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RESUMO

Obijetivos: estudar a relacao dos fatores biocomportamentais (idade, menarca, nUmero de
gestacdes e precocidade sexual) com alteracdes das células de Langerhans em mulheres
com captura hibrida negativa para HPV.

Métodos: foram estudadas 30 mulheres com alteracbes citoldgicas ou lesdo no colo uterino
gue foram submetidas aos exames de colposcopia, biépsia dirigida e histopatologia. As células
de Langerhans foram identificadas pela reacdo de imuno-histoquimica com uso de antigenos
anti-S100. As células visualizadas em marron foram contadas utilizando o software Cytoviewer.
Para analise estatistica utilizou-se o teste ndo-paramétrico de soma das ordens de Wilcoxon.
Resultados: o numero de células de Langerhans em mulheres com menarca apods os 13
anos apresentou diferenca significante (173,34 cels/mm?) comparado ao grupo com menarca
antes de 12 anos (271,41 cel/mm?). A precocidade sexual associou-se ao baixo namero de
células de Langerhans com 127,15 cels/mm? e 250,14 cels/mm?2, respectivamente, para inicio
da atividade até 17 anos e ap6s 17 anos (p=0,03). Cauteriza¢bes anteriores do colo uterino
foram relacionadas com o menor numero de células de Langerhans, no epitélio com a média
120,30 cels/mm? e 236,06 cels/mm? para aquelas que nunca haviam sido submetidas a
esse procedimento (p=0,05). Outros fatores como idade da paciente e numero de gestacdes
nao foram relacionadas a alteracdo na densidade de células de Langerhans.

Conclusdes: o presente estudo observou associacdo de fatores biocomportamentais sobre o
numero das células de Langerhans.
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Introducdo

A infeccéo genital pelo papilomavirus huma-
no (HPV) tem se apresentado como problema de
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suma importancia devido a sua alta prevaléncia e
relacdo com o cancer de colo uterino, estimando-
se que 34% das mulheres infectam-se durante suas
vidas'2. Essa infec¢édo é geralmente cronica, mes-
mo na adolescéncia, quando o sistema imunoldgico
esta francamente ativo. A cronicidade da infecgéo
em hospedeiro imunocompetente sugere falha na
apresentacdo do antigeno viral ao sistema
imunolégico ou no reconhecimento das células HPV
infectadas pela reacéo especifica induzidas.

A disseminacéo da infeccéo pelo HPV, o longo
periodo de laténcia entre a infeccdo primaria e o
desenvolvimento da neoplasia de colo uterino, o pe-
gueno numero de individuos infectados que desen-
volvem o cancer, o alto indice de regressao esponta-
nea e a média de idade das pacientes infectadas
(32,4 anos) inferior aquelas com neoplasia inva-
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sora (42,6 anos) sugerem influéncia de co-fatores
na etiologia desse cancer. Entre estes poderiamos
citar os fatores imunolégicos, fatores hormonais,
o fumo e as caréncias nutricionais de vitamina
A, B-caroteno, vitamina C e acido folico*®.

Na busca de fatores imunolégicos atuantes,
tém sido estudados linfécitos T-CD4+, T-CD8+ e
células de Langerhans responsaveis pelo reconhe-
cimento das células infectadas®. As células de
Langerhans sdo componentes importantes no sis-
tema de vigilancia imunolégica celular’. Sdo cé-
lulas apresentadoras de antigeno que ativam es-
pecificamente as células T-CD4+ e além disso
exercem acdes citotdxicas e fagociticas diretas ti-
picas de macrofagos®. As células de Langerhans,
por sua citoarquitetura e sua localizacao
intercelular no terco basal do epitélio escamoso,
seriam as responsaveis pela apresentacdo de
antigenos®. Evidéncias de depressédo imunoldgica
com diminuicdo no numero de células de
Langerhans tém sido relacionadas ao estudo das
lesdes induzidas pelo HPV no colo uterino®1l,

No desenvolver de uma infeccdo viral ou de
um tumor inicia-se a ativacao dos linfécitos T pela
apresentacao do antigeno ao sistema imunoldégico.
Assim, o mecanismo de apresentacao de antigeno
viral ou tumoral ao sistema imunoldgico inicia-se
pela sua fagocitose pelas células de Langerhans nas
quais é processado, associado as moléculas do com-
plexo de histocompatibilidade principal (MHC) e, a
seguir, exposto ao linfécito T especifico®?.

A suscetibilidade a infeccéo viral e fangica
recorrente em mulheres HIV-positivas é explicada
pela baixa imunidade celular local. Assim, foi de-
monstrada em bidpsia de colo uterino diminuicao
do ndmero das células de Langerhans, dos
linfocitos CD4+ e dos plasmacitos, bem como au-
mento dos numeros de linfécitos CD8+, mesmo
quando estas alteracfes ndo sdo detectadas no
sangue periférico*s.

Como evidéncia da importancia das células
de Langerhans junto ao sistema de imunovigilan-
cia antitumoral, observou-se estar a sua deplecéo
associada ao aumento de incidéncia de tumores
de epitélio escamoso, em pacientes submetidas a
irradiacao ultravioleta e a corticoterapia*.

Tay et al.’®>, ao estudarem as células de
Langerhans com diversos marcadores, observaram
tanto nas infec¢des por HPV quanto em neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) reducao do seu nume-
ro em 60% com marcadores OKT6, ATPase e HLA-
DR, enquanto havia deplecao completa de células
S100+. Estes achados sugerem que a deplecédo
seletiva de células S100+ pode ser a causa da
imunodeficiéncia localizada.

Em estudos semelhantes, al-Saleh et al.®
confirmaram reducdo do nimero de células de
Langerhans no epitélio metaplasico e em NIC in-

Células de Langerhans

dependentemente do tipo de HPV causador da in-
feccdo. O epitélio glandular da area de metaplasia
parece inibir a migracao das células de
Langerhans, tornando essa area de risco para de-
senvolvimento de neoplasia nao s6 pelo fato de ser
local de instabilidade tecidual, mas também pela
diminuicdo das células apresentadoras de
antigenos.

Estudos ressaltam a influéncia do HPV na
etiopatogenia da neoplasia da cérvice uterina
associadas a multiplos co-fatores extrinsecos e
endégenos do hospedeiro, como: fatores
imunolégicos, hormonais e o fumo?®. A imunida-
de local, mediada pelas células de Langerhans,
pode ser a chave do mecanismo defensivo do hos-
pedeiro contra infecgdo por HPV e contra o desen-
volvimento de carcinoma cervical.

O objetivo deste trabalho foi determinar se
os fatores como idade, menarca, niUmero de ges-
tacdes e precocidade sexual estdo associados as
alteracdes do numero das células de Langerhans
no colo uterino.

Pacientes & Métodos

Foram incluidas 30 mulheres atendidas no
ambulatério da Clinica da Mulher da Secretaria
de Saude do Municipio de Maringa (PR) no periodo
de agosto de 1999 a novembro de 2001, que apre-
sentavam amostras de colo uterino negativas para
HPV pelo método da captura hibrida.

As pacientes com alteracges citologicas ou le-
séo no colo uterino e exame de captura hibrida ne-
gativa foram incluidas no estudo. Foram excluidas
as gestantes, lactantes e menopausadas, as
usuarias de imunossupressores e de imunoestimu-
ladores nos ultimos trés meses, bem como as
usuarias de drogas e de narcoticos, além das porta-
doras de doencas auto-imunes, de neoplasias e de
diabete.

O presente estudo foi aprovado pela Comis-
s&o de Etica Médica do Hospital S&o Paulo - Univer-
sidade Federal de Sao Paulo. As pacientes foram
previamente esclarecidas quanto aos objetivos da
pesquisa. Apés a concordancia das mesmas, o con-
sentimento foi formalizado mediante a assinatura
do termo de consentimento livre e informado.

No atendimento inicial foi realizada entre-
vista seguida do preenchimento da ficha clinica
especifica para o estudo e agendamento de retor-
no para a primeira fase do ciclo menstrual a fim
de efetuar a biépsia dirigida pela colposcopia.

As biopsias foram efetuadas sob orientacao
colposcopica com pingas Gaylor-Medina e cada
uma das amostras subdivididas em outras duas
partes: a primeira, encaminhada ao exame ana-
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tomopatolégico e imuno-histoquimico, e a segun-
da, colocada em tubo de coleta especial contendo
1 mL de azida sédica 0,05% (Digene Diagnostics
Inc.) e congelada a —20°C, e posteriormente enca-
minhada ao laboratério. A técnica utilizada para
deteccdo de material genético viral foi a
hibridizacao molecular, por captura de hibridos em
microplaca. Sdo empregadas sondas nao radioati-
vas, com amplificacdo da deteccéo dos hibridos por
quimioluminescéncia. Essa técnica permite di-
agnosticar os 18 tipos mais comuns de HPV do
trato genital e classificar o HPV em dois grandes
grupos, o do tipo A, baixo risco (tipos 6, 11, 42, 43,
44) e do tipo B, alto risco (tipos 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). A sensibilidade do
teste para o HPV é maior ou igual a 1,0 pg/mL
DNA-HPVY,

A reacao imuno-histoquimica para as célu-
las S100+ foi efetuada conforme os principios pro-
postos por Hsu e Raine'®. Cada amostra teve, em
média, cinco cortes histolégicos de 3 a 4 micra
distribuidos em laminas silanizadas e incubadas
com anticorpo preparado em coelho (anticorpo S-
100 - Dako), em solugédo 1/5000, diluido em solu-
¢ao de albumina a 1% e azida sodica (NaN,) a 0,1%
em solucao tamponada com fosfato (PBS). A seguir,
os cortes foram incubados com anticorpo de cabra
anti-coelho, biotinilado (Vector Laboratories) e foi
aplicado o complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase. A reacdo foi revelada com substrato
cromogénico por 3 a 5 minutos, preparado com
diaminobenzidina (Sigma, USA) a 0,6%, peréxido
de hidrogénio a 0,06% e dimetilsulfoxido a 1% em
PBS. Os cortes assim preparados foram contraco-
rados com hematoxilina de Harris e montados em
Entellan (Merck) com laminulas.

As células de Langerhans S100+ foram iden-
tificadas pela coloracdo marrom de seus
citoplasmas, que se apresentavam, conforme o
eixo do corte histologico, em perfis citoplasmaticos
de diversas formas como de ponto, virgula, filiforme
ou mesmo arboriforme.

Cada lamina assim preparada foi avaliada
num microscoépio de luz com 400 vézes de aumen-
to, adaptado a microcdmera, e sua imagem
digitalizada pelo software Cytoviewer. O célculo da
area em micrémetros quadrados por campo foi feito
previamente, utilizando a camara graduada de
Neubauer. Conhecida a area examinada por cam-
po, contou-se o numero das células de Langerhans
por meio da contagem de ndcleos celulares e de
perfis citoplasmaticos por milimetro quadrado. As
observacdes das caracteristicas qualitativas dos
elementos celulares foram estudadas e também
melhor visualizadas no monitor de computador.
Quantificaram-se também as células de
Langerhans de acordo com sua localizagdo nas
camadas do epitélio ou do estroma, conforme a

Células de Langerhans

diviséo histoldgica do epitélio escamoso em cama-
das superficial, intermediaria e basal®°.

Para analise estatistica calcularam-se a
média aritmética e os respectivos desvios-padrao
do numero das células de Langerhans por mili-
metro quadrado. Utilizou-se o teste ndo paramé-
trico de soma das ordens de Wilcoxon (rank sum
test) e considerou-se o nivel de rejeicdo da hipote-
se de nulidade de 5% (p<0,05)%°.

Resultados

Foram estudados os fragmentos de colo
uterino de 30 mulheres com a faixa etaria de 18 a
46 anos e média de 30 anos. Do total das mulhe-
res, 6 (20,0%) estavam fazendo o exame preventi-
vo de cancer pela primeira vez.

Pela observacao quantitativa ao microscopio,
verificou-se a presenca de células de Langerhans
tanto no epitélio como no estroma subjacente, sendo
mais freqlente no epitélio. Observou-se ainda a
localizacao preferencial dessas células na camada
basal e na intermediaria, sendo rara a presenca
na camada superficial do epitélio.

Ao analisar o parametro idade da paciente,
categorizaram-se as mulheres em grupos com
menos de trinta anos (n=14 -46,6%) e com mais de
30 anos (n=16 -53,6%). As pacientes com menos de
30 anos apresentavam média das células de
Langerhans de 252,80 cel/mm?e as com mais de
30 anos, a média igual a 185,24 mm?, sendo esta
diferenca néo significante (p=0,06). O mesmo ocor-
reu no estudo por camadas histoldgicas, pois as
meédias dos numeros das células ndo apresenta-
ram diferencas estatisticamente significantes.

Quanto ao inicio da idade fértil, 10 (33,3%)
mulheres apresentaram menarca antes de 12
anos e 20 (66,7%), apos os 13 anos. Verificou-se
que para as mulheres com menarca apds os 13
anos o numero de células de Langerhans apre-
sentou diferenca significante, com média de
173,34 cel/mm?2, comparada ao outro grupo, com
271,41 cel/mm? (Tabela 1). A reducdo no numero
das células de Langerhans ocorreu em todas as
camadas histolégicas do epitélio.

Quanto a precocidade sexual, o inicio de re-
lagBes sexuais antes de 17 anos foi referida por
11 (36,7%) mulheres e relacionou-se com menor
namero das células de Langerhans no epitélio do
colo uterino, com médias de 127,15 cel/mm?e
250,14 cel/mm?, respectivamente, para inicio da
atividade sexual até 17 anos e ap6s 17 anos
(p=0,03). Essas alteragbes ocorreram nas cama-
das intermediaria e basal do epitélio, pois na ca-
mada superficial a densidade apresentou apenas
uma tendéncia a queda (Tabela 2).
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Tabela 1 - Nimero de células de Langerhans por mm? (densidade) nas camadas superficial, intermedidria e basal do epitélio do colo. Distribuicdo de acordo com a idade da menarca
(médias e desvios padrao).

Epitélio Menarca
Camadas histoldgicas < = 12anos (n=10) > = 13anos (n =20)

Média DP Média DP p
Superficial 10,0 9,6 6,8 18,5 0,01*
Intermediaria 168,9 106,4 81,0 80,3 0,01*
Basal 47,2 36,6 19,4 25,5 0,01*
Todas as camadas 271,4 112,6 173,3 162,9 0,02*

*Teste de Wilcoxon (rank sum test).

Tabela 2 - Nimero de células de Langerhans por mm? (densidade) nas camadas superficial, intermediéria e basal do epitélio do colo. Distribuicdo de acordo com a idade de inicio da
atividade sexual (médias e desvios padréo).

Epitélio Inicio da atividade sexual
Camadas histoldgicas < 17anos (n=11) > 18anos (n=19)

Média DP Média DP p
Superficial 4,0 9,2 10,5 19,2 0,08
Intermedidria 54,6 67,2 141,2 101,9 0,01*
Basal 19,0 32,3 33,8 31,9 0,04*
Todas as camadas 127,1 111,6 250,1 164,0 0,03*

*Teste de Wilcoxon (rank sum test).

Quanto ao numero de gestacgbes, observa- i 5
ram-se 11 (36,6%) nuligestas e 19 (63,4%) D|SCUSS&0
primigestas ou mais. Nao houve diferenca esta-

tisticamente significante nas médias de densi- Mdltiplos fatores etiopatogénicos do cancer de
dade das células de Langerhans tanto no epitélio colo uterino foram estudados. No entanto, o com-
quanto em camadas histolégicas, entre mulheres portamento sexual como a precocidade sexual, a ida-
que haviam engravidado pelo menos uma vez com- de da primeira gravidez e a promiscuidade sexual
paradas as nuligestas. apresentam-se ‘como fatores determl_nantesﬂvzz.

As cauterizaces prévias do colo uterino re- O'bservam—se evidéncias do comprometimento das
feridas por 5 (16,7%) mulheres foram associadas ceélulas de Langerhans em pacientes com HPV per-
a menor namero das células no epitélio, com a sistente ou em neoplasia mtrg—epl.tellal cervical. As
média de 120,30 cel/mm? e 236,06 cel/mm? para células de Langerhans e os linfocitos apresentam-

Se como componentes importantes nessa imunovi-

mento (p=0,05). Essas alteracdes foram observa- gilancia, pois enquanto as primeiras atuam como
das principalmente nas camadas intermediaria e cg[ulas apresentadoras de antigeno, z_atlvando espe-
basal (Tabela 3) cificamente as células T-CD4+, os linfdcitos exer-

cem ac0es citotoxica e fagocitica’®.
O periodo de laténcia longo da infecgéo por

aquelas que nunca se submeteram a esse trata-

Tabela 3 - Nimero de células de Langerhans por mm? (densidade) nas camadas HPV e a idade mais prevalente para o desenvolvi-
superficial, intermedidria e basal do epitélio do colo. Distribuicdo de acordo com mento do cancer de colo uterino sugerem a exis-
antecedentes de cauterizagdes (médias e desvios padrao). ~ . . .
téncia de co-fatores biocomportamentais na
Epitélio Antecedentes de Cauterizacdes etiopatogenia deste tumor*5. Dessa forma a idade
Camadas histolégicas Nao (n =25)  Sim (n =5) da paciente parece ter influéncia sobre os fatores
Média DP Média DP p imunoldgicos. Neste estudo observou-se tendén-
— cia a diminuigcdo da média do numero das células
Superficial 83 168 28 63 010 de Langerhans em mulheres com mais de 30 anos.
Intermedidria 1251 977 539 569 0,03 Segundo Tindle e Frazer®, a adolescéncia carac-
Basal 327 320 99 11,7  0,04* teriza-se pelo sistema imunolégico francamente
Todas as camadas 2360 1611 1203 817 005" ativo, observado também neste estudo, e pressu-

“Teste de Wilcoxon (rank sum fesh), pbe-se a ocorréncia de depressdo das células de
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Langerhans com o aumento da idade, predispondo
a oncogénese do colo uterino.

A alta taxa de regresséo da infecg&o por HPV
e a evolucdo de alguns casos para malignizacéo
sugerem a existéncia de outros fatores associa-
dos a imunodepresséo, tais como a irradiacédo, fumo
e horménios*?. A influéncia dos hormdnios na
imunidade tem sido referida pela observacédo da
alta prevaléncia de HPV e diminui¢do do numero
das células de Langerhans na gestacdo?. O au-
mento da taxa de infeccdo pelo HPV na gestacao
pode ser pela acdo hormonal direta sobre o DNA-
HPV na expressao dos genes virais E6 e E7. Essa
acdo hormonal também existe nos genes regula-
dores do ciclo celular responsaveis pela apoptose,
inibindo tanto a proteina p53 ou diretamente as
células de Langerhans?s. Este estudo ndo encon-
trou diferenca quanto ao nuimero de células de
Langerhans em relacdo aos antecedentes de ges-
tacdo, provavelmente por serem essas alteracdes
hormonais de efeito transitorio proprio da gravi-
dez. Por outro lado, observou-se que a menarca apos
0s 13 anos esta associada ao pequeno numero das
células de Langerhans, sugerindo que a menarca
tardia pode representar desequilibrio na
homeostase horménio-imunidade que persiste
durante a menacme ou mesmo interfere na
maturacao funcional das células de Langerhans.

A liberagéo sexual trouxe muitas conseqlién-
cias para a saude da mulher, sendo a precocidade
sexual um dos importantes fatores associados tanto
a infeccdo pelo HPV quanto ao cancer de colo
uterino?2. Observou-se associacao da precocidade
sexual com o menor ndmero das células de
Langerhans, sugerindo que a agdo dos componen-
tes do sémen conjuntamente com outros agentes
oncogénicos, em face do epitélio cervical imatu-
ro, poderia desencadear imunodepresséo com re-
ducado do numero destas células. A influéncia da
precocidade sexual sobre as células de Langerhans
nao ficou claramente definida.

Considerada como um estado funcional fi-
siolégico da mulher, a ectopia do colo era, até ha
pouco tempo, definida como les&o benigna do colo,
e a cauterizacdo, o seu tratamento de eleicdo.
Estudos tém demonstrado ser esse procedimento
uterino responsavel pela diminuicdo do namero
das células de Langerhans?®. Confirmando esses
achados, foi observada reducéo para um terco no
namero das células em mulheres submetidas a
esse tipo de procedimento médico. A repercus-
sao clinica desta reducao néo € evidente. No en-
tanto, ela pode estar relacionada a reacao
fibrética induzida no colo pés-cauterizacgéo, difi-
cultando a migracéo celular. Os métodos como a
eletrocauterizacdo, cirurgia de alta frequéncia,
laserterapia e quimiocauterizacdo sdo ablativos

Células de Langerhans

mas nao preservam as células do sistema
imunoldgico.

No presente estudo observamos associacao
dos fatores biocomportamentais como a idade da
menarca, precocidade sexual e antecedentes de
cauterizages de colo uterino com a diminuigéo do
numero das células de Langerhans. Este estado de
imunodepresséao local favorece a infeccao pelo vi-
rus na camada basal, onde sua proliferagéo atinge
0s queratinécitos da camada intermediaria com
inibicdo de citocina IL-2 e liberacédo de citocina IL-
10, que agravam ainda mais a depressao dessas
células?’. Essa acdo conjunta da imunodepresséo
por fatores biocomportamentais e do HPV nas célu-
las do epitélio cervical pode contribuir para inicio
da oncogénese; assim, estudos mais detalhados de-
vem ser realizados para esclarecer a influéncia
desses determinantes da imunodepressao e apri-
morar ainda mais os programas de prevencao e de
tratamento das neoplasias de colo uterino.

ABSTRACT

Objective: fo study the relationship of biobehavioral factors,
such as age, menarche, number of gestations, and age of first
sexual intercourse, with changes in Langerhans’cells in
women with negative hybrid capture for HPV.

Methods: thirty women referred due to abnormal cervical
cytology or premalignant cervical lesions were studied and
underwent colposcopy, guided biopsy and histopathological
exams. The Langerhans’ cells were identified by
immunohistochemical (S100+) exams. Langerhans’ cells
visualized in brown color were counted using the software
Cytoviewer. The nonparametric Wilcoxon rank-sum test was
employed for statistical analysis.

Results: the number of Langerhans’ cells in women who had
menarche after 13 years old presented statistically significant
difference (173.34 cell/mm?) compared to the group whose
menarche occurred before 13 (271.41 cell/mm?). The age at
the first sexual intercourse was associated with the low
number of Langerhans’ cells, 127.15 cell/mm? and 250.14
cell/mm?, respectively, for the beginning of the sexual activity
up to 17 years old and after 17 (p=0.03). Previous
cauterizations of the uterine cervix have been related to a
lower number of Langerhans’ cells in the epithelium, with
the average 120.30 cell/mm?’ as compared to 236.06 cell/mm?
for those women who never underwent that procedure
(p=0.05). Other factors such as the patient’s age and the
number of gestations showed no statistically significant
differences in the density of Langerhans’ cells.
Conclusions: the present study reports the association of
biobehavioral factors with decrease in the number of
Langerhans’ cell.

KEYWORDS: Cervix: neo-plastic lesions. Langerhans’ cells.
Human papillomavirus. Sexual activity. Cervical
cauterizations. Celular immunization.
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