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Resumo

Fundamentos: A verruga anogenital € a principal infeccao sexualmente transmissivel de aten-
dimento em clinicas especializadas. Pode se apresentar por quadros frustros a exuberantes,
conforme a interacdo do virus com a imunidade do hospedeiro. A imunidade celular é a princi-
pal forma de defesa do epitélio contra o virus, com participacdo ativa das células de Langerhans
e citocinas pré-inflamatorias como o TNF-a.

Objetivo: Avaliar a resposta imune epitelial de verrugas anogenitais de homens, de acordo com
o nimero de lesdes apresentadas.

Métodos: Estudo transversal prospectivo feito no ambulatdrio de dermatologia de hospital ter-
ciario. Foram incluidos pacientes do sexo masculino acima de 18 anos sem comorbidades, com
condilomas anogenitais sem tratamentos prévios. Para avaliacdo da imunidade epitelial local
as lesdes foram quantificadas e, apos removidas, submetidas a exame de imuno-histoquimica
de CD1a para morfometria e morfologia das células de Langerhans, além de reacdo de TNF-q,
para avaliacao da impregnacao dessa citocina no tecido.

Resultados: Foram incluidos no estudo 48 pacientes. Nao houve diferenca estatisticamente
significante ao se comparar o numero de lesdes a morfometria das células de Langerhans,
nem a morfologia dessas células e a presenca de TNF-a nas lesdes. Entretanto, notou-se que
pacientes com maior nimero de células de Langerhans nas lesdes tinham suas células com
morfologia estrelada e dendritica, enquanto os com menos células apresentavam morfologia
arredondada e sem dendritos (p <0,001).
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Limitacbes do estudo: Numero reduzido de pacientes analisados.

Conclusées: Nao houve diferenca na imunidade epitelial entre os pacientes com poucas e muitas
lesdes de condilomas anogenitais, aferida pela morfologia e morfometria das células de Lan-
gerhans e positividade de TNF-«. Estima-se que essa avaliacao por meio de outros marcadores
de imunidade possa mostrar algum resultado.

© 2020 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

As verrugas anogenitais, também conhecidas como con-
dilomas acuminados (CA), sao infeccoes sexualmente
transmissiveis (IST) causadas pelo papilomavirus humano
(HPV). Sdo consideradas a IST mais frequente nos paises
em desenvolvimento e, atualmente, podem ser classifica-
das como uma epidemia global. As verrugas anogenitais
podem ser causadas por diversos sorotipos de HPV, sao
mais frequentemente causadas pelos HPV de baixo risco dos
tipos 6 e 11." Podem causar sofrimento psicoldgico e fazer
com que os pacientes se sintam envergonhados e menos
atraentes, o que reduz a qualidade de vida. Tem sido
demonstrado que alto nivel de ansiedade, raiva e depres-
sao esta associado ao diagnodstico e tratamento das verrugas
genitais e aproximadamente dois tercos dos pacientes fazem
mudancas no estilo de vida em relacdo as relagdes sexu-
ais, além de o prazer sexual e a atividade também serem
afetados negativamente.?

A evolucao das lesdes HPV induzidas tém correlacao com
tipo viral, fatores genéticos, fatores ambientais e princi-
palmente a imunidade do hospedeiro.>* Participam dessa
defesa imune do epitélio as células dendriticas, que na pele
sao representadas pelas células de Langerhans (CL), e os
proprios queratinocitos.” Como o principal alvo do HPV, o
queratinocito desempenha um papel importante durante o
inicio da infeccao pelo virus e, posteriormente, torna-se um
elo para promover resposta imune adaptativa eficaz. Os que-
ratinocitos atuam como células apresentadoras de antigenos
e sao capazes de induzir a expressao de citocinas: expres-
sam receptores toll-like (TLRs), que, ao reconhecer padroes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs), sao ativados
e iniciam vias de sinalizacdao que resultam em respostas
imunes inatas e adaptativas.® A ativacdo desses receptores
promove assim a producao de citocinas, cria um poderoso
ambiente pro-inflamatdrio, em particular a ativacao de TLR-
9, e estimula o queratindcito a produzir TNF-c.%8

As células de Langerhans sao células dendriticas, geral-
mente encontradas na camada espinhosa da epiderme, cuja
distribuicdo pelo corpo humano varia de 200 células/mm?
na regido palmoplantar e genital a cerca de 1.000/mm? na
cabeca, pescoco, tronco e membros."' Tém papel importante
na resposta imune da pele pela sua capacidade de captura
e apresentacao de antigenos aos linfocitos T. A maturacao
da CL também é papel fundamental para a inducéo eficiente
de respostas de células T, tais sinais de maturacdo sao pro-
venientes da comunicacao da CL com o tecido circundante
através das citocinas pré-inflamatérias derivadas de tecidos,
como o TNF-a.%?

Entretanto, o HPV pode modular essa adesao e migracao
das CL, além de poder afetar o nimero de CL presente no
epitélio infectado. Morelli et al.'® constataram que as CL
estavam significativamente diminuidas nos tratos genitais
infectados por HPV masculino e feminino, enquanto Ban-
chereau et al."" também relataram morfologia anormal e
distribuicdo de CL em lesdes de condilomas acuminados.’
Acreditamos que o numero de lesdes condilomatosas que
os pacientes desenvolvem poderiam ter correlacao com a
presenca de uma imunidade efetiva. Até o momento, ha
poucos estudos relacionados que avaliam tal correlacao.

O presente estudo se propoe a avaliar a imunidade epi-
telial de verrugas anogenitais de homens atendidos em
ambulatério de dermatologia, correlacionar a apresentacao
clinica das verrugas (nimero de lesbes) a imunidade local,
medida por meio da quantificacao (morfometria) e aspectos
morfoldgicos das células de Langerhans nelas, bem como
correlacionar o nimero de lesdes a presenca ou auséncia de
marcacao de TNF-a nelas.

Material e métodos

Fizemos estudo transversal prospectivo no Ambulatério de
Infeccoes Sexualmente Transmissiveis da Clinica de Derma-
tologia de Hospital Terciario da cidade de Sao Paulo de
janeiro de 2015 a dezembro de 2017. O projeto de pesquisa
foi submetido ao e aceito pelo comité de ética em pesquisa
da instituicao (CAAE n° 40848115.4.0000.5479).

O caélculo amostral foi obtido sobre um nivel de signifi-
cancia de 5%, com poder de teste de 80%, a partir de uma
formula calculada em comparacao de proporgdes em que os
inputs do célculo vieram dos resultados obtidos em estudo
piloto de 24 pacientes. A partir desse calculo chegou-se a
um nUmero de 48 pacientes.

Foram incluidos neste estudo pacientes do sexo mas-
culino, a partir de 18 anos, atendidos no referido
ambulatério que apresentassem verrugas anogenitais de
qualquer localizacdo e que concordassem em participar do
estudo e assinassem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Foram incluidos independentemente do
nimero e do tamanho das verrugas. No entanto, as ver-
rugas deveriam ter aparecido ha mais de um més. Foram
excluidos do estudo os pacientes que apresentavam imuno-
comprometimento sistémico (transplantados, soropositivos
para o virus da imunodeficiéncia humana [HIV] ou porta-
dores de sindrome da imunodeficiéncia adquirida [Aids],
pacientes oncologicos); que faziam uso de medicamento
imunossupressor sistémico (corticoterapia, imunoterapia,
quimioterapia); que fizeram qualquer tratamento topico
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prévio ou atual da lesao (medicamentoso ou nao); que
apresentavam lesao que nao pudesse ser submetida a exé-
rese cirurgica.

Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo
foram submetidos a anamnese clinica e com contagem do
nimero e localizacao dos condilomas. As lesdes foram remo-
vidas em sua totalidade por meio do procedimento padrao
do servico, que é a exérese cirlrgica. Pacientes com mais
de uma lesao foram submetidos a exérese de todos os condi-
lomas em um mesmo tempo cirurgico. Para todos os blocos
de parafina com amostras de condilomas foram feitos dois
processos de reacao imuno-histoquimica: um com anticorpo
CD1a para se analisarem as células de Langerhans e outro
com TNF-a para se avaliar a positividade de impregnacao da
citocina na epiderme.

Apos a imuno-histoquimica para CD1a, as laminas foram
submetidas a morfometria para células de Langerhans (CL)
pela técnica descrita por Campaner e Galvao.'? A morfome-
tria das CL foi obtida no aumento de 200 x com auxilio da
camara de Neubauer, contabilizados 10 campos aleatorios de
cada lamina, e seu resultado quantificado por milimetro qua-
drado. Para a analise de morfologia das CL, as células foram
avaliadas e apresentavam na amostra aspecto estrelado com
dendritos longos e bem definidos ou aspecto arredondado
sem dendritos ou com dendritos curtos (fig. 1).

As laminas submetidas a imuno-histoquimica para TNF-a
foram consideradas positivas as amostras que apresentaram
impregnacao marrom na membrana citoplasmatica das célu-
las da epiderme, conforme padrao apresentado em manual
do fabricante do reagente, e negativas as que nao apresen-
tavam tal impregnacao.

Foram feitas as comparagdes entre nimero de lesdes,
nimero de células de Langerhans, morfologia de célula de
Langerhans e analise de TNF-a. Quanto ao nimero de lesoes,
os pacientes foram categorizados em dois grupos: até cinco
lesdes e acima de cinco lesoes.

Resultados

No periodo do estudo foram atendidos 492 pacientes com
hipotese clinica de condiloma acuminado anogenital. Des-
ses pacientes, 443 foram excluidos do estudo pelas seguintes
razées: por serem do sexo feminino, por apresentarem idade
inferior a 18 anos, por apresentarem imunossupressao asso-
ciada (infeccao pelo virus HIV, transplantados etc.), por
terem feito tratamento prévio para a(s) lesdao(des) refe-
rida(s) ou por nao confirmacao do diagndstico de condiloma
anogenital. Restaram dessa maneira 49 pacientes que pre-
encheram os critérios de inclusao/exclusdo. Um paciente
foi excluido posteriormente ap6s os exames de imuno-
-histoquimica, visto que o material ndo foi representativo
(material insuficiente). Assim, o nimero final de pacientes
analisados no estudo foi de 48, nUmero esse compativel ao
calculo amostral apresentado anteriormente.

Entre os 48 pacientes avaliados, as lesdes acometiam
preferencialmente as regides extragenitais, com 47 casos
(61,9%), seguido das localizacbes genitais em 29 casos
(38,1%); 27 dos 48 pacientes (56,3%) apresentavam verru-
gas em apenas uma localizacao, enquanto que 21 pacientes
(43,7%) apresentavam lesdes em diversos locais (tabela 1).

Tabela 1  Localizacdo das lesdes condilomatosas retiradas
dos 48 pacientes

Localizacao N %
das lesoes
Genital Corpo do pénis 19 25
Escroto 4 5,3
Preplcio interno 2 2,6
Sulco balano-prepucial 2 2,6
Glande 2 2,6
Extragenital Pubis 21 27,7
Anal 12 15,8
Inguinal 10 13,1
Perineo 4 5,3
Total 76 100
NUmero de locais 1 localizacao 27 56,3
acometidos 2 localizacbes 17 35,5
3 localizagoes 3 6,2
6 localizacoes 1 2
Total 48 100
Tabela 2 Distribuicdo do nimero de lesdes de condilomas
dentre os 48 pacientes do estudo
N° de lesoes N° de pacientes %
1 1 14,6
2 7 14,6
3 3 6,3
4 7 14,6
5 4 8,3
9 2 4,2
10 2 4,2
13 2 4,2
14 2 4,2
15 1 2,1
16 1 2,1
18 1 2,1
19 1 2,1
20 3 6,3
21 3 6,3
22 1 2,1
24 1 2,1
Total 48 100,0

Em relacao ao numero de lesdes, os homens apresenta-
vam um numero que variou entre um e 20, com média de
8,4+7,5 lesbes e mediana de 4,5. Esses dados sao repre-
sentados na tabela 2. A distribuicdo do nimero de lesdes foi
variavel, o que ndao permitiu uma representatividade com
amostra satisfatoria de pacientes em cada grupo de nimero
de lesdes. Os 48 pacientes se distribuiram dentre 17 grupos
com nUmero de lesdes que variou de um a 20. Esse fato nao
permite uma correlacao valida a cada variavel do estudo,
como, por exemplo, o nimero de células de Langerhans e
impregnacao de TNF-a. Frente a essa situacao, os 48 pacien-
tes foram divididos por nimero de lesées em dois grupos: até
cinco lesdes e acima de cinco lesdes. O primeiro grupo con-
tém 28 pacientes (58,3%), enquanto o segundo, 20 (41,7%).
Essa divisao em dois grupos permitiu uma representatividade
mais equivalente dos 48 pacientes do estudo, tornou-se mais
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Figura 1

Morfologia das células de Langerhans pelo exame imuno-histoquimico CD1a, com aumento 200 x (A e B) e zoom digital

32.000 x (C e D), identifica as células de Langerhans em coloracdo marrom. A e C, células com projecdes dendriticas evidentes. B
e D, células arredondadas e com poucas ou sem projecoes dendriticas.

adequada a comparagdo do nimero de lesdes aos demais
fatores pesquisados. O nimero de cinco lesdes para divisor
dos grupos foi escolhido frente a uma aplicabilidade pra-
tica da abordagem terapéutica dos condilomas anogenitais:
opta-se na pratica dermatologica por se usarem procedi-
mentos destrutivos, como, por exemplo, exérese cirlrgica
ou eletrocauterizacao das lesoes sob anestesia infiltrativa,
nos casos com menos lesdes, e por procedimentos nao des-
trutivos, como uso de substancias topicas (ex.: podofilina,
imiquimode, 5-fluoracil) para reducao das lesoes e terapias
destrutivas em um segundo momento, nos casos de pacien-
tes portadores de diversas lesdes. "

A morfometria das células de Langerhans variou de 18
a 245 células/mm?, com média de 138,75+ 65,16 célu-
las e mediana de 196 células/mm?. Quanto & morfologia
das células de Langerhans, observaram-se apenas dois tipos
de apresentacoes: células estreladas e com dendritos finos
e compridos ou células arredondadas com dendritos cur-
tos e/ou ausentes (fig. 1). Dos 48 pacientes estudados,
22 (45,8%) apresentavam células de Langerhans arredonda-
das, enquanto 27 (56,3%) apresentavam estreladas. O TNF-«
foi positivo em 27 (56,3%) e negativo em 21 (43,8%) das
48 amostras.

Comparando-se o numero de células de Langerhans por
milimetro quadrado ao nimero de lesdes apresentadas pelos
pacientes, verificou-se que nao houve diferenca estatisti-
camente significante entre os grupos (t-teste; p=0,784). A
comparacao entre a morfologia das células de Langerhans
e o nimero de lesdes apresentadas pelos dois grupos tam-
bém nao resultou em diferenca estatisticamente significante
(teste qui-quadrado; p=0,922). Apds as correlagoes histo-
logicas analisadas pelas células de Langerhans, seguiu-se a
uma analise da correlacao entre a positividade de TNF-« aos
grupos de poucas e muitas lesdes. Nessa comparagao, nao foi
observado um resultado estatisticamente significativo (teste
qui-quadrado; p=0,302).

Ao se correlacionar a morfologia a morfometria das célu-
las de Langerhans, foi observado que as células estreladas e
com dendritos estavam mais presentes nas lesoes com maior
numero de células e as células de Langerhans ovaladas e
sem ou com poucos dendritos estavam mais presentes nas

lesoes com menor nimero de células. A comparagédo entre
esses dois grupos evidenciou alteracao estatisticamente
significativa, com p <0,001 pelo teste de Mann-Whitney

(fig. 1).

Discussao

Segundo a Organizacdo Mundial de Salide (OMS), nos paises
em desenvolvimento as infeccoes sexualmente transmissi-
veis e suas complicacoes estao entre as cinco principais
categorias de enfermidades para as quais os adultos pro-
curam cuidados de salde. Nos Estados Unidos considera-se
que o condiloma anogenital afete cerca de 1% da populacao,
com 500.000 novos casos por ano e 300.000 consultas médi-
cas por ano.* Para o Brasil, a OMS estima o aparecimento
anual de 684.400 novos casos.'* Fagundes et al. conduziram
no Brasil um estudo epidemiologico em clinica de referén-
cia de IST que contabilizou em 10 anos 4.128 pacientes
atendidos.'® Desses pacientes, a maioria foi do sexo mascu-
lino (76%) e a principal doenca diagnosticada foi o condiloma
acuminado (29%). Esse estudo também evidenciou 7,9% de
individuos diagnosticados com soropositividade para o HIV.
Desses, 90,8% do sexo masculino com razdo H:M de 9,9:1."°

O parasitismo do HPV na regidao anogenital do homem
pode levar, desde ao aparecimento de condilomas e lesdes
precursoras de cancer a neoplasias agressivas, mutilantes e
fatais.>'* ' Entre essas lesbes, o cancer e suas lesdes precur-
soras sao raras, com aumento da incidéncia do cancer anal
principalmente em pacientes homens que fazem sexo com
homens (HSH)."” Apesar de o condiloma ser uma lesao de
carater benigno, apresenta uma consideravel incidéncia na
populacado e promove uma repercussao psicolégica no porta-
dor da verruga que pode ser devastadora em diversos campos
psicossociais.” Dessa maneira, o melhor entendimento da
imunologia da infeccao pelo HPV seria de extrema valia na
programacao terapéutica e prognodstica das lesoes.

Sabe-se que a resposta imune ao HPV se baseia no
reconhecimento pelas células dendriticas, na epiderme
representadas pelas células de Langerhans. Elas atuam como
células apresentadoras de antigenos (APC) que absorvem
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e processam o antigeno epicutaneo, migram para os lin-
fonodos regionais e, em seguida, apresentam o antigeno
processado as células-T virgens, iniciam respostas imuno-
légicas primarias.”*'® Essas células-T sensibilizadas pela
apresentacdo de antigeno retornam ao epitélio infectado,
combatem através de producao de citocinas a infeccao viral.
Embora seja bem conhecido que a migracao de LC é neces-
saria para a apresentacao de antigenos, pouco se sabe sobre
os mecanismos moleculares envolvidos. Estudos indicam que
citocinas proé-inflamatoérias como a IL-1 e TNF-a estimulam
essa migracao, enquanto citocinas como IL-10 a inibem. 6918

No presente estudo tentamos correlacionar o numero de
lesdes a imunidade local, postulamos que quanto maior o
numero de lesdes apresentado pelo paciente, pior seria a sua
resposta imunoldgica. Evidéncias sobre a correlacéo entre
o condiloma acuminado e a imunidade local aferida pela
morfometria e morfologia das CL ja foram reportados, indi-
caram que pacientes portadores das lesdes apresentam um
nimero inferior de CL em comparacao aos pacientes sem
condilomas.® Feng et al. pesquisaram através de exame
imuno-histoquimico CD1a a morfometria das CL em lesoes
de condilomas e encontraram um nimero estatisticamente
menor (26,31 + 8,84) em comparacao aos controles de pele
sa (72,00 £ 27,20) (p <0,001).° Evidenciaram também nessa
mesma pesquisa granulos de Birbek reduzidos nas CL de
lesdes pela microscopia eletronica em comparagao aos con-
troles normais, corresponderam a alteracoes degenerativas
das CL nos condilomas.® Em outro estudo mais antigo de Mc
Ardle et al., foi feita a quantificacdo das CL no tecido através
de imuno-histoquimica com 5100 e também evidenciado que
pacientes com condiloma apresentavam nUmero reduzido
de células em comparacao ao epitélio normal.'® Acredita-
mos que haja duas possibilidades para interpretar o menor
nimero de CL nas lesdes condilomatosas em comparagao a
pele sa: ou por ja ter ocorrido a migracado ao linfonodo no
momento da bidpsia ou pelas CL terem sido suprimidas pela
infeccao viral. Nao foram encontrados na literatura traba-
lhos que fizesse a comparacao das CL entre pacientes com
muitas e poucas lesdes de condiloma, como feito no pre-
sente estudo.

No nosso estudo foi correlacionado o nimero de verrugas
ao numero de CL e a marcacgao no tecido pelo TNF-a e obser-
vamos nao haver significancia estatistica entre a morfologia
e morfometria das CL nos grupos de poucas e de muitas
lesoes. Esses achados foram contrarios ao que esperava-
mos, visto que acreditdvamos que quanto maior o niUmero
de lesdes, menor o numero de células. A analise do TNF-
-a foi feita a fim de se avaliar se a morfometria das CL se
correlacionaria com essa citocina estimuladora de migracao
das células. Entretanto, ndo se observou correlacdo entre
a marcacao de TNF-a e a morfometria ou morfologia das
CL, o que nos impediu de fazer qualquer afirmacao sobre a
interacao desses fatores.

Um achado positivo relevante do nosso estudo foi a
presenca de correlacao entre o nimero de CL com a mor-
fologia delas. Amostras com maior nimero de células de
Langerhans apresentavam células estreladas com dendri-
tos longos, multiplos e evidentes, enquanto amostras com
menor nimero de CL apresentavam células arredondadas,
com poucos ou nenhum dendrito. Na interpretacao dos auto-
res, esse achado parece indicar que o epitélio sensibilizado
com o inicio imunolégico de apresentacao de antigeno as CL

apresenta menor nimero de células pela provavel migracao
ao linfonodo e as poucas células ainda presentes no tecido ja
retraido e preparado para dar sequéncia na cascata imuno-
logica que esta por vir, enquanto que no epitélio com muitas
células de Langerhans que se apresentam estreladas ainda
nao se iniciou a sensibilizacao das CL com sua respectiva
alteracao morfologica e migracao ao linfonodo.

Conclusao

Acreditamos que a imunidade epitelial de verrugas ano-
genitais € processo complexo e multifatorial. A falta de
correlacao estatistica entre as caracteristicas estudadas das
CL aos nimeros de lesdes dos pacientes levanta a possi-
bilidade de haver possivel subgrupos divididos por outras
variaveis que apresentem uma correlacdo estatisticamente
significante. Esse fato foi o que motivou os autores a incluir
nesta pesquisa a analise de TNF-a nas variaveis de avaliacao
da imunidade epitelial dos condilomas, mas que nao apre-
sentou correlacao aos indices analisados. Acreditamos que
mais estudos sobre a imunidade epitelial dos condilomas
anogenitais devam ser feitos para se elucidarem com maior
propriedade os aspectos imunologicos envolvidos e assim
compreender melhor sua etiopatogenia e ampliar as pos-
sibilidades terapéuticas das lesoes.
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