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Resumo

Introdugio: O cincer cervical ¢ atribuido ao papilomavirus humano (HPV) cuja infec¢do, na maioria das vezes, sofre regressio
espontinea. A menor porcio de casos que evoluem para lesio precursora de baixo e alto graus e invasora pode ter relagio com uma falha
na atividade das células de Langerhans em eliminar o virus. Objetivo: Determinar se hd redugao do niimero de células de Langerhans em
colos uterinos acometidos por neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), graus I e III, comparado ao grupo controle (cervicites cronicas),
por imuno-histoquimica, possibilitando correlacionar a agio do sistema imune com o desenvolvimento dessas lesdes. Método: Foram
analisados 40 casos de cervicite cronica, NIC I e III, com diagndstico anatomopatolégico entre janeiro de 2014 ¢ dezembro de 2015,
buscando-se comparar a quantidade de niicleos marcados positivamente como célula de Langerhans pela proteina S-100 por imuno-
-histoquimica, quantificando-os em 4reas padronizadas. Resultados: Dos 40 casos avaliados, 17 foram cervicite cronica, 13 NIC I e
10 NIC III. Na andlise comparativa do niimero de células em cada grupo a média, desvio-padrao e mediana foram maiores no grupo
cervicite cronica e menores no grupo NIC III. O valor de p encontrado para a variagio do nimero de células de Langerhans, entre os
grupos, foi significativo (p=0,0442); mas, ao comparar os grupos de NIC com o controle, sé o grupo NIC III teve variacdo significativa
(p=0,0209). Conclusao: H4 diminuicio significativa do niimero de nicleos de células de Langerhans marcados em lesdes do tipo NIC
IIT em comparagao a cervicites cronicas.

Palavras-chaves: Neoplasia Intraepitelial Cervical; Células de Langerhans; Papillomaviridae; Carcinoma in Situ; Imuno-Histoquimica.

Abstract

Introduction: Cervical cancer is attributed to human papillomavirus
(HPV), whose infection mostly undergoes spontaneous regression. The
smaller part of cases that evolve to low and high-grade lesions or invasive
lesions may be related to failure of Langerhans cell activity to eliminate
the virus. Objective: To determine if there is reduction of Langerhans’
cells in cervix uterus affected by cervical intraepithelial neoplasms
(CIN) grades I and IIT compared to control group (chronic cervicitis) by
immunohistochemistry, granting the correlation of the immune system
action with the development of these lesions. Method: It were analyzed 40
cases of chronic cervicitis, CIN I and IIT with anatomopathological diagnosis
between January 2014 and December 2015, attempting to compare the
amount of positively labeled Langerhans cells nuclei by S-100 protein by
immunohistochemistry, quantifying them in standard areas. Results: Of the
40 evaluated cases, 17 were chronic cervicitis, 13 CIN I and 10 CIN III.
‘The comparative analysis of the number of cells in each group showed that
the mean, standard deviation and median number of Langerhans cells per
area were higher in the chronic cervicitis group and lower in the CIN III
group. The p value found in the variation of the Langerhans cells number
among the groups was significant (p=0.0442). However, when comparing
the CIN groups directly with the control group, only the CIN III group
had a significant variation (p=0.0209). Conclusion: There is a significant
decrease in the number of marked Langerhans cell nuclei in CIN III type
lesions compared to chronic cervicitis.

Key words: Cervical Intraepithelial Neoplasia; Langerhans Cells;
Papillomaviridae; Carcinoma in Situ; Immunohistochemistry.

Resumen

Introduccién: El cdncer cervical puede atribuirse al virus del papiloma
humano (VPH) cuya infeccién a menudo sufre regresién espontdnea. El
menor ndmero de casos que evolucionan a lesiones precursoras de bajo y alto
grado o invasivas puede estar relacionado con una falla en la actividad de las
células de Langerhans para eliminar el virus. Objetivo: Determinar si hay
reduccién del nimero de células de Langerhans en colos uterinos acometidos
por neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) grados I y III comparado
al grupo control (cervicitis crénicas), por medio de inmunohistoquimica,
posibilitando correlacionar la accién del sistema inmune con estas lesiones.
Método: Se analizaron 40 casos de cervicitis crénica, NIC I y III, con
diagnéstico anatomopatoldgico entre enero de 2014 y diciembre de
2015, comparando la cantidad de ntcleos marcados positivamente como
célula de Langerhans por la proteina S-100 por inmuno-histoquimica,
cuantificindolos. Resultados: De 40 casos, 17 fueron cervicitis crénica, 13
NIC Iy 10 NIC III. En el andlisis comparativo del nimero de células en
cada grupo la media, desviacion estdndar y mediana fueron mayores en el
grupo cervicite cronica y menores en el NIC III. El valor de p encontrado
para la variacién del nimero de células de Langerhans entre los grupos fue
significativo (p=0,0442), pero al comparar los grupos de NIC con el control
s6lo el grupo NICIII tuvo variacién significativa (p=0,0209). Conclusién:
Hay disminucion significativa del nimero de nticleos marcados de células
de Langerhans en lesiones de tipo CIN III en comparacién con cervicitis
crénica.

Palabras clave: Neoplasia Intraepitelial Cervical, Células de Langerhans;
Papillomaviridae; Carcinoma in Situ; Inmunohistoquimica.

' Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana (Fempar). Curitiba (PR), Brasil. Orcid iD: https://orcid.org/0000-0002-3215-1650

2 Fempar. Curitiba (PR), Brasil. Orcid iD: https://orcid.org/0000-0002-8454-0447
3 Fempar. Curitiba (PR), Brasil. Orcid iD: https://orcid.org/0000-0002-3215-1650

Endereco para correspondéncia: Luiz Martins Collao. Rua Padre Anchieta, 2770 - Bigorrilho. Curitiba (PR), Brasil. CEP 80730-000. E-mail: Imcollaco@uol.com.br

o

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenca Creative
Commons Attribution, que permite uso, distribuicio e reproducio em qualquer
meio, sem restricoes, desde que o trabalho original seja corretamente citado.

Revista Brasileira de Cancerologia 2019; 65(2): e-14065



Lopes JT, Castro M, Collago LM

INTRODUCAO

O cancer cervical ¢ uma doenga extremamente
prevalente e danosa, constituindo um problema de satde
publica. E o terceiro cincer mais frequente na populagio
feminina e a quarta causa de morte de mulheres por
cancer no Brasil'. Essa neoplasia ¢ considerada prevenivel
e apresenta uma histdria natural jé conhecida®.

H34 inicialmente lesbes pré-cancerosas, as neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), que podem evoluir para
carcinoma invasor’. As NIC podem ser classificadas de
acordo com o grau de acometimento epitelial, NIC I,
comprometendo as camadas basais; NIC II, acometendo
até trés quartos do epitélio; e NIC III, acometendo todas
as suas camadas®.

O cancer cervical é o Unico reconhecido pela
Organizagio Mundial da Satdde como totalmente atribuido
aum agente infeccioso, o papilomavirus humano (HPV)?,
um DNA virus de transmissao majoritariamente sexual.
A maior parte das infecoes pelo HPV ¢ eliminada com a
ativagao do sistema imune, mas algumas nio regridem ¢
evoluem para uma lesdo intraepitelial cervical ou até para
o cancer®. A alta taxa de regressao espontinea junto com
a pequena porcentagem de casos que acabam evoluindo
para neoplasia indicam que apenas a infeccdo nio é o
suficiente’, é necessdria uma falha na eliminacio do virus
pelo sistema imune®.

As células de Langerhans sao dendriticas apresentadoras
de antigenos da pele e mucosas® que atuam também nos
mecanismos de defesa contra neoantigenos. Nas lesoes
cervicais provocadas pelo HPV, a diminui¢ao das células
de Langerhans parece estar ligada ao seu grau de atipia’.
A identificagio e a determinagio do nimero de células
de Langerhans podem ser realizadas pela utilizagio de
anticorpos direcionados as moléculas de superficie por
imuno-histoquimica. Os anticorpos mais utilizados para
essa finalidade sio os anti-S-100, anti-Cd1la, anti-Cd83
e anti-Langerina’.

Este estudo objetiva determinar, na mucosa cervical,
se hd reducio das células de Langerhans, por meio de
marcagdo imuno-histoquimica com a proteina S-100,
em epitélios acometidos por cervicite crénica (grupo
controle), lesao de baixo grau (NICI) e lesao de alto grau
(NIC I1I), possibilitando correlacionar a agio do sistema
imune com o desenvolvimento ou nio da neoplasia.

METODO

Realizou-se um estudo observacional, descritivo,
transversal. O material foi obtido no Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitdrio Evangélico
Mackenzie de Curitiba, compreendendo o periodo de
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janeiro de 2014 a dezembro de 2015. Foram selecionados
os casos de pacientes submetidas & histerectomia ou
conizagio por cirurgia de alta frequéncia (CAF) nesse
periodo.

A partir das ldminas histolégicas revisadas, foram
selecionadas ¢ marcadas as regides contendo as lesoes
relevantes para o estudo, as [Aminas marcadas foram
utilizadas para localizagio da mesma regido no bloco de
parafina.

A partir dos blocos de parafina, foram confeccionados
blocos multiamostrais (TMA), perfurando os blocos
doadores na drea amostral, obteve-se um cilindro de tecido
que foi implantado no bloco receptor. Cada fragmento
amostral retirado do bloco doador foi colocado no bloco
receptor conforme um mapa tipo “plano cartesiano”,
totalizando 16 amostras de tecido em cada bloco de TMA.

Dos blocos de TMA, foram confeccionadas 1aminas
e, nelas, realizada a marcagio por imuno-histoquimica
com a proteina S-100. Posteriormente, as liminas foram
escaneadas no Scanner Axio Scan.Z1 e feita a avaliacao
quantitativa das células, somente na camada epitelial, por
meio de contagem dos nticleos marcados positivamente
com morfologia para célula de Langerhans, utilizando-se
o programa Zen 2.3 Lite’.

Na avaliagio com o programa, foi realizada a contagem
dos nicleos marcados positivamente no epitélio cervical,
sempre na regido de marcagio mais intensa, dentro de uma
drea circular de 37.507,089 pm. Em razio da discrepincia
da drea de tecido epitelial cervical contido em cada lamina,
foi selecionada a drea padronizada citada (Figuras 1 e 2).

Posteriormente, foram ainda tabulados os dados
referentes a lesdao do colo uterino e andlise do nimero de
ntcleos marcados positivamente pela S-100 na drea da
lesao avaliada.

&
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Figura 1. Células de Langerhans marcadas positivamente pela S-100

Nota: Células de Langerhans marcadas positivamente pela S-100 dentro da drea
circular delimitada. Detalhe da positividade da S-100 em ntcleo de células de
Langerhans demonstrando marcacio nuclear forte (castanho). Aumento de 50%
no programa Zen 2.3 Lite®.
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Figura 2. Célula considerada como positiva para contagem corada
pela S-100

Nota: Célula considerada marcada positivamente para o estudo.

Os dados foram analisados por testes estatisticos
paramétricos (média, mediana e desvio-padrio) e nao
paramétricos (teste de Kruskal-Wallis) e, para testar a
significAncia de diferengas observadas nas proporgoes das
varidveis categdricas, foi considerado estatisticamente
significativo um valor de p<0,05.

Entre os fatores de exclusio, foram consideradas idade
inferior a 18 anos; pegas sem concordancia com o laudo
original de sua bidpsia apds a revisio dos diagndsticos;
pecas em que o bloco de parafina nio estava disponivel;
e pegas nas quais, apds a confecgdo das laminas, nao foi
encontrado tecido epitelial cervical na andlise.

Todo o material ficou sob a responsabilidade dos
préprios pesquisadores, com a garantia de manutengio
do sigilo e confidencialidade. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade
Evangélica Beneficente (CEP/SEB) sob o parecer ntimero
1.852.973.

RESULTADOS

Foram selecionados 119 casos por meio da andlise dos
laudos no sistema do Laboratdrio de Anatomia Patolégica
do Hospital Universitdrio Evangélico Mackenzie de
Curitiba. A amostra final constou de 40 casos de bidpsias
do colo uterino obtidas por conizagao por CAF ou
histerectomia, com diagnésticos de cervicite cronica (17
casos), NIC I (13 casos) e III (10 casos).

Em relagdo as idades, a maior variagdo foi do grupo
controle (cervicite cronica). As idades das pacientes do
grupo de cervicite cronica variaram de 24 a 78 anos,
com média de 48,82 anos, desvio-padrao de 13,28 anos
e mediana de 45 anos. J4 as idades das pacientes de NIC
I variaram de 20 a 66 anos, com média de 39 anos,
desvio-padrio de 14,06 anos e mediana de 33 anos. Por
tltimo, o grupo de NIC III teve variacdo de idade de 23
a 60 anos, média de 35,3 anos, desvio-padrao de 10,49 ¢
mediana de 34,5 anos.

Comparacao da quantidade de CL em NIC e Cervicites Cronicas

O valor de p obtido pelo teste de Kruskal-Wallis
para a variacio de idade entre os grupos foi de 0,0027,
demonstrando uma diferenca estatisticamente significativa
de idade entre os trés grupos.

No que diz respeito a anélise comparativa do nimero
de células em cada grupo, a média, o desvio-padrio ¢ a
mediana do nimero de células por drea foram maiores
no grupo de cervicite cronica. J4 os menores valores

desses parAmetros foram encontrados no grupo de NIC
III (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacéo entre o nimero de nicleos marcados

| Cervicite crénica | NICI | NICHI

Média 30,82 20,38 15
Desvio-padréo 19,68 9,76 7,37
Mediana 23 20 14

Legenda: NIC = neoplasia intraepitelial cervical

Houve uma reduc¢io do niimero de nicleos marcados
positivamente na comparagio dos dois grupos de NIC em
relagdo ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacéo entre as médias de nicleos marcados em
cada grupo e sua redugdo comparadas ao grupo controle

Reducdo em comparacdo

Média
com o grupo controle

Cervicite crénica 30,82
NIC | 20,38
NIC Il 15

Legenda: NIC = neoplasia intraepitelial cervical

- 44%
- 51,33%

Também, em relagio ao niimero de células marcadas
positivamente, compararam-se os trés grupos utilizando
o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis e obteve-se um
valor de p significativo (p=0,0442).

Em comparagio também com o teste de Kruskal-
-Wallis, somente no grupo NIC I com o controle nio se
encontrou diferenca estatistica significativa (p=0,1805).
J4 na andlise da diferenca do grupo de NIC III com o
controle, obteve-se um valor de p significativo (p=0,0209).

DISCUSSAO

No presente estudo, avaliaram-se 40 casos de cervicite
cronica, NIC I e NICIII, procurando quantificar o
namero de células de Langerhans em cada uma dessas
lesdes por meio de imuno-histoquimica.

Viérios cuidados foram tomados para aumentar
a confiabilidade dos resultados e evitar distorcoes,
padronizando a contagem das células de Langerhans e
respeitando critérios de exclusio.

Revista Brasileira de Cancerologia 2019; 65(2): e-14065 1-6
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Quanto ao numero de células de Langerhans,
observou-se uma diminuicio mais acentuada em pacientes
com NIC III e menos acentuada em pacientes com NIC
I, usando pacientes com cervicite crénica como grupo
controle.

Teorias como estudos revisados por Southern e
Herington sugerem que a diminuicio das células de
Langerhans seria um defeito na imunidade local do colo
uterino, causado por alteracoes de vigilancia imunoldgica
somadas 2 agresio epitelial pelo HPV'. O prépio HPV
seria capaz de provocar uma imunodeficiéncia adquirida
que favoreceria sua persisténcia no tecido. Em outras
palavras, a persisténcia do HPV dependeria da sua
capacidade de diminuir as células de Langerhans'"'2. O
resultado encontrado de diminui¢io da quantidade das
células de Langerhans, conforme a neoplasia intraepitelial
cervical surge (diminui¢ao em pacientes com NICI e III)
e progride (diminuicio mais acentuada em NIC III), é
favordvel a teoria da imunodeficiéncia causada pelo HPV,
que permite sua agio neopldsica.

Porém, outros autores relatam um aumento no nimero
de células de Langerhans em pacientes acometidas por NIC,
0 que poderia ser em razao de uma resposta imune especifica
direcionada contra células em transformagio neopldsica; ou
seja, as células de Langerhans seriam uma resposta imune
do organismo ao fenémeno de carcinogénese''. Nossos
dados divergem dos dados encontrados por Welkovic!!,
que mostram numero maior de células de Langerhans
em mulheres com lesao de alto grau quando comparado
a lesdo de baixo grau, utilizando também a S-100. O
autor relata que, com a NIC presente, houve aumento
progressivo da densidade de células de Langerhans conforme
a gravidade da lesdo, porém sem resultados estatisticamente
significativos. No presente estudo, nio se observou aumento
da quantidade das células de Langerhans contadas em
pacientes com NIC I e III e nem outros sinais de possivel
resposta imune, como, por exemplo, infiltrado linfocitdrio
importante na drea acometida.

Essa discrepancia de resultados na literatura pode
ocorrer pela dificuldade em selecionar com precisio o
local da bidpsia no colo uterino, além da diversidade
de estdgios apresentados por uma infec¢do por HPV,
uso de marcadores diferentes entre os estudos e uso de
metodologias diversas’. Pode se pensar na diminui¢ao
da quantidade de células de Langerhans como sendo um
requisito inicial do HPV para o desenvolvimento de seus
efeitos oncogénicos. Ap6s a instalagio da NIC, pode
haver estimulo & produgao de mais células de Langerhans
por migracdo, proliferacio e retencio’. Assim, a fase de
progressio da NIC e da infec¢do pelo HPV em que a
bidpsia é coletada pode também ser um fator de causa
de discrepéncias.
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Em sua andlise, Jimenez-flores et al.’> usam a técnica
de lencol, que consiste em separar o epitélio do estroma
por acdo enzimdtica para poder avaliar melhor as células
dendriticas epiteliais. Assim, o autor também encontra
uma redugio de aproximadamente 50% no nimero
de células de Langerhans marcadas por Langerina nas
amostras de epitélio cervical com NIC I induzido pelo
HPV quando comparadas a amostras negativas para HPV.
Isso indica que uma técnica mais precisa para andlise das
células de Langerhans do epitélio estd em conssonincia
com a teoria da diminui¢ao dessas células na NIC.

A escolha do marcador pode ser um fator determinante

no resultado: um estudo de Camargos et al.'*

mostrou que
o ntimero de células de Langerhans positivas por Langerina
foi maior em epitélio normal quando comparado com o
epitélio acometido por NIC I. J4 quando usada a S-100,
o nimero de células de Langerhans foi maior no epitélio
acometido por NIC I do que no epitélio normal. No
mesmo estudo, com ambos os marcadores, se observou
uma redugio no nimero de células de Langerhans em
epitélio com NIC III quando comparado ao NIC II,
indicando que o fator severidade na neoplasia seria
determinante na diminuicio dessas células. O que estd
de acordo com nossos achados.

Connor et al.” sugerem que estudos que usaram
a $-100 como marcador de células de Langerhans
mostraram diminui¢do na sua quantidade, enquanto
outros estudos que utilizaram outros marcadores como o
CD1 nio demostraram essa correlagio, postulando que
a diminuigao encontrada nos estudo com S-100 pode
ser resultado de um defeito na expressio dessa proteina
nessas células.

Ainda, a correlagio entre sistema imune e carcinogénese
¢ capaz de mudar a perspectiva do tratamento oncoldgico,
uma vez que a agao do sistema imune, novas terapias,
como imunoterapia, estimuladores da imunidade local
e vacinagio profildtica, se tornam relevantes'. Sendo
assim, justifica-se a importincia da teoria relacionando
a imunidade local com o desenvolvimento de uma
possivel neoplasia, pois novos tratamentos podem ser
desenvolvidos.

CONCLUSAO

Em relagao ao niimero de nitcleos marcados, concluiu-
se que hd diferenca significativa da quantidade de células
de Langerhans entre os grupos (p=0,0442), logo notou-
se uma redugdo das células de Langerhans conforme
aumentou o grau da neoplasia intraepitelial cervical.

A quantidade de células de Langerhans estd diminuida
em lesdes do tipo NIC III em comparagdo a cervicites
cronicas (p=0,0209) quando quantificada pelo marcador



S-100. Novos estudos com diferentes marcadores
poderiam enriquecer a discussio.

No entanto, nao houve reducio significativa de células
na comparagio entre NIC I e cervicite cronica (p=0,1805),
indicando que a diminuigio das células de Langerhans estd
relacionada a progressao para lesoes de alto grau apenas.
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