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Resumo

Meniconi MCGA. Avaliagdo da imunoglobulina A,células TCD4+ e TCD8+ na
mucosa vaginal relacionadas a infec¢ao pelo papilomavirus humano e a
sindrome da imunodeficiéncia humana (Mestrado). Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007.

A infeccdo pelo HPV é correlacionada com processos neoplasicos
ginecologicos e varios estudos tém sido conduzidos sobre a influéncia da
resposta imune interferindo na oncogénese. A epidemia do HIV e as
doencgas sexualmente transmissiveis, inicialmente concentradas em grupos
de riscos masculinos, apresentam atualmente, uma maior prevaléncia em
mulheres, o0 que tem aumentado o numero de infeccdo concomitante HPV e
HIV. O estudo da resposta imune in situ € uma ferramenta essencial para a
compreensao destes processos, medindo diretamente no 6érgéo alvo a
resposta imune existente. Nas mucosas, a IgA é a principal responsavel pelo
controle de varias infecgdes. As células TCD4+ e TCD8+ tém como principal
funcdo auxiliar a resposta imune e as TCD8+ agem também como
citotoxicos.Neste trabalho, estudou-se 81 bidpsias de vagina de mulheres
que foram distribuidas em trés grupos: | - com AIDS e HPV (55); Il - com
infecgdo pelo HPV e HIV negativa (13); Il - HIV e HPV negativas (13).
Foram realizados: exame colposcopico, avaliacdo semiquantitativa dos
achados histoldgicos, hibridizagao in situ, estudo imuno-histoquimico para
IgA, TCD4+ e TCD8+. Observou-se que o padrao citolégico suspeito de
NIVA mostrou relacionar-se com a quantidade tecidual de células TCD8+ e a
infeccdo pelo HPV, mas ndo com o numero de células TCD4+ ou IgA. A
analise colposcépica definiu quadros que tiveram relagéo significativa com
as lesdes histopatolégicas encontradas e com a infecgdo pelo HPV, mas
sem relagdo com a co-infec¢ao pelo HIV/HPV, uso de terapia anti-retroviral
ou numero de TCD4+ circulantes. Verificou-se que a expressao in situ de
IgA nas bidpsias de vagina de pacientes com vaginite crbnica inespecifica,
infecgcao pelo HPV ou co-infecgao HPV/HIV ndao € um parametro relevante
para discriminar a resposta imune humoral protetora entre esses grupos de
pacientes e que o padrao citolégico inflamatério € menos expressivo nos
casos de infeccdo pelo HPV que nos casos de vaginite crénica nao
especifica. Outrossim, a imunidade adquirida revelou maior expressdo de
células TCD8+ in situ em casos de NIVA que nas vaginites cronicas nao
relacionadas ao HIV ou HPV e tendéncia a expressao de maior numero de
linfécitos TCD4+ em casos de NIVA e condiloma. Por outro lado, as
alteracdes de proliferacdo epitelial tais como hiperqueratose e metaplasia
escamosa epidermoide tiveram relagdo com NIVA de alto grau e condiloma.
Os achados de acantose e hiperqueratose relacionaram-se a infecgao pelo
HIV/HPV, assim como alteragdes colposcopicas mais acentuadas.

Descritores: 1. Imunoglobulina A/imunologia 2.Linfécitos TCD4-positivos/imunologia
3.Linfocitos TCD4-positivos/patologia 4.Linfécitos TCD8-positivos/imunologia
5.Linfécitos TCD8-positivos/patologia.
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Summary

Meniconi MCGA. Evaluation of immunoglobulin A, TDC4+ and TCD8+ cells in the
vaginal mucosa related to the infection by the human papillomavirus and to the
human immunodeficiency syndrome (dissertation). Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007.

The infection by HPV (Human papillomavirus) is correlated to gynecologic
neoplasic processes and several studies have been performed on the
influence of the immune response with interference in the oncogenesis. The
HIV (Human Immunodeficiency Virus) epidemic and the sexually-transmitted
diseases, initially concentrated in risk groups of men, currently show a higher
prevalence in women, which has been increasing the number of concurrent
HPV and HIV infection. The study of the in situ immune response is an
essential tool for the understanding of these processes, measuring the
existing immune response directly in the target organ. In the mucosae, IgA
(Immunoglobulin A) is the main responsible for the control of several
infections. The main function of the TCD4+ and TCD8+ cells (T cells that
express CD4 and CD8) is to help the immune response and TCD8+ cells
also play a cytotoxic role. In this work, 81 vagina biopsies have been studied,
of women distributed into three groups: | - with AIDS and HPV (55); Il - with
HPV infection and HIV negative (13); lll - HIV and HPV negative (13). It was
performed: colposcopic examination, semi-quantitative evaluation of the
histological findings, in situ hybridization, immunochemical study for IgA,
TCD4+ and TCD8+. It was observed that the suspect cytological pattern of
VAIN (Vaginal intraepithelial neoplasia) showed to be related to the total
tissue quantity of TCD8+ cells and the HPV infection, but not to the number
of TCD4+ cells or IgA. The colposcopic analysis defined conditions that have
been significantly related to the histopathological lesions found and to the
HPV infection, but not related to the HIV/HPV co-infection, use of anti-
retroviral therapy or number of TCD4+ in circulation. It was observed that the
in situ expression of IgA in the vagina biopsies of patients experiencing non-
specific chronic vaginitis, HPV infection or HPV/HIV co-infection is not a
relevant parameter to distinguish the protective humoral immune response
among those patient groups and that the inflammatory cytological pattern is
less expressive in the cases of HPV infection than in the cases of non-
specific chronic vaginitis. In addition, the acquired immunity showed a higher
in situ expression of TCD8+ cells in VAIN cases than in the chronic vaginitis
not related to HIV or HPV and the tendency to the expression of a higher
number of TCD4+ lymphocytes in VAIN and condyloma cases. On the other
hand, the alterations in the epithelial proliferation, such as hyperkeratosis and
epidermoid squamous metaplasia were related to high-grade VAIN and
condyloma. The findings of acanthosis and hyperkeratosis were related to
the HIV/HPV infection, as well as the most remarkable colposcopic
alterations.

Descriptors:Immunoglobulin A/immunology 2 Linfhocytes TCD4-
positive/immunology 3.Linfhocytes TCD4-positive/patology 4.Linfhocytes TCD8-
positive/immunology 5.Linfhocites TCD8-positive/patology.
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1 Introdugao

As infecgbes causadas por alguns virus no homem predispdem a
aquisicao de certos tumores que podem ser considerados fatores de risco e
que aumentam a incidéncia destes de modo analogo ao tabaco em relagao
ao cancer de pulmao e bexiga. Os canceres humanos vinculados a virus
formam cerca de 15% dos tumores, constituindo o fator de risco mais
importante depois do tabaco (Rojo, 1995). Existem varias abordagens que
visam nao so6 o entendimento de todo o mecanismo da acéao viral intracelular
como também a doenga em si e sua prevencao. Atualmente, a imunidade
das mucosas tem-se mostrado cada vez mais relevante porque representa a
porta de entrada de varias dessas infecgdes, entre as quais, a provocada
pelo HPV, afeccdo de grande relevancia para a saude publica (Alvarenga et

al., 2000).

No passado, as verrugas genitais foram descritas por gregos e
romanos e eram associadas a falta de higiene e ao homossexualismo. No
final do século XVIIl, em 1786, foram descritas por Hunter e associadas a
manifestacdo da sifilis. Com o surgimento da microscopia eletrénica, em
1949, Strauss e colaboradores mostraram a presenca de particulas virais
nessas verrugas, relacionando-as como causa do processo. Em 1954,
Barret, Silbart e Mcginley classificaram essas lesbes como uma doencga
sexualmente transmissivel. A partir de 1990, numerosos trabalhos

mostraram a grande incidéncia do HPV entre as mulheres, as lesdes



subclinicas e sua associagao com os tumores do trato genital feminino

(Alvarenga et al., 2000).

O HPV é um DNA-virus. Apresenta capsidios protéicos icosaédricos
sem envelope lipoprotéico e uma molécula de DNA circular dupla. O DNA
viral pode apresentar-se de forma integrada a célula do hospedeiro. Possui
capsidio viral icosaédrico com 50 a 55nm de didametro, composto por 72
capsbmeros formados por duas proteinas estruturais, L1 e L2 sendo que a

primeira corresponde a 90% do conteudo protéico do virus (Figura 1).
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Figura 1 — Virus HPV



O seu genoma € constituido por cerca de 8000 pares de base
distribuidos num duplo filamento circular sendo que apenas o filamento
positivo contém os dois genes principais estruturais tardios (L1 e L2)
envolvidos na estrutura do capsidio e sete ou oito genes funcionais
precoces dependendo do tipo viral (E1 a E8) relacionados com os processos
de replicagédo. Os tipos de HPV sao muitos e identificados pelo grau de
similaridade de seus DNA. A integragdo do DNA viral ao cromossomo da
célula nao ocorre aleatoriamente e sim em sitios especificos. O DNA viral
possui diversos genes de transcrigao precoce denominados de E1 a E8 (do
inglés, early). Muitos desses genes podem se expressar de forma total ou
parcial, codificando diversas proteinas. Os genes de transcricdo tardia se
denominam L1 e L2 (do inglés, late). A integragdo no genoma do hospedeiro
ocorre através do gene E2, com a consequente ruptura desta unidade de
transcricdo, que se traduz como ativador da transcrigdo que atua na regiao
de controle transcripcional. As proteinas codificadas por esses genes
parecem ter a capacidade de superar o controle do ciclo celular do
hospedeiro possibilitando agora esses oncogenes inativar o modo habitual
de acgao celular. Em quase todos os carcinomas do trato genital pode-se
detectar transcritos E6 e E7 que tém a propriedade de imortalizar
queratindcitos in vitro. A expressao dos genes E6 e E7 é necessaria, mas
nao suficiente para o desenvolvimento de um tumor maligno, ja que as
células infectadas com esses genes e transcrevendo-os ativamente ndo sao
capazes de induzir tumores em experiéncias animais (Rojo, 1995). Um

genoma de DNA é considerado como um novo tipo de HPV quando cerca de



um terco deste difere em mais de 10% de qualquer tipo de HPV previamente
conhecido. O que difere os tipos de HPV séo as sequéncias dos genes EB6,
E7 e L1. Esse virus ndo é cultivavel, sendo de grande importancia para a
saude do trato genital inferior o seu relacionamento com o desenvolvimento
de neoplasias intraepiteliais de colo, vagina, vulva e seus respectivos
carcinomas (Maciag et al.,1999). Os subtipos 6, 11, 42, 43 e 44 estdo
associados as lesdes de baixo grau e os subtipos 16, 18, 31, 33 e 35 as

lesdes de alto grau, especialmente os subtipos 16 e 18.

Apés a contaminacao, o HPV instala-se nas células basais do epitélio,
mas estas ndo permitem sua replicacdo. Nesta camada, ocorre a transcrigao
de uma fragdo do DNA viral, denominado epissomo. E a chamada infecgéo
latente ou subclinica. A medida que se processa o amadurecimento do
epitélio, as células superficiais sdo usadas para a replicagdo viral,
ocasionando a atipia coilocitética que se caracteriza pela vacuolizagao do
citoplasma causando um halo perinuclear, irregularidade, alargamento e
condensagao da cromatina nuclear, multinucleagado, células polipldides e

aneuploidia (em lesdes de alto grau).

A transmissao ocorre principalmente através da via sexual. A infecgao
pode ser transitéria com ou sem manifestacdes clinicas ou apresentar-se
como lesdes visiveis, sintomaticas ou ndo. O diagndstico da infecgdo pode
ser feito através de exames como a colposcopia, vulvoscopia, anuscopia,
citologia, anatomopatolégico e de biologia molecular como hibridizagao in

situ, captura hibrida e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os



tratamentos atualmente utilizados ndo dao seguranca de sua erradicagao

total e nem controle sobre as recorréncias (Maciag et al., 1999).

Os niveis hormonais também sao relacionados a uma maior
prevaléncia do HPV e consequentemente, maiores riscos para o
desenvolvimento das neoplasias intra-epiteliais e carcinomas do trato

genital.

Por outro lado, a evolugdo ou regressao das lesdes ndao € bem
conhecida, devendo-se levar em conta o numero de copias virais, parceiros
sexuais, gestacgdes, paridade, infec¢des coexistentes, tabagismo, alcool, uso
de anticoncepcionais hormonais e até fatores socioeconémicos. Deve-se
ressaltar que dentre os fatores citados, o principal determinante da evolugao

ou regressao da infecgao por HPV é sem duvida, o fator imunoldgico.

A imunidade a um agente infeccioso € a resisténcia natural ou
adquirida, fornecida pelo sistema imunolégico que pode ser parcial ou

completa, especifica ou inespecifica, de longa duragédo ou temporaria.

Os diferentes tipos de resposta imune enquadram-se em duas
categorias: respostas inatas ou nao adaptativas e respostas imunes
adaptativas. A principal diferenca entre esses dois tipos € que a resposta
imune adaptativa é especifica para um patdégeno e suas principais
caracteristicas sdo a memodria e a especificidade. Sdo representados pelos
linfécitos e sdo enquadrados em duas categorias basicas: linfécitos T e
linfécitos B. Os linfocitos T controlam o desenvolvimento dos linfécitos B,

participam na destruicdo de patdégenos e de células infectadas por virus. Os



linfécitos B estdo geneticamente programados para codificar um receptor
especifico para um determinado antigeno, se diferenciar em plasmacitos, e
se ligar a esse, neutralizando-o. A resposta imune inata é representada por
células fagocitarias como os mondcitos, macrofagos e neutréfilos. Ligam-se
aos microorganismos e os destroem utilizando sistemas de reconhecimento

inespecificos, sendo a primeira linha de defesa contra infecgdes.

Sabe-se que a imunidade (inata e adquirida) tanto sistémica como
local estdo envolvidas em todo processo da contaminacgao viral, transmissao
e manifestacao clinica ou ndo de lesées. O mecanismo da contaminagao e a
variabilidade do periodo de laténcia sdo caracteristicas dessa infecgao que
mais inspiram estudos levando-se em conta a presenca do genoma viral
num tecido aparentemente saudavel (Greslin et al. 1998). Assim, a
carcinogénese induzida pelo HPV envolve fatores genéticos, proteinas e sua

interacao ao funcionamento celular.

A resposta imune humoral nas mucosas resulta da atividade dos
anticorpos do tipo gamaglobulinas formadas por plasmodcitos. As
imunoglobulinas constituem um grupo de glicoproteinas presentes no soro e
fluidos teciduais de todos os mamiferos. Existem cinco classes distintas de
moléculas de imunoglobulinas que sdo designadas de IgG, IgA, IgM, IgD,e
IgE. Estas imunoglobulinas diferem no tamanho, cargas elétricas,
composicao de aminoacidos e conteudo de carboidratos. Existem quatro
tipos de imunoglobulinas que consiste em uma unidade com duas cadeias
de polipeptidios leves, idénticos e duas cadeias de polipeptidios pesados

unidas por pontes de dissulfeto. As classes e subclasses dessas moléculas



sdo determinadas por suas cadeias pesadas. subclasses de IgG (IgG1,
1gG2, 1IgG3 e IgG4) e duas subclasses de IgA (IgA1 e IgA2), mas nao foram
descritas subclasses de IgM, IgD e IgE. A isso se denomina variagao
isotipica.

A IgA representa 15 a 20% das imunoglobulinas humanas séricas. E a
imunoglobulina predominante nas secregbes mucosserosas como saliva,
colostro, leite, secre¢des traqueobronquiais e geniturinarias. Embora a IgA
seja um componente relativamente pequeno na imunidade humoral
sistémica, exerce um papel fundamental na imunidade das mucosas
impedindo a ligagdo das bactérias as células epiteliais, ou neutralizando
toxinas. A IgA secretora pode ser IgA1 ou IgA2, mas esta ultima, devido ao
maior peso molecular, € mais abundante nas secrecbées mucosserosas,
onde associa-se com outra proteina formando o composto secretor. Assim,
torna-se um anticorpo capaz de atravessar membranas epiteliais e auxiliar
na prevengdo dos microorganismos infecciosos. A IgA é a subclasse
predominante no soro e geralmente, tem sua origem na medula éssea. Sua
sintese ocorre nos tecidos linféides e é transportada para dentro do lume
dos 6rgdos revestidos de mucosa. E a principal classe de anticorpos que
pode ser ativa e eficientemente secretada através dos epitélios. Alguns
linfécitos B se diferenciam em células produtoras de IgA onde depois fixam-
se na lamina propria ou migram para tecidos de mucosa ou 6rgaos linfoides.
Ha& uma maior produgao de IgA durante a gestagao e na fase lutea no ciclo

menstrual da mulher (Figura 2).



Figura 2 - IgA

A infecgao pelo HPV se da através da superficie das mucosas e a
producdo de IgA pode funcionar neutralizando o HPV intracelular

(Brandtzaeg, 1997).

Assim como o HPV, o HIV, causador da AIDS, também envolve as
mucosas. Os anticorpos IgA além de formarem uma barreira contra o HIV,

também podem neutralizar os virus intracelularmente (Souza et al.,2001).

A AIDS é uma doenga que determina uma imunossupressao severa
com destruicdo e alteragdes dos linfécitos favorecendo o aparecimento de

inflamacdes, infecgdes e neoplasias.
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Figura 3 — Virus HIV

O HIV possui duas variantes, o HIV-1 e o HIV-2. E um RNA-virus de
fita dupla com 100 a 120nm de didmetro (Figura 3). A infeccdo pelo HIV
provoca deplecdo e enfraquecimento funcional de células T CD4+ e
aumento de células T CD8+ ativadas e irresponsivas, assim como aumento
de auto-anticorpos e complexos imunes. A maioria das infeccdes resulta de
reativagdo de organismos latentes no hospedeiro ou de organismos
cosmopolitas aos quais se esta constantemente expostos. O tratamento
muitas vezes apenas suprime as infeccbes ao invés de erradica-las,
tornando as recidivas habituais. O tratamento com antivirais tem esquemas
com monoterapia ou combinacdes de medicacdes e o periodo ideal para o

inicio da terapia ainda €& controverso, mas basicamente utiliza-se da



dosagem de TCD4+ no sangue quando esta repetidamente baixa como

parametro e em pacientes assintomaticos.

O exame colpocitolégico tem relevancia na avaliagdo da integridade
da mucosa vaginal e diferenciagdo entre um processo inflamatério e
displasia provocada pelo HPV. A utilizacdo de métodos de biologia
molecular contribui na resolugdo de citologias alteradas (Swygart,1997;
Vinokurova et al., 2005). Ogilvie et a. (2005) concluiram que a qualidade da
coleta com material adequado mostra uma eficacia superior a 70% para o
diagnodstico de infecgdo por HPV tanto na citologia como nos exames de
biologia molecular como a hibridizagéo in situ. Garuti et al. (1989) em estudo

semelhante chegaram a 86,2% de sensibilidade para o método.

Frisch et al. (1990) descreveram a importancia da colposcopia no
acompanhamento das alteragdes citoldgicas inflamatérias e avaliagao das
suas possiveis mudangas citolégicas ou histolégicas estando de acordo com
este estudo. Nos casos de infecgao subclinica ou laténcia a hibridizagao in
situ nos tecidos ajuda sobremaneira na caracterizagao da infecgéo pelo HPV

(Schneider et a.[,1991).

A relacdo entre o HIV e HPV e as lesbes precursoras de tumores é
complexa e ndo é ainda bem compreendida. A imunossupressao provocada
pelo HIV favorece a suscetibilidade ao HPV que pode se manifestar de

acordo com o grau de imunocomprometimento do hospedeiro (Rojo,1995).



Objetivos



2 Objetivos

Em pacientes infectadas pelo HPV e co-infectadas pelo HPV/HIV

pretende-se tentar estabelecer:

A resposta imune da mucosa, pela quantificacdo dos plasmdcitos

produtores de IgA in situ nas lesdes

A eficiéncia do exame colpocitolégico na discriminagdo dos padrdes

de patologia da mucosa vaginal

A frequéncia dos padrdes citolégicos e as infecgdes virais pelo HPV e

HIV

A importancia da infeccdo pelo HPV e co-infeccdo HPV/HIV na

frequéncia de alteracdes colposcopicas

A relacao entre a presenca do HPV, determinada por hibridizacéo in

situ e as alteragdes histolégicas

A resposta imune in situ, pela detecgao quantitativa de subtipos de

linfécitos TCD4+ e TCD8+ na mucosa vaginal

A relacédo entre a diferenciacido epitelial, a infeccdo pelo HPV e sua

importancia na co-infec¢ao pelo HIV






Metodos



3 Métodos

Estudaram-se pacientes que sdo acompanhadas no ambulatério de
Colposcopia da Casa da Aids, coordenado pela Divisdo de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias, Servico de Extensao ao atendimento de pacientes
HIV/AIDS da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo no
periodo de setembro de 2004 a junho de 2006 e no Setor de Colposcopia do

Centro Diagnéstico do Laboratério Fleury, Sao Paulo.

No ambulatério de Colposcopia sao realizados colposcopia,
vulvoscopia e anuscopia de acordo com a solicitagado e rotina ginecolégica
estabelecida pelos especialistas que assistem as pacientes da Casa da Aids
(Figuras 4 e 5). Foram feitos 1442 exames no periodo supracitado e 112
bidpsias de vagina. A realizagao de biopsia foi feita sempre de acordo com a
presenca de lesdo colposcopica que indicou a realizagdo desta. Desse
material, utilizou-se os 55 resultados para o presente estudo de acordo com
os critérios de inclusdo e exclusao, descartando-se 57. Quanto ao Centro
Diagnéstico do Laboratério Fleury, foram consultados 26 resultados de
exames que coincidiam com esses mesmos critérios totalizando, portanto,
81 casos estudados. Os exames seguiram a padronizagdo da Sociedade

Brasileira de Genitoscopia.



Figura 4 - Colposcopio
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Figura 5 — Materiais e solu¢des usadas na colposcopia



As pacientes foram divididas em trés grupos distintos para o estudo
proposto. Um grupo de mulheres sem infecgao pelo HPV e sem infecgéo
pelo HIV, chamado de GRUPO | ou controle. Um grupo de mulheres com
infecgao pelo HPV e sem infeccédo pelo HIV, chamado de GRUPO Il e um

grupo de mulheres com infecgao pelo HPV e pelo HIV, chamado de grupo lll.
Os critérios de inclusao foram:

e Avaliacéo colposcoépica

¢ Necessidade de realizagao de biopsia de vagina durante o exame
colposcopico

e Tamanho representativo do fragmento suficiente para a realizagéo
de todos os procedimentos imuno-histoquimicos para a pesquisa
da resposta imune in situ

e Auséncia de restricdo pessoal da paciente a participacédo no estudo
e assinatura do termo de consentimento

e Ter sorologia para HIV negativa (Elisa e Western-Blot) nos casos
utilizados para controle e com infecgcéo exclusiva por HPV

e Ter sorologia positiva para HIV (Elisa e Western-Blot), pesquisa
para HPV positiva e diagnéstico clinico e laboratorial de Aids para
as pacientes do ambulatério da Casa da Aids

e Ter flora vaginal normal, confirmada pela cultura do conteudo
vaginal

e Auséncia de outras doengas vaginais associadas



Os critérios de excluséo foram:

e Biopsia de vagina com tamanho do fragmento insuficiente para os
estudos imuno-histoquimicos

e Ter sorologia positiva para HIV (Elisa e Western-Blot) nos casos
utilizados para grupo controle

e Ter sorologia positiva para HIV (Elisa e Western-Blot), mas sem
diagndstico clinico e laboratorial de Aids para as pacientes da Casa
da Aids

e Ter flora vaginal alterada confirmada pela cultura do conteudo
vaginal

e Ter qualquer outra doenga vaginal associada

¢ Na&o consentimento da paciente em participar do estudo

Foram analisados os seguintes dados das pacientes na ocasiao

do atendimento:

e |dade

e Resultado da colpocitologia oncoldgica segundo a classificagéo de
Bethesda ou Papanicolaou

e Alteracdo colposcépica que indicou feitura da biopsia de vagina
seguindo a padronizagdo da Associacdo Brasileira de
Genitoscopia

e Valor de linfocitos TCD4+ no sangue

¢ Infeccéo por HIV (Elisa e Western-Blot)

e Utilizag&o regular ou ndo da medicagao anti-retroviral



As alteragdes colposcépicas que motivaram a indicagéo e a feitura de
biépsia foram:

e Epitélio plano acetobranco (Figura 6).

Figura 6 — Epitélio plano acetobranco em parede vaginal com prova de
Schiller positiva



e Epitélio micropapilar acetobranco (Figura 7)

Figura 7 — Epitélio micropapilar acetobranco em parede vaginal

e Lesdes condilomatosas (Figuras 8, 9 e 10)

Figura 8 — Les&o condilomatosa em parede vaginal



Figura 9 — Lesao condilomatosa em parede vaginal

Figura 10 —Lesao condilomatosa em parede vaginal



e Prova de Schiller positiva (Figura 11)

Figura 11 — Prova de Schiller positiva em parede vaginal

Durante a colposcopia, apds aplicacdo de acido acético a 5% e
solugcado de lugol para a prova de Schiller efetuou-se bidpsia dirigida de

vagina, utilizando-se pinga de Gaylor-Medina.(Figura 12).

Figura 12 — Material utilizado para a realizagédo de bidpsia de vagina



O material de bidépsia foi fixado em formol a 10% tamponado, e
encaminhado para estudo histolégico no Laboratério da Disciplina de
Patologia de Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Os fragmentos foram processados de acordo com procedimentos
habituais para inclusdo em parafina e microtomia, corando-se os cortes pela

hematoxilina-eosina (HE).

A analise e descrigao histolégica seguiram a padronizagdo de Wright

e colaboradores, baseadas na classificagao de Richart (Richart, 1965).

Além do exame anatomopatoldgico habitual, também foi realizada
semiquantificagao histolégica seguindo uma escala de 0 a 3 correspondendo

a: 0 (ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (intenso).
Foram avaliados os seguintes eventos histolégicos:

e Acantose (Figura 13)

Figura 13- Bidpsia de vagina, HE, x 100



e Hiperqueratose (Figura 14)

Figura 14 - Biépsia de vagina HE x100

¢ Metaplasia escamosa epiderméide (Figura 15)

Figura 15- Biopsia de vagina. HE x 100



Levando-se em conta o quadro histolégico, foram consideradas a
presenca de lesdo de baixo grau (NIVA I), alto grau (NIVAIl) e condiloma
como lesbes positivas, induzidas pelo HPV (Figuras 16, 17 e 18) e a

ocorréncia de vaginite crénica, como parametro negativo (Figura 19).

Figura 16- Biopsia de vagina: lesdo de baixo grau (NIVA I), HE x 200
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Figura 18 — Bidpsia de vagina: condiloma, HE x 200



Figura 19 — Bidpsia de vagina: vaginite cronica, HE x 100

Para a detecgao da presenga de HPV foi realizada hibridizagao in situ
(Figura 20). A escolha desse método foi feita devido a sua boa sensibilidade,
de ser possivel a utilizacdo do material coletado mesmo apds a feitura dos
blocos de parafina sem prejuizo do exame anatomopatolégico e permitir
otima correlagao com as lesdes histoldgicas. Utilizou-se o Kit da Dako, CSA
— codigos: K1500; sondas: pool-Y1404, de amplo espectro para pesquisa
dos subtipos 6-11-16-18-30-31-33-35-45-51-52; sonda Y1411, para 6-11;
sonda Y1412 para 16-18; sonda Y1413 para 31-33 e a solu¢ao adstringente-

53500 realizando-se os seguintes passos:

e As laminas foram imersas em xilol em dois tempos de 15 minutos e em
seguida passadas numa bateria de alcool (100 a 70%) para desidratacao

dos cortes. Depois, as laminas foram lavadas em agua destilada



Para a recuperagao antigénica foi usada uma solugéo de acido citrico pH
6,0 a 10%. Foram realizados quatro banhos de quatro minutos, sendo o
aquecimento feito em forno de microondas. No primeiro banho, o forno foi
graduado em poténcia maxima, verificando-se o tempo de fervura e nos
trés restantes, em poténcia minima. Ao término dos banhos, as laminas
foram deixadas em temperatura ambiente por quinze minutos para que
ocorresse o resfriamento e lavadas em agua destilada por trés minutos
Foram feitos quatro banhos de cinco minutos cada com agua oxigenada
10 volumes, seguido de nova lavagem com agua destilada e imersdo em
leite desnatado a 6% por cinco minutos

A incubacio do material com a sonda para marcacéao do HPV foi feita em
estufa a noventa e cinco graus Celsius por cinco minutos. Apés, as
ldaminas foram incubadas a trinta e sete graus Celsius por uma noite. A
sonda utilizada é um pool dos onze tipos de HPV mais frequentes

No dia seguinte, o material passou por trés lavagens de trés minutos em
solugdo tampao (50mmol/l de TRIS pH 7,6; 0,3 mol/l de NaCl e Twen
0,1%) e ficou em solugdo adstringente (1:50 de agua destilada ou
deionizada) por trinta minutos a cinquenta e seis graus Celsius

Apos trés novas lavagens com a solugao tampao, foi usado parte do “kit”
CSA. Como primeiro passo foi colocado SABC (na diluigdo de 1:70) por
quinze minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o material passou
por nova lavagem e ocorreu a aplicagdo do amplificador biotinil tiramida

por 15 minutos em temperatura ambiente. Uma nova lavagem foi



realizada e depois incubagado com estreptavidina por quinze minutos em
temperatura ambiente

e As laminas foram colocadas em solugcao tampao. A revelacao ocorre de
maneira semelhante as reag¢des de imuno-histoquimica com a utilizacao

de 3’3 Diaminobenzidina 0,04% acrescida de NiCl2 0,04%
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Figura 20 — Biépsia de vagina. Hibridizagao in situ - 200x

Foram realizados estudos imuno-histoquimico com marcadores para
linfécitos T CD4+ (DAKO) e linfécitos T CD8+ (DAKO) e IgA+ (DAKO, MxH
IgA, Alpha ChM). Para a realizagdo desta técnica as laminas do material

parafinado foram submetidas a:



e Desparafinizagéo

e Hidratagdo com alcoois

e Bloqueio da peroxidase enddgena com agua oxigenada a 3%

e Recuperacdo antigénica (irradiacdo por microondas ou digestao
enzimatica)

e Incubagdo com antigeno primario; secundario e com complexo
streptavidina- biotina-peroxidase

e Revelagdo com o substrato cromégeno diaminobenzidinano
escuro,

e Contracoloragdo com hematoxilina-eosina de Mayer

e Desidratagao com alcoois e xilol

e Montagem com resina Permount

e Visualizagdo em microscopio optico

A avaliagdo da imunidade tecidual foi feita através de contagem de
IgA (Fig. 21), linfocitos TCD4+ (Fig. 22) e TCD8+ (Fig. 23). Essa
quantificacdo tecidual foi realizada utilizando-se método morfométrico com
auxilio da campimetria. Fez-se a contagem na area em cinco campos
utilizando-se a ocular com graticulo com area de 0,0625 mm2 e aumento de

400X.



Figura 22 — Bidpsia de vagina. Imuno-histoquimica linfécitos TCD4+ x 400
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Figura 23 — Bidpsia de vagina. Imuno-histoquimica linfécitos TCD8+ x 400

Os dados das pacientes foram analisados de acordo com as
definigdes em Métodos, utilizando o pacote estatistico Statistica 5.0 for
Windows (StatSoft Inc.,1995). Dados comparativos de frequéncias foram
analisados utilizando o teste de Chi-quadrado, para tabelas 2 x n e sua
associagao ao teste exato de Fisher, para tabelas 2x2. Dados quantitativos
foram analisados pelo teste de t de Student, em grupos dicotdmicos, ou pelo
teste de analise de variancia ANOVA, para analise com mais de 02 grupos,
apos criteriosa avaliagdo da homogeneidade de variancias. Triagem prévia
foi feita pelo estudo de correlagbes de Pearson entre varidveis numéricas ou
ordinais (dados nao mostrados). As diferengas foram consideradas
significantes quando a probabilidade de igualdade era menor que

5%(p<0.05), com uma forga do teste de 90% ou erro tipo Il de 0.1.



Resultados



4 Resultados

Foram estudadas 81 pacientes que foram divididas em grupos
levando-se em consideragédo os seguintes dados coletados e os critérios ja

mencionados:

e Grupo | - controle, representado por 13 pacientes, sem
infeccao pelo HIV e com hibridizagao in situ para HPV
negativa

e Grupo Il - representado por 13 pacientes, sem infecgao pelo
HIV e com hibridizacio in situ para HPV positiva

e Grupo lll - representado por 55 pacientes, com infecgao

pelo HIV e com hibridizac&o in situ para HPV positiva

A idade das pacientes estudadas teve uma variacédo de 18 a 64 anos.
O uso regular e correto da medicagcao anti-retroviral foi confirmada 37
pacientes com AIDS e negado por 18.

Nas pacientes com Aids, utilizou-se 350 células por milimetro cubico
como parametro para os valores de TCD4+ no sangue, tendo sido menor em
18 delas e 37 tiveram valores maiores que este.

Observando as 81 amostras disponiveis para o presente estudo,
foram iniciadas a analise com a comparagcao de eventos em relacdo ao
padrao citolégico encontrado no esfregago cervico-vaginal de acordo com as
definicdes descritas em Métodos. Os dados obtidos podem ser observados a

seqguir nos graficos, tabelas e histogramas associados.



Tabela 1 — Anadlise comparativa de eventos clinicos, colpocitolégicos e
histoloégicos em relacdo aos padrdes citologicos selecionados na amostra

estudada.

Padrao citolégico Significancia
Evento Inflamatorio Suspeito  de

NIVA

Idade em anos (média +DP) | 37,3+8,7 38,2+10,2 NS
Padréo colposcopico: 9/32(28.1%) | NS
Schiller (%) 16/49(32.7%) | 11/32(34.4%)
Micropapilar (%) 12/49(24.5%) | 11/32(34.4%)
AreaAcetobranca (%) 19/49(38,8%) | 1/32(3,1%)
Condiloma(%) 2/49(4.1%)
HPV+ por hibridizag&o in situ | 38/49(77,5%) | 30/32(93,7%) | P<0.05
(%)
Infeccao pelo HIV (%) 34/49(69,4) 11/21(52,4%) | NS
TCD4+circulantes NS
Normal (%) 15/49(30,6%) | 11/32(34,8%)
Diminuido (%) 16/49(32,7%) | 10/32(31,3%)
Baixo (%) 18/49(36,7%) | 11/32(34.8%)
Achado histologico:
Vaginite cronica 29/49(59.2%) | 4/32(12.5%) P<0,001
Acantose e Hiperqueratose 3/49(6,1%) -
NIVA | 11/49(22,5%) | 22/32(68,8%)
NIVA II 2/49(4,1%) 2/32(6,2%)
Condiloma 4/49(8,2%) 4/32(12,5%)
Células TCD4 circulantes em | 3971207 4021272 NS
HIV+
células/mm3 médiat DP(N) | (34) (21)
Uso de agentes anti-|26/34(76,5%) | 14/21(66,6%) | NS
retrovirais (%)
Células TCD4+ no tecido/ | 30,6+24.,8 34,9+28.1 NS
mm2
Células TCD8+ no | 25,9+23,0 37,2+26,1 P<0.05
tecido/mm2
Células IgA + no tecido/mm2 | 5,6+5,7 5.615,2 NS
Frequéncia de acantose(%) 40/49(81,6%) | 29/32(90,6%) | NS
Freqiéncia de | 30/49(61,2%) | 25/32(78,1%) | NS
hiperqueratose(%)
Frequéncia de metaplasia | 14/49(28,6%) | 15/32(46,9%) | NS

escamosa epidermaéide(%)

NS = sem diferenga significante

Inflamatério = citologia classe Il de Papanicolaou

Suspeito de NIVA = citologia classe Ill de Papanicolaou



Constatou-se que nado houve diferenga significativa entre os padrdes
inflamatorio ou suspeitos de neoplasia em relagdo a idade das pacientes, a
infeccdo pelo HIV, numero de células TCD4+ circulantes ou uso de terapia
anti-retroviral nas mulheres com infeccdo por HIV e Aids. Quanto a
histologia, ndo houve diferenga significativa no numero de células TCD4+ no
tecido e nas alteragcbes teciduais histologicas como acantose,

hiperqueratose e metaplasia escamosa epidermoide.

Nao foram evidenciadas diferencas significativas na semiquantificagcao
e na quantificagao de IgA+ nos grupos inflamatdrio, infectados pelo HPV ou

co-infectado por HPV/HIV.

Em relacdo a idade das pacientes houve tendéncia a uma maior

frequéncia entre os 25 e 50 anos nas mulheres com infecgao pelo HIV.
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Grafico 1 - Grafico relacionando idade, exame colpocitoldgico e infecgao
pelo HIV.
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Graficos 3 A e B — Graficos mostram a avaliagdo numérica das células
TCD8+ e TCD4+ relacionadas ao padré&o citologico.



Os linfécitos TCD8+ foram mais numerosos nas lesdes das pacientes

com padrao citolégico de NIVA (Grafico 3A).

Com relagao as comparagdes entre os grupos estudados observou-se
que nao houve diferenga significativa entre os padrdes inflamatério ou

suspeito de NIVA em relacéo a:

e |dade

e Numero de células TCD4+ nos pacientes com infecgao por HIV

e Avaliacdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

e Avaliagédo quantitativa de TCD4+ no tecido

¢ Avaliacdo semiquantitativa de IgA+ no tecido

e Avaliagédo quantitativa de IgA+ no tecido

e Avaliagdo semiquantitativa das alteragdes teciduais representando
acantose, hiperqueratose e metaplasia escamosa epidermdide

e Freqléncia de alteragdes colposcopicas

e Positividade para HIV

e Uso de terapia anti-retroviral

e Avaliagao de células TCD4+ no sangue de pacientes HIV

A avaliacdo constatou um maior numero de células TCD8+ nos
tecidos de pacientes com padréo histolégico de NIVA, tanto pela avaliagao

semiquantitativa como pela avaliagao quantitativa.



Ha uma relagéo entre o padrao inflamatério e o diagndstico histolégico
de vaginite crénica e um menor numero de pacientes positivos para HPV no

padrao citolégico inflamatério.

A comparagao de eventos em relagdo ao padrdo colposcopico das

pacientes esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 - Avaliacdo dos diversos parametros estudados de acordo com os

padrées colposcdpicos das pacientes.

Padrao colposcopico
Evento Schiller Micropapilar | Acetobranco | Condiloma | Significancia
ldade em anos (média 38,7+/-9,6 34,3+/-9,4 | NS
+DP) 38,519,0 35,7+9,4
Presenca de HPV por|21/25(84%) | 16/23(69,6%) | 28/30(93,3%) | 3/3(100%) | NS
hibridizacao in situ (%)
TCDA4+ circulante:
Normal (%) 15/49(30,6%) | 11/32(34,8%)
Diminuido (%) 16/49(32,7%) | 10/32(31,3%) NS
Baixo (%) 18/49(36,7%) | 11/32(34.8%)
Padré&o histologico:
Vaginite crénica 15/25(60%) | 3/23(13%) 15/30(50%) | 0/3(0%)
Acantose//Hiperqueratose | 0/25(0%) 3/23(13%) 0/30(0%) 0/3(0%) NS
NIVA | 7/25(28%) 13/23(56,5%) | 13/30(43,3%) | 0/3(0%)
NIVA II 0/25(0%) 3/23(13%) 1/30(3,3%) 0/3(0%)
Condiloma 3/25(12%) 1/23(4,3%) 1/30(3,3%) 3/3(100%)

NS = sem diferencga significante
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Grafico 6 — Histograma de frequéncia da relagdo dos quadros colposcépico e
histopatolégicos.

O grafico 6 evidencia que houve uma boa correlacdo entre os
achados colposcopicos e as alteragdes histologicas diagnosticadas nas
bidpsias.

A correlagdo entre os diferentes eventos estudados e os aspectos

colposcopicos mostrou que nao foram encontradas diferengas quanto a:

e |dade
e Avaliacdo semiquantitativa de células TCD4+ nos pacientes com

infecgao por HIV



e Avaliagédo quantitativa de TCD4+ no tecido

¢ Avaliagdo semiquantitativa de TCD8+ no tecido

e Avaliagédo quantitativa de TCD8+ no tecido;

e Avaliagdo semiquantitativa de IgA+ no tecido

¢ Avaliacdo quantitativa de IgA+ no tecido

e Avaliagdo semiquantitativa de alteragdes teciduais: acantose,
hiperqueratose e metaplasia escamosa epidermaoide

¢ Infeccdo comprovada pelo HPV

e Positividade para o HIV

e Uso de terapia anti-retroviral

¢ Avaliagao de células TCD4+ no sangue de paciente HIV

A tabela 3 mostra a correlagcéo entre os eventos estudados e o padrao

histologico.



Tabela 3 — Correlagao de eventos com os achados histolégicos.

Padrao Histologico

Evento

Vaginite

Crobnica

Acantose

e

hiperqueratose

NIVA'|

Condiloma

NIVA I

Significancia

I[dade em
anos
(média

+DP)

37,177

41,6%£13,6

38,5+/-11,3

36,1+/-7,0

34,5+/-4,3

NS

Uso de
agentes
anti-
retrovirais

(%)

18/25%(72%)

0/0(0%)

16/22(72,7%)

4/5(80%)

2/3(66,6%)

NS

Infeccao
pelo HIV

(%)

25/33(75,7%)

0/3(0%)

22/33(66,6%)

5/8(62,5%)

Yu(75%)

NS

TCD4
circulante:
Normal
(%)
Diminuido
(%)

Baixo (%)

8/33(24,2%)

16/33(48,9%)

9/33(27,3%)

3/3(100%)

0/3(0%)

0/3(0%)

11/33(33,3%)

10/33(30,30%)

12/33(36,4%)

3/8(37,5%)

1/8(12,5%)

4/8(50%)

Y4 (25%)

Y4 (25%)

2/4 (50%)

NS

NS = sem diferenga significante



Houve estreita correlagdo entre a presenca de infecgao por HPV,
detectado por hibridizagdo in situ, e os achados histolégicos de NIVA e

condiloma.
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Grafico 7 — Grafico mostrando o nimero de células TCD4+/mm2 e sua
relagdo com os achados histolégicos.

Houve uma sugestdo de maior numero de células TCD4+ nos tecidos
de pacientes com quadros histologicos de neoplasia intra-vaginal de baixo
grau e condiloma (0,10>p>0.05) e uma maior frequéncia de achados de
metaplasia escamosa epidermoide em pacientes com quadros histologicos
mais graves como neoplasia intra-vaginal de alto grau e condiloma (Grafico

7).
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Grafico 8 — Histograma de frequéncia correlacionando diagndésticos
histolégicos e metaplasia escamosa epidermdide(p<0,005).

O grafico 8 mostra maior frequéncia de metaplasia escamosa
epidermdide nos casos com vaginite crénica e neoplasia intravaginal de

baixo grau (NIVAI).

De acordo com os principais achados histolégicos encontrados,
podemos concluir que ndo ha diferenga quando relacionamos os seguintes
fatores:

e Avaliagado quantitativa de células TCD4+ no sangue de - |[dade
¢ Avaliacido quantitativa de células TCD4 em HIV+

e Avaliagdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

¢ Analise semiquantitativa de TCD8+ no tecido

¢ Analise quantitativa de TCD8+ no tecido

e Avaliagdo semiquantitativa de IgA+ no tecido



e Avaliagédo quantitativa de IgA+ no tecido
e Andlise semiquantitativa de alteracbes teciduais acantose e
hiperqueratose;
e Positividade para o HIV
e Presenca de terapia anti-retroviral
e Paciente com infec¢ao por HIV
O achado histolégico de acantose tem um predominio quando ha

infeccdo por HPV e aparece pouco nos casos com pesquisa negativa para

HPV.

As mulheres com pesquisa negativa para a infeccdo por HPV nao

apresentaram hiperqueratose com parte dos achados histoldgicos.
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Grafico 9 — Histograma de frequéncia da infecgdo por HPV e metaplasia
escamosa epidermaoide.



A metaplasia escamosa epiderméide ocorreu significativamente em

maior frequéncia nas pacientes infectadas pelo HPV (Grafico 9).

Quanto a presenga do HPV, confirmada por hibridizagdo in situ,

podemos concluir que nao ha diferenca quanto:

HPV

|dade

Numero de células TCD4+ em HIV+

Avaliacdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

Avaliagdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

Avaliacdo quantitativa de TCD4+ no tecido

Avaliagdo semiquantitativa de TCD8+ no tecido

Avaliagado quantitativa de TCD8+ no tecido

Avaliacdo semiquantitativa de IgA+ no tecido

Avaliagédo quantitativa de IgA+ no tecido

Avaliagdo semiquantitativa de alteragdes teciduais acantose e
hiperqueratose,

A frequéncia de positividade para o HIV

A presenca de terapia anti-retroviral

A avaliagdo quantitativa de células TCD4+ no sangue de paciente

HIV

Houve menor frequéncia de acantose em pacientes com presenca de

(p<0.002) e maior frequéncia de pacientes com hiperqueratose

associada a presenca do HPV(0,10>p>0.05) e de achados de metaplasia
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A analise das pacientes quanto a infecgcao pelo HIV, mostra que nao
ha diferenga quanto a:

Idade; as pacientes sem infecgdo pelo HIV sdo mais jovens
(p<0.02)

e Avaliacdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

e Avaliacdo semiquantitativa de TCD4+ no tecido

e Avaliacido quantitativa de TCD4+ no tecido

e Avaliagdo semiquantitativa de TCD8+ no tecido

e Avaliacado quantitativa de TCD8+ no tecido

¢ Avaliacdo semiquantitativa de IgA+ no tecido

e Avaliacdo quantitativa de IgA+ no tecido

Houve uma maior frequéncia de acantose (p<0.05) e hiperqueratose

(p<0.001) em pacientes com infec¢ao pelo HIV (Grafico 11).



Discussao



5 Discussao

Na mulher, a pesquisa da resposta imune tecidual tem-se tornado
cada vez mais importante quando se investiga a contaminagéo pelos virus
HPV e HIV. Isso se justifica por serem infeccbes que tém na sua grande
maioria a contaminacado através da mucosa vaginal. Numerosos trabalhos
tém sido publicados relatando pesquisas nessa regido, especialmente em
relagdo ao conteudo vaginal. Deve-se ressaltar que os estudos histolégicos

sao bem menos frequentes e suas conclusdes por vezes sao diversas.

Ostrow et al. (1988) levantaram a possibilidade do HPV estar
relacionado a oncogénese quando fizeram uma analise de casos de
carcinoma de vagina com a pesquisa de DNA positiva para o virus.Com as
varias pesquisas publicadas posteriormente ficou claramente definida a
relacdo causal do HPV com o desenvolvimento de neoplasias do trato

genital feminino.

O carcinoma de vagina representa cerca de 1% dos tumores do trato
genital feminino tendo como faixa etaria mais freqliente mulheres entre 45 e
65 anos. Os carcinomas epidermoides sao a grande maioria correspondendo
a 95% desses tumores e relagdo com a infecgdo pelo HPV é muito

importante, podendo ser primario ou por continuidade do colo ou vulva.

Mulheres com infecgdo por HIV tém um aumento na prevaléncia de
alteragdes vaginais e maior incidéncia de contaminagao pelo HPV (Schrager

et al., 1989; Chen et al., 2005). Em 1994, Vernon et al. mostraram que a



quantidade de HPV em lavado cérvico-vaginal é similar em mulheres

positivas ou negativas para infecgao pelo HIV.

Nessas duas infecgdes virais € de suma importancia a integridade e o
papel protetor desempenhado pelos anticorpos de superficie mucosa que
fazem parte da resposta imune humoral local. O mecanismo da producgao de
IgA no trato genital feminino, particularmente no conteudo vaginal associado
a imunidade local tem dependéncia da producdo hormonal da mulher,
mostrando-se ainda mais evidente durante a gestacédo (Kondi-Paphitis et al.,

1999; Hein et al., 2005).

A infecgao genital por HPV parece ser pouco imunogénica devido a
sua baixa capacidade de produgdo de resposta inflamatdria local. A IgA
apresenta-se relativamente em pequena quantidade no conteudo vaginal,
podendo assim até justificar uma relativa imunodeficiéncia contra o HPV

(Rietmuller Seilles, 2000).

Wang et al. (1996) estudando um pequeno numero de casos de
carcinoma da vagina encontraram valores significativamente mais elevados
de IgA no soro nas pacientes com HPV do que naquelas sem neoplasia. Por
sua vez, Viscidi et al. (2003) observaram que mulheres com infecgao por
HPV e subtipo 16 apresentavam niveis de IgA no soro mais elevados
quando ocorria co-infeccdo HPV/HIV do que em mulheres que nao
apresentavam infecgdo pelo HIV. Relataram também um padrao citologico
com alteracbes de atipias mais acentuadas naquelas co-infectadas.

Levantaram a possibilidade de utilizagdo da dosagem de IgA no soro como



um marcador da persisténcia de infeccado por HPV durante o

acompanhamento das pacientes HIV/HPV positivas.

Comparando o soro e o conteudo vaginal, Dreyfus et al. (1995)
fizeram uma avaliagdo semiquantitativa de IgA em mulheres com
positividade para infecgédo pelo HPV e descreveram niveis de IgA 2,4 vezes
maior no soro, principalmente nos casos em que a severidade das infeccbes
foi maior. Em 2004, Bard et al. constataram um aumento de IgA no conteudo
vaginal em mulheres com infec¢do por HPV, mas sem correlacionar co-
infecgao por HIV.

Apesar de pesquisas associando a IgA no conteudo vaginal com a
imunidade protetora da vagina e as infecgbées pelo HPV e ou HIV, tém-se
pouquissimas abordagens avaliando a expressdo da mesma in situ na
mucosa vaginal (Kutteh e Mestecky,1994). Esses autores estudaram o
conteudo vaginal tentando avaliar a imunidade no sistema genital feminino e
concluiram que o mecanismo da producao de IgA era relevante e que devia
continuar a ser investigado.

A importancia da resposta in situ de vagina foi relatada por Vaerman e
Ferin (1975), DiBonito et al. (1993), Gomez et al. (1995), Brown et al. (1996)
e Souza et al. (2001). Foram estudadas nessas pesquisas desde o tamanho
do material das bidpsias para melhor confirmagao diagndstica da presenca
ou ndo do HPV até qual seria o melhor critério para investigagdo da
imunidade local e comprovagao da produgao da IgA nesse material.

Com o estudo atual procurou-se contribuir para o encontro de uma

referéncia in situ da resposta imune humoral em mucosa vaginal. Apos a



realizacdo do exame colposcopico e identificagdo das lesdes
correspondentes, foram efetuadas as bidpsias de vagina nos grupos de
pacientes que tiveram o diagnéstico de vaginite crénica inespecificas,
infecgao pelo HPV ou co-infeccdo HPV/HIV. Fez-se, entdo, uma avaliagao
da expressdo de IgA na mucosa vaginal buscando verificar se sua
demonstracdo in situ correlacionava-se com outros parametros presentes
nas lesdes dos pacientes infectados pelo HPV ou co-infectados HIV/HPV e
se quantitativamente diferia da encontrada no grupo sem infecgao viral.

Os resultados obtidos nesta pesquisa relativos a IgA quantificada in
situ na mucosa vaginal ndo evidenciaram diferencas significativas entre as
pacientes infectadas pelo HPV, co-infectadas pelo HPV/HIV e o grupo
controle representativo de pacientes sem estas infecgbes virais e que
mostravam apenas quadro histologico de vaginite crénica. Assim, de acordo
com a pesquisa efetuada, ndo tivemos elementos para considerar a
expressao tecidual de IgA como um parametro relevante para discriminar

uma reposta imune protetora relacionada aos virus HPV e HIV.

Resultados diferentes foram obtidos em relagdo a IgA no conteudo
vaginal que se mostrou significativamente mais alta em mulheres com
citologia oncética alterada por HPV quando comparadas com mulheres com

citologia oncoética normal (Dillner et al.,1989; Bard et al.,2004).

O risco de infecgado genital pelo HPV é significativamente maior em
mulheres infectadas pelo HIV, bem como as neoplasias intra-epiteliais
cervicais, vaginais e carcinomas, mostrando a necessidade de um controle

ginecoldgico rigoroso das paciente co-infectadas, através da feitura de



colpocitologia oncética e colposcopia (llkenberg et al.,1990; Nuovo et al.,

2000; Chen et al., 2005).

A grande evolugdo no conhecimento da infecgdo pelo HPV e sua
correlagdo com as neoplasias intravaginais, o rastreamento para essa
infeccdo e possivel alteragao tecidual ainda tem a citologia oncética como
um exame de grande valia nessa pesquisa ou controle de tratamento

(Koutsky e Wolner-Hanssen, 1989).

Observou-se neste trabalho que o padrao citolégico inflamatério é
menos expressivo nos casos de infeccao pelo HPV em relagcdo com os
casos de vaginite crénica nao especifica. A citologia oncética mostrou-se
uma boa variavel para discriminacdo entre um padrao inflamatério sem
neoplasia e outro suspeito de neoplasia intravaginal. McNicol et al. (1999)
fizeram uma correlacéo direta entre a infecgdo pelo HPV e a citologia de
neoplasia intravaginal, mas nao verificaram correlagdo com a flora vaginal
normal ou alterada.

As lesdes vaginais localizam-se com mais frequéncia no tergo
superior das paredes vaginais e também, na parede posterior (Minucci et al,
1995) tornando a colposcopia, relevante para o diagnostico dessas
alteracoes.

Para o rastreamento das lesbes provocadas por HPV, a analise
colposcopica serve ndao s6 para esse fim como também para obtencédo de
material imprescindivel ao diagndstico histolégico que por sua vez, é
também muito util para outros estudos diferenciados. Constatou-se neste

ensaio que as mulheres com infeccdo HPV/HIV tém alteragdes



colposcoépicas mais acentuadas em relagdo as que tinham infecgdo so6 pelo
HPV. Planner e Hobbs (1987), Vuoppala et al. (1993), Blachledge e Russell
(1998) e Massad e Collins (2003) também ressaltaram a grande importancia
da colposcopia e seus achados para orientagcao do local de obtencédo do
material histolégico a ser utilizado para o diagndstico de infecgéo pelo HPV.

Com as novas técnicas de biologia molecular, consegue-se identificar
numerosos tipos de HPV e ainda aqueles relacionados com a oncogénese
(KOSS,1987). A técnica de hibridizagdo in situ usada para fazer-se o
diagnodstico de HPV nos esfregagos de conteudo vaginal e no tecido obtido
por bidpsia de lesdes mostra boa correlacdo entre os tipos de HPV e as
alteragdes citoldgicas e histolégicas (Okagaki et a.l, 1984; MacDougall et al.,
1986; Grussendorf e Cremer, 1990; Maenpaa et al.,1992; Garzetti et al.,1994
e Premoli et al., 1998). Neste trabalho, a hibridizagao in situ positiva para
HPV teve forte correlagdo com os achados histolégicos de NIVA e
condiloma.

Ha clara evidéncia de que a imunidade celular € a principal
responsavel pelo controle e desenvolvimento da infecgao pelo HPV. Esta
resposta varia de acordo com o grau de gravidade da leséo e o potencial
oncogénico do subtipo do HPV. A resposta imune celular parece ter um
papel central no controle e curso da infecgdo por esse virus, assim como
uma deficiéncia na indugdo dos mecanismos citotoxicos e falhas das APC
em expressar MHCI e |l podem ser responsaveis pela persisténcia ou ndo da
infeccdo HPV induzida e a consequente carcinogénese (Riethmuller et al.,

2000; Woodman et al., 2007).



Através da avaliagdo quantitativa por técnica imuno-histoquimica,
constatou-se que os linfécitos TCD8+ mostraram-se predominantes nas
neoplasias intravaginais em comparagdo com as vaginites crénicas
inespecificas. O aumento local dessas células pode refletir a necessidade da
presenca de células com atividade citotoxica para eliminar os virus

intracelulares daquelas pacientes com neoplasia intravaginais.

Na infeccdo pelo HPV esta bem demonstrado que a atividade
citotoxica é baixa, provavelmente resultando de um insuficiente mecanismo
de apresentacgao de antigeno pelas células APC, especialmente MHC classe
I, tendo como resultado a inducao de anergia HPV-especifica (Riethmuller e

Selles, 2000).

Por outro lado, ao contrario do esperado, ndo pudemos demonstrar
aumento dos linfécitos TCD8+ nas pacientes co-infectados HPV e AIDS
quando esse grupo foi comparado com aquele que apresentava apenas
infeccdo pelo HPV isoladamente. Esse resultado necessita de uma
investigacao mais aprofundada no futuro. Sabe-se, todavia, que nem sempre
0 que ocorre no sangue periférico é diretamente proporcional qualitativa ou
quantitativamente ao que esta ocorrendo in situ no tecido e que existe uma
imunidade 6rgao especifica. Esta ultima pode ou néo estar refletida nas
avaliagbes do sangue periférico. Assim sendo, pacientes com AIDS
mostrando alteracéo da relagdo TCD4+/TCD8+ com aumento significativo de
células TCD8+ podem nao mostrar alteracdo dessa relacdo em lesdes

inflamatérias teciduais locais.



Sabe-se que o HPV pode inibir o seu reconhecimento pelas células
TCD4+ através da diminuigdo da regulagao das moléculas de MHC classe II,
permitindo assim que o HPV possa se evadir da agao do sistema imune.

Os resultados da presente pesquisa mostraram apenas uma
tendéncia (0,10>p>0.05) dos linfécitos TCD4+ ocorrer em maior numero
nos casos de NIVA | e condiloma que nas vaginites inespecificas.

Segundo a consulta efetuada através da revisdo de publicagdes
pertinentes ndo foram localizados trabalhos que fizessem investigagdes
utilizando métodos de quantificagdo local na propria mucosa vaginal da
populacdo de células TCD4+ e TCD8+ em lesdes de pacientes infectadas
pelo HPV. Os estudos publicados referem-se frequentemente a pesquisa e
tipagem do HPV no conteudo vaginal associados ou ndo com a presenga do
HIV. Entretanto, a avaliagdo dos fendmenos da imunidade da mulher sdo

feitos particularmente através de dosagens no sangue periférico.

Nuovo em dois trabalhos realizados em 1988 (a e b) e Minucci et al.
(1995) tentaram estabelecer sem sucesso relacdo entre achados

histolégicos de vagina e infecgao pelo HPV.

Neste estudo, a avaliagdo anatomopatoldégica dos achados de
hiperqueratose e metaplasia escamosa epidermdide ocorrendo de modo
significativo nos casos de infeccdo pelo HPV e HPV/HIV mostrou boa
correlagdo com alteracbes de alto grau e condiloma. Esses achados
provavelmente resultam do carater proliferativo determinado pelo HPV sobre

as células epiteliais infectadas.



A histéria natural da infec¢cao pelo HPV e sua correlagdo com a
infeccao pelo HIV tem sido observada em varios estudos e, nos ultimos anos
sua comprovagao foi completamente estabelecida, sendo a gravidade de
ambas as infec¢cbes dependentes do estado imunolégico da mulher. Pode-se
citar como exemplos trabalhos realizados por Micheletti et al.(1994),
Gongalves et al.(1999), Lee et al. (2000), Hellman et al.(2004); Viscidi et al.
(2005) e Watts et al.(2005). Os dados desse trabalho de correlagao positiva
do HPV e HPV/HIV com alteragdes histolégicas de NIVA de alto grau

corroboram as citacdes acima descritas.

A hiperqueratose representativa de hipermaturagcdao do epitélio
escamoso proliferado sob a agao do HPV pode ser também ser considerada
como uma tentativa de eliminagao viral, através da descamacgao das células
epiteliais infectadas. Vale ressaltar que nao foi observada hiperqueratose no

material de bidpsia das pacientes sem infecgao por HPV.

Durante o acompanhamento ambulatorial da casuistica incluida nessa
pesquisa (dados ndao documentados) observou-se que as mulheres com
AIDS e co-infecgao HIV/HPV mostraram maior dificuldade na regressao das
lesdes e maior frequéncia de recidivas das mesmas proporcional ao seu

grau de comprometimento imunoldgico.

Diante da elevada prevaléncia, da relevancia dessas infeccdes e das
correlacbes expostas nesse estudo, sobressai a necessidade do
prosseguimento de pesquisas visando melhor esclarecimento do mecanismo

da contaminacéao, de outras caracteristicas assumidas pelas infeccbes e da



evolucdo que estas doencgas virais venham a ter de acordo com a imunidade

local e sistémica da mulher.



Conclusoes



6 Conclusoes

1- A expressao in situ de IgA nas bidpsias de vagina nos grupos de
pacientes com vaginite crbnica inespecifica, infecgcdo pelo HPV ou co-
infeccao HPV/HIV ndo é um parametro relevante para discriminar a resposta

imune humoral protetora entre esses grupos de pacientes

2- O exame colpocitolégico discriminou diferenga entre um padrao citolodgico
de tipo inflamatdrio de outro suspeito de NIVA, constituindo-se como de valor

para avaliagao da integridade da mucosa vaginal

3- O padrao citolégico inflamatério € menos expressivo nos casos de

infeccao pelo HPV que nos casos de vaginite crénica nao especifica

4- As pacientes que apresentam co-infeccdo HPV/HIV desenvolvem com
maior frequéncia alteracdes colposcopicas mais acentuadas que aquelas

infectadas somente pelo HPV

5- Os achados histolégicos de NIVA e condiloma guardam forte correlagéo
com a presenca do HPV, detectado por método de hibridizacéo in situ em

bidpsias de vagina



6- Ha maior expressao de células TCD8+ in situ em casos de NIVA que nas

vaginites crbénicas nao relacionadas ao HIV ou HPV

7- A expresséo in situ dos linfocitos TCD4+ em biopsias de vagina tem uma
tendéncia (0,10>p>0.05) de maior numero dessas células em casos de NIVA

| e condiloma, quando comparados com as vaginites inespecificas

8- A metaplasia escamosa epidermodide do epitélio vaginal correlacionou-se

positivamente com neoplasia intravaginal de alto grau e condiloma

9- A infecgdo pelo HPV favorece a hiperqueratose (0,10>p>0.05) e a
metaplasia escamosa epidermdide (p<0.01) do epitélio vaginal. Por outro
lado, a hiperqueratose nao faz parte dos achados histolégicos nas pacientes

nao infectadas pelo HPV

10- A infeccao pelo HIV/HPV favorece acantose e hiperqueratose vaginal
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Tabelas com dados das pacientes da Casa da AIDS e Laboratério

Fleury:

Legendas: AP — numero do exame anatomopatoldgico;
CO - citologia oncdtica;
COLPOSC - colposcopia;

AP — estudo anatomopatologico;
HIS — hibridizacao;

CD4 - TCD4+

HIV — sorologia para AIDS
SCH+ - Schiller+

EMP — epitélio micropapilar

EP — epitélio acetobranco

V Cr — vaginite cronica

Acan — acantose

Hiper — hiperqueratose

Cond - condiloma

Neg — negativo

Pos — positivo

Met esc — metaplasia escamosa
Bx — baixo

Gr—grau

ARV - anti-retroviral
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V Cr/HIP
V Cr/ HIP
NIVA|
NIVA|
V Cr/ HIP
V Cr
NIVA |
NIVA |
NIVA Il
V Cr
V Cr
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr
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NIVA |
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X
X
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POS



ACANT.
1
1
1

AP
41058/04
40581/04
30659/04
29178/04
28159/04
24048/04
26242/04
18110/04
08002/05
07226/05
16124/05
18938/05
19594/05
36634/04
34952/04
32040/04
32079/04
24786/04
21725/04
20981/04
21003/04
05722/05
07258/05
17591/05
13323/05
19682/04

0006-10
0004-157
0005-84
0005-100
0005-143
0005-93
0005-106
0005-42
0005-08
0005-46
0005-12
0005-31
0005-40
0005-48
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0005-24
0004-49
0005-136
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X
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EP/SC+
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EMP/Sc+
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SCH +
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SCH +
EMP/Sc+
SCH +
SCH +
SCH +
EP/SC+
SCH +
SCH +
EP/SC+
EMP/Sc+
PF
EMP/Sc+
SCH +
EMP/Sc+
EP/SC+
EP/SC+
EP/SC+
EP/SC+
SCH +
COND
EMP/Sc+
EMP/Sc+
SCH +
EMP/Sc+
COND
EMP/Sc+
EP/SC+
COND
EP/SC+
SCH +
EP/SC+
EMP/Sc+
EMP/Sc+
EP/SC+
EP/SC+
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codcp
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Acan/Hip
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Acan
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V Cr
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V Cr
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NIVA|
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NIVA |
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NIVA|
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NIVA I/CD
NIVA |
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NIVA |
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COND
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AP
0005-173
0005-162

0005-62
0006-02
0005-15
0005-27
0004-39
0004-35
0004-26
0004-53
0004-30
0004-20
0004-17
0004-38
0006-10
0005-151
0004-157
0005-93
0004-46
0005-176
0005-175
0005-172
0005-133
0005-129
0005-115
0005-111
0005-104
0005-75
0005-66
0005-54
0006-25
0005-33
0005-36
0004-127
0005-44
0004-41

HisHPV
NEG
NEG
NEG
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NEG
NEG
NEG
NEG
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37
47
38
34
36
43
37
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26
27
49
37
46
39
38
53
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30
35
30
36
34
43
40
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38
44
43
44
40
29
37
41
26
36
61
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NEG
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n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
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SCH +
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EP/SC+
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EP/SC+
EP/SC+
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EP/SC+
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346
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54
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212
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327
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CD4n
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126
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312
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CD4Q CD4>350 CD4<350 CD4n CD4
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SIM
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POS
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POS
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POS
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POS

303
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SIM
SIM
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603
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211
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CD8 CD8 TOT IgA IgA TOT ACANT. HIPERQ. MET ESC

CD4 TOT
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111
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13
26
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CD4 TOT
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16
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13
56
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39
37
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227

43

147

16
87

133
76

26
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23
116

36
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10
15
43

177
131

67

178
156
137
79

14

13
229

22

145
35

14
26

44

123
96
236

17
46

275

19

12

97

167

127
248
48

245

24

112

97

58
49

37

126
98

27

127

14
226
27

11

78
43

18

11

118

26

26

130

119

19

115

28

87

17

54

13
19
113

46

87

21

70
97

43

115

36

11

16
47

27

26

113

125
176
56

124
245

147

12

78

118

34
27
23

34

123
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14
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EMP/Sc+
EP/SC+
EMP/Sc+
EP/SC+
EMP/Sc+
EMP/Sc+
EMP/Sc+
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EMP/Sc+
SCH +
EMP/Sc+
SCH +
SCH +

COND

X

AP
V Cr
Acan/Hip
NIVAl
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V Cr
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V Cr
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Acan/Hip
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V Cr
V Cr/HPV
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X

X X X X X X X X
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NEG
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NEG



IDADE
41
36
30
18
23
42
28
22
30
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34
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45
35
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34
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30
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1
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1
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SCH +
SCH +
EP/SC+

EMP/Sc+
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SCH +

EMP/Sc+
EP/SC+

EP/SC+
SCH +
COND
EMP/Sc+
EMP/Sc+
SCH +
EMP/Sc+
COND
EMP/Sc+
EP/SC+
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EP/SC+
SCH +
EP/SC+
EMP/Sc+
SCH +
EP/SC+
EMP/Sc+
EP/SC+
SCH +
SCH +
EP/SC+
EP/SC+
SCH +
EP/SC+
EP/SC+
SCH +
EP/SC+
EMP/Sc+
EMP/Sc+
EP/SC+
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NIVAl
NIVA |
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NIVA|
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NIVA Il
NIVA |
NIVA|
NIVA |
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NIVA |
NIVA|
COND
NIVA|
NIVA |
NIVA|
NIVA |
COND
NIVA |
NIVA|
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NIVA Il
NIVA |
NIVAl
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V Cr/HIP

V Cr
V Cr

V Cr/HIP
V Cr/Ac

V Cr/HIP
NIVA|

V Cr/HIP

V Cr/HIP
NIVA |

V Cr/ HIP

V Cr/HIP

V Cr/ HIP
NIVA |
NIVAl

V Cr/ HIP
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POS
POS
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POS
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NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
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POS
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IDADE
29
47
37
27
37
45
41

NOME
LSS
MFMJ
SAF
MAAB
VLO
EC
RMIS
MVMS
SAA
VHMV
MA
MAAB
CJS
JEEB
VHMV
VMJ
ICT
CMM
SFA
SLF
CRM
LPRB
EMF
CJS
ICT
SALS

CcO COLPOS
1] EMP/Sc+
1] EP/SC+
I EMP/Sc+
Il SCH +
I SCH +
1] EP/SC+
I SCH +

REG.
3181731J
2997047K
3349313K
3380753D
3186276J
13652114D
3315015D
2776261A
2927447D
3343559D
3106512B
3380753D
2966885C
3192635J
3343559D
3273178D
13643892J
3162383E
13571225G 47
13572926F 46
3319221J
3018299G
13516739B
2966885C
13643892J
2909354J

AP
NIVA|
NIVA |
NIVA Il
V Cr
V Cr
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr/ HIP
V Cr
COND
NIVA|

IDADE
37
37

52
37
46
35
38
44
30
34
52
30
40
31
65

29

49
31
34

37

HIS

COLPOS

HIV
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

AP
NIVAII
ALTO GR
NIVAI
NIVAI
NIVA |
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
NIVAI
COND AC
COND AC
COND AC
COND AC
COND AC
COND AC
VAG CR

HIS HPV

CD4 +350

615

789
697

641

469

459

CD4 -350

127

54

241

83

211

136

300

125
39

190

318



NOME
MAOP
MEM
SAA
MANV
EASF
LUSC
AZS
JMS
SAOR
MFSM
SALS
SFS
CSP
RB
McC
RVA
GPG
RDGFD
CSP
LB
MAFJ
ERT
NOME
H
JB
RA
MA
MCOS
ICT
ERT
RGFD
GKO
SRO
MJF
RAP

REG.
3375944A
2040252A
2927447D
3391565G
3238565D
3165783G
3313846E
3378886
13565630A
13490428G
29093544
7035466D
3176325F
3366527J
3121696E
3087943G
3043515H
3118277H
3176325F
3222781H
2192704B
3292207D
REG.
3381642G
3336323G
2627345
3106512B
3282759F
13643892J
3292207D
3118277H
3093066D
3383606E
3084171C
3237553C
7400271881
5200258182
7800462905
5200243649
6300092538
6400108486
5001115973
5200269490
5200268529
5200279372
5001257971
5200283562
5200252970
5001140534
6300095911
5001109858

IDADE

27
36
47

41
40
43
44
38

43
40
47
36
37
IDADE
36
30
35
35

34
37
38

COLPOS

COLPOS

AP
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR

AP
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR
VAG CR

HPV

PAPILOMA
EP ESCA
EP ESCA
EP ESCA

FIBROMA

HIS HPV

HIS HPV
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NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

CD4 +350

600

622

364
533

839

377

603

759

886

CD4 +350

583

1058

632
759

CD4 -350

212

295

109
CD4 -350
200
303

51

280
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X X X X

X X X X
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ARV

SIM

SIM

CD4Q
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cd4n

cd4sq
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CD4 TOT
72,96
5,44
0
24,96
43,84
17,28
68,8
24,96
0
0
63,36
0
82,24
77,76
35,52
42,88
24,96
46,4
82,24
4,48
7,68
20,8
85,44
0
0
43,52
42,24
41,28
63,04
64,32
0
7,36
4,16
17,92
0
45,76
72,64
47,04
42,56
24,32
0
84,16
56,64
41,92
21,44
4,16
73,28
46,4
11,2
39,36
30,72
75,52
53,44
CD4 TOT
0

78,4
35,84
31,04
40,32
31,36
24,96
13,76
37,76
8,32
38,08
36,8
8,96
4,16
6,08

cd8sq
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sq

CD8 TOT
40,64
36,16
21,44
82,24
42,88
7,68

0
69,12
40
42,24
43,52
15,36
11,52
37,44
24,96
0
85,44
41,92
47,04
76,48
23,68
26,56
16,64
31,04
4,16
8,32
50,24
30,4
25,28
5,12
2,88
0
84,8
49,28
30,72
43,52
0
13,76
5,12
27,84
84,8
7,36
37,12
11,52
56,96
49,92
43,84
25,28
4,48
8,32
0
88
3,84

CD8 TOT
31,04
40,64
79,36
15,36
11,84
40,64

igasq

&
O—\O—‘—\O—t—\o—tl\)l\)—toog SN-_2NO 2O AN 200 _20O0ONNNO_2A2AANN_A2A2A0NO0OO0O 220 _2NON_A 200 AN A 2000~
Kol



ARV ¢

9]

cd4n cd4sq CD4 TOT cd8sq CD8 TOT igasq
36,16 27,84
14,72 22,4
36,8 31,04
11,52 0

0 8,64
36,16 8,32
39,68 40
78,4 56,32
47,04 17,92
10,88 24,96
8,64 37,76
7,36 39,36
5,44 82,56

211
377
839

241
533
469
622

303
209
328

SIM
NAO

2

=
coocaacaaacoaacay
A A A AN WN 2O AN =N
WNNNNNN=2 20O NNN
ANO-2 2 0O0ON-aAaN=2O

IgA TOT ACANT. HIPERQ. MET ESC grau
5,76 2 0
3,84

0

0

0
8,96
4,8

<

17,28
7,36

5,12
8,32
18,56

8,96
3,52

8,64
5,76
15,68

4,8
3,52

7,68

6,72

15,36
12,48
11,84

13.76
448

7,04

14,08
5,44
14,72
6,08
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IgA TOT ACANT. HIPERQ. MET ESC grau

7,68 1 1 0 v
18,56 1 0 1 v
15,68 2 3 0 v
8,64 0 2 0 v
0 1 1 0 b
5,76 2 1 0 b
3,52 1 1 1 b
0 1 1 0 b
8,32 1 2 0 v
6,08 1 0 2 v
0 2 0 0 v
5,44 2 0 0 v
0 0 2 1 v
0 0 2 0 v
6,72 0 1 1 b
13,76 2 2 0 v
3,52 1 2 0 v
5,12 1 2 0 v
15,04 0 2 1 b
0 1 2 0 v
0 1 1 0 b
2,56 2 2 0 v
3,84 2 2 1 v
0 1 2 0 v
10,88 2 0 0 v
4,48 2 0 0 b

Tabela correlacionando os achados histolégicos, idade, colpocitologia, hibridizagao

in situ, uso de anti-retroviral, IgA, TCD4+ e TCD8+

IDADE COH CoDCP CODAP HISHPV HIV GRUPO
GCDC ARV ~ CD4Q CD4N CD4SQ CD4 TOT
cD8SQ cD8_TOT IGASQ IGA_TOT ACANT_
HIPERQ_ MET_ESC GRAU  CASE_NO CLUSTER
DISTANCE
x_1 25 i n v NEG NEG 1 1
n 3 73, 2 41, 1 6, 2
0 0 v 1 2 14,52
x_2 48 i m a NEG NEG 1 1
n 1 5, 2 36, 1 4, 2
2 0 v 2 3 10,23
x_3 31 n p n NEG NEG 1 1
n 0 0 1 21, 0 0 1
1 0 b 3 3 6,21
x_4 51 m a NEG NEG 1 1
n 2 25, 3 82, 0 0 2

0 0 \' 4 1 6,74



IDADE

x_10

x_11

x_12

x_13

x_14

COH
GCDC
CD8SQ

HIPERQ_

39 i

51 n

35 i

26 i

43 i

20 i

51 i

36 n

GRUPO

ACANT_

CLUSTER

CODCP CODAP HISHPV HIV
ARV CD4Q CD4N CD4SQ CD4_TOT
CD8_TOT IGASQ IGA_TOT
MET_ESC GRAU  CASE_NO
DISTANCE
P v NEG NEG 1 1
44, 2 43, 0 0
0 v 5 2 12,53
m v NEG NEG 1 1
17, 1 8, 1 9,
0 v 6 3 8,30
s NEG NEG 1
69, 0 5,
7 2 16,57
m n NEG NEG 1 1
25, 3 69, 1 8
0 v 8 1 4,18
n v NEG NEG 1 1
0 2 40 2 17,
0 s 9 3 14,97
m a NEG NEG 1 1
0 2 42, 1 7,
0 s 10 3 14,52
n v NEG NEG 1 1
63, 2 44, 0 0
0 s 11 2 12,77
m v NEG NEG 1 1
0 1 15, 0 0
0 v 12 3 6,36
n v NEG NEG 1 1
82, 1 12, 1 5,
0 \ 13 2 18,06
n k POS NEG 2 2
78, 2 37, 1 8,
0 b 14 2 15,85



IDADE

x_15

x_16

x_17

x_18

x_19

x_20

x_21

x_22

x_23

x_24

COH
GCDC
CcD8sQ
HIPERQ_
40 i
n
41 n
n
36 n
n
30 n
n
18 n
n
23 n
n
i
1
28 n
n
22 n
n
30 n

CODCP CODAP HISHPV HIV GRUPO
ARV CD4Q CD4N CD4SQ CD4_TOT
CD8_TOT IGASQ IGA_TOT ACANT_
MET_ESC GRAU  CASE_NO CLUSTER

DISTANCE
n k POS NEG 2 2
2 36, 1 25, 2 19, 1
1 b 15 2 12,89
p n POS NEG 2 2
2 43, 0 0 0 0 1
1 b 16 2 15,78
n n POS NEG 2 2
2 25, 3 85, 2 9, 1
0 b 17 1 7,42
n k POS NEG 2 2
2 46, 2 42, 1 4, 1
1 b 18 2 11,02
p n POS NEG 2 2
3 82, 2 47, 0 0 1
1 b 19 2 21,26
m n POS NEG 2 2
1 4, 3 76, 1 9, 1
1 b 20 1 9,07
n POS NEG 2 2
8, 1 24, 1 6, 1
21 3 2,90
m g POS NEG 2 2
1 21, 1 27, 0 0 1
1 b 22 3 8,68
n n POS NEG 2 2
3 85, 1 17, 0 0 1
1 b 23 2 19,13
m n POS NEG 2 2
0 0 2 31, 2 16, 1
1 b 24 3 10,62



IDADE

x_25

x_26

x_27

x_28

x_29

x_30

x_31

x_32

x_33

x_34

COH
GCDC
CD8SQ
HIPERQ_
20 i
n
1
30 i
n
0
46 i
b 327
1
52 n
d 418
37 n
d 875
27 i
b 346
1
48 n
b 126
2
30 i
d 641
1
34 n
b 51
2
46 n
b 54

CODCP

ARV
CD8_TOT
MET_ESC
P n
0 0
1 b
P n
2 44,
0 b
k
1 42,
0 c
n
2 41,
1
n
3 63,
1
k
3 64,
0 b
m n
0 0
0 b
m n
1 7,
0 c
n
1 4,
1 b
m n
1 18,
1 b

CODAP HISHPV HIV

IGA_TOT

CASE_NO

CD4Q  CD4N
IGASQ
GRAU

DISTANCE
POS  NEG
1 4,

25 3
POS  NEG
1 8,

26 2

POS  POS
2 50,
27 2
POS  POS
2 30,
28 2
POS  POS
2 25,
29 2
POS  POS
1 5,
30 2
POS  POS
1 3,
31 3
POS  POS
0 0
32 3
POS  POS
3 85,
33 1
POS  POS
2 49,
34 1

CD4SQ CD4_TOT

GRUPO

ACANT_
CLUSTER
2
0 1
10,41
2
5, 2
11,03
3 SIM
4, 0
16,36
3 SIM
8 0
8,09
3 SIM
8, 1
5,51
3 SIM
18, 1
14,46
4 SIM
5, 1
10,59
3 NO
5, 1
10,93
4 NO
7, 1
11,00
4 SIM
0 1
14,75



COH
GCDC
CD8SQ

HIPERQ_

789

459

132

538

127

300

CODCP

ARV CD4Q CD4N

CD8_TOT IGASQ IGA_TOT
MET_ESC GRAU CASE_NO
DISTANCE
k POS POS

0 2 31,
35 3 10,39
n POS POS
46, 2 44,
b 36 2
n POS POS
73, 0 0
b 37 2
k POS POS
47, 1 14,
c 38
g POS POS
43, 1 5,
a 39 2
n POS POS
24, 2 28,
b 40 3
n POS POS
0 3 85,
b 41
k POS POS
84, 1 7,
42 2 20,40
g POS POS
57, 2 37,
a 43
n POS POS
42, 1 12,

CODAP HISHPV HIV

CD4SQ CD4_TOT

GRUPO

ACANT_
CLUSTER
4 NO
15, 2
3 NO
12, 2
12,58
3 NO
12, 2
18,18
4 SImM
0 1
7,97
3 NO
0 1
13,29
4 SIM
8, 1
10,40
3 NO
0 1
13,56
4 SImM
0 2
3 SImM
3, 1
7,65
4 SIM
5, 1
10,12



IDADE

x_45

x_46

x_47

x_48

x_49

x_50

x_51

x_52

x_53

x_54

COH
GCDC
CcD8sQ
HIPERQ_
47 n
b 200
37 n
d 886
47 i
d 759
38 i
d 848
34 i
d 583
36 n
b 212
43 i
d 612
37 i
b 154
31 i
d 510
26 i
d 610

CcoDCP
ARV
CD8_TOT

MET_ESC

3 73,
0 v

m n

2 46,

1 31,
1 c

m 9
3 76,
0 v

CODAP HISHPV HIV

CD4Q CD4N
IGASQ IGA_TOT
GRAU  CASE_NO
DISTANCE
POS POS 4
2 57, 2
45 1
POS POS 3
2 50, 1
46 1
POS POS 3
2 44, 0
47 2
POS POS 3
1 25, 1
POS POS 3
1 4, 0
49 3
POS POS 4
1 8, 2
50 2
POS POS 3
0 0 1
51 3
POS POS 4
3 88 2
52 1
POS POS 3
1 4, 1
53 2
POS POS 3
2 31, 0
54 3

CD4SQ CD4_TOT

GRUPO

ACANT_
CLUSTER
3 SIM
14, 1
10,73
3 SIM
4, 0
16,59
3 NO
0 0
16,23
3 SIM
7, 1
3 SIM
0 1
8,93
3 SIM
14, 2
13,38
3 SIM
5, 0
16,60
4 SiM
15, 0
33,52
3 SIM
6, 1
11,89
3 NO
0 1
9,26



IDADE

x_55

x_56

x_57

x_58

x_59

x_60

x_61

x_62

x_63

x_64

CD8SQ

HIPERQ_

27

49

37

46

39

38

53

51

30

35

CD4Q

CODAP HISHPV HIV

IGASQ
GRAU

DISTANCE

POS

55

POS

56

POS

57

POS

58

POS

59

POS

60

POS

61

POS

64

CD4N

CD4SQ CD4_TOT

GRUPO

ACANT_
CLUSTER
3 NO
0 1
17,35
3 simM
8, 1
9,79
3 simM
19, 1
14,99
3 simM
16, 2
12,10
3 simM
9, 0
16,05
3 simM
0 1
12,76
3 simM
6, 2
3,64
3 simM
4, 1
13,03
3 simM
0 1
3 simM
8, 1
13,51



IDADE

x_65

x_66

x_67

x_68

x_69

x_70

x_71

x_72

x_73

x_74

COH
GCDC
CD8SQ
HIPERQ_
30 i
b 303
36 i
b 200
34 i
b 109
43 i
d 401
40 i
d 603
30 n
b 211
1 1
38 i
d 377
44 i
d 839
43 i
b 295
44 i
b 241

CODCP CODAP HISHPV HIV

ARV CD4Q CD4N CD4SQ CD4_TOT

CD8_TOT IGASQ IGA_TOT
MET_ESC GRAU  CASE_NO
DISTANCE

v POS POS 4
2 37, 1 2, 1
2 v 65 2
v POS POS 4
1 9, 2 28, 0
0 v 66 3
v POS POS 4
1 4, 1 17, 1
0 v 67 3
v POS POS 3
1 6, 0 0 0
1 v 68 3
v POS POS 3
2 36, 2 28, 0
0 v 69 2
n POS POS 4
15, 2 22, 1
70 3 3,97
v POS POS 3
2 37, 2 31, 2
0 v 71 2
v POS POS 3
1 12, 0 0 1
0 v 72 3
v POS POS 4
0 0 1 9, 1
0 v 73 3
m n POS POS 4
1 36, 1 8, 2

GRUPO

ACANT_
CLUSTER
3 NO
6, 1
16,12
3 SimM
0 2
6,01
4 SImM
5, 2
2,95
3 SImM
0 0
11,43
3 NO
0 0
10,85
3 SIM
7, 0
3 SImM
14, 2
11,50
3 NO
4, 1
11,03
3 SIM
5, 1
7,87
3 SimM
15, 0
14,79



IDADE

x_75

x_76

x_77

x_78

x_79

x_80

x_81

COH
GCDC
CcD8sQ
HIPERQ_
40 n
d 533
29 n
d 469
37 n
d 622
2 0
M i
d 364
26 i
b 303
36 i
b 209
61 i
b 328

ARV CD4Q CD4N CD4SQ CD4_TOT

CODCP CODAP HISHPV HIV GRUPO

CD8_TOT IGASQ IGA_TOT ACANT_
MET_ESC GRAU  CASE_NO CLUSTER
DISTANCE
s POS POS 3 3 NO
40, 2 40 0 0 1
v 75 2 12,55
n POS POS 3 3 SiM
78, 2 56, 0 0 1
b 76 2 23,50
s POS POS 3 3 SiM
47, 2 18, 1 3, 2
77 2 5,68
s POS POS 3 3 SiM
1, 2 25, 1 4, 2
v 78 3 3,77
s POS POS 4 3 SiM
9, 2 38, 0 0 1
s 79 3 11,33
s POS POS 4 3 SiM
7, 2 39, 2 1, 2
\ 80 3 12,31
n POS POS 4 3 NO
5, 3 83, 1 4, 2



Tabela correlacionando a semiquantificagao, idade, TCD4+, TCD8+, anti-retroviral,

IgA, HIV, hibridizagao in situ, citologia

IDADE COH coDcCP CODAP HISHPV HIV ARV
CD4Q CD4N  CD4SQ CD4_TOT CD8SQ CD8_TOT
IGASQ IGA_TOT ACANT_ HIPERQ_

MET_ESC GRAU

1 25 i n v NEG NEG n 3 73, 2
41, 1 6, 2 0 0 v

2 48 i m a NEG NEG n 1 5, 2
36, 1 4, 2 2 0 v

3 31 n p n NEG NEG n 0 0 1
21, 0 0 1 1 0 b

4 51 i m a NEG NEG n 2 25, 3
82, 0 0 2 0 0 v

5 39 i p v NEG NEG n 2 44, 2
43, 0 0 2 2 0 v

6 47 i m v NEG NEG n 1 17, 1
8, 1 9, 2 2 0 v

7 25 i m v NEG NEG n 3 69, 0
0 1 5, 1 0 0 v

8 51 n m n NEG NEG n 1 25, 3
69, 1 8 2 0 0 v

9 35 i n v NEG NEG n 0 0
2 40 2 17, 2 0 0 v

10 26 i m a NEG NEG n 0 0 2
42, 1 7, 0 1 0 v

11 43 i n v NEG NEG n 3 63, 2
44, 0 0 2 0 0 v

12 20 i m v NEG NEG n 0 0 1
15, 0 0 2 0 0 v

13 51 i n v NEG NEG n 3 82, 1
12, 1 5, 2 0 0 v

14 36 n n k POS NEG n 3 78, 2

37, 1 8, 1 0 0 b



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

IDADE

40

41

36 n

30

18

23

42

28

22

30

20

30

46

52

37

27

25,

85,

42,

47,

76,

24,

27,

17,

31,

50,

30,

COH

IGASQ

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

CODCP

CD4N  CD4SQ CD4_TOT

IGA_TOT

MET_ESC
NEG n
19, 1 0
NEG n
0 1 0
NEG n
9, 1 0
NEG n
4 1 1
NEG n
0 1 1
NEG n
9, 1 1
NEG n
6 1 1
NEG n
0 1 1
NEG n
0 1 1
NEG n
16, 1 1
NEG n
0 1 1
NEG n
5, 2 0

POS SIM b

POS SIM d

POS SIM d

POS SIM b

18, 1 1

ACANT _

GRAU

327

418

875

346

CODAP HISHPV HIV ARV

CD8SQ CD8_TOT

HIPERQ_
36, 1
43, 0
25, 3
46, 2
82, 2
4, 3
8, 1
21, 1
85, 1
0 2
0 1
44, 1
42, 2
41, 2
63, 2
64, 1



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

IDADE

48

30

34

46

45

49

31

36

37

64

34

37

40

47

37

35

12,

57,

50,

COH

CD4Q
IGASQ

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

CODCP

CD4N  CD4SQ CD4_TOT

IGA_TOT

MET_ESC

POS SIM b

POS NO d

POS N O b

POS SIM b

POS NO b

12, 2

POS NO d

12, 2 2

POS SIM d

POS N O d

POS SIM b

POS NO b

POS SIM b

POS SIM b

POS SIM b

POS SIM b

14, 1 1

POS SIM d

ACANT _

GRAU

126

641

51

54

39

459

132

538

127

300

190

212

136

200

886

CODAP HISHPV HIV ARV

CD8SQ CD8_TOT

HIPERQ_

0 0 1
b

1 7, 0
(63

1 4, 3
b

1 18, 2
b

0 0 2
C

789 2 46

b

3 73, 0
b

2 47, 1
C

2 43, 1
a

1 24, 2
b

0 0 3
b

3 84, 1
C

2 57, 2
a

2 42, 1
b

1 21, 2
b

1 4, 2



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

IDADE

43

37

31

53

51

41,

79,

15,

12,

41,

COH

IGASQ

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

CODCP

CD4N  CD4SQ CD4_TOT

IGA_TOT

MET_ESC

POS NO d

POS SIM d

POS SIM d

POS SIM b

14, 2 2

POS SIM d

POS SIM b

15, 0 2

POS SIM d

POS NO d

POS N O d

POS SIM b

POS SIM b

19, 1 0

POS SIM d

16, 2 3

POS SIM d

POS SIM b

POS SIM d

POS SIM b

ACANT_

GRAU

759

848

583

212

612

154

510

610

600

327

318

410

350

312

352

328

CODAP HISHPV HIV ARV

CD8SQ CD8_TOT

HIPERQ_
3 73, 2
v
2 46, 1
b
1 11, 1
v
2 39, 1
v
1 31, 0
c
3 76, 3
v
2 53, 1
v
0 0 2
v
3 78, 2
v
1 36, 3
v
1 31, 1
v
2 40, 1
v
2 31, 2
v
2 25, 1
b
1 14, 3
b
2 38, 1
b



63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

IDADE

30

35

30

36

34

43

40

30

38

44

43

44

40

29

37

41

28,

22,

31,

56,

18,

25,

COH

IGASQ

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

POS

CODCP

CD4N  CD4SQ CD4_TOT

IGA_TOT

MET_ESC

POS SIM d

POS SIM d

POS N O b

POS SIM b

POS SIM b

POS SIM d

POS NO d

POS SIM b

POS SIM d

POS N O d

POS SIM b

POS SIM b

15, 0 2

POS N O d

POS SIM d

POS SIM d

POS SIM d

ACANT _

GRAU

641

789

303

200

109

401

603

211

371

839

295

241

533

469

622

364

CODAP HISHPV HIV ARV

CD8SQ CD8_TOT

HIPERQ_

1 8, 1
2 38, 2
2 37, 1
1 9, 2
1 4, 1
1 6, 0
2 36, 2
1 15, 2
2 37, 2
1 12, 0
0 0 1
1 36, 1
2 40, 2
3 78, 2
2 47, 2

1 11, 2



IDADE COH CODCP CODAP HISHPV HIV ARV

CD4Q CD4N  CD4SQ CD4_TOT CD8SQ CD8_TOT
IGASQ IGA_TOT ACANT_ HIPERQ_
MET_ESC GRAU
79 26 i p v POS POS SIM b 303 1 9, 2
38 0 0 1 2 0 v
80 36 i p v POS POS SIM b 209 1 7, 2
39, 2 11, 2 0 0 v
81 61 i n n POS POS N O b 328 1
5, 3 83, 1 4, 2 0 0 b
25 i n v NEG NEG n 3 228
2 127 1 18 2 0 0 v
2 48 i m a NEG NEG n 1 17 2
113 1 12 2 2 0 v
3 31 n p n NEG NEG n 0 0 1
67 0 0 1 1 0 b
4 51 i m a NEG NEG n 2 78 3
257 0 0 2 0 0 v
5 39 i p v NEG NEG n 2 137 2
134 0 0 2 2 0 v
6 47 i m v NEG NEG n 1 54 1
24 1 28 2 2 0 v
7 25 i m v NEG NEG n 3 215 0
0 1 15 1 0 0 v
8 51 n m n NEG NEG n 1 78 3
216 1 25 2 0 0 v
9 35 i n v NEG NEG n 0 0 2
125 2 54 2 0 0 v
10 26 i m a NEG NEG n
0 0 2 132 1 23 0 1 0
v
11 43 i n v NEG NEG n 3 198 2
136 0 0 2 0 0 v
12 20 i m v NEG NEG n 0 0 1

48 0 0 2 0 0 v



IDADE COH CODCP CODAP HISHPV HIV ARV

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

CD4Q CD4N  CD4SQ CD4_TOT CD8SQ CD8_TOT
IGASQ IGA_TOT ACANT_ HIPERQ_
MET_ESC GRAU

51 v NEG NEG n 257 1
36 1 16 2 0 0

36 k POS NEG n 243 2
117 1 26 1 0 0

40 k POS NEG n 111 1
78 2 58 1 0 1

41 n POS NEG n 134 0
0 0 0 1 0 1

36 n POS NEG n 78 3
267 2 28 1 0 0

30 k POS NEG n 145 2
131 1 11 1 1 1

18 n POS NEG n 257 2
147 0 0 1 1 1

23 n POS NEG n 14 3
239 1 27 1 1 1

42 n POS NEG n 24 1
74 1 18 1 1 1

28 g POS NEG n 65 1
83 0 0 1 1 1

22 n POS NEG n 267 1
52 0 0 1 1 1

30 n POS NEG n 0 2
97 2 49 1 1 1

20 n POS NEG n 0 1
13 0 0 1 1 1

30 n POS NEG n 136 1
26 1 15 2 0 0

46 k POS POS SIM b 327 132 2
157 1 11 0 1 0

52 n POS POS SIM d 418 129 2

95

25 0 1



29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

IDADE

37 n
27 i
48 n
30 i
34 n
46 n
45 n
35 n
49 n
31 i
36 n
37 i
64 n
34 n
37 i
40 i

COH
cb4Q

IGASQ

n POS

79 2

k POS

16 2

n POS

9 1

n POS

0 1

n POS

265 1

n POS

154 0

k POS

96 2

n POS

136 2

n POS

0 2

k POS

43 0

g POS

16 0

n POS

87 1

n POS

265 0

k POS

23 0

g POS

116 1

n POS

36

CODCP

CD4N  CD4SQ CD4_TOT

IGA_TOT

MET_ESC
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Histograma de freqliiéncia da idade e positividade ou ndo para infecgédo pelo HIV.

Idade das pacientes de acordo com a infecgao pelo HIV
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Histograma de freqiéncia relacionando a idade, exame colpocitoldgico e infecgdo por HPV.

Idade, citologia e presenga de HPV nas lesdes
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Histograma relacionando idade, exame colpocitolégico e infecgao pelo HIV.
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Histograma de frequéncia que mostra a avaliagdo numérica das células

TCD8+ relacionadas ao padrao citoldgico.
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Histograma de frequéncia mostrando o numero de células TCD4+ /mm2 e

sua relagdo com os achados histolégicos.

Numero de células TCD4+/mm2 em relagdo aos achados histolégicos
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