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Aos vinte e quatro dias do més de novembro de 2017, as 14:00 h, em sessdo
publica na sala 10 do bloco administrativo do Centro de Biotecnologia deste
Campus Universitario, na presenca da Banca Examinadora presidida pelo
Professor Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente e composta pelos
avaliadores 1. Prof. Dr. Rafael de Aimeida Travassos (CBIOTEC/UFPB),; 2. Ma.
Cinthia Nébrega Dias (PgPNSB/UFPB), a discente Ronara Adriane Gongalves
Cambui, matricula 11312825, apresentou o Trabalho de Conclusédo de Curso
intitulado: Avaliacdo de células CD8 em mulheres infectadas com
papilomavirus humano, como requisito curricular indispensavel para a
integralizacdo do Curso de Graduagcdo em Biotecnologia. Apds reuniao em
sessao reservada, a Banca Examinadora deliberou e decidiu peia
ﬁmﬂmgﬁ] 0 do referido trabalho, divulgando o resultado
formaimente ao discente e demais presentes e eu, Tatjana Keesen de Souza

Lima Clemente, na qualidade de Presidente da Banca, lavrei a presente ata que

sera assinada por mim, pelos demais avaliadores e pela discente.
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Presidente da Banca Examinadora

Avaliador
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RESUMO

Os Papilomavirus humano (HPV) s&@o microorganismos responsaveis pelo
desenvolvimento de lesGes verrugosas na pele e nas mucosas, sendo classificadas
em lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e les&o intraepitelial
escamosas de alto grau (HSIL). Frequentes estudos vem sendo intensificados a fim
de compreender o perfil imunolégico do hospedeiro atrelado a progressao ou
regressao da infec¢cdo, uma vez que o virus apresenta diversos mecanismos de
evasdo a resposta imunolégica. Células T CD8+ apresentam papéis fundamentais
no controle de infecc¢des virais, porém, seu perfil ainda se encontra pouco elucidado
em infeccbes por HPV. Diante disso, este trabalho objetivou avaliar o perfil
imunologico de células T CD8+ quanto a expressdo das moléculas CD95, CD95L,
PD-1 e granzima B em mulheres apresentando LSIL e HSIL. Para isto, foram obtidas
9 amostras de sangue periférico de mulheres portadoras de LSIL, 7 amostras de
HSIL e 9 amostras de individuos saudaveis. Para avaliacdo da imunofenotipagem foi
realizado o protocolo experimental para citometria de fluxo, recebendo marcacao
com anticorpos monoclonais anti-CD8, anti-CD95, anti-CD95L, anti-PD1 e anti-
GRANZIMA B. Desta maneira, foi possivel obter os seguintes resultados: a) nédo foi
identificado alteragBes na frequéncia de linfocitos totais nas pacientes com LSIL e
HSIL; b) linfécitos T CD8+ demonstraram reducao significativa em pacientes com
LSIL; c¢) identificou-se uma reducdo na expressdo de CD95 e CD95L de células T
CD8+ em pacientes com HSIL; d) a expressdo de PD-1 foi elevada em células T
CD8+ de pacientes com HSIL; e) alta expressao de granzima B em células T CD8+
de pacientes com HSIL. Desta forma, o estudo sugere que o carater mais brando da
LSIL pode estar atrelado a baixa frequéncia de linfécitos T CD8+ da periferia com
possivel migracao para o sitio infectado, a fim de promover o controle da infecc¢éo;
enquanto que a progressao para HSIL pode estar relacionada ao desenvolvimento
de exaustdo celular pelas células T CD8+ diante dos mecanismos de evasdo e

persisténcia viral.

Palavras-chave: HPV, Citometria, Linfécitos T CD8.



ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) are microorganisms responsible for the development of
warts on the skin and mucous membranes and are classified into low grade
squamous intraepithelial lesion (LSIL) and high grade squamous intraepithelial lesion
(HSIL). Studies has been intensified in order to understand the immunological profile
of the host linked to the progression or regression of the infection, since the virus
presents several mechanisms of evasion to the immune response. CD8 + T cells play
fundamental roles in the control of viral infections, however, their profile is still poorly
elucidated in HPV infections. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the CD8+ T cell immunity profile of CD95, CD95L, PD-1 and granzyme B in women
presenting LSIL and HSIL. To reach this aim, 9 peripheral blood samples were
obtained from women with LSIL, 7 samples from women with HSIL and 9 samples
from healthy subjects. In order to evaluate the immunophenotyping, the experimental
protocol for flow cytometry was performed, where these samples were labeled with
anti-CD8, anti-CD95, anti-CD95L, anti-PD1 and anti-Granzyme B monoclonal
antibodies. Thus, the following results were obtained: a) there was no changes in
frequency of limphocytes in LSIL and HSIL patients; b) there was a reduction of T
CD8+ in LSIL patients; ¢) T CD8+ from HSIL patients demonstrated reduction of
CD95 and CD95L expression; d) elevated PD-1 expression in T CD8+ cells from
HSIL patients; e) higher expression of granzyme B in T CD8+ of HSIL patients. Thus,
the study suggests that the milder profile of LSIL may be due to to the low frequency
of peripheral CD8+ T lymphocytes linked with possible migration of these cells to the
infected site in order to promote infection control; while the progression to HSIL may
be related to the development of cellular exhaustion by CD8+ T cells in the presence

of evasion and viral persistence mechanisms.

Keywords: HPV, Cytometry, Limphocytes T CD8.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus de DNA que infecta o epitélio
estratificado escamoso da pele e membranas mucosas. Pertence a familia
Papovaviridade e ao género Papillomavirus. Sua classificacdo ndo € baseada em
sorotipos, mas em diferencas genotipicas (DE LIMA CAMARA, 2008). Assim, mais
de 130 gendtipos de HPV j& foram sequenciados, 0s quais apresentam
peculiaridades oncogénicas inferindo na infeccao (NO et al., 2010).

Desta forma, ha HPVs considerados de baixo risco e alto risco oncogénito. Os
HPVs de baixo risco estdo associados com lesdes benignas, como verrugas
genitais. Os HPVs de alto risco contribuem no desenvolvimento de diversos
canceres, como o cancer cervical (NO et al., 2010).

Em 2016, o cancer cervical foi considerado a quarta neoplasia mais
prevalente em mulheres mundialmente, representando cerca de 79% dos canceres.
No Brasil, a Regido Norte apresentou maior incidéncia deste carcinoma (23,97/100
mil), seguida pela Regido Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil)
(BRASIL/INCA, 2016).

De acordo com o tipo viral as lesdes por Papilomavirus podem apresentar um
grau mais branda - leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) - ou progredir
para um grau mais severo — lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) - (NO
et al., 2010). Isto se da devido a execucdo de mecanismos virais que proporcionam
sua persisténcia e progresséao da infeccao.

Desta maneira, as respostas imunolégicas indicam papel fundamental no
controle da infeccdo. Portanto, a compreensdo dos mecanismos imunolégicos
durante os estagios das lesGes ainda se encontra pouco elucidado na literatura
cientifica, uma vez que o HPV executa mecanismos de evasao da resposta imune.

Diante disso, vé-se a necessidade de estudos que contribuam para a
compreensdo destes mecanismos, tanto em estagio menos grave (LSIL) como no
estagio mais avancado e grave (HSIL), a fim de que sirvam como base para o
estabelecimento de um possivel perfil prognéstico, podendo ser utilizado como

auxiliar no determinante da conduta terapéutica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Breve Historico

No século XIX, especificamente na regido da Grécia e Roma, detectou-se 0s
primeiros relatos descritivos de verrugas genitais, quando Virchow, em 1867,
denominou as lesdes genitais de condilomas e as descreveu como massas com
pequenas elevacdes na superficie, semelhantes a couve-flor (ORIEL, 1971).

Portanto, a identificacdo de verrugas cutéaneas e sua semelhanca com o0s
condilomas encontrados na regiao genital era questionavel. Desta forma, no final do
século XIX e inicio do século XX diversos experimentos foram intensificados em
busca de respostas para este questionamento. Até que Ciuffo, em 1907, realizou
uma auto-inoculacdo com o extrato filtrado de verrugas cutaneas na regido genital,
provocando o0 desenvolvimento de verrugas genitais com caracteristicas
semelhantes as cutaneas, concluindo assim que ambas patologias compartilhavam
do mesmo agente etioldgico (ORIEL, 1997; ONON, 2011).

Em confirmacdo, em 1949, através da microscopia eletronica (ME) foi-se
analisado o exsudato de verrugas cutaneas observando a presenca de particulas
virais distribuidas em padrdo cristalino (ORIEL, 1997). Em 1968 realizaram
novamente o0 mesmo experimento, mas desta vez, a partir do exsudato de verrugas
genitais, identificando assim, 0 mesmo agente etioldgico. Logo, foi-se postulado a
“Teoria Unitaria”, afirmando que as verrugas cutaneas e genitais sdo causadas por
virus idénticos ou fortemente relacionadas ao Papilomavirus humano, classificando-
0 no grupo Papova (DUNN, et al., 1968; ALMEIDA, et al., 1969; ORIEL 1971).

O termo Papova deriva de trés palavras: papiloma (verrugas do coelho e do
homem), polioma (do rato) e vacuolizante (de células do simio). Posteriormente, ao
identificarem a infec¢é@o por papilomavirus em outros hospedeiros, foi-se incluido no
grupo Papova os Papilomavirus bovino, canino, humano, entre outros, os quais
compartilhavam de caracteristicas comuns: DNA circular de dupla fita e capacidade
em produzir infecgdes latentes ou cronicas em seus hospedeiros ocasionando
transformacao de células normais em neoplasicas (VILLA, 1998).

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, em 1974, Zur
Hausen e colaboradores identificaram o DNA do HPV por hibridizagdo molecular e

sucessivos estudos permitiram a identificacdo de diversos tipos virais do



20

papilomavirus, tornando possivel observar que alguns gendtipos eram
repetidamente encontrados em determinadas regides e graus de lesdes, tais como:
HPV 1 e 4 em verrugas na pele, HPV 6 e 11 em verrugas anogenitais e HPV 16 e 18
em lesOes intraepiteliais cervicais e cancer do trato genital (SCHIFFMAN, et al.,
2007; GISSMANN, et al., 1977).

Entre 1974 até 1976 diversos estudos se intensificaram em analisar o
possivel papel do HPV no cancer cervical, o que demonstrou a natureza
heterogénea da familia Papilomavirus, permitindo um novo olhar para o possivel
envolvimento do virus em areas antes ndo observadas, como em papilomas
laringeos e canceres anogenitais. Estima-se que 4% de todos os canceres humanos
sao atribuidos ao HPV, porém, quando a propor¢cao de cancer de cabeca e pescoco
atribuidas ao HPV esteja melhor entendida, é possivel que esta taxa esteja
subestimada (COSTA, 2013).

Apbs o estabelecimento efetivo do papilomavirus como agente necessario
para o desenvolvimento das neoplasias cervicais, a infec¢cdo pelo Papilomavirus
humano (HPV) tem sido considerada a doenca sexualmente transmissivel mais
comum em todo o mundo e, de acordo com o Ministério da Saude em 2014, a
maioria das pessoas sexualmente ativas, homens e mulheres, terdo contato com o

virus durante algum momento da vida (FACINA, 2014).

2.2 Epidemiologia

O principal método de transmissédo do HPV ¢é através do ato sexual. Logo, as
estimativas de contaminacdo em individuos sexualmente ativos ao longo de suas
vidas sédo de aproximadamente 80%, dentre os quais, aproximadamente 40%
provém do sexo feminino (PINTO, 2010). A infeccdo pelo HPV € mais prevalente em
jovens sexualmente ativos até os 35 anos de idade, apresentando infeccdo apenas
em 10% das mulheres acima de 40 anos e 5% das mulheres acima de 55 anos
(PINTO, 2010).

Enquanto a infecgdo por HPV em mulheres sdo frequentemente relatados,
casos em homens aparenta ser pouco observado. Isto se d& devido a infeccéo
masculina apresentar-se, em sua maioria, de forma subclinica, resultando em um
potencial nimero de assintomaticos considerados reservatérios e transmissores do

virus. No entanto, agravamentos clinicos como carcinomas de pénis, anus e
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orofaringeo vem apresentando uma tendéncia de aumento em homens com HPV
(SILVA, 2011).

A prevaléncia da infeccdo por HPV em homens apresenta-se de forma
bastante variavel em diversos paises, devido aos diferentes métodos utilizados para
a obtenc&o das amostras genitais, o que dificulta a realizagdo da comparacédo entre
os estudos. Entretanto, os resultados das diversas investigacoes tém sugerido que a
infeccdo por HPV em homens sexualmente ativos € tdo prevalente quanto a infec¢cao
por HPV na cérvice uterina (SILVA, 2011).

Com base nas informacgdes do projeto Globocan, na regido da América Latina
e do Caribe, estimou-se, para 2012, a ocorréncia de 1,1 milhdo de casos novos de
cancer, sendo 560 mil casos novos em mulheres, de forma que o cancer cervical foi
considerado o segundo mais incidente (12,2%). Em 2016, foi considerada a quarta
neoplasia mais prevalente em mulheres no mundo, representando cerca de 7,9%
(BRASIL/INCA, 2016).

Todavia, quando o diagnostico é descoberto precocemente, também é o
cancer com maior potencial de cura (BRASIL/INCA, 2015). Ainda assim, figura como
sendo a segunda causa de morte em mulheres com estimativa de aproximadamente
230.000 casos de mortes anualmente, das quais 80% s&o oriundas de paises em
desenvolvimento (BRASIL/INCA, 2016).

No 2016, no Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o
cancer do colo do atero foi o primeiro mais incidente na Regido Norte (23,97/100
mil). Nas Regides Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil), ocupa a
segunda posicao; na Regido Sudeste (11,30/100 mil), a terceira; e, na Regiao Sul
(15,17 /100 mil), a quarta posicdo, como pode ser visualizado na figura 1
(BRASIL/INCA, 2016).

Em 2009, foi-se realizado uma estimativa do cancer do colo uterino no Brasil
para os anos de 2010/2011, considerando, entdo, aproximadamente 18.430 novos
casos, com incidéncia de 18 casos para cada 100.000 mulheres (18/100.000). Em
2016, a estimativa norteou em 16.340 casos novos esperados, com um risco
estimado de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL/INCA, 2016).
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Figura 1 - Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
mulheres, estimadas para o ano de 2016, segundo Unidade da Federacao

(neoplasia maligna do colo do atero)

Mulheres

. 21,38-37,14

B 17.91-2137

. 15,36 - 17,90

9,50 - 15,35

Fonte: BRASIL/INCA, 2016.

2.3 A Biologia e a patogénese das papilomaviroses

2.3.1 Taxonomia e nomenclatura

Os papilomavirus sao grupos de virus de DNA de dupla fita que infectam
vertebrados. Seu nome, Papilomavirus, foi derivado do latim papila - diminutivo de
papula, referenciando a projecdo ou saliéncia em forma de mamilo — e oma,
desinéncia utilizada pelos antigos médicos gregos para designar as tumoracoes
(BERNARD, 2010).

Até o sexto relatério publicado em 1995, pelo Comité Internacional de
Taxonomia Viral — ICTV — da Divisdo de Virologia da Unido Internacional de
Associacbes de Microbiologia, o0s géneros Papillomavirus e Polyomavirus
constituiam a familia Papovaviridae (MURPHY, et al., 1995). A partir do sétimo
relatério (VAN REGENMORTEL, et al., 2011), foi criada a familia Papillomaviridae,

incluindo apenas o género Papillomavirus. Atualmente, neste género ja sao descritas
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oito espécies, entre as quais encontra-se a espécie Human papillomavirus (HPV)
(DE LIMA CAMARA, 2008).

Como observado, as espécies foram entdo nomeadas de acordo com seu
hospedeiro infectante, como os Papilomavirus bovino (BPV), Papilomavirus canino
(CPV), Papilomavirus humano (HPV), Papilomavirus ovino (OPV), dentre outros
(VAN REGENMORTEL, et al., 2011).

Cada espécie possui subclassificacdes baseada em diferencas genotipicas a
partir de variacbes nas sequencias de nucleotideos da regido génica responsavel
por expressar a proteina L1 (BERNARD, et al., 2010). Assim, atualmente j& séo
reconhecidos cerca de 230 tipos virais. Quando tais variagdes diferem em pelo
menos 10% um gendtipo viral € identificado. Quando essa homologia varia menos
do que 2%, fala-se em variante e, entre 2% e 10%, em subtipo (BURK, 1999). Desta
forma, a medida em que gendtipos diferentes sdo descobertos e sequenciados, vao
sendo denominados com numero sequenciais, como o HPV-6, HPV-11, HPV-16 e
HPV-18. Até o momento, 130 gendtipos de papilomavirus ja foram sequenciados e
aproximadamente um terco deles infectam o epitélio escamoso do trato genital (NO,
et al., 2010; LORENZON, et al., 2011).

Cada gendtipo possui peculiaridades biolégicas durante a infec¢cdo que
podem inferir em seu potencial carcinogénico. Desta forma, ha HPVs considerados
de baixo risco e alto risco oncogénito. Os HPVs de baixo risco estdo associados com
lesGes benignas, como verrugas genitais e papilomatoses recorrente laringea. Os
HPVs de alto risco contribuem no desenvolvimento de diversos canceres que
incluem o cancer cervical, vaginal, vulvar, anal, peniano e orofaringeo (NO, et al.,
2010).

O HPV-16 e 18 sdo os principais tipos com alto poder carcinogénico,
responsaveis por 70% a 100% do cancer cervical. Enquanto que os tipos 6 e 11 sédo
0s principais responsaveis por 90% das verrugas genitais (SCHIFFMAN, et al.,
2007).

Os papilomavirus sdo espécie-especificos em tropismo pelo epitélio
escamoso da pele e das mucosas. Desta forma, sua infec¢cdo pode atingir regides
como o trato anogenital, uretra, pele, laringe, mucosa traqueobrénquica, cavidade
nasal, sino paranasal e cavidade oral, (NO, et al., 2010; KUMARASWAMY E

VIDHYA, 2011) variando desde verrugas benignas comuns ao cancer invasivo.
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2.3.2 Morfologia e patogénese viral

Quanto a caracterizacdo viral, o papilomavirus possui um aporte pequeno,
com diametro em torno de 55nm, formato icosaédrico e ndo envelopado. Seu
capsideo, com aproximadamente 2 nm de espessura, € composto por 72 unidades
morfolégicas conhecidas como capsémeros, dispostos segundo uma simetria
icosaédrica (T=7). Estes sao formados a partir pentdmeros da proteina estrutural
principal L1 (54 kDa) e da L2 (76 kDa), localizada mais internamente no capsideo.
Tais proteinas sao responsaveis pela imunogenicidade do virus e carregam
determinantes antigénicos género-especificos (DE LIMA CAMARA, 2008).

O genoma da particula viral é formado por duas fitas circulares de DNA
composto por, aproximadamente, 7500 a 8000 pares de bases (pb). Apresenta 8
genes na regido longa de controle — long control region, LCR, ou upstream
regulatory region, URR —. Embora ocorram variagbes no tamanho e na sequencia
dos genes e das LCRs entre os diferentes papilomavirus, todos tém a mesma
organizacéo gendmica (DE LIMA CAMARA, 2008).

Figura 2 - Organizacdo gendmica do papilomavirus.

HPV genome &

7900 bp

L1

LCR

Fonte: BERNARD, 2008.



25

A regido longa de controle (LCR) incorpora a regido precoce E (early region) e
a regido tardia L (late region). — A regido precoce E é responsavel pelos genes que
codificam as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7, as quais atuam no controle do ciclo
celular e regulacéo da transcricédo e replicacdo viral. Ja na regido tardia L localiza-se
os genes L1 e L2, envolvidos na constituicdo estrutural do capsideo viral (Figura 2)
(BERNARD, et al., 1994).

Sua infeccdo tem inicio quando as particulas virais penetram no epitélio
escamoso a partir de microfissuras, atingindo as células da camada mais profunda,
na zona basal (Figura 3). Através da interacdo das proteinas do capsideo viral com
receptores especificos da célula-alvo faz-se possivel sua entrada no ambiente
intracelular. Estudos in vitro apontam a alfa-6 integrina como o receptor celular

envolvido na internalizacédo do papilomavirus (EVANDER, 1997).

Figura 3 - Infeccdo do epitélio escamoso pelo HPV.
Epitelio Escamoso Infectado Ciclo Vital do HPV

°
Zona < g Liberagao do virus
superficial 9
8 Genes L1 €12 expressos
o
Zona i Genoma viral amplificado
intermedidria g
= Virus e células
o replicam j
Zona basal 8 P jMlitas
_ 3 Células basais infectadas pelo
Membrana & virus; seu genoma se estabe-
basal 8- lece como um epissoma

Célula em divisao
Fonte: BERNARD, 2008.

As células da zona basal sdo caracterizadas por encontrar-se em um estado
mais imaturo, apresentando-se menos diferenciadas e com maior atividade mitética.
Desta forma, no interior celular, em um estagio inicial ndo ha a producdo de
progénies virais e baixa expressdo das proteinas E1, E2, E6 e E7 (RAUTAVA
SYRJANEN, 2011). Quando a célula infectada inicia o processo de diferenciacao
compondo a zona intermediaria e zona superficial, 0 DNA viral é exposto a acéo de

enzimas nucleares favorecendo a alta expressao de todas as proteinas necessarias
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para a replicagéo viral, principalmente de E6 e E7 (STANLEY, 2006). A replicagao
ocorre com cerca de 1000 copias por célula, expressando, entdo, as proteinas L1 e
L2 contribuindo para a montagem da nova particula viral. Com a célula ja
diferenciada, o DNA viral é empacotado em capsideos virais e liberado através da
superficie da célula epitelial. Com isto, apds o periodo de incubacao viral de 2 a 3
semanas as células infectadas comegcam a demonstrar alteracdes morfoldgicas que
podem acarretar na manifestacdo de lesbes escamosas, na regido cutanea ou
mucosa, conforme o tipo do virus (SNIJDERS, et al., 2010).

Quando as alteracdes morfologicas sao identificadas nas células ja
diferenciadas, ditas maturas, que compdem a zona superficial e intermediaria, é
possivel considerar um quadro de displasia branda. Portanto, quando tais alteracdes
sdo detectadas maiormente nas células basais, afetando seu processo de
diferenciacéo, considera-se uma displasia mais moderada ou até mesmo grave (DE
LIMA CAMARA, 2008).

Apesar da infeccdo por HPV se espalhar mais comumente de forma sexual,
outros meios de transmisséo também ja foram descritos, como a transmisséao vertical
(a partir da passagem da crianca pelo canal do colo uterino infectado durante o
parto) e também através de auto-inoculacdo. Contudo, alguns pesquisadores
também defendem a possibilidade de transmissdo do HPV através de formas
fémites, como o uso compartilhado de objetos contaminados, uma vez que o HPV é
altamente resistente aos efeitos de alta temperatura e baixa umidade climatica
(KUMARASWAMY E VIDHYA, 2010).

Richart e Barron (1969) propuseram o termo Neoplasia Intra-epitelial Cervical
(NIC), devido a percepcado da natureza progressiva das lesdes, classificando em NIC
I, II, Ill, carcinoma in situ e carcinoma invasivo. NIC | esta relacionada a atividade de
replicacdo do HPV apresentando manifestacfes clinicas de forma branda e forte
tendéncia de regressédo espontanea. A medida que as lesfes e infeccédo persistem
em direcdo a um quadro oncoldgico tem-se a NIC Il e NIC lll, sendo esta Ultima um
estagio mais agravante. Cerca de 12% dos casos de NIC Ill progridem para um
carcinoma se nao tratados (BERNARD, 2010).

Sendo assim, sua infeccdo pode acarretar em um quadro latente ou ativo. Na
infeccdo latente, praticamente ndo sédo observados os efeitos de citopéaticos do virus
e 0 epitélio apresenta-se aparentemente normal. A infeccdo ativa pode ser

classificada como clinica — condiloma acuminado e carcinoma invasivo — ou



27

subclinica — Neoplasia Intraepitelial Cervical de Baixo grau e de Alto Grau. Paralelo
ao termo proposto por Richart e Barron (1969), as classificacdes em Neoplasia Intra-
epitelial Cervical permitem incorporar o estagio NIC | compondo o quadro de Leséo
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL, do inglés lowgrade squamous
intraepithelial lesion), e NIC Il e Il em uma Lesé&o Intraepitelial Escamosa de Alto
Grau (HSIL, do inglés high-grade cervical squamous intraepithelial lesion)
(BERNARD, 2010).

A classificacdo LSIL indica uma displasia branda, uma lesdo pré-maligna com
baixo risco carcinogénico, podendo ser causada, principalmente, pelo HPV-6 e 11,
estando sempre sujeito a regressao e eliminagdo viral. O risco de um quadro LSIL
evoluir para um cancer € de apenas 0,1%. J4 no HSIL as células infectadas
apresentam grandes alteragcdes morfolégicas em uma displasia mais moderada com
grande risco de progredir para uma displasia grave, ou lesbes pré-malignas
moderadas/avangadas, acarretando até mesmo em um cancer estabelecido. O risco
de um resultado HSIL ser uma lesdo pré-maligna avancada na biopsia é de 50%. O

risco de um resultado HSIL ser um cancer é de 7% (NO, et al., 2010).

2.4 Respostaimunologica direcionada ao HPV

Apés a entrada do HPV nas células alvos e proliferacdo viral, a resposta
imune integrada encontra-se voltada a eliminagcdo do patdégeno, a partir de
mecanismos provenientes da imunidade inata e adaptativa, conforme classificacéo
didatica.

Nos estagios precoces da infeccdo por HPV, a resposta imunoldgica inata
apresenta-se como primeira linha de defesa contra a infec¢do, envolvendo células
como os neutréfilos, macrofagos, células dendriticas (CD), células de langerhans
(CL), natural killer (NK), natural killer T (NKT) e queratinécitos (CK). A deteccao
antigénica por estas células permite a utilizacdo de meios de erradicacdo, o que
inclui o recrutamento e ativacdo de demais células imunoldégicas, como o0s
integrantes da imunidade adaptativa. Como segunda linha de defesa, a imunidade
adaptativa direciona-se no controle da progressao da infeccdo a partir de
mecanismos celulares e humorais (ABBAS, et al., 2012; BERTI, et al., 2017).

Os queratinécitos infectados parecem atuar como principais sentinelas

imunoldgicas. Apesar de sua limitagdo, sao habeis como apresentadores
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antigénicos, induzindo a expressdo de citocinas nos perfis T-helperl (Thl) e T-
helper 2 (Th2) de células T CD4+, bem como uma resposta citotoxica em células T
CD8+ (BLACK, et al., 2007; BERTI, et al., 2017).

Na presenca de citocinas como interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL-12) e
Interferon-gama (IFN-y), células T CD8+ séo ativadas adquirindo perfil citotoxico no
controle de células cervicais pré-neoplasicas e cancerigenas causadas por HPV
(BLACK, et al., 2007; BERTI, et al., 2017).

Apesar dos mecanismos citotoxicos das células T CD8+ apresentarem bem
elucidados durante uma infeccéo, o seu perfil em lesdes por HPV ainda se encontra
incerto. Durante os estagios iniciais o virus permanece retido nas células basais e as
proteinas necessarias para apresentacado viral aparecem pouco expressas. Desta
forma ha pouca apresentacdo de antigeno viral ao sistema imune local e sistémico
(FELLER, et al., 2010; TORRES-POVEDA, et al., 2014) e isso pode ser um dos
mecanismos moduladores do HPV em se evadir da resposta imunolégica (FELLER,
et al., 2010).

Os linfocitos T CD8+ ou células T citotoxicas (CTL) sdo capazes de
reconhecer a apresentacdo das proteinas E2 e E6 da particula viral pelas células
infectadas ou fagocitérias, através da Molécula Maior de Histocompatibilidade do
tipo 1 (MHC1), desencadeando mecanismos de erradicagéo da infec¢cdo o que inclui
a propria célula infectada (BLACK, et al., 2007).

Dentre os métodos citotoxicos dos linfocitos T CD8+ destaca-se a via
apoptoética de sinalizacdo extrinseca induzida por receptores de morte celular
ativados por seus ligantes, como a molécula CD95 (APO1, Fas, TNFR6). O CD95 é
um receptor de membrana do tipo |, pertencentes a familia de receptores do fator de
necrose tumoral (TNF), localizada, predominantemente, na superficie celular dos
linfécitos T CD8+ e contendo em sua estrutura citoplasmatica um estiramento
conservado de 80 aminoacidos, o dominio da morte (DD). Sua estimulacédo ocorre
pelo seu ligante CD95L (FasL, TNFSF6), uma proteina de membrana tipo Il
envolvida na familia TNF, encontrados na superficie das células infectadas ou até
mesmo da propria célula T CD8+ (PETER, et al., 2003).

Diversos estudos vém demonstrando a motilidade, proliferacdo e senescéncia
celular como resultado da interacdo de CD95 e CD95L; porém, estes papéis ainda
se encontram pouco elucidados na literatura cientifica, uma vez que dependem da

patogenia e do tipo celular infectado. Sendo assim, o mecanismo mais evidenciado
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em células neoplasicas e pré-neoplasicas pela interacdo de CD95 e CD95L € o da
via de apoptose pela via intrinseca (PETER, et al., 2015).

Na apoptose intrinseca, a estimulacdo do CD95 com o seu ligante CD95L
permite que o complexo de sinalizacao indutor da morte (DISC) interaja com a DD
do CD95, o que resulta na ativacdo da caspase-8. Com a via da caspase-8 ativada
varias proteinas intracelulares sdo codificadas afim de executarem, entdo, a
atividade apoptotica na célula infectada (PETER, et al., 2003; PETER, et al., 2015).

Além do mecanismo de morte celular via sinalizacdo enzimatica, os linfécitos
T citotoxicos efetuam também este papel a partir de exocitose granular. A familia
das granzimas sdo proteinas serino-proteases armazenadas e processadas em
granulos citoplasmaticos em linfécitos citotoxicos T CD8+, sendo a granzima B a
mais abundante. Essas serino-proteases estao relacionadas a eventos proteoliticos
em células-alvo (SHAFER-WEAVER, et al., 2006).

O reconhecimento de uma célula infectada pelos linfécitos T CD8+
determinam a liberacdo da granzima B juntamente com perforinas por exocitose.
Com auxilio da perforina, poros sdo formados na membrana da célula alvo
favorecendo a entrada da granzima B, aonde promoverd sinalizacbes de destruicdo
da célula infectada (CALDAS, et al., 2006).

Apesar de diversos outros mecanismos citotoxicos das células T CD8+ no
controle de uma infeccdo, vias de auto-regulacdo podem ser desenvolvidas nas
células T CD8+. Apbs o reconhecimento antigénico pelas células T e ativacdo da
molécula de TCR, a molécula inibitéria PD-1 (também conhecida como CD279)
pertencente a superfamilia B7-CD28 pode ser expressa. Esta proteina é capaz de
modificar fortemente a atividade do sistema imunoldgico. A ativacdo do PD-1 se da
através do seu ligante PD-1L (também conhecido como B7-H1 e CD274), que
culmina no recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-2, que agem nas quinases
sinalizadoras da via do TCR diminuindo o sinal do TCR, o que, consequentemente,
conduz a uma reducéo da ativacao e proliferacdo das células T e da producéo de
citocinas. (WEN, et al., 2013).

Assim, uma infeccdo persistente pode acarretar em altos niveis de expressao
de PD-1 e PD-L1. O aumento exacerbado da expressdo de PD-1 em células T
durante infecgbes esta associado a perda de funcdo destas células, conduzindo-as a
um estado de exaustdo celular, o que favorece a progressdo da doenca (WEN, et
al., 2013).
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Portanto, a presenca do Papilomavirus humano € condigdo necesséria para o
desenvolvimento da leséo intraepitelial, porém néo suficiente, uma vez que para o
desenvolvimento, manutencdo e progressao das lesdes, fatores imunoldgicos
podem ser considerados agravantes para a persisténcia viral ou fundamentais para
a regresséao da leséo.

Nota-se entdo, o papel crucial dos linfécitos T CD8+ e de sua via citotoxica no
controle da infeccdo por HPV, porém, pouco esta elucidado acerca do processo
imunologico em lesdes intraepiteliais, 0 que demonstra a grande relevancia em
compreender o real perfil desta célula T citotoxica em pacientes com lesdo
intraepitelial escamosa de baixo e alto grau (HSIL e LSIL), bem como da expressao
dos marcadores moleculares CD95, CD95L, PD-1 e da proteina granzima B, os

quais podem contribuir como prognadstico para maior controle da patologia.

2.5 Diagnéstico e profilaxia

A profilaxia do HPV visa o controle da transmissdo do virus e diagndstico
precoce da doenca, 0 que depende da realizacdo de programas educativos e 0 uso
de medidas preventivas. A populacdo que tem demonstrado ser mais atingida pelo
HPV é a feminina, principalmente em quadros oncogénicos. Logo, programas que
estimulem a conscientizagdo sobre a necessidade da realizagdo de exames
ginecoldgicos preventivos sdo sempre necessarios. (BERNARD, 2010).

JA o homem vem se apresentando em sua maioria como um portador
assintomatico do virus, desempenhando o papel de transmissores da patologia,
necessitando também de serem alvos da educacéo preventiva. Logo, € importante
que o parceiro sexual da paciente diagnosticada com HPV seja encaminhado para o
exame clinico, laboratorial e acompanhamento médico a fim de contribuir no controle
da patologia (DE LIMA CAMARA, 2008).

A deteccdo pode ser averiguada a partir do exame citopatoldgico
Papanicolau, colposcopia, vulvoscopia, peniscopia e anuscopia. Ao identificar a
lesdo realiza-se uma bidpsia tecidual para analise e confirmacdo do HPV. Exames
como o teste genético PCR (Reacdo em cadeia por polimerase) e o teste de captura
hibrida podem trazer informa¢des como o tipo e a carga viral, caracterizando seu
nivel oncogénico que contribua para uma melhor abordagem terapéutica (DE LIMA
CAMARA, 2008).
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O tratamento da infecgdo tem como objetivo a cura clinica, uma vez que nao
h& comprovacéo de erradicagdo definitiva do virus, o que contribui para a ocorréncia
de recidivas. Os métodos séo locais, visando a remocéo de verrugas, condilomas e
lesBes do colo uterino, através de medidas cirirgicas, quimioterapicas, cauterizacao,
entre outros (DE LIMA CAMARA, 2008).

A profilaxia contra alguns tipos de HPV é possivel por meio de vacinas que
utilizam “particulas virus like” (VLP). Desenvolvidas por tecnologia molecular
recombinante, a partir da proteina estrutural L1. Varios paises aprovaram a
comercializacdo destas vacinas, a qual € formulada em dois tipos: bivalente contra
HPV-16 e 18 voltada a prevencdo de verrugas genitais e quadrivalente contra o
HPV-6, 11, 16 e 18 possibilitando também a prevencéo de neoplasias cervicais (DE
LIMA CAMARA, 2008).

E fundamental que o monitoramento da infecgdo por HPV incorpore-se na
rotina da gestdo de saude de modo a tonar-se instrumento essencial para o
estabelecimento de a¢bes preventivas no controle da infeccéo e de seus fatores de
risco, o que engloba desde um monitoramento epidemiolégico aprimorado até
mesmo a maior compreensdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos na
infeccdo, possibilitando o desenvolvimento de um possivel prognéstico que auxilie
no determinante da conduta terapéutica.



32

OBJETIVOS




33

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o perfil imunoldgico sistémico frente a infeccdo por HPV, mediante a
caracterizagdo quantitativa da subpopulacdo linfocitaria do sangue periférico em
mulheres infectadas com o HPV, portadoras de lesdes intraepiteliais cervicais de

baixo e alto grau.

3.2 Especificos

e Caracterizar subpopulacdes de células T citotoxicas (CD8+) envolvidas com o
estabelecimento da infeccdo por HPV, além de avaliar o potencial de
diferentes marcadores imunoldgicos extracelulares (CD95L, CD95, PD-1)
dessas células para o progndstico do desenvolvimento ou controle da doenca.

e Avaliar a expressao de granulos intracelulares (granzima B) produzidas por
células T citotoxicas (CD8+) como marcadores de susceptibilidade ao
desenvolvimento ou controle da doenca.

e Comparar o perfil celular dos pacientes observados com os individuos
negativos para lesdo intraepitelial e malignidade (NILM) n&o infectadas por
HPV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi devidamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley da
Universidade Federal da Paraiba, sob CAAE: 56363316.0.0000.5183. Com isso, 0S
voluntarios envolvidos foram devidamente esclarecidos sobre o objetivo e
importancia do projeto de estudo assinando, assim, o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

4.2 Amostras Clinicas

Foram obtidas 7 amostras de sangue periférico de pacientes portadoras de
lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL), 9 amostras de pacientes
diagnosticados com leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e 9 amostras
de individuos saudaveis que atendessem aos critérios de selecdo. Estas amostras
comportavam cerca de 10mL de sangue e condicionadas em tubos vacutainer com
heparina (anticoagulante), sendo obtidas no Centro Especializado do Diagnéstico do
Cancer (CEDC) em Jodo Pessoa e conduzidas para os procedimentos
experimentais no Laboratério de Imunologia de Doencas Infecciosas (LABIDIC) do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (CBIOTEC/UFPB).

Devido a minuciosidade deste estudo envolvendo andlise imunolégica em
doencas infecciosas, por conveniéncia, tantos o0s pacientes como individuos
saudaveis foram selecionados conforme os critérios a seguir: ser do sexo feminino,
nao tabagistas, pertencentes a faixa etaria entre 18 a 45 anos, ndo gestantes, nao
estar submetidos a qualquer tipo de tratamento ginecolégico e ndo portar demais
tipos de doencas do sistema imunologico (imunodeficiéncias, doencas inflamatorias
e auto-imunes).

Com isso, 0s pacientes envolvidos apresentaram diagndstico positivo para
HSIL e LSIL através do exame citologico, colposcopia e biopsia realizados pela
equipe técnica do CEDC. Assim como os individuos saudaveis indicaram

diagnostico negativo para infeccao por HPV a partir do exame citolégico.
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E importante ressaltar que a coleta sanguinea e os exames diagnosticos

foram realizados no mesmo dia para maior evidéncia clinica e, assim, ja conduzidas

para os procedimentos experimentais.

4.3 Procedimentos e técnicas

4.3.1 Obtencdao de leucécitos para ensaios bioldgicos

Os Leucocitos foram obtidos através da lise de hemaceas (Solucédo de Lise,
BD Bioscience, CA, USA).

Para uma solugdo mais purificada os leucocitos foram lavados trés vezes
consecutivas com tampao fosfato salina (PBS), por meio de centrifugacao
(200 x g, 4 0 C, 10 min).

Desta maneira, os leucdcitos obtidos foram suspendidos em um volume de 1

mL e conduzidos para ensaios bioldgicos.

4.3.2 Marcagao com anticorpos monoclonais com fluorescéncia

25uL (2,5 x 10°) da suspensdo celular foram distribuidos em placa de 96
pocos, juntamente com meio de manutencdo RPMI e Brefeldina A (para os
pocos que receberam marcacao intracelular).

Para avaliacdo de imunofenotipagem, as células suspensas foram submetidas
ao protocolo de marcacdo com anticorpos monoclonais extracelulares e
intracelulares.

Os anticorpos utilizados para a marcagcdo de moléculas extracelulares foram:
anti-CD8, anti-CD95, anti-CD95L e anti-PD1 (BD PharmigenTM e
Ebioscience).

Para marcacdo de moléculas intracelulares utilizou-se: anti-GRANZIMA B.

Em seguida, as células marcadas foram transferidas para tubos apropriados

para avaliagcdo em citbmetro de fluxo.
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4.4 Andlise dos dados

4.4.1 Aquisicao e andlise dos dados por citometria de fluxo

A leitura da solucdo celular marcada com anticorpos monoclonais com
fluorescéncia foi realizada através do citbmetro de fluxo FACSCANTOII (Becton &
Dickinson). As aquisi¢cdes dos dados foram baseadas em 50.000 eventos. Apés isto,
estes dados foram submetidos a analise utilizando o programa de computador Flow

Jo (Tree Star, CA, USA) a fim de analisar a populacao celular de interesse.

4.4.2 Estratégia de andlise

No grafico de tamanho por granulosidade (Figura 4) foi selecionado toda
populacdo de linfocitos de interesse. Dentro desta populagéo identificou apenas os
linfécitos T CD8+ seguida por aqueles que apresentavam marcacdo para CD95+,
CD95L+, PD-1+ GRANZIMA B+ e que coexpressassem ambos os marcadores
CD95+CD95L+. Esta estratégia foi realizada para todas as amostras sanguineas,
permitindo assim, a comparacdo estatistica entre o0s pacientes e individuos

saudaveis.



Figura 4 - Estratégia de analise.

38

oK i+, Lymphocytes 1.0k cos 10" 3 PO1
;27 22,0 2,26
800 gl -
200 o
00 ]
9 ! 10°
N — 0 ]
) 2004
14
10
200 ] 3
g T T T T T o " " N 10 0 .
° 200 <00 F$'°C° 800 1.0K 10 10! 10 10 o 10 10 10° 10 10
10" 3 cDos 4 10" 3 coasL 10 3 GRANZ
240 1,38 136
10° 3 10 w0
©
un 10° E H 10° 4 § 10%
(o)} 3 (o)) N 3
[} o) c
O (@] o
10’ 3 (U] 0! =
] :}» 3
& A
10 et 0 1°
w Al x| %) o~
1 r | 3 4 -] 1 2 3 -
10 10 Cbos 10 10 10 10 CB8 10 10
10 o1 l Q2
1.26 081
10 7§
CD95 CD95L
n: 0.81
Q) 107
[a) 3
(&)
1] g
10 T 4
as 8 Q3
o 196.2 2 1,69
10 a
Hhery ey R E
o 1 2 3 B
10 10 10 10 10

Fonte: AUTOR, 2017.

4.6.3 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad

Prism 5 (Versdo 5.03, Dezembro 10, 2009). Para andlise comparativa entre 0s

diferentes grupos foram utilizados o teste ndo paramétrico Mann-Whitney e teste T

nao pareado. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas

quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da frequéncia de linfocitos gerais

A figura 5 mostra a analise comparativa da frequéncia de linfocitos totais em
relacdo aos demais leucécitos nos trés grupos: de individuos controles, pacientes

LSIL e pacientes HSIL. Estatisticamente, ndo foi observado diferenca significativa
entre 0s grupos.

Figura 5 - Frequéncia de linfocitos em relacdo aos demais leucdécitos em pacientes
com leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), les&o intraepitelial escamosa

de alto grau (HSIL), e de individuos saudéaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),

p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre os grupos comparados.
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5.2 Anélise da frequéncia de linfocitos T citotoxicos (CD8+)

Quanto a frequéncia dos linfocitos T CD8+, foi demonstrado, estatisticamente,
uma reducdo desta populagdo celular em pacientes LSIL em relagdo ao grupo
controle, enquanto que, em pacientes HSIL a frequéncia permaneceu similar a do
grupo controle, sem diferenca estatistica (Figura 6).

Figura 6 - Frequéncia de linfocitos T CD8+ em pacientes com lesao intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL), leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e

de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),
p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre os grupos comparados.
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5.3 Analise da frequéncia de linfocitos T CD8+ expressando PD-1+

Outro marcador extracelular analisado foi a expressdo da molécula PD-1 em
linfécitos T CD8+ (Figura 7) de pacientes HSIL, LSIL e individuos saudaveis
(controle). Foi observado que no grupo de pacientes HSIL, portadores do estado
mais grave da doenca, houve um aumento significativo da expressdo deste
marcador (p<0,05), tanto em relagdo ao grupo controle como em relagcdo ao grupo
de pacientes LSIL. Quanto aos pacientes LSIL, portadores de uma infeccdo mais

branda, ndo foi demonstrado diferenca estatistica significativa.

Figura 7 - Frequéncia de linfocitos T CD8+ expressando PD-1+ em pacientes com
lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesao intraepitelial escamosa de

alto grau (HSIL) e de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),

p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre os grupos comparados.



43

5.4 Andlise da frequéncia dos marcadores CD95+, CD95L+ e sua co-expressdo
em células T CD8+

Apos a identificacdo da populacdo de células T CD8+, avaliamos a expressao
das moléculas CD95 e CD95L nos grupos de pacientes LSIL e HSIL, e de individuos
saudaveis (controle). A figura 8 evidencia uma reducéo estatistica da expresséo de
CD95 em linfécitos T CD8+ no grupo de pacientes HSIL (p<0,05), em relacdo ao

grupo controle, o que néo foi observado no grupo de pacientes LSIL.

Figura 8 - Frequéncia de linfocitos T CD8+ expressando CD95+ em pacientes com
lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), leséo intraepitelial escamosa de

alto grau (HSIL) e de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),

p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre 0s grupos comparados.
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O mesmo padrao na frequéncia de expresséo de CD95 foi observado para o
marcador CD95L (Figura 9). Pacientes HSIL apontaram reducg&o significativa com
p<0,05 em relacdo ao grupo controle, enquanto pacientes LSIL apresentaram uma
frequéncia intermediaria, ndo estatisticamente significativa, em relacdo ao grupo
controle e HSIL.

Figura 9 - Frequéncia de linfocitos T CD8+ expressando CD95L+ em pacientes com
lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesao intraepitelial escamosa de
alto grau (HSIL) e de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),
p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre 0s grupos comparados.
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Ao analisarmos a frequéncia na coexpressdao das moléculas CD95+ e
CD95L+ nas células T CD8+ de pacientes com LSIL e HSIL em comparag¢do ao
grupo controle, notamos que ndo houve significancia estatistica para nenhum grupo
(Figura 10).

Figura 10 - Frequéncia de linfécitos T CD8+ expressando CD95+CD95L+ em
pacientes com lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelial

escamosa de alto grau (HSIL) e de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),

p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre os grupos comparados.
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5.5 Anélise da frequéncia de linfocitos T CD8+ expressando Granzima B+

A figura 11 demonstra uma analise comparativa da expressao de Granzima B
em linfocitos T CD8+ de pacientes LSIL e HSIL. E possivel verificar um aumento
significativo deste marcador em pacientes HSIL, tanto em relagéo ao controle como
em relacdo aos pacientes LSIL, cujo p<0,05. Quanto aos pacientes LSIL, n&o foi

observado alteracao significativa na expresséo desse marcador.

Figura 11 - Frequéncia de linfécitos T CD8+ expressando Granzima B+ em
pacientes com lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelial

escamosa de alto grau (HSIL) e de individuos saudaveis (controle).
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Fonte: Autor, 2017. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05 (*),

p<0,005 (**), p<0,0005 (***) entre os grupos comparados.
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6 DISCUSSAO

Como elucidado anteriormente, os papilomavirus induzem alteracdes
morfolégicas nas células epiteliais durante o curso da infec¢do, o que pode resultar
em lesdes intraepiteliais escamosas de baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) dependendo
do tipo de HPV. Diante disso, mecanismos imunologicos demonstram fatores
fundamentais para a regresséo ou progressao da lesdo. Portanto, o baixo clearance
viral aponta ser um grande impasse no controle da infecgao pelo sistema
imunolégico (KLOTH, et al., 2008).

Isto ocorre devido a, principalmente, trés fatores de evasdo viral: 1)
codificacdo de proteinas virais e replicacdo apenas iniciadas apds a célula entrar em
diferenciacéo, evitando sua apresentacao precoce a demais células imunoldgicas; 2)
o DNA viral é empacotado em capsideos virais e liberado através da superficie da
célula epitelial sem provocar a lise desta reduzindo a tendéncia ao processo
inflamatorio; 3) permanecem por pouco tempo no ambiente extracelular apos sua
saida da célula infectada, reduzindo sua exposicao ao sistema imunoldgico (KLOTH,
et al., 2008; SNIJDERS, et al., 2010).

A relacdo destes fatores com a ativacdo e recrutamento de células imunes
tem sido frequentemente abordado em estudos cientificos. Diante disso, 0 presente
trabalho iniciou a primeira analise voltada a frequéncia sistémica dos linfécitos totais
e dos linfocitos T CD8+ em pacientes portadores do estagio LSIL e HSIL.

Quanto aos linfdcitos totais, ndo houve alteragdes em sua frequéncia tanto em
pacientes LSIL quanto em HSIL (Figura 5). Em vista disso, foi observado, em um
estudo de Hernandez-Montes (2012), uma baixa producao de interleucina-2 (IL-2)
por parte de linfécitos no sangue periférico de pacientes infectados com HPV, o que
pode indicar uma atividade proliferativa pouco frequente por estas células nestes
pacientes, a nivel sistémico.

Ao analisar os linfocitos T CD8+ (Figura 6), observou-se uma reducéo
significativa na frequéncia desta populacédo em relacdo as pacientes LSIL, enquanto
que, pacientes HSIL apresentaram frequéncia similar ao dos individuos saudaveis.

Edwards et al. (1995) ao analisarem amostras teciduais de lesbes por HPV
demonstraram um aumento de células T CD8+ nos pacientes LSIL em relagédo aos

individuos saudaveis. Desta forma, pode ser sugerido que a diminuicdo da
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frequéncia destas células no sangue periférico esteja relacionada com sua migracéo
para o sitio da leséo, uma vez que encontra-se em estagios iniciais da infecgéo.

E observado que no inicio da infeccdo ha maior frequéncia das células NK,
em relacdo as células T CD4+ e T CD8+, no sitio da lesdo. A células NK estéo
envolvidas no recrutamento e diferenciacédo de células T CD8+ (KOS E ENGLEMAN,
1996), favorecendo a migracao das células T CD8+ do sangue periférico para o sitio
infectado durante o inicio da infec¢do (LSIL). Desta forma, é possivel sugerir que a
migracao de células T CD8+ esteja envolvida como controle inicial da doenca.

Esta relacdo também foi observada em lesGes cutaneas por Leishmania
braziliensis, identificando o recrutamento dos linfocitos T CD8+ do sangue periférico
para o sitio da infeccdo durante os estagios iniciais da lesdo (DE MOURA, et al.,
2005).

Em diversas patologias, pesquisadores associam a persisténcia viral e
progresséao da infec¢cdo com possiveis alteragdes no perfil de linfécitos T CD8+. Um
trabalho envolvendo ratos infectados com LCMV (virus da coriomeningite linfocitica)
demonstraram um aumento na expressdo de PD-1 em células T CD8+ durante a
infeccdo cronica, considerando tal perfil como exaustdo e perda da funcéo efetora
destas células, o que contribui para a progressao da infec¢do (KALIA, et al., 2010).

Como se sabe, a interagao do PD-1 com PD-1L induz um sinal co-inibidor nas
células T ativadas promovendo-as a uma exaustdo funcional (KALIA, et al., 2010).
Em pacientes infectados com HPV também foi demonstrado um aumento na
expressao desses marcadores em linfocitos T CD3+ (WEN, et al., 2013). Ao analisar
as células T CD8+, nosso estudo demonstrou aumento na expressao desse
marcador em pacientes HSIL (Figura 7), sugerindo que a persisténcia viral e
progressao da lesdo em HSIL pode estar atrelada com um quadro de anergia pelas
células TCD8+.

E visto que a célula exausta possui reducdo na producdo de determinadas
citocinas em decorréncia da modulacdo na via de sinalizacdo de reconhecimento
antigénico por TCR-MHC1 (KALIA, et al.,, 2010). Um estudo de Lee et al. (2004)
demonstrou uma reducéo na producao de IL-2 por linfocitos T CD8+ a medida que a
infeccéo progride para HSIL, o que pode estar atrelado com o perfil anérgico destas
células.

Nossos estudos também demonstraram uma reducdo na expressdo de CD95

e de CD95L em pacientes HSIL (Figura 8 e 9, respectivamente). Como supracitado,
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as moléculas CD95 (FAS) e CD95L (FASL) pleiteiam um importante papel citotdéxico
induzindo apoptose das células infectadas.

A andlise destas moléculas em células T CD8+ de pacientes com HPV ainda
tem sido pouco elucidado na literatura cientifica. Sendo assim, nossos dados podem
sugerir que a reducao da expressao destas moléculas em células T CD8+, a nivel
sistémico, podem estar atreladas com a progresséo da infeccdo em HSIL, uma vez
gue a via de apoptose pela interacdo destas moléculas pode estar comprometida.
Porém, este perfil também pode ser considerado como um mecanismo de
modulagdo da prépria célula T CD8+ em vista de outras funcionalidades das
moléculas CD95 e CD95L, o que ainda encontra-se pouco elucidado em doencas
neoplasicas.

A via apoptética induzida pelas moléculas CD95 e CD95L pode ocorrer tanto
no controle de células infectadas como em células imunoldgicas, o que inclui a
propria célula T CD8+. Assim, é hipotetizado que um possivel aumento na
coexpressdo de ambas as moléculas em uma mesma célula poderia ser
considerado um indicativo de auto-apoptose (ABBAS, et al., 2012). Portanto, ao
analisarmos sua co-expressao nas células T CD8+ periféricas de pacientes LSIL e
HSIL, ndo foi notado significancia estatistica (Figura 10). Pressupde-se, entdo, que a
teoria de auto-apoptose pelas células T CD8+ através da via CD95 e CD95L pode
nao ocorrer em pacientes com LSIL e HSIL.

Analisamos também a imuno-expressado da serino protease granzima B nas
células T CD8+ em pacientes LSIL e HSIL, uma vez que estas proteinas também
estdo envolvidas no desencadeamento de via apoptética nas células infectadas.

Em contrapartida aos nossos achados relacionados a CD95 e CD95L, foi
identificado um aumento significativo na expressdo de granzima B pelas células T
CD8+ em pacientes HSIL (Figura 11). Desta forma, é possivel observar que a
elevada producdo de granzima B pelas células T CD8+ podem indicar um
mecanismo efetor frente a progressao da lesao.

Dessa forma, esse estudo demonstra de forma inédita a avaliacao de células
T CD8+ em pacientes HSIL e LSIL em comparacdo a individuos saudaveis,
contribuindo para a compreensdao dos mecanismos citotoxicos dessa célula em
diversos graus da doenca a nivel sistémico. Os resultados deste estudo podem

contribuir para a elucidacdo do perfil imunolégico dos pacientes infectados com o
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HPV, favorecendo o entendimento dos mecanismos envolvidos na progresséo das
lesbes na doencga.
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7 CONCLUSOES

¢ Nao foi demonstrado alteracdes na frequéncia de linfécitos totais em ambos
estados da infeccao, LSIL e HSIL.

e Foi identificado baixa frequéncia de linfécitos T CD8+ em pacientes LSIL,
provavelmente relacionado a possivel migracdo dessas células para o local
da lesdo afim de contribuir no controle da infeccéo.

e O mecanismo citotoxico através da producédo de granzima B pelas células T
CD8+ em pacientes HSIL apresentou aumentado, indicando um mecanismo
de controle frente ao estado de progresséo da infeccao.

e A expressdo das moléculas CD95 e CD95L em células T CD8+
apresentaram-se reduzidas em pacientes HSIL, sugerindo que a atividade
apoptoética por meio desta via pode estar comprometida, o que favorece a
evasao viral e a progressao da lesdo nesses pacientes.

e Células T CD8+ dos pacientes HSIL demonstraram aumento na expressao da
molécula PD-1, permitindo considerar um estado de exaustdo neste tipo
celular atrelado a progresséo da lesao.
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