analisados concomitantemente pelos

observadores, a fim de se produzir um consenso.

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi desenvolvida utilizando os programas estatisticos
SPSS versdao 17.0 para Windows e BioEstat versao 5.0 para Windows. Para a
comparacao das médias de idade de acordo com os achados histopatolégicos, foi
utilizada a analise de varidncia, modelo linear univariavel com Teste de Duncan. A

analise de frequéncia entre os achados histopatolégicos e a carga viral de acordo



64

com a intensidade de expressdo dos marcadores estudados foi realizada pelos

testes de Qui-quadrado (tabelas de contingéncia e particao individual).

4.10 Aspectos éticos

O estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — CEP/UFMS sob o protocolo 1628 de
20 de maio de 2010 (Anexo A).

Todos os participantes do estudo foram informados a respeito dos objetivos
do projeto e forneceram sua autorizacdo por escrito, mediante assinatura do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise histopatoldgica e de carga viral

Para este estudo foram utilizadas 101 bidpsias de cérvice uterina
provenientes de 101 pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Céancer de
Campo Grande, no periodo de junho de 2010 a junho de 2011. A idade das
pacientes participantes do estudo variou de 18 a 71 anos, com idade média de 36,51
+ 13,6 anos.

Na Figura 6, observa-se a distribuicdo das amostras segundo os achados

histopatologicos.

Figura 6 — Distribuicdo dos achados histopatolégicos em bidpsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevengéo ao Cancer —
Campo Grande — MS, 2012 (n=101).
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Nota: NILM: negativo para les@o intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: lesd@o intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e
NICIIl); CA: carcinoma.
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Na Tabela 1, observa-se a média de idade de acordo com os achados
histopatoldgicos (p=0,003), com diferencas significantes entre os grupos: NILM vs
HSIL (p=0,013); NILM vs LSIL (p=0,003); CA vs HSIL (p=0,029) e CA vs LSIL
(p=0,006).

Tabela 1. Média de idade de acordo com os achados histopatolégicos em biopsias
de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao
Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=101).

MEDIA DE IDADE ACHADO N
ANOS + DP (faixa etéria) HISTOPATOLOGICO
49,66 + 6,02 (43-57) NILM 6
32,4+ 12,64 (18-68) LSIL 34
35,54 + 13,86 (18-71) HSIL 49
44,75 + 11,05 (26-69) CA 12

Nota: NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: les&o intraepitelial escamosa de
baixo grau (NICI); HSIL: lesé&o intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA: carcinoma.

A analise por RQ-PCR mostrou que dentre as 101 amostras analisadas, 84
(83,2%) foram positivas para HPV-DNA. A carga viral média obtida de DNA-HPV foi
66.546 + 52.853, variando de 1050 a 250.000 cépias virais/mL. A classificacdo das
amostras segundo a carga viral resultou em 17 (16,83%) amostras classificadas em
CVO0; 12 (11,88%) CV1; e, 72 (71,28%) como CV2.

Todas as amostras com carcinoma (n=12) e 97,9% (n=48) daquelas
designadas como HSIL tiveram a carga viral entre = 10.000 e 250.000 cépias
virais/mL, correspondendo a 83,3% daquelas classificadas como CV2 (= 10.000 a
250.000 copias virais/mL). Todas as amostras NILM (n=6) e 33,3% (n=11) das
amostras LSIL foram negativas para HPV-DNA (CVO0) e quanto as amostras LSIL
positivas para HPV-DNA, a carga viral se distribuiu uniformemente entre os niveis
CV1l e CV2. Houve significancia estatistica entre a carga viral e os achados
histopatolégicos (2= 74,65; GL= 6; p<0,001) (Figura 7).



67

Figura 7 - Relacdo entre os achados histopatolégicos e a carga viral em
bidpsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=101).
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Nota: NILM: negativo para lesd@o intraepitelial e malignidade; LSIL: lesd@o intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e
NICIII); CA: carcinoma. CV - Carga viral: CV0 (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a

<10.000 coépias virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL). (* %2:74,65; GL:6;
p<0,001)

5.2 Genotipagem

Os tipos virais detectados nas amostras HPV positivas (n=84) em ordem
decrescente de frequéncia foram: HPV16 (n=41, 48,8%), HPV18 (n=33, 39,3%),
HPV45 (n=12, 14,3%), HPV33 (n=6, 7,1%), HPV11 (n=5, 5,9%) e HPV6 (n=2, 2,4%).
Do total de amostras positivas, 82,1% (n=69) tinha apenas um tipo viral, com maior
frequéncia atribuida ao HPV16 (31/69, 44,9%), seguido do HPV18 (27/69, 39,1%).
Infeccbes multiplas (n=15, 17,9%), por mais de um tipo viral, foram também
detectadas, sempre causadas por dois tipos virais, com predominio do HPV16
(10/15, 66,6%).
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Na Figura 8, observa-se a frequéncia dos genoétipos encontrados nas
amostras positivas para HPV-DNA. Tipos de alto risco oncogénico (HPV16, HPV18,
HPV33 e HPV45) foram observados em todas as infec¢des simples, por apenas um
tipo viral, enquanto que tipos de baixo risco oncogénico (HPV6 e HPV11) foram

encontrados em 7/15 (46,7%) com infec¢cdes multiplas (Figura 8).

Figura 8 — Frequéncia dos gendtipos de HPV encontrados em amostras de bidpsias
de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao
Cancer — Campo Grande — MS, 2012. (n=384).
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Na Tabela 2, observa-se a distribuicdo dos gendtipos de HPV segundo os
achados histopatolégicos nas amostras analisadas. Os HPV16 e HPV18 foram
encontrados, em infeccdes simples, entre achados histopatologicos LSIL, HSIL e
CA; enquanto que o HPV33 e o HPV45 foram observados, tanto em infeccdes
simples como multiplas, entre as amostras LSIL e HSIL. Nos casos classificados
como carcinoma, foram encontrados apenas os HPV16 e HPV18, de alto risco
oncogénico, sendo estes dois tipos, também responsaveis por 85,7% (n=42) das

infeccbes em amostras classificadas como HSIL (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo dos genétipos de HPV segundo os achados histopatolégicos
em amostras de biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no
Centro de Prevencédo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=84).

LSIL HSIL CA
Genobtipos
N % n % N %

HPV 16 9 39,2 16 32,7 6 50
HPV 18 3 13,1 18 36,8 6 50
HPV 33 2 8,7 2 4.2 - -
HPV 45 4 17,5 3 6,1 - -
HPV 11 e 16 1 4.3 1 2 - -
HPV 11 e 18 1 43 - - - -
HPV 11 e 33 - - 1 2 - -
HPV 11 e 45 - - 1 2 - -
HPV 16 e 18 1 4.3 3 6,1 - -
HPV 16 e 45 - - 3 6,1 - -
HPV 33 e 45 1 4.3 - - - -
HPV 6 e 16 1 4.3 - - - -
HPV 6 e 18 - - 1 2 - -
Total 23 100 49 100 12 100

Nota: LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de
alto grau (NICII e NICIII); CA: carcinoma.
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Na Figura 9, observa-se a distribuicdo das amostras com infeccdo simples e

multiplas segundo os achados histopatoldgicos.

Figura 9 - Distribuicdo das amostras de bidpsias de cérvice uterina com infec¢éo
simples ou multipla de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao
Céancer segundo os achados histopatologicos, Campo Grande — MS,

2012 (n=84).
Multiplos tipos HPV b
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Nota: LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de
alto grau (NICII e NICIII); CA: carcinoma. (* p=0,043; 32=15,945; GL=8). Mltiplos tipos de HPV
correspondem & associacdo dos genotipos: HPV11 e 16, HPV11 e 18, HPV11 e 33, HPV11 e 45,
HPV16 e 18, HPV16 e 45, HPV33 e 45, HPVG6 e 16, HPV6 e 18.
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5.3 Anélise imunohistoquimica

Segue abaixo a descricdo dos resultados da analise imunohistoquimica,
ressaltando-se a existéncia de diferencas quanto ao namero amostral entre as
marcacfes histoldgicas, tendo em vista a escassez de material das amostras
obtidas.

5.3.1 Coexpressao dos marcadores CD25/FOXP3

Foram analisadas 72 amostras quanto a coexpressdo dos marcadores
CD25/FOXP3. Os resultados dessa analise, considerando os diferentes achados
histopatolédgicos, podem ser observados na figura 10 e na tabela 3.

Figura 10 - Distribuicdo dos achados histopatoldgicos segundo a coexpressao de
CD25/FOXP3 em amostras de bidpsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=72).
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Nota: Low: pequena quantidade de células imunomarcadas; High: grande quantidade de células
imunomarcadas para CD25/FOXP3; NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL:
leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau
(NICII e NICIIl); CA: carcinoma. (2= 12,456; GL= 3; p= 0,006).
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Na Tabela 3, observa-se predominio de grande quantidade de células
marcadas (high) para coexpressédo de CD25/FOXP3 entre as amostras classificadas
como carcinoma (91,6%), seguidas daquelas designadas como HSIL (65,2%). A
analise de contingéncia entre achados histopatologicos e a coexpressao de
CD25/FOXP3 obteve resultado estatisticamente significante (2= 12,456; GL= 3; p=
0,006) (Tabela 3).

A anadlise pelo teste de Qui-quadrado, utilizando-se da particdo individual,

mostrou significAncia estatistica quanto a intensidade de coexpressdo de
CD25/FOXP3 entre: NILM vs CA, NILM vs HSIL, CA vs LSIL e HSIL vs LSIL (Tabela

3).

Tabela 3 — Distribuicho dos achados histopatologicos de acordo com a
coexpressao de CD25/FOXP3 em amostras de bidpsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer
— Campo Grande — MS, 2012 (n=72).

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

NILM LSIL HSIL CA
CD25/FOXP3
Low (n=28) 4 (80%) 8 (66,7%) 15 (34,8%) 1 (8,4%)
High (n=44) 1 (20%) 4 (33,3%) 28 (65,2%) 11 (91,6%)
Total 5 (100%) 12 (100%) 43 (100%) 12 (100%)

Nota: Low: pequena quantidade de células imunomarcadas; High: grande quantidade de células
imunomarcadas para CD25/FOXP3. NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL:
lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: lesdo intraepitelial escamosa de alto grau

(NICII e NICIIl); CA: carcinoma. (x2= 12,456; GL= 3; p= 0,006).

NILM vs CA: y2=87.314; GL= 1, p=0,0031 NILM vs HSIL: x2 =38.124; GL= 1, p= 0,0509
NILM vs LSIL: x2= 0,3022; GL= 1; p= 0,5825 CAvs HSIL: 2 =32.060; GL=1; p=0,0734
CAvs LSIL: ¢2=87.111; GL=1; p=0,0032 HSIL vs LSIL: 2 =38.951; GL=1; p= 0,0484

Entre o total de amostras analisadas (n=72), observa-se que 61,1% (44/72)
das amostras foram positivas para coexpressdao de CD25/FOXP3 com grande

guantidade (high) de células imunomarcadas (Tabela 3).
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Na Figura 11, demonstra-se a distribuicAo da carga viral segundo a
coexpressdo de CD25/FOXP3, com resultado da analise de contingéncia
estatisticamente significante (y2=9,639; GL= 2; p= 0,008).

Observa-se que entre as amostras negativas para HPV-DNA, somente 20%
(2/10), apresentaram grande quantidade (high) de células imunomarcadas para a
coexpressao de CD25/FOXP3. Entre as amostras HPV-positivas, todas aquelas
classificadas como CV1 (1050 a <10.000 copias virais/mL) e 66,1% (39/59) daquelas
designadas como CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL) apresentaram grande
quantidade (high) de células imunomarcadas para coexpressdo de CD25/FOXP3
(Figura 11).

Figura 11 - Distribuicdo da carga viral segundo a coexpressédo de CD25/FOXP3 em
amostras de biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no

Centro de Prevencao ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=72).
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Nota: Low: pequena quantidade de células imunomarcadas; High: grande quantidade de
células imunomarcadas para CD25/FOXP3. CV - Carga Viral: CVO (negativo para DNA-

HPV); CV1 (1050 a <10.000 coépias virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).
(x2=9,639; GL= 2; p= 0,008).
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Na Tabela 4, observa-se a distribuicdo dos achados histopatolégicos segundo
a coexpressado de CD25/FOXP3 e a carga viral. Do total de amostras analisadas,
61,1% (44/72) apresentou grande quantidade (high) de células coexpressando
CD25/FOXP3, distribuidas predominantemente entre as amostras classificadas
como HSIL (28/44; 63,6%), seguido daquelas designadas como carcinoma (11/44;
25%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo dos achados histopatoldgicos segundo a coexpressao de
CD25/FOXP3 e carga viral, em amostras de bidpsias de cérvice uterina
de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=72).

NILM LSIL HSIL CA
CD25/FOXP3 CD25/FOXP3 CD25/FOXP3 CD25/FOXP3
Low High Low High Low High Low High
CVO0 4 1 4 1 0 0 0 0
Cv1 0 0 0 2 0 1 0 0
Cv2 0 0 4 1 15 27 1 11
Total 4 1 8 4 15 28 1 11

Nota: Low: pequena quantidade de células imunomarcadas; High: grande quantidade de células
imunomarcadas para CD25/FOXP3. NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL:
les&o intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau
(NICII e NICIII); CA: carcinoma. CV - Carga viral: CV0O (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a
<10.000 copias virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).
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Na Figura 12, observa-se a frequéncia da carga viral segundo a coexpressao
de CD25/FOXP3 e os achados histopatolégicos. Houve predominio (38/59; 64,4%)
de amostras com carga viral CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL) entre as
amostras designadas como HSIL e CA que apresentaram grande quantidade (high)
de células coexpressando CD25/FOXP3.

Figura 12 — Frequéncia da carga viral segundo a coexpressdo de CD25/FOXP3 e os
achados histopatologicos em amostras de bidpsias de cérvice uterina
de pacientes atendidas no Centro de Prevencédo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=72).
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Nota: Low: pequena quantidade de células imunomarcadas; High: grande quantidade de células
imunomarcadas para CD25/FOXP3. NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL:
les&o intraepitelial escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau
(NICII e NICIII); CA: carcinoma. CV - Carga viral: CVO (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a
<10.000 copias virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).
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Na Figura 13, observa-se a coexpressao de CD25/FOXP3 em tonsila humana
e bidpsia de cérvice uterina.

Figura 13 - Coexpressédo de CD25/FOXP3 detectada por IHQ em tonsila humana
e bidpsia de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencao ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012.
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Nota: a: controle (+) - tonsila humana marcada com os anticorpos anti-CD25 e anti-FOXP3 humanos;
b: controle (-) - tonsila humana - omissao dos anticorpos primarios; ¢ (NIC II) e d (NIC I): células
CD25'FOXP3" em grande e em pequena quantidade, respectivamente. Todas as figuras (400X).
Setas pretas indicam células CD25"FOXP3".



5.3.2 Coexpressao dos marcadores CD4/TGF-3

77

Foram analisadas 77 amostras quanto a coexpressdo de CD4/TGF-(.

Observa-se a relacéo entre os diferentes achados histopatologicos e a coexpressao

dos marcadores na Figura 14.

Figura 14 - Distribuicdo dos achados histopatolégicos de acordo com a
intensidade de coexpressao de CD4/TGFB em amostras de
bidpsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=77).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
CD4/TGF-B. NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIIl); CA:
carcinoma. (x2= 16.712; GL= 3; p= 0,0008).
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Na Tabela 5, observa-se que todas as amostras com carcinoma e 89,1%
(41/46) daquelas com leséo de alto grau (HSIL) apresentaram grande quantidade
(high) de células coexpressando CD4/TGF-B. A analise de contingéncia entre os
achados histopatologicos e coexpressdo de CD4/TGF-f obteve um resultado
estatisticamente significante (y2= 16.712; GL= 3; p= 0,0008).

O teste de Qui-quadrado, através da analise por particdo individual,
demonstrou significancia estatistica quanto a quantidade de células coexpressando
CD4/TGF-B nas seguintes comparagdes: NILM vs CA, NILM vs HSIL, CA vs LSIL e
HSIL vs LSIL (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo dos achados histopatoldgicos de acordo com a
coexpressdao de CD4/TGF-B em amostras de bidpsias de cérvice
uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer
— Campo Grande — MS, 2012 (n=77).

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

NILM LSIL HSIL CA
CD4/TGF-B
Low (n=15) 3 (50%) 7 (50%) 5 (10,9%) 0 (0%)
High (n=62) 3 (50%) 7 (50%) 41(89,1%) 11 (100%)
Total 6 (100%) 14 (100%) 46 (100%) 11 (100%)

Nota: Low: pequena quantidade de células marcadas; High: grande quantidade de células marcadas
para CD4/TGF-B. NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA:
carcinoma (y2= 16.712; GL= 3; p= 0,0008)

NILM vs CA: y2=66.786; GL=1; p=0,0098 NILM vs HSIL: 2 =62.431; GL= 1; p=0,0125
NILM vs LSIL: néo aplicavel — valores iguais CAvs HSIL: %2 =13.106; GL=1; p= 0,2523
CAvs LSIL: %2=76.389; GL=1; p= 0,0057 HSIL vs LSIL: y2 =102.717; GL=1; p= 0,0014
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Na Figura 15, observa-se a distribuicdo da carga viral segundo a coexpressao
de CD4/TGF-B, ressaltando a correlacéo estatistica (y2= 7,649; GL= 2; p= 0,022) e
predominio (53/61; 86,8%) de grande quantidade (high) de células coexpressando
CD4/TGF-B entre as amostras CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL) (Figura
15).

Figura 15 - Distribuicdo da carga viral segundo a coexpressao de CD4/TGFB em
amostras de biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no
Centro de Prevencao ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=77).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
CD4/TGF-B. CV - Carga Viral: CVO0 (negativo para DNA-HPV); CV1 (1050 a <10.000 cépias
virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL). (y2= 7,649; GL= 2; p= 0,022).
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Na Tabela 6, pode-se observar a distribuicdo dos achados histopatolégicos
segundo a coexpresséo de CD4/TGF-3 e a carga viral. A maioria (62/77; 80,5%) das
amostras apresentaram grande quantidade (high) de células coexpressando
CD4/TGF-B, distribuidas predominantemente entre as amostras classificadas como
HSIL (41/62; 66,1%), seguido daquelas classificadas como carcinoma (11/62;
17,7%).

Tabela 6 - Distribuicdo dos achados histopatoldgicos segundo a coexpressao de
CD4/TGF-( e carga viral em amostras de biopsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=77).

NILM LSIL HSIL CA
CD4/TGF- B CD4/TGF- B CD4/TGF- B CD4/TGF- B
Low High Low High Low High Low High
CVo 3 3 2 3 0 0 0 0
Cv1 0 0 1 3 1 0 0 0
Cv2 0 0 4 1 4 41 0 11
Total 3 3 7 7 5 41 0 11

Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
CD4/TGF-B. NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: les&o intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA:
carcinoma CV - Carga viral: CVO (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 cépias virais/mL);
CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).
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Na Figura 16, encontra-se a frequéncia da carga viral segundo a coexpressao
de CD4/TGF-B e os achados histopatoldgicos. Observa-se o predominio (52/61;
85,2%) de CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL), entre as amostras designadas

como HSIL e CA que apresentaram intensa coexpressao de CD4/TGF-(3.

Figura 16 — Frequéncia da carga viral segundo a coexpressdao de CD4/TGF- e
achados histopatolégicos em amostras de bidpsias de cérvice uterina
de pacientes atendidas no Centro de Prevencédo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=77).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
CD4/TGF-B. NILM: negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA:
carcinoma CV - Carga viral: CV0 (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 cépias virais/mL);
CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL).
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Na Figura 17, observa-se a coexpressédo de CD4/TGF- em tonsila humana e

bidpsia de cérvice uterina.

Figura 17 - Coexpressao de CD4/TGF- detectada por IHQ em tonsila humana e
biopsia de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012.

Nota: a: controle (+) - tonsila humaha marcada com os anticorpos anti-CD4 e anti-TGF- humanos; b:
controle (-) - tonsila humana — omissdo dos anticorpos primarios; ¢ (NIC Il) e d (NIC Il): células
CD4'TGFB" em grande e em pequena quantidade, respectivamente. Todas as figuras (400X).

Setas pretas indicam células CD4 ' TGFR".
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5.3.3 Expressao de IL-10

Foram analisadas 98 amostras para a expressao de IL-10. A relacdo entre os

achados histopatologicos e a expressao desta citocina encontra-se na Figura 18.

Figura 18 — Distribuicdo dos achados histopatologicos segundo a expressao
de IL-10 em amostras de biopsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevengcdo ao Céncer —
Campo Grande — MS, 2012 (n=98).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade células imunomarcadas para IL-
10. NILM: negativo para lesao intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial escamosa
de baixo grau (NICI); HSIL: lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e NICIII); CA:
carcinoma. (x2= 15,331; GL= 3; p= 0,002).
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Na Tabela 7, observa-se que todas as amostras com carcinoma e 83,3%
(40/48) daquelas com leséo de alto grau (HSIL) apresentaram grande quantidade
(high) de células expressando IL-10. A andlise de contingéncia entre achados
histopatolégicos e a expressao de IL-10 mostrou diferenca significante (x2= 15,331,
GL= 3; p= 0,002). O teste de Qui-quadrado por particdo individual, demonstrou
diferenca significativa quanto a quantidade de células expressando IL-10 entre as

comparacdes amostrais CA vs LSIL, HSIL vs LSIL e NILM vs LSIL.

Tabela 7 — Distribuicdo dos achados histopatolégicos de acordo com a expressao de
IL-10 em amostras de bidpsias de cérvice uterina de pacientes atendidas
no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012

(n=98).
ACHADOS HISTOPATOLOGICOS
NILM LSIL HSIL CA
IL-10
Low (n=23) 0 (0%) 15 (45,4%) 8 (16,7%) 0 (0%)
High (n=75) 5 (100%) 18 (54,6%) 40 (83,3%) 12 (100%)
Total 5 (100%) 33 (100%) 48 (100%) 12 (100%)

Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade células imunomarcadas para IL-10. NILM:
negativo para lesao intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau
(NICI); HSIL: lesao intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA: carcinoma. (x2= 15,331;
GL= 3; p=0,002).

NILM vs CA: nao aplicavel — 50% valores nulos NILM vs HSIL: 42 =0,9815; GL= 1; p=0,3218
NILM vs LSIL: x2: 37.549; GL=1; p=0,0527 CAvs HSIL: y2=23.077; GL=1, p=0,1287
CAvs LSIL: ¢2=81.818; GL=1; p=0,0042 HSIL vs LSIL: 2 =79.708; GL=1; p= 0,0048
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Na Figura 19, observa-se a distribuicdo da carga viral segundo a expressao
de IL-10. Ressaltamos a correlacdo estatistica (x2= 6,200; GL= 2; p= 0,045), e o
predominio (59/71; 83,1%) de grande quantidade (high) de células expressando IL-
10 entre as amostras CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL).

Figura 19 - Distribuicdo da carga viral segundo a expressao de IL-10 em amostras
de bidpsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=98).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
IL-10 CV - Carga Viral: CV0O (negativo para DNA-HPV); CV1 (1050 a <10.000 copias
virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL). (x2= 6,200; GL= 2; p= 0,045).
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Na Tabela 8, pode-se observar a distribuicdo dos achados histopatoldgicos
segundo a expressao de IL-10 e carga viral. Observa-se que a maioria (75/98;
76,5%) das amostras apresentaram grande quantidade (high) de células
expressando IL-10, distribuida predominantemente entre as amostras classificadas

como HSIL (40/98; 53,3%).

Tabela 8 - Distribuicdo dos achados histopatolégicos segundo a expresséo de IL-10
e carga viral em amostras de bidpsias de cérvice uterina de pacientes
atendidas no Centro de Prevengdo ao Cancer — Campo Grande — MS,

2012 (n=98).
NILM LSIL HSIL CA
IL-10 IL-10 IL-10 IL-10
Low High Low High Low High Low High

CVO0 0 5 6 4 0 0 0 0
Cvl 0 0 5 6 0 1 0 0
Cv2 0 0 4 8 8 39 0 12
Total 0 5 15 18 8 40 0 12

Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para IL-10.
NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau (NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIII); CA: carcinoma CV -
Carga viral: CVO0 (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 coépias virais/mL); CV2 (= 10.000 a
250.000 copias virais/mL).



87

Na Figura 20, encontra-se a distribuicdo da carga viral segundo a expressao
de IL-10 e os achados histopatoldgicos. Observa-se predominio (51/71; 71,8%) de
amostras classificadas como CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL) entre as
amostras designadas como HSIL e CA com grande quantidade (high) de células
expressando IL-10.

Figura 20 — Frequéncia da carga viral segundo a expressao de IL-10 e achados
histopatologicos em amostras de biopsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=98).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para IL-10.
NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau (NICI); HSIL: lesao intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e NICIIl); CA: carcinoma. CV -
Carga viral: CVO0 (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 cdpias virais/mL); CV2 (= 10.000 a
250.000 cépias virais/mL).
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Na Figura 21, observa-se a expressao de IL-10 em tonsila humana e bidpsia

de cérvice uterina.

Figura 21 - Expresséo de IL-10 detectada por IHQ em tonsila humana e bidpsia
de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencao ao
Cancer — Campo Grande — MS, 2012.

Nota: a: controle (+) - tonsila.ﬁumana marcada com anticorpo anti-IL-10 hmn; b: controle ) -
tonsila humana — omiss&o do anticorpo primario; ¢ (NIC 1) e d (CA): células IL-10" em grande e em
pequena quantidade, respectivamente. Todas as figuras (400x). Setas pretas indicam células IL-10" .

F 8
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5.3.4 Expressao de GITR

Foram analisadas 94 amostras para a expresséo de GITR. A relacdo entre os

achados histopatologicos e a expressao deste marcador encontra-se na Figura 22.

Figura 22 — Distribuicdo dos achados histopatolégicos de acordo com a
expressao de GITR em amostras de bidpsias de cérvice uterina
de pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer —
Campo Grande — MS, 2012 (n=94).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade células imunomarcadas para GITR.
NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesé@o intraepitelial escamosa de
baixo grau (NICI); HSIL: lesédo intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e NICIIl); CA:
carcinoma (y2= 8.270; GL= 3; p= 0,0408).



90

Na Tabela 9, observa-se que todas as amostras com carcinoma e 91,7%
daquelas com leséo de alto grau (HSIL) apresentaram grande quantidade (high) de
células expressando GITR. A analise de contingéncia entre achados
histopatologicos e a expressdo de GITR foi estatisticamente significante (y2= 8.270;
GL= 3; p= 0,0408). As comparacdes pelo teste de Qui-quadrado, através da particao
individual, mostraram diferencas significativas quanto a intensidade de expresséao de
GITR entre as seguintes associa¢des: NILM vs CA e HSIL vs LSIL. Observou-se
tendéncia estatistica entre NILM vs HSIL e entre CA vs LSIL (Tabela 9).

Tabela 9 — Distribuicdo dos achados histopatolégicos de acordo com a expressao de
GITR em amostras de biopsias de cérvice uterina de pacientes
atendidas no Centro de Prevencédo ao Cancer — Campo Grande — MS,

2012 (n=94).
ACHADOS HISTOPATOLOGICOS
NILM LSIL HSIL CA
GITR
Low (n=14) 2 (33,3%) 8 (26,7%) 4 (8,3%) 0 (0%)
High (n=80) 4 (66,7%) 22 (73,3%) 44 (91,7%) 10 (100%)
Total 6 (100%) 30 (100%) 48 (100%) 10 (100%)

Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade células imunomarcadas para GITR. NILM:
negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: les&o intraepitelial escamosa de baixo grau
(NICI); HSIL: leséo intraepitelial escamosa de alto grau (NICII e NICIIl); CA: carcinoma (y2= 8.270;
GL= 3; p=0,0408).

NILM vs CA: y2: 38.095; GL=1; p=0,050 NILM vs HSIL: x2 =33.750; GL= 1, p= 0,0662
NILM vs LSIL: ¥2: 0,1108 ; GL=1; p=0,7393 CAvs HSIL: 42 =0,8951; GL=1; p=0,3441
CAvs LSIL: ¢2=33.333; GL=1; p=0,0679 HSIL vs LSIL: %2 =47.667; GL=1, p= 0,029
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Na Figura 23, observa-se a distribuicdo da carga viral de acordo com a
expressdo de GITR. Houve correlacdo estatistica (x2= 6,855; GL= 2; p= 0,032) e
observou-se grande quantidade (high) de células expressando GITR tanto entre as
amostras HPV-DNA negativas, quanto entre as HPV-DNA positivas, com maior
percentual de intensa marcagéo (61/67; 91%) nas amostras com carga viral CV2(z
10.000 a 250.000 copias virais/mL).

Figura 23 - Distribuicdo da carga viral segundo a expressédo de GITR em amostras
de biopsias de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de
Prevencéo ao Cancer — Campo Grande — MS, 2012 (n=94).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para
GITR CV - Carga Viral: CVO (negativo para DNA-HPV); CV1 (1050 a <10.000 cépias
virais/mL); CV2 (= 10.000 a 250.000 copias virais/mL) (x2= 6,855; GL= 2; p= 0,032).
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Na Tabela 10, pode-se observar a distribuicdo dos achados histopatoldgicos
segundo a expressao de GITR e carga viral. Observa-se que a maioria (80/94;
85,1%) das amostras apresentaram grande quantidade (high) de células
expressando GITR, distribuida predominantemente entre as amostras classificadas

como HSIL (44/94; 55%).

Tabela 10 - Distribuicdo dos achados histopatolégicos segundo a expressdo de
GITR e carga viral em amostras de biopsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=94).

NILM LSIL HSIL CA
GITR GITR GITR GITR
Low High Low High Low High Low High
CVOo 2 4 3 6 0 0 0 0
Cvl 0 0 3 8 0 1 0 0
Cv2 0 0 2 8 4 43 0 10
Total 2 4 8 22 4 44 0 10

Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células marcadas para GITR. NILM:
negativo para lesdo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesé@o intraepitelial escamosa de baixo grau
(NICI); HSIL: lesé&o intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e NICIII); CA: carcinoma. CV - Carga
viral: CVO (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 copias virais/mL); CV2 (= 10.000 a
250.000 copias virais/mL).
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Na Figura 24, encontra-se a frequéncia da carga viral segundo a expressao
de GITR e achados histopatolégicos. Observamos o predominio (53/67; 79,1%) de
amostras com carga viral CV2 (= 10.000 a 250.000 cépias virais/mL) distribuidas
entre as amostras designadas como HSIL e CA e que apresentaram grande (high)

guantidade de células expressando GITR.

Figura 24 — Frequéncia da carga viral segundo a expressdo de GITR e achados
histopatolégicos em amostras de bidpsias de cérvice uterina de
pacientes atendidas no Centro de Prevencdo ao Cancer — Campo
Grande — MS, 2012 (n=94).
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Nota: Low: pequena quantidade; High: grande quantidade de células imunomarcadas para GITR.
NILM: negativo para leséo intraepitelial e malignidade; LSIL: lesdo intraepitelial escamosa de baixo
grau (NICI); HSIL: lesao intraepitelial escamosa de alto grau (NICIl e NICIIl); CA: carcinoma. CV -
Carga viral: CVO0 (negativo para DNA-HPV), CV1 (1050 a <10.000 cdpias virais/mL); CV2 (= 10.000 a
250.000 cépias virais/mL).
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Na Figura 25, observa-se a expressao de GITR em tonsila humana e biépsia

de cérvice uterina.

Figura 25 - Expressdo de GITR detectada por IHQ em tonsila humana e bidpsia
de cérvice uterina de pacientes atendidas no Centro de Prevencao ao
Cancer — Campo Grande — MS, 2012.

Nota: a: controle (+) - tonsila humana marcada com anticorpo anti-GITR humano; b: controle (-) -
tonsila humana — omiss&o do anticorpo primario; ¢ (NIC Ill) e d (NILM): células GITR® em grande e
em pequena quantidade, respectivamente. Todas as figuras (400x). Setas pretas indicam células
GITR".
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6 DISCUSSAO

A infeccdo por tipos oncogénicos de HPV é a causa primaria para o
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais. Adicionalmente, o risco de
progressao de lesbes de baixo grau para lesbes de alto grau e carcinoma parece
estar aumentado em infec¢bes que cursam com a persisténcia de elevadas cargas
virais dos tipos de alto risco oncogénico, em especial HPV 16, 18, 45, 33, 31, 58 e
35 (FLORES et al., 2006; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007; LI et al., 2011; de SANJOSE et al., 2010). Os altos niveis virais
relacionam-se com o0 aumento da integracdo do genoma viral ao do hospedeiro,
elevando, portanto, o risco de transformacédo maligna. O HPV 16 tem se destacado
em termos de prevaléncia e de associacao positiva ao risco aumentado de promover
o desenvolvimento de canceres invasivos, quando presente em elevados niveis
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007; MOBERG et
al., 2005).

O presente estudo demonstrou que o elevado nimero de cOpias virais de
diferentes tipos de HPV estd associado a maior severidade das lesdes, dada a
diferenca significativa encontrada na relacdo entre os achados histopatolégicos e a
carga viral, com predominio de elevados niveis de cOpias virais (CV2) em todas as
amostras com carcinoma e em 97,9% daquelas designadas HSIL. Esses resultados
sdo condizentes com a prerrogativa de que a persisténcia viral em elevados niveis é
causa necessaria para geracdo de alteracdes neoplasicas (CUZICK et al., 2003;
DALSTEIN et al., 2003; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007).

Dentre os diversos fatores que contribuem para a persisténcia viral, tém se
mostrado relevante a presenca de células T regulatorias (Treg) encontradas nos
individuos infectados pelo HPV, particularmente no microambiente da infeccéo
(ADURTHI et al., 2008; MOLLING et al.,, 2007; VAN DER BURG et al., 2007;
VISSER et al., 2007). Evidéncias mostram que a detec¢do dessas células acontece
ja nas fases iniciais do desenvolvimento neoplasico e que frequéncias aumentadas
de células Treg em estagios precoces, contribuem para a falha da eliminacéo viral,
impedindo a geracdo de células efetoras contra o virus, e ainda limitando ou

bloqueando a funcédo dessas, permitindo, dessa forma, a progressao das lesdes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adurthi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18593438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Burg%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17615234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Visser%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17937675
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neoplasicas. North e Bursuker (1984) observaram que o desenvolvimento das
células Treg capazes de inibir a resposta ao cancer precede a progressao tumoral,
demonstrando o efeito regulador negativo dessas células sobre a geracao de células
efetoras. Tem sido demonstrado, ainda, que a deplecédo de células TCD25" in vitro
aumenta as respostas de células T CD4" e T CD8" virus-especificas, inclusive contra
as proteinas E6 e E7 do HPV16 em pacientes com cancer cervical, o que também
contribui para a premissa de que a resposta ao HPV existe, sendo, porém, suprimida
pelas células T regulatérias (AANDAHL et al., 2004; VISSER et al., 2007). Observa-
se também que as células Treg contribuem para que as células neoplasicas geradas
escapem da resposta imune (JAYSHREE et al., 2009).

Observa-se no presente estudo que elevados niveis de marcadores da
populacdo de células Treg e suas citocinas supressoras estdo associados
significativamente com les@es cervicais de alto grau/carcinoma e também aos altos
niveis de copias virais, reforcando evidéncias anteriores que mostram a presenca
dessa relacdo, contribuindo com apontamentos prévios que sugerem que as células
T regulatérias podem configurar marcadores potenciais de persisténcia da doenca
cervical (ADURTHI et al., 2008; CAO et al., 2008; MOLLING et al., 2007; SCOTT et
al., 2009; VISSER et al., 2007). Corroborando os achados anteriores, bem como, 0s
do presente estudo, Kojima e colaboradores (2013), em estudo longitudinal recente,
mostraram que a prevaléncia de células Treg FOXP3" residentes em lesGes
precursoras do cancer cervical correlaciona-se inversamente com a regressao
espontanea das lesdes, independentemente do subtipo de HPV, demonstrando que
as células Treg podem ser responsaveis pela persisténcia viral e progressédo da
leséo e ainda enfatizando a utilizacdo dessas células como biomarcadores preditivos
de progresséao neoplasica cervical.

Observa-se que, quando comparados ao cancer colorretal, ao melanoma de
pele e, ainda, ao carcinoma pulmonar, o cancer cervical e suas lesdes precursoras
HPV-induzidas apresentam numero aumentado de células T regulatorias
(LODDENKEMPER et al.,, 2009; VISSER et al., 2007). A analise longitudinal da
frequéncia de células Treg em sangue periférico de pacientes com cancer cervical
mostrou um modesto declinio na quantidade dessas células apos exciséo cirargica
da lesdo tumoral ou quimioterapia, demonstrando que outros fatores, além das

préprias células neoplasicas, estdo associados com os elevados niveis de células
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Treg (VISSER et al., 2007). Nesse sentido, a infec¢do viral tem sido considerada
como um fator determinante para o aumento de células Treg, e a persisténcia viral
de forma latente em &reas adjacentes ao do tumor pode justificar a sustentacao de
niveis elevados de Treg no microambiente tecidual (CAO et al., 2008; IELLEM, et al.,
2001; YU et al., 2005; ROUSE; SARANGI; SUVAS, 2006). Considerando que outros
fatores podem influenciar nos niveis de células Treg cervicais e diante das
evidéncias que mostram a relagéo de fatores diversos com o desenvolvimento de
lesBes cervicais, Kojima e colaboradores (2013) resolveram avaliar a associacao da
frequéncia de Treg cervical com fase menstrual, habito de tabagismo, gendtipo de
HPV e curso da lesédo (regressao/progressao). Os resultados obtidos ndo mostraram
significancia estatistica, indicando que as células Treg ndo séo influenciadas por
nenhum dos fatores relacionados, o que reforca a hipétese de que a persisténcia
viral desempenha importante papel na manutencdo dos elevados niveis de células
Treg na infeccéo por HPV.

No presente estudo, a idade média inferior encontrada nas pacientes com
lesBes neoplasicas de baixo e alto grau (LSIL: 32,4 anos; HSIL: 35,54 anos) quando
comparada a idade média daquelas sem lesdo e HPV-negativas (NILM: 49,66 anos),
em associacdo a diferenca significante encontrada quanto a idade média entre os
achados histopatoldgicos NILM vs LSIL/HSIL (p=0,003; p=0,013, respectivamente),
sugere que a paciente adquire a infeccdo precocemente, reforcando os achados da
literatura que apontam o pico de prevaléncia da infeccdo na faixa etaria de 18 a 34
anos, caracterizando, portanto, a idade como um importante fator de risco para
infeccdo, e que, quando associado com a falha da eliminacdo viral de tipos
oncogeénicos, resulta em progressdo das lesées com deteccdo de anormalidades
histopatoldgicas cervicais severas mais precocemente. Os resultados da presente
analise estdo de acordo com as evidéncias que mostram infeccdo de mulheres cada
vez mais jovens, as quais ja podem apresentar lesdes cervicais de alto grau em
torno de 35 anos (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2007; MOSCICKI et al., 2000; de SANJOSE, 2007; TARKOWSKI et al., 2004; VILLA,
1998; VISSER et al., 2007).

A idade média superior encontrada nas pacientes com carcinoma (44,75
anos) quando comparada a das demais categorias histopatolégicas, em associacéo

a diferenca significativa detectada quanto a idade média dessas pacientes e
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daquelas com LSIL/HSIL, pode ser justificada pelo fato de que as alteracdes
neoplasicas acontecem progressivamente, demandando maior tempo para a
geracdo de alteracbes malignas transformantes invasivas (VISSER et al., 2007;
YLITALO et al., 2000a).

Em relacdo aos resultados obtidos de deteccédo do HPV, niveis de carga viral
e associacdo desses com os achados histopatoldgicos no presente estudo, sugere-
se que a presenca de LSIL sem deteccdo do HPV-DNA em 33,3% das amostras,
assim como os baixos niveis de copias virais encontrados em outros 33,3% dessas
lesbes de baixo grau possam estar associados a uma resposta celular aguda a
infec¢des transitérias do HPV, onde mais de 90% dessas regride esponteamente
(KOSHIOL et al., 2008). Para os casos LSIL em que ndo houve deteccéao viral, pode-
se também sugerir a possibilidade de resultados HPV falso negativos, como
consequéncia de um numero extremamente reduzido de particulas virais ou ainda
niveis flutuantes de copias virais, embora a metodologia empregada para deteccao
apresente elevada sensibilidade (WHEELER et al., 1996).

Deve-se considerar também, que nesses casos com lesdes de baixo grau
HPV-negativas, as alteracfes histopatolégicas possam ter sido geradas por outros
fatores, como hormonais, genéticos e ainda pela presenca de patdégenos, dentre
eles, a Chlamydia trachomatis, a qual vem sendo considerada como fator de risco
para o desenvolvimento de cancer cervical, com capacidade, inclusive de aumentar
a suscetibilidade de infeccdo ao HPV, assim como, a persisténcia viral, devido a sua
habilidade de causar microabrasdes, alterar as caracteristicas das células epiteliais
e desviar a resposta imune para o perfil Th2 (COOPER; EVANS; MOUNT, 2003;
MOSCICKI et al., 2004; SAMOFF et al., 2005). Quanto aos casos com lesfes de
baixo grau que apresentaram elevados niveis de carga viral (33,3%), ressalta-se que
essas pacientes podem estar predispostas ao desenvolvimento de lesdes mais
severas, com maior risco de desenvolvimento de carcinoma invasivo quando da
infeccdo por tipos de HPV oncogénicos (FLORES et al., 2006; KJAER, et al., 2002;
MOBERG et al., 2005).

Salienta-se que a deteccdo do HPV 16 em 48,8% das amostras analisadas,
seguido do HPV 18 em 39,3% delas, condiz com estudos epidemiologicos anteriores
de abrangéncia mundial que apontam a maior prevaléncia de infeccdo atribuida a
esses dois tipos virais (CLIFFORD et al., 2003; INTERNATIONAL AGENCY FOR
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RESEARCH ON CANCER, 2012); e, ainda, com estudo realizado por Tozetti e
colaboradores (2006a), também na cidade de Campo Grande — MS, que detectou o
predominio desses mesmos tipos virais. No entanto, estudo mais recente, de
Almeida (2013), realizado nesta mesma cidade, ndo encontrou o HPV 18 entre os
mais prevalentes. Tal divergéncia pode ser justificada por -caracteristicas
populacionais distintas entre os estudos, dado que tanto o presente estudo, quanto o
de Tozetti et al. (2006a) incluiram amostras provenientes de pacientes com fortes
suspeitas de serem portadoras de lesdes cervicais, enquanto que o estudo de
Almeida (2013) incluiu mulheres jovens sem indicacdo clinica de leséo cervical.

A presencga de infeccdo simples em 82,1% das amostras HPV-positivas e de
infeccdo multipla em 17,9% delas est4 de acordo com dados obtidos em estudos
epidemiologicos, como o realizado recentemente em Campo Grande por Almeida
(2013), que detectou frequéncia de 20,4% de infeccBes multiplas em pacientes sem
suspeita de infeccao; e, ainda outro, realizado na regido Norte da Italia, que apontou
prevaléncia de 87% de infeccao simples e 13% de infeccdo multipla em pacientes
com carcinoma e metastases associadas (CIOTTI et al., 2006). Fortalecendo os
resultados obtidos em cada estudo individualmente, observa-se que a revisao
sistematica de diversos estudos realizada pela IARC (2007) encontrou uma
prevaléncia em torno de 25% para infecgBes multiplas (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

Percentuais superiores de infeccdes multiplas podem ser encontrados em
estudos envolvendo pacientes com alteracdes citoldégicas, como visto em estudo
realizado na Italia, que detectou 49,7% de positividade para dois ou mais tipos de
HPV, demonstrando, porém, uma frequéncia significativamente menor de infeccdo
multipla nas amostras com lesdo de alto grau e carcinoma, 0 que sugere que a
infeccdo por multiplos tipos de HPV n&o necessariamente se caracteriza como um
melhor fator preditivo de carcinoma quando comparada a infeccdo simples
(GARGIULO et al., 2007). Em contrapartida, o estudo de Herrero e colaboradores
(2005), envolvendo também mulheres com lesdes neoplasicas e pré-neoplasicas,
detectou que as infec¢cdes multiplas estavam associadas ao maior risco de
desenvolvimento de lesdes e progressdao para o cancer, quando comparadas as

infeccbes simples, exceto nos casos com infec¢des por HPV 16.
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Tem sido relatada também prevaléncia aumentada de infec¢cdes multiplas,
com maior risco de persisténcia viral em individuos portadores de deficiéncias na
resposta imune (BANURA et al., 2011; CLIFFORD et al., 2006). Embora se observe
imunidade cruzada mediada por anticorpos a diferentes tipos de HPV, a aquisicéo
de infeccdes multiplas pode ainda ser justificada pela baixa avidez de interacéo
desses anticorpos com o0s antigenos virais, aumentando a susceptibilidade de
aguisicdo concomitante ou sequencial de outros tipos virais e ainda a falha na
eliminagcdo viral (BACHMANN et al.,, 1997; THOMAS et al., 2000; WANG,;
HILDESHEIM, 2003). A sugestdo da possibilidade de alguns tipos de HPV de alto
risco exercerem vantagem competitiva sobre outros tipos também tem sido relatada
(MERIKUKKA et al., 2011).

A constatacdo do predominio dos tipos virais de alto risco oncogénico (HPV
16, 18, 33, 45) nas amostras com infec¢cbes multiplas, bem como do maior
percentual atribuido ao HPV 16 (10/15 infec¢cdes multiplas; 66,6%) entre essas
infeccdes, estd de acordo com achados anteriores que apontam a maior prevaléncia
de HPV de alto risco em infec¢cdes multiplas, o que pode configurar importante fator
de risco para o desenvolvimento de canceres cervicais, uma vez que, a associacao
de dois ou mais tipos de HPV, incluindo pelo menos um tipo de HPV de alto risco, é
capaz de conferir condicdes favoraveis a transformacdo maligna, como o elevado
risco de persisténcia viral, altos niveis de cdpias virais e ainda um somatorio de
efeitos inibitorios sobre a resposta imune exercidos pelos diferentes tipos de virus
(DALSTEIN et al., 2003; SAMOFF et al., 2005).

As infecgbes multiplas por HPV podem ter significados diferentes dependendo
da faixa etaria em que sao detectadas. Observa-se que em mulheres mais jovens,
adolescentes ou no inicio da fase adulta, a presenca de infecgcdes multiplas pode
refletir um estado ainda imunologicamente naive para o HPV, resultando na maioria
dos casos em infec¢Bes transitérias que resultam na depuracao viral mediada por
imunidade tipo-especifica ou ainda protecdo cruzada entre os tipos. Ja as infeccdes
multiplas detectadas em mulheres de idade adulta, com 30 anos ou mais, podem
caracterizar imunidade estabelecida a pelo menos um tipo viral identificado ou ainda
insuficiente aos tipos virais detectados. Nestes casos, a distingdo entre infeccdes
transitorias ou persistentes fica dificultada, uma vez que alguns parametros nédo séo

conhecidos como, o periodo de aquisicdo dos tipos virais, a possibilidade de
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reativacdo de infeccdes latentes, dentre outros (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2007; THOMAS et al., 2000).

A associacdo com os achados histopatoldgicos pode ajudar a definir quadros
de persisténcia viral, uma vez que lesbes de alto grau (NIC Il e NICIII) estéo forte e
consistentemente associadas a infecgdes persistentes (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2012; KOSHIOL et al., 2008; THOMAS et al.,
2000). No presente estudo, pode-se observar que dentre as infecgcbes multiplas
predominaram amostras com lesfes de alto grau (66,7%; p<0,05) e considerando
gue a idade média dessas pacientes portadoras de HSIL foi de aproximadamente 35
anos, sugere-se que as mesmas foram infectadas precocemente, como apontado
também por outros estudos (DALSTEIN et al., 2003; INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2007; SAMOFF et al., 2005).

O risco de desenvolvimento de neoplasias tem sido associado a presenca de
células T regulatérias. O aumento dessas células, tanto no sangue periférico como
no microambiente lesado, tem sido reportado em diversos tipos de cancer, como
pulmonar, ovariano, hepatico, gastrico, de mama e linfomas, sendo em alguns casos
correlacionado com pior prognéstico (CURIEL et al., 2004; deLEEUW et al., 2012;
LIYANAGE et al., 2002; ORMANDY et al.,, 2005; WOO et al., 2001). Evidéncias
apontam o forte envolvimento de elevadas frequéncias de células Treg em infeccbes
cervicais persistentes por HPV, as quais sdo capazes de induzir regulacdo negativa
da resposta imune as lesbes HPV-induzidas, permitindo assim a progressao
neoplasica (KOBAYASHI et al., 2008; SCOTT et al., 2009; VISSER et al., 2007).

Ja esta bem estabelecido que uma resposta imune insuficiente € responséavel
pela persisténcia do HPV, resultando na carcinogénese de células cervicais normais.
Nesse sentido, varios estudos demonstram aumento de células Treg FOXP3" em
pacientes com cancer cervical, comparado com individuos saudaveis, apontando
que essas células contribuem para a tolerancia imunolégica ao cancer e ao HPV,
enfatizando, portanto, a importancia dessas células como possiveis alvos
terapéuticos para a prevencéo do desenvolvimento de lesdes neoplasicas invasivas
de etiologia viral (ADURTHI et al., 2008; PIERSMA et al., 2007; TIAN et al., 2011;
VISSER et al., 2007; ZHANG et al., 2011).

As células neoplasicas utilizam de multiplas estratégias para evadir da

resposta imunoldgica, inclusive um sistema de cooperagdo mutua com as ceélulas
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Treg, favorecendo, portanto, a invasao e metastase do cancer cervical. Estudos que
avaliam a carcinogénese HPV-induzida mostram, por exemplo, que as células
tumorais podem recrutar mais células Treg para o microambiente tumoral e ainda
estimular a expansdo de Treg naturais e a diferenciacdo de Treg induzidas,
entretanto os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo bem elucidados (HOU; MA;
CUI, 2013). Evidéncias mostram que tais mecanismos possam envolver a expressao
aumentada da enzima supressora IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) por células
neoplasicas previamente estimuladas por células Treg locais (NAKAMURA et al.,
2007). Observa-se também, que os tumores conseguem estimular a conversédo de
células T CD4" em células Treg tumor-especificas, secretando, por exemplo, TGF-B,
e dessa forma, impedindo a geracdo e o estabecimento da funcdo de células
efetoras (RAO; PETRONE; PONATH, 2005; VALZASINA et al., 2006). Outro efeito
de cooperacdo celular para a supressdo da resposta é observado quando da
elevada expressdo da molécula PD-1 (programmed cell death-1) por células
neoplasicas, capaz de gerar mais células iTreg e ainda diminuir a atividade de
células T efetoras, o que tem sido considerado como um progndstico desfavoravel
em diversos tipos de canceres (FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que a regulacdo negativa da resposta
imune ao HPV e as células neoplasicas € acompanhada por alteragdes do infiltrado
celular presente no microambiente cervical infectado. Observa-se que, enquanto a
cérvice uterina sem alteracBes histopatoldgicas é histologicamente composta por
diversas células efetoras da resposta imune, tais como, linfécitos CD4", CD8",
linfocitos B, células dendriticas, macrofagos, linfocitos CD4" intraepiteliais da
ectocérvice e zona de transformacado, e pequena quantidade de células Treg no
estroma logo abaixo da membrana basal; aguela que apresenta lesdes de baixo
grau (LSIL) é composta principalmente linfocitos CD4" e CD8" e frequéncias
variadas de células Treg, que uma vez aumentadas sao capazes de modular as
respostas efetoras, induzindo a tolerancia, e portanto, contribuindo para persisténcia
viral (ADURTHI et al., 2008; JAYSHREE et al., 2009). Ja a cérvice apresentando
lesbes de alto grau (HSIL) € histologicamente composta por um aumento de
macrofagos intralesionais supressores, células de Langerhans em reduzido niamero
e com fungdo comprometida, células T CD4" logo abaixo da membrana basal e

ainda T CD8" distribuidas no epitélio displasico, sendo as duas Ultimas
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possivelmente anérgicas a estimulos antigénicos (KOBAYASHI et al., 2000; MOTA
et al., 1999).

As células Treg encontram-se em quantidades elevadas tanto no epitélio
guanto no estroma, exercendo efeito supressivo dominante sobre diferentes tipos
celulares (NAKAMURA et al., 2007). Observa-se também, nas lesbes de alto grau
(HSIL), um predominio de citocinas regulatorias, dentre elas, IL-10, TGF-B e IL-4
(ADURTHI et al., 2008; SHEU et al., 2001). Finalmente, nos canceres invasivos, um
perfil de imunotolerancia ja se encontra estabelecido, composto por células
dendriticas tolerogénicas, células NKT invariantes, células T citotoxicas anérgicas,
macrdfagos imaturos IDO" e elevadas densidades de células Treg (KOBAYASHI et
al., 2004; NAKAMURA et al., 2007; SHEU et al., 2001).

A possivel relacdo positiva entre a densidade de células T regulatdrias e o
grau de imunotolerancia no microambiente infectado tem instigado os pesquisadores
a apontarem o forte envolvimento das células T regulatérias locais no
desenvolvimento do cancer cervical de etiologia viral. Nesse sentido, destaca-se a
importancia do presente estudo, uma vez que permitiu identificar os principais
marcadores das células Treg e citocinas no estroma cervical, verificando ainda, a
associacdo desses componentes com 0s niveis de carga viral e os achados
histopatoldgicos. A importancia dessa relagdo no sitio da infeccéo foi enfatizada em
varios estudos, como aqueles que mostraram que as mensuracdes em sangue
periférico sdo subestimadas (CASTLE et al., 2002; KOJIMA et al., 2013; VISSER et
al., 2007) e ainda, outros que identificaram expressao aumentada de TGF-$ e de IL-
10 somente em células Treg presentes no microambiente da lesédo, justificando o
achado com base na natureza do ciclo replicativo do HPV, o qual desencadeia
somente uma inflamacéo limitada ao sitio da infec¢do, ndo influenciando, portanto,
as demais células Treg presentes na circulacdo (CASTLE et al., 2002; KOBAYASHI
et al., 2008).

Scott e colaboradores (2009) ao detectaram elevada expressao de FOXP3 na
cérvice uterina, fornecendo evidéncias do aumento de células Treg no
microambiente tecidual de pacientes com alterag6es histopatoldgicas infectadas pelo
HPV, enfatizaram que para uma melhor caracterizagéo local dessas células fossem
utilizados multiplos marcadores. Ressalta-se, entdo, que a decisao pela utilizacdo da

técnica imunohistoquimica de dupla marcacéo no presente estudo foi tomada com o
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objetivo de se obter resultados mais fidedignos quanto a caracterizacdo das células
T regulatérias locais, além de permitir detectar, no microambiente tecidual, as células
responsaveis pela producdo dos componentes supressores da resposta, tais como
FOXP3, TGF-B e IL-10, enquanto que através de outras técnicas, como aquelas que
avaliam a expressdo de mRNA de produtos celulares apenas sugerem a presenca
das mesmas no microambiente.

Enfatiza-se ainda, que a escolha dos marcadores e das citocinas pesquisadas
no presente estudo foi baseada em uma revisdo detalhada da literatura, no sentido
de otimizar a deteccédo das células T regulatérias. Embora ndo tenha sido objetivo
deste estudo validar os biomarcadores de Treg nas lesbes de alto grau, os
resultados obtidos sugerem que a presenca desses marcadores pode refletir a
presenca de Treg, contribuindo para o estabelecimento de um possivel progndstico
para as pacientes infectadas quanto a progressdo da lesdo. Salienta-se também,
gue embora este estudo nado forneca dados quantitativos das células detectadas,
dado que a quantificacéo foi apenas subjetiva, certamente, a andlise dos resultados
e as associacdes significativas encontradas poderdo contribuir para o conhecimento
ainda incipiente da participacdo das células Treg no microambiente cervical HPV-
infectado.

Observa-se também que a utilizagdo de diversas metodologias para a
deteccdo dessas células tais como, a RQ-PCR, a RT-PCR, a imunohistoquimica, a
imunofluorescéncia, a citometria de fluxo, ndo compromete a interpretacdo mais
consensual de que niveis aumentados de células Treg estédo fortemente associados
com a progressao maligna da doenga cervical de etiologia viral. Os resultados
conflitantes podem ser justificados, na grande maioria das vezes, por diferencas na
natureza da amostra, no tamanho amostral, no tipo de estudo, nos marcadores
pesquisados, nas caracteristicas populacionais estudadas e ainda inerentes aos
tipos virais encontrados nas diversas regiées geograficas (CASTLE et al.,, 2002;
BORGES, 2008)

As diferencas quanto ao niumero amostral entre as marcacgfes histolégicas
realizadas no presente estudo séo justificadas pela escassez de material das
amostras obtidas. Ressalta-se que foram realizadas as marcacdes em todas as
amostras cujas categorias histoldgicas apresentavam numero amostral reduzido, a

fim de minimizar possiveis vieses de interpretacdo. A conduta de se priorizar a



105

realizacdo das diferentes marcacdes para 0s casos com lesbes de alto grau,
carcinoma e sem anormalidades histopatoldgicas foi baseada em estratégias
metodoldgicas utilizadas por outros autores que, embora utilizassem técnicas
diversas para a deteccdo de células Treg e citocinas, optaram por priorizar também
a analise dessas trés categorias histolégicas. Possivelmente, tal escolha tenha se
apoiado no fato de que tais células estdo fortemente associadas a lesGes cervicais
mais severas e de que existe uma similaridade quanto ao perfil de resposta entre
tecidos normais e aqueles apresentando lesdes de baixo grau, o que fez que com
que alguns deles nem incluissem as amostras LSIL (ADURTHI et al., 2008;
KOBAYASHI et al., 2008; MOLLING et al., 2007; SCOTT et al., 2009). Enfatiza-se
que mesmo diante da necessidade de um procedimento cirdrgico para a obtencao
das amostras e do carater transversal do presente estudo, conseguiu-se, ainda sim,
obter material necessario para a realizacdo das associa¢cdes previstas, encontrando
inclusive relacdes estatisticamente significantes.

Salienta-se também, que o carater transversal do presente estudo né&o
permitiu detectar eventos importantes, como a depuracdo, regressdo ou ainda
persisténcia da infeccdo. Nesse sentido, estudos longitudinais mostram-se mais
eficientes, permitindo tirar algumas conclusées sobre a carcinogénese cervical
induzida pela persisténcia viral e o possivel papel das células Treg nesse dinamico
processo. Sabe-se que a historia completa da exposi¢cdo da mulher ao HPV
raramente € detectada, mesmo nos estudos de carater longitudinal, dificultando,
portanto, a interpretacdo de lesBes neoplasicas intraepiteliais presentes em
pacientes consideradas negativas para a pesquisa do HPV, como observado no
presente estudo.

Embora o presente estudo ndo tenha permitido a avaliagdo da densidade das
células Treg no decurso da progressao neoplasica, verifica-se um aumento gradual
de células CD25"FOXP3" entre os diferentes achados histopatolégicos (NILM: 20%;
LSIL: 33,3%; HSIL: 65,2% e CA: 91,6%), condizente com 0s estudos que revelam
que essas ceélulas comegcam a infiltrar o microambiente nas fases iniciais das
alteracdes neoplasicas e que o0 acumulo dessas células continua com a progressao
da doenca (CAO et al., 2008; SAKAGUCHI et al., 2006). Em concordancia com
esses achados, um estudo em camundongos, que avaliou a dindmica da resposta

imune, revelou que células T regulatérias, tais como, as nTreg pré-existentes e
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iTreg, aparecem ainda nas fases iniciais do desenvolvimento do adenocarcinoma de
ducto pancreatico (CLARK et al., 2007).

Observa-se que os elevados niveis de Treg no ambiente tumoral podem ser
justificados, tanto pela presenca de nTreg, quanto pela geracéo de iTreg. Malchow e
colaboradores (2013) sugerem que o ambiente tumoral ndo proporciona a conversao
de células T CD4’em Treg FOXP3" induzidas, mas estimula o recrutamento Treg
timoderivadas pré-existentes reativas a antigenos préprios AIRE-dependentes,
associados ao 6rgao de origem do cancer. Enquanto que outros autores indicam que
0 microambiente pode influenciar no desenvolvimento das Treg induzidas, relatando
que embora o entendimento sobre o papel do microambiente na geracdo de células
CD4'CD25"FOXP3" in vivo ainda permaneca incompleto, alguns aspectos ja estio
elucidados, como a necessidade do estimulo antigénico via TCR e das citocinas
TGF-B e IL-2 para a geracdo dessas células, uma vez que tais elementos induzem a
expressao da proteina FOXP3, fundamental no desenvolvimento e atividade das
células Treg (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009; LIN et al., 2013).

Condizentes com esses ultimos, Kojima e colaboradores (2013) apontaram
que a maior frequéncia encontrada de células Treg FOXP3" cervicais, quando
comparada aguela detectada em sangue periférico, pode ser justificada por uma
producdo local continuada de iTreg antigeno-dependente existente em lesfes
teciduais cronicamente infectadas pelo HPV.

O predominio de elevada coexpressdo de CD25/FOXP3 nas amostras
classificadas como carcinoma (91,6%), seguido daquelas designadas como lesfes
de alto grau (65,2%) e a significancia estatistica encontrada quanto a intensidade de
coexpressao dos marcadores entre os achados NILM vs HSIL/CA, e entre LSIL vs
HSIL/CA, reforcam as evidéncias de que elevadas frequéncias de células Treg no
microambiente cervical estdo fortemente associadas com a supressdo da resposta
imune, contribuindo para persisténcia viral e progresséo da leséo. Consistentes com
esses resultados, achados anteriores relatam que as células Treg FOXP3™ estromais
predominam nas lesdes de alto grau, aumentando consideravelmente no cancer
invasivo (ADURTHI et al.,, 2008; CAO et al.,, 2008; KOBAYASHI et al., 2008;
NAKAMURA et al., 2007; TIAN et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Como ja comentado anteriormente, Scott e colaboradores (2009) verificaram

também gue a elevada expressdo de mRNA de FOXP3 estava associada ao risco
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aumentado das pacientes apresentarem lesfes neoplasicas de alto grau. E ainda
mais recentemente, Kojima e colaboradores (2013), em estudo longitudinal,
mostraram pela primeira vez que os niveis de células Treg FOXP3" encontrados em
pacientes que apresentaram progressao das les6es HSIL, foram significativamente
superiores aqueles detectados nos casos que culminaram com regressao
(p=0,0012), independentemente do subtipo de HPV.

Embora haja controvérsias entre os estudos, reforcando a importancia da
pesquisa de células Treg no sitio da infeccdo, observa-se que o0 aumento dessas
células fora do microambiente cervical também tem sido relatado, como observado
por Molling e colaboradores (2007), ao detectarem elevadas densidades dessas
células no sangue periférico em infeccbes persistentes e ainda naquele de Van der
Burg e colaboradores (2007), que mostraram niveis elevados de células T
regulatérias CD4"HPV-especificas capazes de suprimir a proliferacdo linfécitos T
efetores e a producado das citocinas IFN-y e IL-2, em biopsias de nddulos linfaticos
de pacientes com carcinoma cervical.

A auséncia de significado estatistico quanto a coexpressao de CD25/FOXP3
entre as amostras sem anormalidades histopatolégicas e aquelas designadas como
LSIL (p= 0,5825) pode ser explicada pelo fato de que lesdes de baixo grau refletem
uma resposta celular aguda ao HPV, sendo que na grande maioria das vezes essas
lesbes regridem espontaneamente, uma vez que nesses casos 0S mecanismos de
desenvolvimento neoplasico sdo suplantados por uma resposta imune ativa ao virus
e as células neoplésicas geradas (COOPER; EVANS; MOUNT, 2003; MOSCICKI et
al., 2004). Observa-se que alguns estudos sequer incluem pacientes apresentando
LSIL em suas populagbes amostrais, provavelmente por preverem que O
comportamento da resposta imune nessas pacientes é semelhante aquele
observado em mulheres néo infectadas, como o estudo prospectivo realizado por
Molling e colaboradores (2007), desenvolvido para investigar a relacdo entre a
frequéncia de células Treg e a persisténcia viral em pacientes com neoplasias
intraepiteliais cervicais; e, ainda outro, realizado por Kobayashi e colaboradores
(2008) ao investigarem componentes supressivos da resposta imune em
microambiente HPV-infectado, para entender o mecanismo de escape viral e

progressao das lesdes.
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No presente estudo observou-se expressao aumentada de CD25/FOXP3 nas
amostras com carcinoma (91,6%), seguido daquelas designadas HSIL (65,2%).
Esses resultados néo refletiram em diferenga estatisticamente significante entre tais
categorias histopatologicas (p=0,0734), o que pode estar associado ao fato de que
tais fendtipos proliferativos conjugam muitas alteracdes celulares HPV-induzidas,
capazes de modificar as propriedades imunogénicas das células tumorais, tornando-
as aptas a escaparem de mediadores da resposta imune efetora e ainda
colaborarem para o aumento da frequéncia e da atividade supressiva das células
Treg. Dessa forma, estabelecendo um sistema de cooperacdo célula tumoral —
células Treg, e gerando, portanto, uma regulacdo negativa exacerbada sobre a
resposta imune, em ambas as categorias histopatolégicas.

Sugere-se, entdo, que o desenvolvimento de lesbes mais severas nos casos
analisados no presente estudo tenha tido como forte influéncia, além da presenca de
HPV de alto risco, a elevada densidade de células CD25"'FOXP3" encontrada no
microambiente tecidual lesado, em especial nagueles casos com carcinoma, como
apontado também por outros estudos (ADURTHI et al., 2008; JAYSHREE et al.,
2009).

E sabido que tanto CD25 quanto FOXP3 contribuem para o forte poder
supressivo exercido pelas células T regulatérias. A importancia do FOXP3 no
desenvolvimento e funcdo dessas células é realcada por evidéncias que mostram
sua habilidade em suprimir a transcricdo de citocinas inflamatérias, além de
promover a expressao de genes associados as células Treg (SCHUBERT et al.,
2001), entretanto, a base molecular funcional desse fator de transcricdo ainda néo
estd bem definida. Evidéncias experimentais mostram que a ligacdo do antigeno
com o receptor da célula T (TCR) desencadeia a interacao fisica entre FOXP3 e 0s
fatores nucleares NF-kB e NFAT, inibindo-os, e por consequéncia, reprimindo os
genes de transcricdo das citocinas IL-2, IL-4 e IFN-y; e, estimulando a expresséo de
CD25, CTLA-4 e GITR (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007). Observa-se que a expressao
de FOXP3 pode acontecer também em células T CD4" efetoras e nessas células,
este fato, desencadeia um estado de hiporresponsividade (GAVIN et al., 2006;
MORGAN et al., 2005; WALKER et al., 2003; WANG et al., 2007; ZIEGLER 2006;
ZIEGLER 2007).
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Experimentos envolvendo analises funcionais celulares com animais
transgénicos, os quais expressam FOXP3 em todas as células T CD4", mostram que
tais células adquirem o perfil de células T regulatorias (WALKER et al., 2003;
KASPROWICZ et al., 2003). Ressalta-se, no presente estudo, a possibilidade de ter
sido considerada a deteccdo células T ativadas expressando FOXP3, de forma
transitéria ou persistente, no entanto, isso ndo compromete as associacdes
realizadas entre a deteccdo de células CD25"FOXP3" e a supressdo da resposta,
tampouco o papel do FOXP3 como marcador especifico de células Treg, uma vez
que é sabido que as células FOXP3" exibem, independentemente, propriedades
imunossupressivas.

Quanto ao efeito do CD25 nas células Treg, estudos mostram que as Treg
sdo mais sensiveis a ativacdo apés o estimulo antigénico, quando comparadas as
células T efetoras naives, fato que tem sido atribuido principalmente ao estado semi-
ativado das células Treg, conferido pela elevada expressao de CD25 presentes na
membrana dessas células (BRUSKO et al., 2009; ITOH et al., 1999; TAKAHASHI et
al., 2000; YAMAGUCHI et al., 2007). Estudos envolvendo pacientes com cancer
cervical uterino tém demonstrado in vitro que a deplecdo de células T CD25" leva ao
aumento da resposta das células T helper especificas para E6 e E7 do HPV16,
sugerindo que as respostas anti-HPV existem, mas sdo, entretanto, moduladas
pelas células Treg (HOU; MA; CUI, 2013; VISSER et al., 2007).

A deteccdo de células CD25"FOXP3" apenas em grande quantidade, entre as
amostras com baixa carga viral (CV1), pode néo refletir a realidade, tendo em vista o
limitado nimero de amostras com essas caracteristicas. Entretanto, € evidente a
associacao entre o predominio de intensa coexpressao de CD25/FOXP3 e a elevada
carga viral (CV2), assim como o predominio da pequena quantidade de células
CD25'FOXP3" e a negatividade para o HPV-DNA (p=0,008). Nota-se ainda que a
presenca de um caso com baixa carga viral (CV1), lesdo de alto grau e elevada
coexpressdao de CD25/FOXP3 pode refletir um estado de equilibrio na resposta
imune com tendéncia a preponderancia de escape viral, caso estejam associadas
ainda propriedades tumorais n&o-imunogénicas (JAYSHREE et al.,, 2009).
Considera-se ainda que nesse caso 0 baixo numero de coOpias virais possa refletir
niveis flutuantes de particulas virais no decurso da infeccdo (WHEELER et al.,
1996).
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Ainda néo esta claro se frequéncias aumentadas de células Treg sdo causa
ou consequéncia de elevada carga viral e cronicidade das infec¢des, no entanto, 0s
resultados de Molling e colaboradores (2007), em estudo prospectivo que mostram
frequéncias aumentadas de Treg em pacientes que apresentaram persisténcia do
HPV 16 e desenvolvimento de lesbes de alto grau, somado aos resultados do
presente estudo que mostraram predominio (64,4%) de elevada carga viral (= 10.000
a 250.000 copias virais/mL), principalmente relacionada aos tipos HPV 16 e 18,
entre as amostras designadas como HSIL e CA que apresentaram grande
quantidade de células coexpressando CD25/FOXP3, fortalecem as evidéncias de
que essas células desempenham importante papel na carcinogénese. Tal fato é
corroborado pela observacdo de que a vacinacao de pacientes com cancer cervical
nao gera resposta citotoxica especifica ao HPV 16, reforcando o modelo de que
mecanismos de tolerancia precedem o cancer cervical invasivo (KOBAYASHI et al.,
2008; RESSING et al., 2000). Frequéncias diminuidas de células T CD4" e CD8"
especificas para proteinas virais do HPV 16 encontradas em mulheres com lesédo de
alto grau quando comparadas aquelas infectadas sem lesdo também podem estar
associadas ao efeito exercido pelas células T regulatorias na geracdo e funcéo
dessas células efetoras (DE JONG et al., 2004; NAKAGAWA et al., 1997).

A observacdo de elevada quantidade de células CD4'TGF-B* em todas as
amostras classificadas como carcinoma e em 89,1% daquelas designadas como
lesbes de alto grau, associada a significancia estatistica encontrada quanto a
intensidade de coexpressao de CD4/TGF- entre os achados NILM vs HSIL/CA, e
entre LSIL vs HSIL/CA, reforcam as evidéncias da associacdo entre a presenca de
elevada frequéncia de células Treg e a progressdo neoplasica. A deteccdo no
presente estudo de elevados niveis de células produtoras de TGF-f entre as
amostras com carcinoma invasivo enfatiza o papel ja conhecido dessa citocina, bem
como dessa populacéo celular em facilitar a migracéo de células tumorais do epitélio
para 0 estroma cervical, promovendo o crescimento neoplasico, a invasdo e a
angiogénese (DERYNCK; AKHURST; BALMAIN, 2001; HANAHAN; WEINBERG,
2000).

Estudos mostram a intima relacdo entre TGF-f e FOXP3, uma vez que essa
citocina exerce importante papel na inducdo desse fator transcricional (FANTINI et
al., 2004; JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009). Nesse sentido, os resultados ora
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obtidos quanto a deteccéo da coexpressédo de CD4/TGF-B nos permite supor que as
células detectadas coexpressando tais moléculas, podem se tratar de células Treg
(CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009; FARIA; WEINER, 2005; HORWITZ;
ZHENG; GRAY, 2008; OKAMURA et al.,, 2012; LIN et al., 2013; ZHENG, 2012,
ZHOU et al., 2010). De forma interessante, Andersson e colaboradores (2008)
mostraram que o TGF-B presente na membrana de células T CD4"FOXP3" tem a
habilidade em conferir uma “tolerancia infecciosa”, capaz de converter células T
FOXP3 em Treg FOXP3". Ressalta-se entdo, a importancia da dupla marcagio
CD4'TGF-B* no presente estudo, uma vez essas células podem sugerir a presenca
de iTreg TGF-B*, sendo consideradas como melhores preditoras de progresséo da
lesdo quando comparadas a avaliacdo isolada de TGF-B, ja que alguns estudos tém
demostrado que a expressdo dessa citocina pode estar diminuida em lesdes
cervicais em comparacao aos niveis encontrados no epitélio normal (EL-SHERIF et
al., 2000; KOJIMA et al., 2013; XU et al., 1999).

A auséncia de significancia estatistica observada quanto ao nivel de
coexpressao de CD4/TGF-f3 entre as associacdes NILM vs LSIL e HSIL vs CA pode
ser justificada por motivos semelhantes aqueles explicitados na avaliacdo da
coexpressdao de CD25/FOXP3, uma vez que a primeira associacdo de achados
histopatologicos pode refletir uma resposta imune efetora, capaz de eliminar o virus,
que corre em paralelo com uma regulacdo negativa homeostética; e, a segunda, a
vigéncia de fendtipos proliferativos que conjugam muitas alteracdes neoplasicas
HPV-induzidas capazes de gerar em ambos 0s casos regulacdo negativa
exacerbada da resposta imune, permitindo, portanto, a persisténcia viral e maior
severidade das lesoes.

Os resultados obtidos que mostram expressdo aumentada de células FOXP3"
e células TGF-B" nas lesbes de alto grau e carcinoma sdo condizentes com as
evidéncias fornecidas por Kobayashi e colaboradores (2008). Nesse sentido,
observa-se que a presenca de TGF-B pode exercer influéncias negativas ou
positivas para o crescimento tumoral, a depender do microambiente e da fase em
gue ocorre. Observa-se que na auséncia de lesdo ou ainda nas fases iniciais da
proliferacéo neoplasica (LSIL), a presenca dessa citocina pode ser relevante, devido
ao seu papel protetor, capaz de inibir a proliferacdo descontrolada de células

epiteliais, interrompendo o ciclo celular e ainda induzindo a apoptose. Entretanto,
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nas alteracbes neoplasicas mais avancadas, a citocina TGF-B em grandes
quantidades, secretada por diversos tipos celulares, tais como as células CD4 TGF-
B" detectadas e até mesmo pelas préprias células neoplasicas, tem a caracteristica
de contribuir para a progressdo tumoral (DERYNCK; AKHURST; BALMAIN, 2001).
Vale ressaltar que nas lesdes mais severas, as células tumorais possuem diversas
estratégias para escapar do efeito inibitorio do TGF-B, dentre elas, a baixa
expressdo ou ainda hiporreatividade dos receptores para essa citocina, agindo
sinergicamente para a progressao neoplasica (GUO; JACOBS; KYPRIANOU, 1997;
KIM et al., 2000).

A equivaléncia observada em relagdo a quantidade de células CD4 " TGF-B*
entre as amostras negativas para o HPV e aquelas com pequenos niveis de carga
viral (CV1) pode ser explicada pela necessidade de mecanismos regulatorios ativos
capazes de evitar respostas indesejadas em tecidos nao infectados sem
anormalidades histopatoldgicas; ou, ainda respostas exacerbadas nos tecidos
infectados que cursem com poucas alteracfes histopatoldégicas. A presenca de
apenas um caso com pequenas quantidades de copias virais (CV1) apresentando
lesé@o de alto grau e baixa coexpressao de CD4/TGF-B, pode refletir, como ja foi dito,
um quadro de equilibrio imune, cujo desfecho, representado pela eliminacdo ou
escape viral, depende de propriedades inerentes ao virus e ao hospedeiro
(JAYSHREE et al., 2009). Considera-se ainda que o baixo namero de cépias virais
nesse caso pode refletir niveis flutuantes de particulas virais no decurso da infeccéao,
também como ja dito anteriormente (WHEELER et al., 1996).

O predominio (86,8%) de grande quantidade de células coexpressando
CD4/TGF- entre as amostras com elevados niveis de cépias virais (CV2), somado
a correlacdo estatistica encontrada entre a coexpressao desses marcadores e 0s
niveis de carga viral (p= 0,022), indicam que o TGF-B pode estar exercendo
influéncias supressivas na resposta imune, tais como, inibindo a proliferacéo e
ativacdo de linfécitos T efetores, células NK, macréfagos e linfocitos B, além de
contribuir para a geracdo de mais ceélulas imunorregulatdrias, possibilitando,
portanto, o escape imune tanto do virus quanto das células neoplasicas (CUROTTO
DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009; LETTERIO; ROBERTS, 1998; LIN et al., 2013).

O efeito supressivo de TGF-B tem sido relacionado com sua habilidade em

inibir a expressao e a funcdo da IL-2 e seu receptor (IL-2R), entre as células efetoras
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da resposta imune, além de diminuir a expressao de moléculas de MHC classe I
pelas APCs (BOTTI et al.,, 1998). A presenca de TGF-B nas lesdes mais severas
pode ainda impedir a diferenciacdo de células dendriticas imaturas, mantendo niveis
aumentados da enzima imunossupressora IDO. Esse mesmo efeito sobre o
amadurecimento de células dendriticas €& observado diante de elevadas
concentracbes de IL-10 (WAKKACH et al.,, 2003). Ressalta-se ainda que o
predominio (85,2%) de elevada carga viral (CV2) entre as amostras designadas
como HSIL e CA apresentando intensa coexpressdo de CD4/TGF-B reforga os
apontamentos ja realizados anteriormente. Diante de uma associacédo de condi¢cdes
favorecedoras do crescimento tumoral, aqueles casos com lesbes de alto grau
podem resultar em transformacdo maligna, invasdo e metastase
(DERYNCK; AKHURST; BALMAIN, 2001).

A elevada expressdo de IL-10 observada em todas as amostras com
carcinoma e na maioria (83,3%) daquelas designadas como HSIL, somado a
significancia estatistica encontrada entre os achados LSIL vs HSIL/CA e a
expressdo de IL-10 (p=0,002), contribui sinergicamente com os resultados
anteriormente discutidos, indicando que a persisténcia viral e lesdes neoplasicas
mais severas cursam com uma acentuada imunossupressao local.

Estudos demonstram que a progressédo das lesfes intraepiteliais cervicais
esta associada com o aumento local de IL-10 e IL-12, entretanto, observa-se que
lesbes de alto grau, apresentam expressdo diminuida de IL-12 e niveis ainda
maiores de IL-10 quando comparados as lesdes de baixo grau, o que contribui para
um mecanismo de escape eficiente utilizado pelo virus e pelas células tumorais
(GIANNINI et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2008). O papel supressor da IL-10 ja é
bem estabelecido e envolve mecanismos que inibem células Thl efetoras, que
favorecem a diferenciacdo de células T naive em células Th2/iTreg e ainda, que
diminuem a expressdo de moléculas MHC classe | e Il, resultando na falha da
eliminacdo de antigenos virais e tumorais (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003;
BEISSERT et al., 1995; MATSUDA et al., 1994; MOORE et al., 1993; RONCAROLO
et al., 2006).

A expressdo aumentada de IL-10, por diversas células da resposta imune e
pelas proprias células cancerosas, tem sido relatada em canceres pulmonares,

renais, linfomas, melanomas, assim como em carcinoma de cérvice uterina (HUANG
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et al., 1995; KIM et al., 1995; ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003). Enfatiza-se que,
no presente estudo, a expressdo de IL-10 foi avaliada somente em células com
caracteristicas morfolégicas indicativas de linfocitos, tendo em vista o objetivo
proposto de detectar linfécitos com perfil regulatorio, em especial, as células
Tregulatérias. A associacdo entre frequéncias aumentadas de Treg e niveis
elevados de IL-10 foi demonstrada por Zhang e colaboradores (2011), ao
caracterizarem essas células no sangue circulante e em metastases de nodulos
linfaticos de pacientes com cancer cervical, os quais verificaram inclusive, que niveis
significativamente maiores de Treg e IL-10 eram encontrados nas formas
metastaticas quando comparado a auséncia de metéstase.

Os resultados ora obtidos sdo condizentes com os do estudo de Adurthi e
colaboradores (2008) que analisaram multiplos marcadores, utilizando técnicas
imunohistoquimicas de simples e dupla marcagdo, nas diferentes categorias
histopatoldgicas de cérvice uterina e identificaram frequéncias elevadas de células
CD25'FOXP3", células CD25'TGF-B" e células IL-10" em amostras com carcinoma,
seguido daquelas com lesdes de alto grau, concluindo que embora tenham também
detectado frequéncias elevadas de células CD4" e CD8' nessas amostras, o
crescimento tumoral continuado justificava-se pela presenca de microambiente
regulatorio instalado.

A auséncia de significado estatistico quanto a expressédo de IL-10 entre os
achados NILM vs HSIL/CA pode ser justificada pelo pequeno nimero de amostras
sem alteracfes histopatolégicas envolvidos neste estudo, mas também pode refletir
um mecanismo de feedback homeostatico fundamental encontrado em tecidos
histologicamente normais ausentes de infeccdo (SCOTT et al., 2009). Tal
mecanismo regulatério também pode justificar a fraca correlacdo estatistica
encontrada entre os achados NILM vs LSIL (p=0,0527). Um estudo que avaliou
quantitativamente a expressdo de mRNA de IL-10 em cérvice uterina por PCR em
tempo real, identificou niveis significativamente maiores (p=0,005) dessa citocina em
amostras com lesdes pré-neoplasicas quando comparados aquelas sem
anormalidades, demonstrando, também, a semelhanca do presente estudo, a
auséncia de diferenca significativa (p=0,96) quanto aos niveis de expresséo de IL-10
entre as amostras NILM e LSIL (EL-SHERIF et al., 2001). Vale lembrar que o

referido estudo também utilizou nimero reduzido de amostras para a analise.
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A falta de associacdo significativa quanto a expressao de IL-10 entre as
amostras HSIL e CA pode ser justificada pelo mesmo motivo anteriormente descrito
para os demais marcadores, uma vez que tais achados histopatoldgicos conjugam
alteracdes celulares neoplasicas semelhantes e acentuada regulacdo negativa da
resposta imune.

Embora néo tenha sido avaliada a persisténcia viral diretamente e dado que a
IL-10 exerce efeito supressivo sobre as células Thl, observa-se que o predominio
de elevada expresséo de IL-10 (83,1%) entre as amostras com altos niveis de carga
viral (CV2) pode refletir a persisténcia viral, uma vez que o resultado encontrado
enquadra-se em um modelo de resposta celular insuficiente para a eliminacdo do
virus. Tal sugestdo é reforcada pela significancia estatistica encontrada entre
expressdo de IL-10 e carga viral (p=0,045), assim como pelo predominio (71,8%)
observado de elevados niveis de carga viral (CV2) entre as amostras designadas
como HSIL e CA apresentando grande quantidade de células IL-10".

A semelhanca de apontamentos anteriores, sugere-se que o ligeiro
predominio de elevada expresséo de IL-10 entre as amostras negativas para HPV e
naquelas com baixas copias virais (CV1) possa ser justificado pela necessidade de
regulacdo negativa, capaz de evitar respostas inflamatorias indesejadas ou
exageradas. Sugere-se também, que os casos infectados que sustentem elevados
niveis de IL-10, mesmo que com baixa carga viral, poderdo ainda assim apresentar
risco aumentado de persisténcia viral. Em relacdo a presenca de um caso apenas
com poucas copias virais (CV1), lesao de alto grau e elevada coexpresséao de IL-10,
como abordado anteriormente, pode refletir niveis flutuantes de deteccdo viral no
decurso da infeccdo (WHEELER et al., 1996).

Contribuindo com discussGes anteriores, os resultados obtidos quanto a
deteccdo de células GITR" reforcam a importancia das Treg para a manutencdo do
microambiente tumoral, uma vez que foi observada elevada expressao de GITR em
todas as amostras com carcinoma e na maioria (91,7%) daquelas com leséao de alto
grau, com significancia estatistica encontrada entre os achados NILM vs CA
(p=0,05) e HSIL vs LSIL (p=0,029), e ainda uma tendéncia entre CA vs LSIL (p=
0,0679) e NILM vs HSIL (p=0,0662).

O GITR tem sido considerado o segundo marcador caracteristico de células T

regulatorias e a sua elevada expressao induzida por FOXP3 nessas células tem sido
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relacionada a um estado de semi-ativacao capaz de conferir reatividade aumentada
qguando do estimulo antigénico as Treg (de BOER et al., 2007; BUSHELL; WOOD,
2007; ITOH et al., 1999; OHKURA; SAKAGUCHI, 2010; ONNO et al., 2007
RUDENSKY, 2011; TAKAHASHI et al., 2000; YAMAGUCHI et al., 2007). A
relevancia das células que expressam GITR na supressdo da resposta imune é
enfatizada por estudos que avaliam a atividade supressora in vitro de células T
CD4", células CD4'CD25"GITR" e células CD4"CD25 GITR" mediada por secrecéo
de citocinas. Os resultados mostram que as primeiras produzem citocinas que
ativam a resposta imune, enquanto que as duas Ultimas produzem niveis
aumentados de citocinas imunossupressoras (SHIMIZU et al., 2002; URAUSHIHARA
et al., 2003).

A auséncia de significado estatistico quanto a expressdo de GITR entre os
achados NILM vs LSIL e CA vs HSIL pode ser interpretada com o mesmo raciocinio
ja explicitado, de que os fenotipos comparados constituem perfis histolégicos que
cursam provavelmente com graus de regulacdo positiva/negativa da resposta imune.

A semelhanca de resultados anteriormente discutidos, sugere-se que 0
predominio de elevada expressdo de GITR nas amostras negativas para HPV-DNA
e naquelas com baixos niveis (CV1) de copias virais possa ser justificado pelo
mecanismo de regulacdo negativa, necessario para impedir respostas imunes
indesejadas ou exacerbadas, as quais causariam destruicdo tecidual, embora,
podendo também ndao refletir a realidade em virtude do reduzido tamanho amostral
naqueles casos sem anormalidades histologicas (SCOTT et al.,, 2009). Ja a
observacdo de um caso com baixas cépias virais e elevada expressdao de GITR
entre as amostras HSIL pode refletir a deteccao de niveis flutuantes do virus, como
citado anteriormente (WHEELER et al., 1996).

Os resultados do presente estudo mostram o predominio (91%) de elevada
expressdo de GITR entre as amostras com altos niveis de carga viral (CV2), com
maior percentual (79,1%) atribuido aquelas designadas como HSIL e CA,
apontando, portanto, o envolvimento de células GITR® na progressdo tumoral.
Concordantemente, observa-se o estudo de Pedroza-Gonzalez e colaboradores
(2013) que ao investigar a influéncia das células Treg infiltrantes de tumor nas
respostas de linfocitos T tumores-especificos, em pacientes com cancer hepatico,

encontrou expressdo aumentada de GITR em microambiente tumoral quando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bushell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17391121

117

comparada aquela observada em tecido sem alteracbes neoplasicas.
Semelhantemente, o estudo de Krausz e colaboradores (2012) que detectou
frequéncia aumentada de células Treg GITR" em nédulos linfaticos tumorais quando
comparados a noédulos néo infiltrados por células tumorais, no mesmo paciente.
Ambos os estudos propdem que o ligante de GITR (GITRL) pode configurar um alvo
para terapias futuras contra o cancer e que GITR/GITRL s&o bons candidatos a
biomarcadores de evolugédo das doengas malignas.

Observa-se no presente estudo que os padrées de expressdao dos
marcadores e citocinas analisados ocorrem em paralelo e que as amostras
apresentando lesdes mais severas demonstram maior grau de regulagao negativa
da resposta imune, 0 que sugere que as células Treg bem como suas citocinas
supressoras, podem ter forte envolvimento na manutencdo do microambiente
favoravel a persisténcia viral e a progresséo neoplasica. No entanto, por se tratar de
um estudo transversal, ndo foi possivel avaliar mudancas no padrdo de expressao
desses marcadores no curso da infec¢do, tornando-se fundamental a realizacao de
estudos longitudinais que permitam uma andlise mais detalhada da regulagdo imune
no microambiente infectado.

A literatura ja tem considerado a elevada densidade de células Treg FOXP3*
nas lesdes tumorais como um fator preditivo de mau progndstico em muitos
canceres, sugerindo que essas células desempenham um importante papel
funcional na progressdo neoplasica (de LEEUW et al., 2012). No entanto, o seu
envolvimento na carcinogénese cervical HPV-induzida ainda ndo estd bem
elucidado.

Sabe-se que o conhecimento parcial da resposta imune ao HPV ja tem levado
a realizacdo de métodos terapéuticos, como o uso de interferons e moduladores
imunologicos, trazendo beneficios para as mulheres infectadas pelo virus, no
entanto, ainda sdo pouco eficazes. Estratégias terapéuticas incluindo a modulacdo
das células Treg podem ser menos toxicas do que a quimioterapia vigente. Observa-
se que o desenvolvimento de vacinas, também, tem contribuido para a prevencgéo da
infeccdo e evidéncias apontam para a possibilidade da introdu¢gdo de moduladores
de células Treg nas composicdes vacinais. Nesse sentido, ressalta-se, entdo, a
importancia do melhor entendimento do papel exercido pelas células T regulatorias

na resposta imune ao HPV, sobretudo, no microambiente cervical, com o objetivo de
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compreender o quadro completo de uma resposta do hospedeiro a infeccdo pelo
HPV, inclusive no que diz respeito as condigcbes que possam estar associadas a
persisténcia viral e ao desenvolvimento do cancer e suas lesdes precursoras,

permitindo, entdo, o avanco das estratégias terapéuticas e preventivas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Através deste estudo, pioneiro em nossa regido, evidencia-se a existéncia de
um microambiente regulado negativamente, composto por elevada quantidade de
células CD25'FOXP3", células CD4'TGF-B*, células IL-10" e células GITR" nas
amostras classificadas como carcinoma, seguido daquelas designadas como lesbes
intraepiteliais cervicais de alto grau. A presenca abundante destes marcadores,
indicativos da populacdo de células Treg e suas citocinas, foi significativamente
associada as lesdes mais severas e a elevada carga viral, sugerindo que essas
células imunorregulatérias podem ter forte envolvimento na manutencdo do
microambiente favoravel a persisténcia viral e a progressédo neoplasica. Ressalta-se
que os elementos pesquisados podem ser Uteis como biomarcadores preditivos da
progresséo da doenga cervical, e que o melhor entendimento sobre o papel exercido
pelas células Treg na carcinogénese cervical de etiologia viral podera contribuir para
0 avanco de estratégias terapéuticas e preventivas, incluindo a possivel utilizacdo

dessas células como potenciais alvos para a modulacédo da resposta imunoldgica.
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8 CONCLUSOES

Através do presente estudo conclui-se que:

A coexpressdo de CD25/FOXP3 e de CD4/TGF-B foi elevada entre as
amostras classificadas como carcinoma, seguido daquelas designadas como
HSIL.

Entre as amostras com elevada carga viral houve predominio de intensa
coexpressao de CD25/FOXP3 e CD4/TGF-f3.

As amostras designadas como HSIL e CA com intensa coexpressao de
CD25/FOXP3 e CD4/TGF-B apresentaram predominio de elevada carga viral.
A expressdo de IL-10 e GITR foi elevada em todas as amostras com
carcinoma e na maioria daquelas designadas como HSIL.

Entre as amostras com elevada carga viral houve predominio de elevada
expressao de IL-10 e GITR.

As amostras designadas como HSIL e CA com intensa expressao de IL-10 e

GITR apresentaram predominio de elevada carga viral.

A identificagcdo de elevada expressdo dos marcadores CD25/FOXP3,
CD4/TGF-B, IL-10 e GITR entre as amostras analisadas, associada as lesdes
mais severas e aos altos niveis de carga viral é indicativo da presenca de
células Treg e suas citocinas, constituindo um microambiente favoravel a

persisténcia viral e a progressao neoplasica.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO:

“DETECGAO DE CELULAS T REGULATORIAS EM PACIENTES HPV
INFECTADAS”

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informagfes necessarias sobre a pesquisa que
estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de muita importancia para
nds, mas se desistir a qualquer momento, iSso ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

Eu, (SOMENTE AS INICIAIS)

abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como
voluntario(a) do estudo “DETECCAO DE CELULAS T REGULATORIAS EM
PACIENTES HPV INFECTADAS”.

Declaro que obtive todas as informag6es necessérias, bem como todos os eventuais
esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

I. O estudo se faz necesséario para o melhor entendimento dos processos
patolodgicos associados a persisténcia ou regressdo da infeccdo pelo HPV,
com o objetivo de prevenir de forma mais eficaz o cancer cervical.

II. Apds o meu consentimento serdo utilizados para a pesquisa 0s resultados
dos exames histopatoldgicos e os de deteccao para HPV.

lll.  Apdés o0 meu consentimento, autorizo a utilizacdo do material de bidpsia
emblocado em parafina para pesquisas complementares futuras.

IV. Caso seja de seu interesse podera receber os resultados da andlise e ser
encaminhada.

V. Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragcédo neste estudo
no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

VI. A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar
fisico. Nao vira interferir no atendimento ou tratamento médico;

VII.  Os resultados obtidos durante este trabalho serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagBes cientificas, desde que meus
dados pessoais ndo sejam mencionados;

VIll.  Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados,
ao final desta pesquisa.
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( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Campo Grande, de de 2010

( ) Paciente

Testemunha l:
Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :
Nome / RG / Telefone

Responsével pelo Projeto:

Profa. MSc Cacilda Tezelli Junqueira Padovani

Telefone para contato: Laboratdrio de Imunologia — CCBS - UFMS
Tel: 3457388
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O protocolo n° 1628 da Pesquisadora Inés Aparecida Tozetti intitulado
‘Detecgdo de células T regulatérias em pacientes infectadas pelo papilomavirus
humano (HPV)" e o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia 20 de maio
de 2010, encontrando-se de acordo com as resolugdes normativas do Ministério
da Satide.

Prof. ﬁ@ %ntomo Ttguem) Fillio
Coorlfenad'dr d‘é Comzte de Etica em Pesquisa da VFMS

Campo Grande, 21 de maio de 2010.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

fone OXX67 345-7187
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Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor expression in patients with cervical
human papillomavirus infection

Cacilda Tezelli Junqueira Padovani, Camila Mareti Bonin®, Inés Aparecida Tozetti®,
Alda Maria Teixeira Ferreira'?, Carlos Eurico dos Santos Fernandes?
and lzaias Pereira da Costa'!

[1]. Programa de Pos-Graduagdo em Satide e Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste. Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS. [2]. Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS. [3] Programa de Pos-
Graduagdo em Doengas Infecciosas e Parasitarias, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Campo Grande, MS

ABSTRACT

Introduction: The progression of human papillomavirus (HPV) infection in the anogenital tract has been associated with the
involvement of cells with regulatory properties. Evidence has shown that glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
(GITR) is an important surface molecule for the characterization of these cells and proposes that GITR ligand may constitute a
rational treatment for many cancer types. We aimed to detect the presence of GITR and CD2S5 in cervical stroma cells with and
without pathological changes or HPV infection to better understand the immune response in the infected tissue microenvironment.
Methods: We subjected 49 paraffin-embedded cervical tissue samples to HPV DNA detection and histopathological analysis, and
subsequently immunohistochemistry to detect GITR and CD25 in lymphocytes. Results: We observed that 76.9% of all samples
with high GITR expression were HPV-positive regardless of histopathological findings. High GITR expression (77.8%) was
predominant in samples with >1,000 RLU/PCB. Of the HPV-positive samples negative for intraepithelial lesion and malignancy.
62.5% had high GITR expression. High GITR expression was observed in both carcinoma and high-grade squamous intraepithelial
lesion (HSIL) samples (p = 0.16). CD25 was present in great quantities in all samples. Conclusions: The predominance of high
GITR expression in samples with high viral load that were classified as HSIL and carcinoma suggests that GITR" cells can exhibit
regulatory properties and may contribute to the progression of HPV-induced cervical neoplasia, emphasizing the importance of
GITR as a potential target for immune therapy of cervical cancer and as a disease evolution biomarker.

Keywords: Human papillomavirus. Immune response. Immunohistochemistry.

biopsies of patients with cervical carcinoma were found to

INTRODUCTION suppress proliferation and cytokine (interferon-y, interleukin
[IL]-2) production by responder T cells®.
Human papillomavirus (HPV) infects the basal and parabasal T cells play a crucial role in modulating the elimination

of paﬁwgens and tumor antigens and perform their function
through immunosuppressive cytokine production and
immunosuppression induction mediated by cell-to-cell contact,
having the ability to suppress the activation, proliferation,
Infection progression has been associated with several  and effector function of different cell types contributing to
factors, including the persistence of HPV, the presence of  the immune response®”. T_, cells are subdivided into several
high-risk oncogenic HPV types, high viral load, integration of  subpopulations, one being the natural T, cells (CD4°CD25°T, ),
viral DNA, and E6 and E7 viral oncoprotein activity'. Evidence  which numerically represent the largést group of cells with
shows that regulatory T cells (T,,) are also involved in the suppressor activity®.
progression to cervical neoplasia in HPV-infected patients®*.
HPV-specific CD4" regulatory cells isolated from lymph node

cells of squamous epithelium in the female anogenital tract,
and HPV types 16, 18, 31, 33, and 45 in particular are believed
to put patients at high risk for the development of high-grade
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical carcinoma!'.

Studies show that T __ cells are activated with greater
sensitivity than naive effector T cells after antigenic stimulation,
which has been attributed mainly to their semi-activated state
that is thought to be due to the increased expression of CD25

Address to: Dra. Inés Aparecida Tozetti. FM/UFMS. Caixa Postal 549, 79070-

900 Campo Grande, MS, Brasil. (a-chain of the IL-2 receptor), glucocorticoid-induced tumor
Phone: 55 67 3345-7387 necrosis factor receptor (GITR) markers, and others™!".

e-mail: ines.tozetti@ufims.br The detection of T_, cells has been challenging owing to
Received 7 February 2013 the lack of exclusive surface molecules for these cells.
Accepted 4 June 2013 Studies have shown that the presence of transcription factor
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FOXP3 (forkhead box p3) is highly specific and that its
transduction into naive T cells increases the molecular expression
associated with T__ cells, such as that of CD25 and GITR'>",

Evidence shows that another characteristic surface molecule
of cells with regulatory properties, T cells in particular, is
the GITR" — a tumor necrosis factor receptor superfamily
member — which is predominantly expressed in CD25* CD4*
T cells and plays an important role in the regulation of mucosal
immune responses'*'?. Recent studies have demonstrated that
in vivo GITR ligation using an agonist anti-GITR monoclonal
antibody, DTA-1, can augment anti-tumor T-cell responses by
modulating T_ cells, which makes targeting GITR a potential
immunotherapeutic approach to cancer treatment***.

Given the findings that indicate the involvement of cells with
regulatory properties, especially T__ cells, in the progression of
cervical malignant lesions®*?*%, this study aimed to detect both
CD25 and GITR markers in lymphocytes of cervical stroma to
better understand the immune response in the microenvironment
of HPV infection, which may shed light on novel therapeutic
interventions against intraepithelial neoplasia and cervical
cancer of viral etiology, and perhaps also make GITR a possible
candidate biomarker for disease evolution.

METHODS

Samples

Forty-nine patient cervical samples embedded in paraffin and
selected on a non-probabilistic form by convenience sampling from
2000 to 2002 in the Cancer Prevention Center of Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brazil, were used. These samples previously
underwent a Hybrid Capture II reaction (Digene, Gaithersburg,
MD, USA) to quantify the viral load for group B - high
oncogenic risk types that were classified into scores from 0 to 3: 0
(HPV-negative samples); 1 (1 to < 100U of light released for
probe; relative light units/positive control to group B (RLU/PCB);
2 (100to<1,000 RLU/PCB); and 3 (>1,000 RLU/PCB). On the basis
of histopathological analysis, the samples were classified as low-
grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) (CIN I); high-grade
squamous intraepithelial lesions; (HSIL) (CIN II, TII): carcinoma,
and negative for intraepithelial lesion and malignancy (NILM).

Immunohistochemistry of CD25 and GITR

The Immunohistochemistry (IHC) reaction was
developed using antigen retrieval with wet heat and 0.05M
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH 8.0 for the detection
of CD2S marker® and 10mM Tris and ImM EDTA for the GITR
marker. The primary antibodies used included anti-human IL-2R
(eBioscience™, San Diego, CA, USA; clone B-B10/cod. BMS134)
and anti-GITR (R&D systems*, Minneapolis, MN, USA; goat
IgG/cod.AF689). -

The detection system was a Universal LSAB + Kit/HRP
(Dako™”, Carpinteria, CA, USA), and diaminobenzidine (Dako®)
was used as a chromogen. Counterstaining was performed in
hematoxylin, and the slides were observed under common
optical microscopy with 10x and 40 objective lenses. Samples

showing brown staining on characteristic cells were considered
positive. Human tonsil tissue was used as the external control of
the reaction over which the primary antibody (positive control)
and phosphate buffer pH 7.4 containing 1% albumin (negative
control) was applied.

Quantitative analysis

According to the presence of immunomarked cells, the
histological sections were classified in low (small quantities)
and high (large quantities) scores. The slides were analyzed by
2 independent observers, previously calibrated (x = 0.98), and
the final result of discordant cases was obtained by common
analysis to produce a consensus.

Statistical analysis

Analysis of the frequencies among the histopathological
findings and viral load according to GITR expression intensity
were compared using Fisher’s exact test.

Ethical considerations

This study was approved by the Research Ethics Committee
of the Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, protocol
number 975, July 31, 2007.

RESULTS

We observed a predominance of GITR in large quantities
(7/9; 77.8%) in the samples with >1,000 RLU/PCB (viral load
3), although increases in viral load did not have a statistical
correlation with high GITR expression (p=0.40). Regardless
of histopathological findings, among all samples with high
GITR expression, 76.9% (20/26) were HPV-positive (viral
load, 1-3). Among the NILM samples, 40% (8/20) were HPV-
positive (viral load, 1-3) and 62.5% (5/8) of these showed high
GITR expression, while among NILM-HPV negative samples
(viral load, 0), only 33.3% (4/12) showed high GITR expression
(Table 1).

A frequency analysis of the histopathological findings
according to GITR expression intensity is shown in Table 2.
High GITR expression was predominant in the carcinoma and
HSIL samples (p = 0.16) (Fi ure 1).

All samples showed intense staining for CD25 regardless of
the result of viral load or histopathological findings (Fi ure 2).

DISCUSSION

In the present study, we observed that among the high GITR
expression samples 76.9% were HPV-positive and 23.1% were
HPV-negative. The expression of this marker was predominant
in samples with high viral load as well as high-grade lesions
and carcinoma.

A number of surface and secreted molecules have been
associated with ng, and GITR has been recognized as CD4*
T, markers in mice and humans?2*?". In this context, it is of
interest that GITR* T cells might be involved in the failure of
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TABLE 1 - Distribution of histopathological findings according to vir

al load and GITR expression (n=49).

NILM LSIL HSIL CA

GITR GITR GITR GITR
Viral load low high low high low high low high Total
0 8 4 0 0 0 1 0 1 14
1 1 2 5 2 3 4 1 1 19
2 1 1 0 0 2 2 0 1 7
8 1 2 1 1 0 1 0 3 9
Total 11 9 6 3 5 8 1 6 49

GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor; NILM: negative for intraepithelial lesion and malignancy: LSIL: low grade
squamous intraepithelial lesion: HSITL: high grade squamous intraepithelial lesion; CA: carcinoma. Viral load - 0 (negative); 1 (1 to < 100 RLU/
PCB); 2 (100 to < 1,000 RLU/PCB): 3 (> 1,000 RLU/PCB); RLU/PCB: relative light unit/positive controls to group B; GITR - low: small

quantities of immunomarked cells; GITR - high: large quantities of immunomarked cells.

TABLE 2 - Frequence of histopathological findings according to the intensity of GITR expression.

Histopathological (n/%)

NILM LSIL HSIL CA
GITR n % n % n % n %
low 11 55.0 6 66.7 5 38.5 1 14.3
high 9 45.0 3 33:3 8 61.5 6 85.7
Total 20 100.0 9 100.0 13 100.0 7 100.0

GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor: NILM: negative for intracpithelial lesion and malignancy: LSIL: low
grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high grade squamous intracpithelial lesion: CA: carcinoma. GITR - low: small quantities of
immunomarked cells; GITR - high: large quantities of immunomarked cells. (p=0.16).

the immune system to control the development of HPV-induced
cancer. Studies have demonstrated increased frequencies and
suppressive activity of T cells in patients with high-grade
lesions and cervical cancer. In addition, compared to colorectal
cancer, skin melanoma, and bronchial carcinoma, HPV-derived
CIN lesions and cervical carcinomas have higher numbers of
T cells®2,

One study that investigated the influence of tumor-infiltrating
T, cells on tumor-specific T cell responses found that T_ cells in
patients with liver cancer upregulated GITR expression compared
with T, cells in tumor-free liver tissue and blood*. Another
study identified increased numbers omeg GITR" cells in tumor-
positive lymph nodes compared with tumor-negative nodes in
the same patient®. Both studies propose that GITR ligand could
be a promising treatment for cancer and that GITR and GITR
ligand are good candidates for disease evolution biomarkers.

Studies investigating the natural history of HPV infection
have shown that viral clearance may vary from 4-16 months
according to the virs’ oncogenicity*-**. However, it has been
observed that persistent infection with a higher likelihood of
progression to high-grade lesions and invasive carcinoma can
occur in the face of an ineffective immune response. In this context
and considering that HPV infection is restricted to epithelial cells,
the importance of the local immune response is highlighted.

290

making the components present in the microenvironment crucial
for lesion development or regression***¢. The role of GITR has
been unclear until now, emphasizing the importance of the
present study to clarify the immune response in the cervical
microenvironment.

The presence of high GITR and CD25 expression levels
found in HPV-derived CIN lesions and cervical carcinomas
indicates that these cells may play an important role in the
downregulation of immune responses’’. A strong association
between these markers and T__ cells was demonstrated in a
study that found GITR expression in only those cells that also
expressed CD4 and CD25, and most of them co-expressed
FOXP3*, The association of GITR and CD25 with negatively
regulated T helper-activated lymphocytes has been demonstrated
in experiment with CS7BL/6 GITR"* mice (wild type), which
showed decreased IL-2 expression compared to C57BL/6
GITR",

The relevance of cells expressing the studied markers in
immune response suppression is emphasized by studies that
evaluate in vitro regulatory activity through cytokine expression
by CD4* T cells, CD4°CD25*GITR" cells, and CD4°CD25"
GITR" cells. These studies showed that the first produced
cytokines that activated the immune response and the last 2
increased immunosuppressive cytokine levels'!”.
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control human tonsil stained with anti-human GITR antibody: b: negative control
human tonsil - omitting primary antibody. showed no staining: ¢: CIN II and d:
NILM, with GITR expressing cells in small quantities: e: CIN Il and f CIN I,
with GITR expressing cells in large quantities. All figures are presented in the
same magnification (400X). Black arrows indicate positive-staining cells with
anti-human GITR antibody. GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor; HPV: human papillomavirus: CIN: cervical intraepithelial neoplasia

It is unclear whether increased frequencies of regulatory
cells are a cause or consequence of high viral load and chronic
infection®*"*!. The predominant expression of GITR in samples
with high viral load and classified as HSIL and carcinoma in this
study suggest that GITR™ cells can exhibit regulatory properties.
The lack of'a correlation between GITR and viral load or GITR and
histopathological findings can be explained by the small sample
size. Additional studies are required to confirm these observations.

Further longitudinal studies are required to assess the true
association between HPV persistence and immunoregulatory
cell involvement in lesion progression and the development of
neoplasia. Studies have demonstrated increased frequencies and
suppressive activity of T cells in HPV-infected patients with
cervical cancer and its precursor lesions (CIN) and suggest that
T, cells may be a potential marker of cervical disease persistence.
One longitudinal analysis of T  cell frequencies showed a
modest decline 1 year after curative surgery or chemoradiation™*.

Finally, on the basis of the finding that GITR configures
a surface molecule characteristic of cells with a regulatory
profile, our results suggest that GITR' cells may play a role
in the development of a favorable microenvironment for the
progression of HPV-induced cervical neoplasia that omits proper
activation of the immune response for antigen elimination.
Additional studies have been made by the same group including
the characterization of FOXP37/CD25", CD4 /transforming
growth factor-f and IL-10 - secreting cells in HPV-infected
samples by using IHC to help elucidate the role of T cells
in cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical cancer
(manuscript in preparation).

3 ol
R

FIGURE 2 - CD25 expression in HPV positive cervical lesions. A: Positive control human tonsil stained with anti-human 1L-2R antibody: B: negative control
human tonsil - omitting primary antibody. showed no staining: C: CIN II. with CD235 expressing cells in large quantities. All figures are presented in the same
magnification (400X). Black arrows indicate positive-staining cells with anti-human IL-2R antibody. HPV: human papillomavirus; 1L-2R: IL-2 receptor, CD25:

a-chain of the 1L.-2 receptor.
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