______________________________________________|
Artigos Originais

[nfluéncia do uso de anticoncepcionais hormonais orais sobre o numero de

células de Langerhans em mulheres com captura hibrida negativa para
papilomavirus humano

Langerhans’ cells: influence of the of oral contraceptives by women with negative hybrid capture
for human papillomavirus

Nelson Shozo Uchimural!, Julisa Chamorro Lascasas Ribalta?, José Focchi®,
Edmund Chada Baracat*, Taqueco Teruya Uchimura®

RESUMO

Objetivo: estudar a influéncia do uso de anticoncepcionais orais (AO) sobre o numero de células de Langerhans em
mulheres sem infecgdo cervical por papilomavirus humano (HPV). Métodes: foram incluidas trinta mulheres com alteragdes
citologicas e bidpsia dirigida pela colposcopia com amostras de colo uterino sem sinais de infecg@o por HPV. A auséncia de
DNA de HPV foi confirmada pela captura hibrida. As células de Langerhans foram identificadas pela reagdo de imuno-
histoquimica com uso de antigenos anti-S100. As células visualizadas em microscopia de luz foram contadas utilizando o
software Cytoviewer. Para analise estatistica utilizou-se o teste ndo paramétrico de soma das ordens de Wilcoxon. Resultados:
amédia do nimero de células de Langerhans em mulheres usuarias de AO foi de 320,7/mm? e em ndo usuarias 190,7/mm? néo
sendo esta diferenca significante. Na camada intermediaria do epitélio cervical observou-se tendéncia ao aumento dessas
células, com as médias 192,1/mm? para usudrias e 93,4/mm? para ndo usuarias de AO (p=0,05). Conclusdes: no presente
estudo ndo se observou diferenga significativa no total de células de Langerhans entre as usuarias e ndo usuarias de AO,
porém, na camada intermediaria do epitélio observou-se tendéncia ao aumento no nimero dessas células entre as usuarias
de AO. Este resultado sugere que os AO podem induzir alteragdes no ntimero das células de Langerhans, considerando
porém o limitado numero de casos, este achado ndo pode ser confirmado.
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ABSTRACT

Purpose: to study the influence of the use of oral contraceptives (OC) on the number of Langerhans’ cells in women without
cervical infection by human papillomavirus (HPV). Methods: thirty women who presented abnormal cervical cytology and
colposcopy-guided biopsy with samples of uterine cervix negative for HPV were selected. The absence of HPV DNA was
confirmed by hybrid capture. Langerhans’ cells were identified by immunohistochemistry using anti-S100 antigens. The
cells visualized in light microscopy were counted using the Cytoviewer software. The nonparametric Wilcoxon rank sum
test was employed for statistical analysis. Results: the average number of Langerhans’ cells in OC users was 320.7/mm? and
in non-users 190.7/mm?, this difference being statistically nonsignificant. In the intermediary layer of the cervical epithelium
a tendency towards the increase of these cells was observed, with the averages 192.1/mm? for OC users and 93.4/mm? for
non-users (p=0.05). Conclusions: the present study reports a tendency towards the increase in the number of the Langerhans’
cells among OC users. This result suggests the OC may induce alterations in the number of Langerhans’ cells, but considering
the limited number of cases, more studies should be developed for a definitive conclusion.
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Introdugao

As células de Langerhans (CLs) sdo compo-
nentes importantes no sistema de imunovigilancia
celular contra infec¢des virais e tumorais e tém a
funcao de apresentar os antigenos virais ou
tumorais ativando especificamente os linfécitos. O
mecanismo dessa apresentacdo antigénica come-
ca a partir da captura do antigeno pelas CLs, sendo
entdo associado as moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) e, a seguir,
exposto ao linfocito T especifico'. Comprovando a
importancia dessa resposta imunoloégica, verificou-
se em pacientes com carcinoma cervical a presen-
ca das CLs juntamente com linfécitos CD4, células
natural killer e linfocitos B2.

Essas células estao localizadas principal-
mente nas camadas basais e intermediarias do
epitélio escamoso. Na camada basal, apresentam
citoplasma abundante e raros dendritos, junto das
células escamosas basais, ao passo que na cama-
da intermediaria, o citoplasma € escasso e distri-
buem seus processos dendriticos aos vasos do
estroma subepitelial. Esse fato sugere tanto a
migracdo dessas células quanto a transferéncia
de informacdes antigénicas para as células
endoteliais dos vasos3.

Diversos tipos de papilomavirus humano
(HPV) estao associados ao cancer de colo uterino,
porém o HPV16 e o 18 sdo os tipos mais comumente
associados a lesdes malignas do colo. Essa infec-
cdo é geralmente créonica mesmo na adolescén-
cia quando o sistema imunolégico esta franca-
mente ativo. A cronicidade dessa infeccdo em hos-
pedeiro imunocompetente sugere falha na apre-
sentac¢ao do antigeno viral ao sistema imunolégico
ou no reconhecimento das células infectadas pelo
HPV pela reacdo especifica induzida®. No epitélio
escamoso do trato genital feminino as CLs sdo res-
ponsaveis pelo reconhecimento, processamento e
apresentacdo ao sistema imunolégico. Connor et
al.’ encontraram reducéo significativa de CLs S-
100 positivas tanto na infeccdo por HPV como em
neoplasias intra-epiteliais cervicais sugerindo
que a infeccéo por HPV de algum modo inibe a mi-
gracao ou maturacdo dessas células.

A alta taxa de regressao espontanea da in-
feccao por HPV e a evolucao somente de alguns
casos para malignizacdo sugerem que a infeccao
viral por si s6 ndo desencadeia a malignizacao e
que outras variaveis estdo envolvidas neste pro-
cesso, tais como a irradiacao, fumo e horménios®.

Entre os fatores hormonais, destaca-se o uso
de contraceptivos hormonais, pela sua repercus-
sao social e economica, acrescidos ao risco de de-

senvolvimento de neoplasia intra-epitelial cervi-
cal e cancer invasor do colo uterino. Atualmente,
milhdes de mulheres no mundo usam os contra-
ceptivos hoemonais, incluindo os anticoncepcio-
nais orais e progestagenos de longa acdo, como
acetato de medroxiprogesterona injetavel e im-
plantes subdérmicos de levonorgestrel®’. Os anti-
concepcionais orais, tanto combinados trifasicos
quanto os de baixa dose, estao associados ao au-
mento da transcricao do HPV2. O uso de anticon-
cepcionais hormonais por mais de cinco anos ele-
va o risco de desenvolver lesdo intra-epitelial de
alto grau em pacientes com HPV®.

O anticoncepcional hormonal pode ser im-
portante fator na etiopatogenia do cancer do colo
uterino se o uso ocorrer antes do completo desen-
volvimento do trato genital feminino, isto €, antes
dos 17 anos!®. Do mesmo modo demonstrou-se que
o risco para desenvolver adenocarcinoma in situ
do colo uterino esta aumentado também para as
mulheres com longo tempo de uso de anticoncep-
cionais orais (mais que 12 anos)!'.

Assim, a influéncia dos hormonios sobre
imunidade tem sido referida pela observacao da alta
prevaléncia de HPV na gestacédo e o efeito de imu-
nodepressao no estado gravidico pela depresséo da
densidade das CLs!2. Alguns fatores biocomporta-
mentais como a menarca apés 13 anos e a precoci-
dade sexual antes dos 17 anos também estao asso-
ciados com a diminuicao do nimero de CLs'3.

Diante do exposto, o presente ensaio teve
por objetivo estudar a influéncia do uso de anti-
concepcionais orais sobre o numero de CLs em
mulheres sem a infeccao cervical por HPV.

Métodos

A populacéao foi constituida por 30 mulheres
usuarias ou nao de anticoncepcionais orais, aten-
didas no ambulatorio da Clinica da Mulher da Se-
cretaria de Satide do Municipio de Maringa, PR que
apresentavam amostras de colo uterino negativas
para HPV, confirmado pela captura hibrida (Digene
Diagnostics Inc.). Esta populagéo caracterizou-se
pela baixa escolaridade com 63,3% (19) de analfa-
betas ou com primeiro grau incompleto, 26,7% (8)
com nivel secundario e 10,0% (3) com nivel supe-
rior incompleto. Com relacao ao estado civil, 83,3%
(25) eram casadas, 13,3% (4) solteiras e 3,4% (1)
separadas. A faixa etaria variou de 18 a 46 anos,
porém 80% (22) das mulheres tinham de 20 a 39
anos, com a média de 30 anos.

No estudo com abordagem transversal,
aleatorizado, foram incluidas as mulheres que
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referiam usar anticoncepcionais orais por mais
de trés meses e como controle as que nao usavam
anticoncepcionais orais por periodo também supe-
rior a trés meses.

Foram excluidas as gestantes, as lactantes
e as menopausadas, as usuarias de imunossupres-
sores e de imunoestimuladores nos ultimos trés
meses, bem como as usuarias de drogas e de nar-
coticos e as portadoras de doencgas auto-imunes,
neoplasias e diabete.

Anamnese e exame ginecologico completo
foram realizados no atendimento inicial, com o
preenchimento da ficha clinica especifica e
agendamento de retorno para a primeira fase do
ciclo menstrual para que fosse realizada a biépsia
dirigida pela colposcopia. A técnica colposcopica
foi feita segundo a rotina do servigo, com
embrocacao em seqliéncia de soro fisiologico, aci-
do acético 2% e solucao de Schiller 2%.

A amostra da biopsia, retirada da area col-
poscoépica normal, foi dividida em dois fragmen-
tos, sendo um encaminhado para os exames his-
topatolégico e imuno-histoquimico e outro enca-
minhado para a captura hibrida.

Para o exame da captura hibrida o fragmen-
to foi imerso num tubo de coleta especial conten-
do 1 mL de azida sédica 0,05%, sendo depois con-
gelado a —20°C e encaminhado ao laboratério. A
técnica utilizada foi a hibridizacao molecular, por
captura de hibridos em microplaca, que utiliza
sondas nao radioativas, com amplificacdo da de-
teccao dos hibridos por quimioluminescéncia. Essa
técnica permite diagnosticar os 18 tipos mais co-
muns de HPV do trato genital e classificar o HPV
em dois grandes grupos, o do tipo A, de baixo risco
(6,11,42,43,44), e do tipo B, de alto risco
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68). A sensi-
bilidade do teste para o HPV é igual ou maior que
1,0 pg/mL™.

Os fragmentos cervicais obtidos para exames
histopatolégico e imuno-histoquimico foram fixa-
dos em formalina a 10% e encaminhados para pro-
cessamento. A técnica de histopatologia utilizada
foi a padronizada no servico com impregnacéo em
parafina. O bloco de material parafinado foi corta-
do em microtomo rotativo manual em espessura
de 4 a 5 micra, colocado em lamina e corado com
hematoxilina de Harris e eosina. A lamina assim
preparada foi analisada em microscépio de luz.

Para o método imuno-histoquimico o bloco
parafinado de cada amostra teve em média cinco
cortes histologicos de 3 a 4 micra distribuidos em
laminas silanizadas e incubadas com anticorpo
preparado em coelho, anti-proteina S-100 (DAKO),
em solucao 1/5000, diluido em solucdao de
albumina a 1% e azida sodica (NaN,) a 0,1% em
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solucdo tamponada com fosfato (PBS). A seguir,
foram incubadas com anticorpo de cabra anti-coe-
lho, biotinilado (Vector Laboratories) e aplicado ao
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. A re-
acao foi revelada com substrato cromogénico por
3 a 5 minutos, preparado com diaminobenzidina
(Sigma, USA) a 0,6%, peroxido de hidrogénio a
0,06% e dimetilsulféoxido a 1% em PBS. Os cortes
assim preparados foram contracorados com hema-
toxilina de Harris e montados em Entellan (Merck)
com laminulas.

No método histométrico cada lamina prepa-
rada de imuno-histoquimica foi avaliada em mi-
croscopio de luz com aumento de 400 vezes adap-
tado a microcamera, sendo sua imagem digitali-
zada pelo software Cytoviewer. O calculo da area
em micrometros quadrados por campo foi feito pre-
viamente, utilizando a camara graduada de
Neubauer. Conhecida a area examinada por cam-
po contou-se o numero das CLs por meio da conta-
gem de nucleos dessas células e de seus perfis
citoplasmaticos por milimetro quadrado.

As CLs S100 positivas foram identificadas
pela coloracdo marrom de seus citoplasmas que
se apresentavam, conforme o eixo do corte histo-
légico, em perfis citoplasmaticos de diversas for-
mas, como de ponto, virgula, filiformes ou mesmo
arboriforme. As caracteristicas qualitativas dos
elementos celulares foram estudadas e também
melhor visualizadas no monitor de computador.

Quantificaram-se as CLs segundo sua loca-
lizacao nas camadas do epitélio ou do estroma,
conforme a divisao histologica do epitélio escamoso
em camadas superficial, intermediaria e basal.

Para analise estatistica dividiu-se a amos-
tra em dois grupos: usuarias (n=6) e nao usuarias
(n=24) de anticoncepcionais hormonais orais.
Calcularam-se a média aritmética e os respecti-
vos desvios padrao do niimero das CLs por milime-
tro quadrado. Utilizou-se o teste ndo-paramétrico
de soma das ordens de Wilcoxon (rank sum test).
Para todos os testes estatisticos considerou-se o
nivel de significancia de 5% (p<0,05).

O presente estudo foi aprovado pela Comis-
sao de Etica Médica do Hospital Sao Paulo — Uni-
versidade Federal de Sao Paulo.

Resultados

Todos os fragmentos cervicais, no total de trin-
ta, avaliados pela captura hibrida para HPV, mos-
traram-se negativos. A média no nimero de CLs
de todas as camadas em mulheres usuarias de an-
ticoncepcionais orais foi 320,7 células/mm? e em
nao usuarias, de 190,7 células/mm?. Esta diferen-
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ca nao foi estatisticamente significante (p=0,98).
Na analise por camadas histologicas (super-
ficial, intermediaria e basal) observou-se que as
médias do nimero das CLs estdo sempre eleva-
das em usuarias de anticoncepcionais orais. Prin-
cipalmente, na camada intermediaria observou-
se tendéncia ao aumento das CLs, com as médias
de 192,1 células/mm? para usuarias e 93,4 célu-
las/mm? para nao usuarias (p=0,06) (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de células de Langerhans por mm? (densidade) nas camadas
superficial, intermediaria e basal do epitélio do colo. Distribuicéo de acordo com uso de
anticoncepcionais orais (médias e desvios padréo).

Epitélio Anticoncepcionais orais p*
Camadas histolégicas  Néo (n = 24) Sim (n = 6)

média DP média DP
Superficial 41 64 204 311 0,09
Intermediaria 934 673 1921 1498 0,05
Basal 240 236 483 481 0,98
Todas as camadas 190,7 1340 320,7 2056 0,98

*Teste de Wilcoxon (rank sum test).

Discussao

Os hormonios sexuais, incluindo os contra-
ceptivos hormonais, influenciam a suscetibilida-
de e a predisposicao as infeccoes do trato genital
inferior. Seus efeitos sdo variados e dependem do
patégeno e dos hormoénios envolvidos. Assim, os
contraceptivos orais podem aumentar o risco de
infeccao genital por clamidea e monilia e para
doenca inflamatéria pélvica, e a vaginose bacte-
riana atuaria como fator de protecao?s.

Os estrogenos exercem importante papel na
resposta imunolégica na producao de anticorpos;
assim, ha aumento da expressao de IgA e IgG no
muco cervical durante o pico ovulatério de estrégeno
no ciclo menstrual. Em usuarias de anticoncepcio-
nais hormonais a quantidade de IgA detectada no
muco cervical € trés vezes maior do que no pico
ovulatoério!s. Por outro lado, o ciclo menstrual pare-
ce ndo influenciar a imunidade mediada por célu-
las, pois estudo com biopsias seriadas do epitélio
vaginal em 74 mulheres ndo mostrou alteracoes
significativas no numero das CLs, macréfagos,
linfécitos CD4 e CD8 e em neutrofilos!’.

O efeito dos contraceptivos hormonais sobre
o sistema imunolégico depende dos agentes
infectantes ou do estagio da infeccdo. Em infeccao
primaria por HPV ha um efeito protetor, porém a
persisténcia da infeccao por HPV esta associada
com a progressao da infeccdo para o cancer cervi-
cal. Assim, adolescentes que usam anticoncepcio-
nais orais tém incidéncia significativamente mais
baixa de infeccéo por HPV do que as ndo usuarias!®.

Esses dados da literatura sao contraditérios: em
trabalho de revisdo nédo foi encontrada nenhuma
associacao entre a infeccéo por HPV e o uso prolon-
gado de anticoncepcionais hormonais!®.

Por outro lado, outros estudos referem que
os anticoncepcionais favorecem a oncogénese,
pois interferem diretamente no metabolismo do
acido félico, bem como na suspensao da funcao de
imunovigilancia tumoral ou mesmo pela maior
exposicao do epitélio glandular (ectopia) aos agen-
tes agressores presentes no ambiente vaginal’.

O estudo dos efeitos dos contraceptivos hor-
monais sobre o numero de CLs do epitélio do trato
genital feminino tornou-se de fundamental impor-
tancia, com trabalhos relatando a infeccao intra-
epitelial das CLs pelo virus de imunodeficiéncia dos
macacos?. Diversos trabalhos referem também
diminuicdo do numero de CLs nas infecc¢des por
HPV e aumento das mesmas em presenca de NIC?!.

Neste estudo, ndo se observou diferenca sig-
nificativa entre o numero de CLs de usuarias e
nao usuarias de anticoncepcionais orais. Este re-
sultado é semelhante ao observado por outros.
Ildgruben et al.?? analisaram trés grupos de
usuarias de contraceptivos hormonais: o grupo de
anticoncepcionais orais (n=15), o grupo que em-
pregava acetato de medroxiprogesterona trimes-
tral (n=15) e o grupo de levonorgestrel subdérmico
(n=15), ndo encontrando diferenca significativa no
numero de CLs, comparando com o grupo controle
de ndo usuarias.

Os efeitos de progesterona (acetato de me-
droxiprogesterona) em dose Unica foram estudados
em 20 mulheres com biopsias seriadas por 3 me-
ses?. Outro estudo avaliou os efeitos do mesmo
hormoénio em uso prolongado de 2 a 3 anos em 20
usuarias e 20 controles**. Em ambos os estudos nao
se demonstrou alteracao siginificativa no ntimero
de CLs S-100 positivas. Outros, no entanto, demons-
traram que o uso de progesterona em é6vulos vagi-
nais durante 10 dias aumenta siginificativamente
o numero de CLs (CD1a) no epitélio vaginal®.

No presente estudo ndo se observou diferen-
ca significante no numero total de CLs no epitélio,
porém no estudo por camadas histologicas obser-
vou-se tendéncia ao aumento na média dessas
células na camada intermediaria. Este resultado
pode estar associado ao tamanho da amostra, com
seis usuarias de anticoncepcionais orais e 24 con-
troles, bem como ao marcador imuno-histoquimico
utilizado (S-100). Definitivamente ha influéncia
dos anticoncepcionais orais sobre as CLs correla-
cionando-se dosagens e tipos hormonais bem como
o tempo de uso. A compreensao da atuacao destes
horménios no sistema imunolégico podera contri-
buir para o desenvolvimento de vacinas eficazes
contra infeccoes virais e cancer de colo uterino.
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