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Soares CPCC. Céulas dendriticas plasmocitéides, expressdo de receptores “ Toll-
like” 9 e 3 e de podoplanina nas lesdes cuténeas do Sarcoma de Kaposi associado a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida e esporadico [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

INTRODUCAO: O Sarcoma de Kaposi (SK) é a neoplasia mais frequente dos
doentes com Aids. E causada pelo herpes-virus 8 (HHV-8). As células dendriticas
plasmocitdides (CDp) sdo especializadas na producdo de interferon tipo 1 e
participam da resposta imune aos virus. Os receptores “toll-like” sdo os principais
receptores de reconhecimento de padrdo, sendo que os receptores toll-like (TLR) 3 e
9 tém funcao no reconhecimento de virus. O D2-40 ¢ o anticorpo que reconhece a
podoplanina, uma proteina transmembrana, presente no endotélio linfatico e que
tem fungdo na imunidade. OBJETIVO: Demonstrar ¢ comparar os componentes da
imunidade inata: CDp e TLR 3 e 9, nas lesdes cutaneas de SK associado a Aids e
esporadico. Identificar a presenca do HHV-8 nas CDp. Verificar o componente
endotelial linfatico na progressdao das lesdes de SK e comparar a expressdo dos
elementos da imunidade inata estudados, nas lesdes com menor € maior componente
endotelial linfatico. METODOS: Estudo retrospectivo de 50 biopsias de pacientes
com diagnodstico de SK, todos com comprovacao pelo exame histopatoldgico e
demonstra¢do do antigeno nuclear associado a laténcia (LANA) do HHV-8. Foram
avaliados 11 biopsias de SK da forma classica (SKc), 22 lesdes de doentes com Aids
(SK-Aids) e de 17 de doentes com Aids submetidos a tratamento com terapia
antirretroviral altamente eficaz (SK-Aids/HAART). Os espécimes foram submetidos
a exame por técnica imuno-histoquimica para evidenciar a presenga de CDp
(anticorpo CD303/BDCA-2), a expressdao de TLR 3 ¢ 9, bem como de podoplanina
(anticorpo D2-40). Foi realizada também técnica de dupla marcacdo com CD303 e
LANA, objetivando a identificagdo de CDp infectadas pelo HHV-8.Vinte e trés
espécimes de granuloma piogénico constituiram o grupo controle. A populagdo de
CDp e expressao de TLR 3 e TLR 9 também foi comparada nas lesdes cutaneas de
SK de doentes com e sem comprometimento visceral pela neoplasia; lesdes nao
tumorais (maculo-papulares/placas) foram comparadas as lesdes tumorais
(nodulares) e de acordo com niveis sanguineos de linfocitos T CD4+ (menor e igual
ou maior que 350 células/mm’). RESULTADOS: As CDp foram mais numerosas
nos espécimes de SK-Aids quando comparado com o granuloma piogénico. Foram
identificadas CDp infectadas pelo HHV-8. A expressdo de TLR 3 foi menor nas
lesdes de SK, independente da forma epidemiologica, do que no granuloma
piogénico. Para todas as outras comparagdes da densidade de CDp e expressdo de
TLR 3 e de TLR 9 ndo houve diferenca entre os grupos. Nao houve diferenga no
componente endotelial linfatico das lesdes maculo-papulares/placas e tumorais do
SK, assim como na expressao dos elementos da imunidade inata estudados entre as
lesdes com maior e menor componente endotelial linfatico. CONCLUSOES:
Demonstrou-se pela primeira vez a presenga de CDp e a expressdo de TLR 3 ¢ 9 em
lesdes cutaneas do Sarcoma de Kaposi, bem como a infec¢do de CDp pelo HHV-8
“in situ” nos tumores. Os resultados obtidos sugerem a participacdo das células CDp
e do TLR 3 na patogénese das lesdes cutdneas do Sarcoma de Kaposi, independente
da presenca do virus da imunodeficiéncia humana. A imunomarcagdo de SK com o
anticorpo D2-40, tanto nas fases precoce como tardia das lesoes, confirma a natureza



endotelial linfatica das células neoplasicas. Esta parece ndo ter relagdo com a
expressao dos elementos da imunidade inata estudados.

Descritores: 1.Sarcoma de Kaposi 2.Células dendriticas 3.Receptor Toll-like 3
4.Receptor Toll-like 9 5.Imunidade inata 6.Herpesvirus humano 8 7.Imuno-
histoquimica
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Soares CPCC. Plasmacytoid dendritic cells and the expression of toll-like receptors
9 and 3 and podoplaninin in cutaneous lesions of Aids-associated Kaposi’s sarcoma
and classic Kapos's sarcoma [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2014.

Introduction: Kaposi’s sarcoma (KS) is the most common Aids-associated
malignancy. It is caused by human herpesvirus-8. Plasmacytoid dendritic cells (pDC)
are professional interferon producing cells, and participate in the immune response
against viruses. Toll-like receptors (TLR) are the main pattern recognition receptors,
and TLR 3 and TLR 9 participate in the recognition of viruses. Podoplanin,
recognized by antibody D2-40, is a transmembrane protein identified on lymphatic
endothelial cells with functions inimmunity. Objective: Demonstrate and compare
some innate immunity components: pDC, TLR 3 and TLR 9, in cutaneous lesions of
Aids-associated Kaposi’s sarcoma and classic Kaposi’s sarcoma. Identify the
infection of pDC by HHV-8. Compare the lymphatic endothelial component in the
course of tumor progression and compare the expression of innate immunity
elements in lesions with a predominance of lymphatic endothelial components or not.
Methods: Retrospective study of 50 biopsies diagnosed as Kaposi’s sarcoma
withpositive staining for latency-associated nuclear antigen (LANA) of HHV-8.
Eleven classic KS, 22 Aids-associated KS and 17 Aids-associated KS from patients
undergoing highly active antiretroviral therapy (HAART) were assessed. Paraffin-
embedded tissue was submitted to immunohistochemistry technique in order to
demonstrate pDC (CD303/BDCA-2 antibody), expression of TLR 3, TLR 9 and
podoplanin (D2-40 antibody). We performed double staining with CD303 and
LANA in order to identify pDC infection with HHV-8. Twenty-three pyogenic
granuloma(PG) specimens were analyzed as a control group. Plasmacytoid dendritic
cells population, TLR 3 and TLR 9 expressions were compared between patients
with and without visceral disease, nodular stageandpatch/plaque stage and according
to bloodlymphocytes T CD4 count(< and >350 cells/mm’). Results: Plasmacytoid
dendritic cells density in Aids-associated SK was higher than in PG. We could
identify pDC infection by HHV-8. The expression of TLR 3 in all forms of KS was
less extensive than PG. All others comparisons about pDC density, TLR 3 and
9expressions were similar. We found no difference in D2-40 expression between
nodular and patch/plaque stages. When comparing tumors with extensive expression
of D2-40 (= 50% of cells) and tumors with less expression (<50% of cells), we found
no differences in density of pDC and expression of TLR 3 and TLR 9. Conclusion:
This is the first time that pDC, TLR 3 and TLR 9 have been demonstrated in skin
lesions of KS, as well as the infection of pDC in the lesions. Our results suggest that
pDC and TLR 3 participate in the pathogenesis of KS, independently of HIV
presence. The positive staining with D2-40 antibody, in all the stages of KS,
confirmsthe lymphatic nature of neoplastic cells. It seems that podoplanin is not
related to the innate immunity elements studied here.

Descriptors: 1.Kaposi sarcoma 2.Dendritic cells 3.Toll-like receptor 3 4.Toll-like
receptor 9 5.Innate immunity 6.Human Herpesvirus 8 7.Immunohistochemistry
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O Sarcoma de Kaposi (SK) ¢ uma neoplasia endotelial localmente agressiva
que tipicamente apresenta-se com lesdes cutaneas na forma de madculas, papulas,
placas ou nédulos mas que também pode envolver mucosas, linfonodos e orgaos
internos (World Health Organization, 2002). Sao descritas quatro formas clinico-
epidemiologicas: SK classico (SKc), SK de pacientes co-infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (SK-Aids), SK iatrogénico e SK endémico. E considerado
doenca definidora de Aids, sendo a neoplasia mais frequente neste grupo de
pacientes, embora com a introducdo da terapia antirretroviral combinada, sua
incidéncia tenha diminuido bastante (Grabar et al., 2006; El Amari et al., 2008;
Armstrong et al., 2013).

O SK faz parte do grupo de neoplasias causadas por virus sendo que o herpes-
virus 8 (HHV-8) é o seu agente causal (Chang et al., 1994). Como todos os outros
agentes da familia do herpes, uma vez que ocorre a infec¢ao, o virus se perpetua no
organismo, sendo para isso necessario que desenvolva mecanismos de escape
imunologico (Coscoy, 2007; Areste; Blackbourn, 2009). Nos doentes co-infectados
existe cooperagao mutua entre o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o HHV-
8 na patogénese e na carcinogénese do SK (Huang et al., 2001; Zeng et al., 2007;
Chen et al., 2009; da Silva ¢ de Oliveira, 2011).

Independente da  forma  clinico-epidemiologica, 0s achados
anatomopatologicos sao idénticos. Caracterizam-se por proliferacdo de células
fusiformes associada a infiltrado inflamatério linfomononuclear, angiogénese e

siderose dérmica. No inicio, o SK apresenta caracteristicas de processo inflamatoério,
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sendo que as células fusiformes prevalecem apenas nas fases mais avancadas da
doenga. As células neoplasicas do SK apresentam origem incerta, mas acredita-se
que sdo células progenitoras endoteliais que, quando infectadas pelo HHV-8, sofrem
reprogramagao para fenotipo linfatico (Della Bella et al., 2008). O endotélio vascular
sanguineo também pode ser infectado pelo virus (Wang; Damania, 2008).

A imunidade inata, outrora definida apenas como a primeira linha de defesa
do organismo contra patdogenos, recentemente adquiriu papel na organizacao da
resposta imunologica, tanto da propria resposta inata como também da imunidade
adquirida (Akira et al., 2006). Sabe-se que a imunidade inata continua a atuar mesmo
nas infecgdes cronicas (Gregory €t al., 2009).

Em relagdo ao HIV, a imunidade inata tem papel fundamental nos
mecanismos de progressdo da doenga e faléncia imunologica (Fitzgerald-Bocarsly;
Jacobs, 2010; Swiecki; Colonna, 2010; Chang et al., 2012; Ploquin €t al., 2012). As
células dendriticas plasmocitoides (CDp) sdo fundamentais nos mecanismos de
defesa contra virus pois sdo as principais produtoras de interferon (IFN) de tipo 1 em
humanos (Liu, 2005). Sao c¢lulas altamente especializadas capazes de produzir
grandes quantidades de citocinas e apds sua maturacao apresentar antigenos através
do complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC II), o que lhe confere
a capacidade de célula apresentadora de antigenos (Liu, 2005).

Os receptores “Toll-like” (TLR) constituem o principal grupo dos chamados
receptores de reconhecimento de padrdo (RRP). Sdo assim denominados pois tém
fundamental importancia para o reconhecimento dos padrdes moleculares associados

a patogenos (PAMP) (Vasselon; Detmers, 2002). Sdo descritos dez TLRs na espécie
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humana, mas quatro deles sdo os principais para a defesa contra virus (Sironi et al.,
2012).

A imunidade “in situ”, em lesdes cutaneas de SK ¢ pouco estudada. Ha raros
trabalhos que enfocam os componentes da imunidade inata nas lesdes de SK. Esses
envolvem principalmente o componente dendrocitico cutaneo nessa neoplasia (Luiz,
2008).

A natureza endotelial sanguinea e linfatica do SK tem sido discutida na
literatura. Os dados sdo conflitantes quanto ao predominio de endotélio linfatico no
curso evolutivo das lesdes de SK (Ramirez-Amador et al., 2009; Kandemir €t al.,
2011; Rosado et al., 2012). Além disso, a podoplanina, que é um dos marcadores de
células endoteliais linfaticas, foi recentemente considerada fator envolvido no
processo imunologico, promovendo migracdo de células dendriticas (Acton et al.,
2012; Astarita et al., 2012).

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos sobre a resposta imunolédgica
no SK, com énfase nos componentes da imunidade inata nas lesdes cutdneas,
investigamos a presenca de alguns deles em biopsias de pele cujo diagnodstico foi
realizado no Laboratorio de Dermatopatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo entre os anos de 2006 e 2009.
Pesquisamos a presenga do virus HHV-8 nas CDp em lesdes cutidneas de SK.
Propusemo-nos também a verificar o componente linfatico nas lesdes cutaneas de
SK, relaciond-lo a evolugdo das lesdes e também aos componentes da imunidade
inata abaixo relatados. Espécimes de granuloma piogénico nao ulcerados, uma lesdo

vascular sem etiologia viral, representaram o grupo controle. Para tanto, os
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espécimes foram submetidos a exame por técnica imuno-histoquimica com os

seguintes marcadores:

1)

2)

3)

4)

CD303/BDCA-2: receptor de superficie celular lectina tipo C tipo II
envolvida no processo de ligagdo, internalizacdo e apresentacao de
antigenos. Presente exclusivamente nas células dendriticas plasmocitdides
(Dzionek et al., 2001).

TLR 3: receptor da familia dos receptores “Toll-like”. Estd presente em
membranas endossomais e ¢ capaz de reconhecer dsRNA formado
durante o processo de replicagdo viral, tanto nos virus DNA como nos
virus RNA (Zhou et al., 2010). Esta presente em diversas linhagens
celulares e tem sua expressdo aumentada pelo IFN-a/f (Akira et al.,
2006). Monocitos apresentam aumento de expressdo de TLR 3 na
infeccao pelo HHV-8 (West; Damania, 2008).

TLR 9: receptor da familia dos receptores “Toll-like”. Estd presente em
membranas endossomais ¢ faz o reconhecimento de sequéncias CpG-
DNA nio metiladas presentes em virus e bactérias (Akira et al., 2006). E
um dos receptores presentes nas CDp, sendo responsavel pelo
reconhecimento do HHV-8 e resposta com producao de IFN tipo 1 por
aquela célula (West et al., 2011).

D2-40: anticorpo monoclonal que se liga a podoplanina, uma proteina
transmembrana presente em diversas linhagens celulares, inclusive no
endotélio linfatico (Astarita et al., 2012). Em neoplasias vasculares ¢
usado, portanto, para diferenciar endotélio sanguineo de endotélio

linfatico.
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5) LANA (antigeno nuclear associado a laténcia): proteina do HHV-8
com multiplas fungdes, entre elas a separacdo dos epissomos entre as
células-filhas quando ocorre divisdo celular (Aresté; Blackbourn, 2009). E
uma proteina expressa em todas as células infectadas e ainda nao sao bem
conhecidos os mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico que
permitem sua expressao durante a fase de laténcia (Coscoy, 2007).

Uma vez que estes elementos fazem parte da imunidade inata e que estdo
relacionados aos mecanismos de defesa contra o HHV-8 e o HIV, desenvolvemos
este trabalho a fim de identificar sua presenga e comparar sua expressao nas lesoes
cutaneas de SKc e SK-Aids tratados ou ndo com esquema de terapia antirretroviral
altamente eficaz (HAART), e estabelecer a participacdo destes elementos nos

mecanismos de lesdo do SK.
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21

2.2

OBJETIVO GERAL

e Com o objetivo de contribuir para a patogenia do SK pretendeu-se
verificar a participacdo das CDp, expressao de TRL 3 ¢ TLR 9 e da

podoplanina nos sitios de lesdo de SK-Aids e de SKc.

OBJETIVOSESPECIFICOS

Demonstrar e comparar a populacio de CDp nas lesdes de SK-Aids,
SK-Aids/HAART, SKc e de grupo controle de lesdes de granuloma
piogénico.

e Comparar a populagdo das CDp segundo a fase clinico-patologica das

lesoes.

e Comparar a populagdo de CDp de acordo com o comprometimento
visceral associado e grau de imunodepressdo, nas lesdes de SK-Aids e

SK-Aids/HAART.

e Demonstrar a infec¢ao das CDp pelo HHV-8 nas lesdes cutianeas de SK.

e Demonstrar e comparar a expressao de TLR 3 nas lesdes de SK-Aids,
SK-Aids/HAART, SKc e de grupo controle de lesdes de granuloma

piogénico.
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Objetivos

Comparar a expressao de TLR 3 segundo a fase clinico-patologica das

lesdes.

Comparar a expressdo de TLR 3 de acordo com o comprometimento
visceral associado e grau de imunodepressdo nas lesdes de SK-Aids e

SK-Aids/HAART.

Demonstrar e comparar a expressao de TLR 9 nas lesdes de SK-Aids,
SK-Aids/HAART, SKc e de grupo controle de lesdes de granuloma

piogénico.

Comparar a expressdo de TLR 9 segundo a fase clinico-patologica das

lesoes.

Comparar a expressdo de TLR 9 de acordo com o comprometimento
visceral associado e grau de imunodepressdo nas lesdes de SK-Aids e

SK-Aids/HAART.

Verificar e comparar o componente endotelial linfatico, pela expressao de
podoplanina, nas fases clinico-patologicas das lesdes de SK-Aids,

SK-Aids/HAART e SKc.

Comparar o numero de CDp nos grupos de SK com componente

endotelial linfatico menor e igual/maior de 50%.

Comparar a expressao de TLR 3 e 9 nos grupos de SK com componente

endotelial linfatico menor e igual/maior de 50%.
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31 SARCOMA DE KAPQOSI

3.1.1 Caracterizacéo e descoberta

O SK foi descrito pela primeira vez em 1872 pelo dermatologista hungaro
Moritz Kaposi, em Viena (Gessain; Duprez, 2005). Na ¢época foi denominado
“sarcoma da pele pigmentado, multiplo e idiopatico”. E causado pelo herpes-virus 8
(HHV-8) ou herpes-virus ligado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV). A presenca do virus
¢ necessaria porém nao suficiente para o desenvolvimento da neoplasia (Antman;

Chang, 2000; Douglas et al., 2007; Guedes et al., 2008).

3.1.2 Epidemiologia e formasclinicas

O comprometimento cutaneo ¢ predominante, sendo as lesdes unicas ou
multiplas. Nas fases iniciais as lesdes sdo caracterizadas por maculas ou papulas
eritematosas e nas fases tardias sao nddulos que podem ulcerar. Eventualmente, num
mesmo paciente coexistem lesdes em diferentes estagios. Lesdes maculares podem
ser numerosas assim como ndédulos podem ser restritos. O comprometimento visceral
marca estagios avancados da doenga. Os principais 6rgaos internos comprometidos
sdo dos tratos gastro-intestinal e respiratorio (Friedman-Kien, 1981; Hengge €t al.,
2002).

A incidéncia do Sarcoma de Kaposi ndo ¢ uma constante nas ultimas décadas.
Nos Estados Unidos, comparando-se a era pré Aids com o inicio da epidemia onde

nao havia terapia antirretroviral, a incidéncia de SK passou de dois para 47 casos por
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milhdo de habitantes-ano (American Cancer Society, 2013). No final da década de

80, a chance de uma pessoa infectada pelo HIV desenvolver SK era 20.000 vezes

maior que a chance da populagdo geral e 300 vezes maior do que qualquer outra

pessoa imunodeprimida (Beral et al., 1990). Com o uso da terapia HAART, a

incidéncia da neoplasia na populagcdo geral passou para 6 casos por milhdo de

habitantes-ano (American Cancer Society, 2013). Em pacientes transplantados, um

em cada 200 pacientes desenvolve a doenca (American Cancer Society, 2013). No

Brasil, segundo Parkin et al. (2002), entre 1995 e 1998, a incidéncia de Sarcoma de

Kaposi na populagao geral foi de 1,1 por 100.000 habitantes para homens e 0,2 por

100.000 habitantes para mulheres.

Quatro formas clinico-epidemioldgicas do SK sao identificadas:

Uma forma indolente, chamada de forma classica, é encontrada
principalmente em homens (na propor¢ao de 15:1), idosos, judeus, na
regido do Mediterraneo e leste europeu. Geralmente acomete
extremidades, tem evolucdo lenta e hd comprometimento visceral em
apenas 10% dos casos (Iscovich et al., 2000; Antman; Chang, 2000).

A forma endémica acontece em paises da Africa Central e leste africano.
Ocorre em criangas e adultos jovens. Nao esta relacionada ao virus HIV.
A forma linfadenopatica ¢ agressiva e clinicamente ha envolvimento de
visceras e orgaos linfaticos. Geralmente ¢ fatal (Antman; Chang, 2000).

A forma iatrogénica que acomete cerca de 0,5% dos pacientes
transplantados ou em uso de imunossupressores (Trattner et al., 1993;
Hengge et al., 2002; American Cancer Society, 2013). O curso da doenga

pode ser indolente ou agressivo, mas geralmente ha regressdo das lesdes
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com a diminuicdo ou substituigdo do esquema de drogas
imunossupressoras.

e A forma epidémica que acomete individuos infectados pelo HIV, sendo
doenca definidora de Aids. Neste grupo, o SK ¢ a neoplasia mais comum
(Chang et al., 1994; Rubinstein et al., 2014). E doenga agressiva e pode

comprometer a pele de forma disseminada, além de outros 6rgaos.

3.1.3 Achados anatomopatol 6gicos

Todas as formas epidemioldgicas e clinicas tém achados anatomopatoldgicos
idénticos sendo caracteristicas desta lesdo a angiogénese, edema, extravasamento de
hemacias, infiltrado linfomononuclear e a proliferacdo de células fusiformes. O
estagio de macula tem seu diagnostico mais dificil pois a proliferacdo vascular ¢é
discreta e apenas o aumento de celularidade dérmica (em sua maioria células
inflamatorias) chama atengdo, mimetizando doengas inflamatérias. A medida que a
lesdo progride, canais vasculares contendo hemécias passam a ser facilmente
identificados, as células fusiformes proliferam-se e se tornam as predominantes nos
nddulos.

Algumas variantes histologicas do SK foram recentemente descritas, dentre
elas encontram-se as formas hiperqueratdtica, equimotica, intravascular, queloidiana
e as formas semelhantes ao granuloma piogénico e ao linfangioma (Urquhart et al.,
2006; Grayson; Pantanowitz, 2008).

As células fusiformes sdo consideradas as células neoplésicas do SK. Sdo
caracterizadas por citoplasma e nucleo alongados, contém inclusdes hialinas e

pigmento de hemossiderina. Mitoses e atipias celulares podem estar presentes.
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Expressam marcadores endoteliais incluindo CD31, CD34 e fator VIII. Expressam
também marcadores de endotélio linfatico como LYVEI1 (receptor do endotélio
linfatico para hialuronan) e VEGFR3 (receptor para fator de crescimento endotelial
3) (Kalof; Cooper, 2009; Pantanowitz et al., 2010; Rosado et al., 2012; Radu;
Pantanowitz, 2013). O marcador para podoplanina, D2-40 ¢ expresso nas lesoes de
SK, mas existe divergéncia entre os autores sobre sua expressao durante a evolucao
das lesdes, sendo que alguns autores acreditam no aumento de sua expressao
conforme as lesdes progridem, enquanto outros acreditam em uma expressao nao
relacionada a fase em que o SK se encontra (Pyakurel et al., 2006; Kandemir et al.
2011).

Ao exame por microscopia eletronica as células fusiformes tém caracteristicas
de células endoteliais, apresentando marcadores tanto de endotélio vascular
sanguineo como linfatico (Orenstein, 2008). Surgiram, entretanto, evidéncias para
diferencia¢do linfatica. Wang et al. (2004) demonstraram, através de estudo de
expressao genética em bidpsias de SK, na fase tumoral, que as células fusiformes
eram mais semelhantes as células endoteliais linfaticas do que as células endoteliais
vasculares sanguineas. No mesmo ano, Hong et al. (2004) demonstraram que células
endoteliais, quando infectadas pelo HHV-8, sofrem uma reprogramacao genética
com inducdo de genes de endotélio linfatico. Ao serem infectadas pelo HHV-8, as
células endoteliais adquirem vantagens de sobrevivéncia quando cultivadas na
presenga de indutores de apoptose e também apresentam facilidade para formagao de
tubulos mesmo havendo restri¢ao de fatores de crescimento (Wang; Damania, 2008).

Existem evidéncias de que células progenitoras endoteliais seriam reservatorios para
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o HHV-8 e que estas poderiam também ser as precursoras das células fusiformes do

SK (Della Bella et al., 2008).

3.14 O herpesvirus8
3.1.4.1 Descoberta e classificagéo

Existem oito herpes-virus humanos conhecidos (HHV) que estdo divididos
em trés subfamilias: a, p € y. A subfamilia a inclui o HHV-1 e -2 e o virus da
varicela-zoster (HHV-3). A subfamilia f tem como membros o citomegalovirus
(HHV-5), o HHV-6 ¢ o HHV-7. Na subfamilia y estdo o virus Epstein-Barr
(EBV/HHV-4) e o herpes-virus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV/HHV-8)
(Antman; Chang, 2000; Nicholas, 2000; Dukers; Rezza, 2003). Os virus da
subfamilia y estdo envolvidos com o desenvolvimento de neoplasias sendo que o
EBV esta associado ao linfoma de Burkitt, ao linfoma de Hodgkin, ao carcinoma de
nasofaringe, ao linfoma de células T e “natural killer” (NK). O HHV-8, por sua vez,
¢ agente etiologico do Sarcoma de Kaposi, do linfoma efusional primdrio e da
doencga de Castleman multicéntrica variante plasmablastica.

O HHV-8 foi descoberto em 1994 por Chang €t al. através da identificagao de
sequéncias de DNA viral em biopsias de SK. E um virus grande, envelopado, de
DNA dupla fita. Pertence a subfamilia Gammaherpesvirinae e ao género
Rhadinovirus. E o tinico Rhadinovirus que infecta humanos. Seu genoma contém 87
sequéncias abertas de leitura (ORF) e pelo menos 17 miRNA (Mesri et al., 2010).
Apresenta regides codificantes conservadas de proteinas estruturais e metabolitos
comuns a outros herpes-virus e também regides ndo conservadas, exclusivas do

HHV-8 que foram nomeadas K (K1 a K15) (Jenner; Boshoff, 2002; Douglas et al.
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2007). Muito do genoma do HHV-8 ¢ constituido por genes pirateados de células e
estes tétm fun¢do no controle do ciclo celular, inibicdo da apoptose e evasdao do

sistema imune (Areste; Blackbourn, 2009).
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Figural- Mapa do genoma do herpes-virus 8. Os genes expressos durante o periodo de

laténcia estdo em verde e os genes pirateados de células estdo escritos com letras vermelhas.
Extraido de Coscoy, 2007.

A andlise da sequéncia da ORF KI, permitiu a identificagdo de quatro
subtipos principais do HHV-8 (A, B, C, D), com distribuicdo geografica distinta
(Dukers; Rezza, 2003; Mancuso et al., 2008). Os subtipos A ¢ C predominam na
Europa e Estados Unidos, o subtipo B na Africa, o D em Ilhas do Pacifico. Novos
subtipos tém sido identificados como o E que aparece em populagdes amerindias no
Brasil (Biggar et al., 2000). Parece que o subtipo A do virus esta ligado a formas
mais rapidamente progressivas das neoplasias do que os outros (Mancuso €t al.,
2008). Em Sao Paulo, os subtipos encontrados sdo o A, B e C (Nascimento et al.,

2005).
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3.1.4.2 Prevalénciadainfecgdo e viasdetransmissao

A prevaléncia da infec¢ao pelo HHV-8 nao ¢ uniforme no mundo. No Brasil,
pais de prevaléncia intermedidria, um estudo multicéntrico realizado entre doadores
de sangue, encontrou presenca de anticorpos para HHV-8 em 25% das amostras de
doadores de sangue de Sao Paulo, Salvador ¢ Manaus (Nascimento et al., 2008). A
infeccdo ¢ mais frequente em mulheres (31,7%) do que em homens (21,7%)
(Nascimento et al., 2008). Em tribos de amerindios da Amazonia, onde o HHV-8 ¢é
endémico, a prevaléncia dos anticorpos chega a mais de 60% (Biggar et al., 2000).
As vias de transmissdo do HHV-8 ainda ndo estdo completamente esclarecidas, mas
acredita-se que em areas endémicas a transmissao do virus acontece entre a mae ¢ a
crianca ou entre as proprias criangas, possivelmente através da saliva. Em regides
ndo endémicas acredita-se que a principal forma de transmissdo seja a sexual,
principalmente em relagdes homossexuais (Hengge et al., 2002; Dukers; Rezza,

2003).

3.1.4.3 Ciclodevida

Sdo consideradas células alvo do HHV-8 os linfocitos B, as células
endoteliais, os monocitos, os queratinocitos, as células endoteliais e outras células
epiteliais (Chakraborty et al., 2012). Para aderir-se e entrar nas células alvo, o HHV-
8 utiliza o sulfato de heparan, a molécula de adesdo intercelular ndo integrina
especifica das células dendriticas (DC-SIGN) e também integrinas (Rappacciolo et
al., 2006, 2008; Chakraborty et al., 2012). Apds a infec¢do primaria, geralmente
ocorre o ciclo litico e num prazo de 72-96 horas, na maioria das células, o virus entra

na fase de laténcia (West; Damania, 2010). A reativagdo da laténcia leva ao retorno
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do ciclo litico, o qual ¢ necessario para propagagao e sobrevivéncia no hospedeiro
(West; Damania, 2010). A laténcia ¢ caracterizada pelo genoma circular extra-
cromossdmico (epissomo), pela auséncia de producao de virions e pela expressao de
pequena quantidade de genes (LANA, vCyclin, vFLIP, kaposina, miRNAs) (Jenner
et al., 2001). Na fase litica ha produgao de virions, lise celular e transcri¢do de maior
namero de genes (entre eles K2, K4, K6, K15, K9) (Jenner et al., 2001; Coscoy,
2007). A transcricdo na fase litica inicia-se com o RTA (“replication and
transcription activator’”) e obedece entdo, uma sequéncia temporal, como acontece

com os outros herpes-virus (Coscoy, 2007; Mesri €t al., 2010)

3.1.4.4 Interagao com o hospedeiro

A infecgdo pelo HHV-8 ¢ cronica, sendo que individuos infectados, mesmo
que sejam imunocompetentes, carregam o virus por toda a vida. Para isso, o virus
desenvolveu mecanismos sofisticados de evasiao do sistema imunoldgico,
mecanismos anti-apoptoticos e interacdo com o ciclo celular (Coscoy, 2007). Além
de perpetuar a infecgdo, esta intervencao na célula hospedeira e no microambiente
fornece condi¢des para o desenvolvimento das sindromes proliferativas relacionadas

ao HHV-S&.

Estratégias de evasdo do sistema imune:

e Periododelaténcia

O proprio longo periodo de laténcia colabora para persisténcia da infecgdo.
Neste periodo os virus da subfamilia y herpes-virus expressam reduzido

numero de genes, minimizando sua exposi¢ao para o sistema imunoldgico.
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e |nibicdo do antigeno do complexo principal de
histocompatibilidadede classe |

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I é expresso em
todas as células nucleadas e tem fung@o na apresentagdo de antigenos para as
células citotoxicas (linfécitos T CD8+). Estes antigenos geralmente sdo
intracelulares e os virus fazem parte deste grupo.

O HHV-8 produz duas proteinas, chamadas K3 e K5 (ou também de MIR 1 e
MIR 2) que diminuem a expressdo do MHC classe I, inibindo a resposta
citotoxica (Coscoy; Ganem, 2000). Seu mecanismo de agdo ¢ baseado no
aumento da degradagdo do MHC-I pelo lisossomo apos internalizagdo da

molécula (Hewitt et al., 2002).

e Inibicdo dascélulas“natural killer”

As células NK eliminam rapidamente c€lulas infectadas por virus. As células
infectadas sofrem lise pois tornam-se alvo de granulos citotdéxicos contendo
perforinas e granzimas. Além disto, as células NK também liberam IFN-y e
TNF-a que participam da resposta adaptativa. A atividade das células NK ¢
controlada por sinais positivos e negativos. A principal molécula inibitoria
para estas células ¢ o MHC classe I. Por estar presente em todas as células, o
MHC I impede que as mesmas sejam atacadas pelas células NK.

Como ja descrito, células infectadas pelo HHV-8 t€ém menor expressdao de
MHC classe I, sendo, portanto, esperado que se tornassem alvo das células
NK. Isto ndo acontece pois o proprio K5 inibe o ICAM-1 e o CD86 que sao

moléculas coestimuladoras para as células NK (Coscoy; Ganem, 2001). A
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célula NK perde sua habilidade, portanto, de estabelecer contato com as

células infectadas pelo HHV-8.

e Polarizacdo para Th2

O HHV-8 ¢ capaz de polarizar a resposta imune para Th2 através da produgado
de citocinas. A resposta imune Thl é necessaria no combate as infec¢des por
patdgenos intracelulares. O HHV-8, através da produgdo de citocinas, por
exemplo vCCL1, vCCL2 e vCCL3, leva a uma resposta Th2 (Sallusto et al.,
1998; Coscoy, 2007) ineficaz na erradica¢do da infec¢do. Existe, nas lesoes

de SK, um predominio dos efeitos de IL-10 sobre o IFN-y (Riva et al., 2010).

e VIL-6

O KSHYV ¢ capaz de codificar um homologo a IL-6 humana, chamada de vIL-
6 que apresenta 25% de homologia com a primeira (Neipel et al., 1997). E
produzida tanto na fase de laténcia como na fase litica e tem propriedade de

estimular a angiogénese tumoral, diminuir o efeito do IFN e induzir resposta

Th2 (Aoki et al., 1999; Moore; Chang, 2003).

e Desarranjo nasinalizacdo do interferon

Os interferons sao um grupo de citocinas que coordenam a resposta imune
aos virus e outros patogenos. Estdo também envolvidos em mecanismos de
crescimento e diferenciacdo celular. Os IFN tipo I sdo produzidos por
praticamente todas as células do corpo como resposta a infec¢des virais. O

controle da sua transcri¢do acontece pelos fatores reguladores de IFN (IRFs).
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O KSHYV ¢ capaz de produzir homoélogos aos IRFs celulares que atrapalham a
producdo de IFN em resposta a infecgdes virais e regulam também a

expressao de genes virais (Taniguchi et al., 2001; Moore; Chang, 2003).

e Interacdo com o Sistema Complemento

O sistema complemento ¢ um importante componente do sistema
imunolégico inato e também do adaptativo. Para evitar sua ativacdo
aberrante, a cascata do complemento ¢ controlada por proteinas reguladoras
chamadas de reguladores da ativacdo do complemento (RCA). O KSHV,
como todos os rhadinovirus, interferem com a ativagdo do complemento pois
sdo capazes de sintetizar homologos aos RCAs do hospedeiro (Moore;

Chang, 2003; Spiller et al., 2003).

M ecanismos anti-apoptéticos

A apoptose ¢ um importante mecanismo de controle de infecg¢des virais.
Tamanha importancia que o HHV-8 possui diversos genes com fun¢do de controla-
la. Entre eles estdo o vBCL2 (do inglés “B-cell lymphoma 2”) e vIAP (do inglés
“inhibitor of apoptosis protein”), presentes nas membranas mitocondriais, 0 LANA-

1, LANA-2 e o VIRF-1 que inibem a ativa¢ao do gene p53 (Moore; Chang, 2003).

Interacéo com o ciclo celular
O vCyC e 0 LANA-1 do HHV-8 sdo capazes de desregular a proteina RB que

“checa” o DNA na transicdo G1/S. Outras proteinas virais como a RAP (do inglés
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“replication associated protein”) fazem com que a célula, durante a fase litica, pare a

mitose entre as fases G2/M maximizando a replicagdo viral (Moore; Chang, 2003).

3.1.45 Modelo de carcinogénese no Sarcoma de Kapos e o pape do

her pes-virus 8

Algumas caracteristicas do SK fazem com que, nas fases iniciais da doenga,
nao existam critérios que a definam como neoplasia. As lesdes iniciais de SK tém
exuberante componente inflamatério e sdo policlonais. O SK ¢ uma doenca onde ¢
encontrado o fenomeno de Koebner, isto ¢, podem aparecer lesdes em sitios de
traumas (Mesri et al., 2010). As células fusiformes do SK, quando em cultura,
precisam de citocinas para sua sobrevivéncia (Douglas et al., 2007). Pacientes
imunodeprimidos podem ter regressdo da doenca apenas com a melhora
imunologica, por exemplo, introdu¢ao de esquema antirretroviral para aqueles com
Aids ou mudanga dos esquemas imunossupressores no caso do SK iatrogénico.
Todas estas evidéncias nos levam a crer que, em suas fases iniciais, o SK ¢ uma
doenga inflamatéria mas que a agdo viral prolongada leva a vantagens de clones
celulares com sua proliferagao desordenada e surgimento de sarcomas. Nos tumores
em estagios avangados existe monoclonalidade (Judde et al., 2000).

A infecgdo das células endoteliais ¢ suas progenitoras pelo HHV-8 leva a
mudangas em sua morfologia, no seu ritmo de crescimento e na sua expressao génica
(Moses et al., 1999, Wang et al., 2004). Na infecgdo in vitro, entretanto, estas
mudancas ndo sao suficientes para a transformagdo maligna (Mesri et al., 2010) e
células do SK quando em cultura perdem o genoma do HHV-8 apds ciclos de divisdo

celular (Douglas et al., 2007). Individuos saudaveis ndo desenvolvem lesdes de SK
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apo6s a infeccao pelo HHV-8. Fica claro, portanto, que sdo necessarios cofatores para
que o virus consiga induzir o aparecimento dos tumores.

O principal reservatério do HHV-8 sdo os linfécitos B € os mondcitos
(Gregory et al., 2009a; Chakraborty et al., 2012) que, quando submetidos a agentes
quimicos como butirato, citocinas, hipoxia ou estimulo do TLR 7 e TLR 8, permitem
a reativagdo litica do virus (Davis €t al., 2001; Gregory; Damania, 2009b).

Em organismos imunodeprimidos, o virus encontra condi¢cdes para se
multiplicar. Genes da fase litica sao responsaveis pela producao de citocinas, fatores
de crescimento, recrutamento de células inflamatorias da resposta Th2 e células
progenitoras que promoverao angiogénese. A producao de citocinas angiogénicas faz
com que sejam atraidas novas células-alvo para os sitios de lesdo (Riva et al., 2010).

Os virus nas células recém infectadas poderdo entrar em fase litica,
perpetuando este ciclo ou entrar na fase de laténcia onde ocorrera proliferagao celular
e imortalizacao.

O SK ¢, portanto, uma doenga onde a grande maioria das células apresenta o
HHV-8 em sua fase de laténcia, mas a expressao de genes da fase litica ¢

fundamental para o seu desenvolvimento (Mesri €t al., 2010).

3.1.4.6 O virusdaimunodeficiéncia humana e o herpes-virus 8

Pacientes com Aids apresentam uma chance muito aumentada de desenvolver
o SK e nestes pacientes a neoplasia tem maior agressividade (da Silva; de Oliveira,
2011). Acredita-se que a interacdo entre os virus HIV e HHV-8 seja a causa deste
comportamento. A propria depressdo imunolédgica causada pelo HIV colabora para a

evasao imunoldgica do HHV-8.
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Ambos os virus infectam células dendriticas e células da linhagem
monocitica/macrofagica, mas nao ¢ fundamental que a célula esteja co-infectada para
que haja interagdo entre estes virus (da Silva; de Oliveira, 2011). Apesar do HIV nao
infectar as células do SK, a proteina Tat do HIV esté presente nas células fusiformes,
promovendo seu crescimento (Zhou et al., 2013). Tat é capaz de induzir o ciclo litico
do HHV-8 através da ativagdo da via JAK2/STAT3 (Zeng et al., 2007), acelera a
proliferagdo celular ¢ tumorigénese induzida pela kaposina (Chen €t al., 2009) e pelo
vGPCR via NF-kB (Guo et al., 2004). Promove também angiogénese e tumorigénese
induzida por vIL-6 (Zhou €t al., 2013). A proteina Tat também aumenta a expressao
do receptor de quimiocina CXCR-4 (Gibellini et al., 2003). Este receptor liga-se ao
SDF-1 (do inglés “stromal derived factor), expresso no endotélio da pele, e permite
a adesdo de células circulantes infectadas (Yao et al., 2003). Desta maneira, o SDF-1
facilita o aparecimento de lesdes de SK na pele.

Além da Tat, outras proteinas do HIV podem interagir com o HHV-§,
aumentando seu potencial oncogénico. A proteina Nef ¢ sinérgica ao vIL-6
promovendo formagdo de canais vasculares e proliferagdo celular quando presente
em células endoteliais ¢ em fibroblastos (Zhu et al., 2014).

O HHV-8§, por sua vez, aumenta a replicagao do HIV nos linfocitos T CD4+ e
nos monocitos quando ambos os virus estdo presentes na mesma cultura (Mercader et
al., 2001; Caselli et al., 2005). Cé¢lulas dendriticas infectadas pelo HHV-8 sdo
estimuladas, passando a capturar mais particulas do HIV e transmitindo-o para os
linfocitos T CD4+ (Liu et al., 2013). LANA ativa a transcri¢cdo do HIV pois interage,
de maneira sinérgica, com Tat. A proteina KIE-2 do HHV-8 (ORF45) ativa a

replicagdo do HIV quando co-expressa com Tat. As proteinas Tat e vpr do HIV
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ativam KIE-2 do HHV-8, criando assim uma al¢a de amplificagcdo da replicagdo viral

(Huang et al., 2001).

3.1.4.7 Herpesvirus8eterapiaantirretroviral

O Sarcoma de Kaposi ¢ a neoplasia mais frequente em pacientes com Aids,
mas desde a introdugdo da terapia antirretroviral combinada, por volta de 1990, sua
incidéncia, bem como sua morbi-mortalidade diminuiram drasticamente
(Chokunonga et al., 2013). Paralelamente a isto, cerca de 50% dos pacientes com
lesdes clinicas de SK, ao iniciar a terapia antirretroviral como unico tratamento,
apresentam uma redugao total ou parcial das lesdes (Gill et al., 2002).

O esquema antirretroviral proposto atualmente ¢ chamado de terapia
antirretroviral altamente eficaz (do inglés “highly active antiretroviral therapy” -
HAART). Esta compreende a combinagdo de pelo menos trés drogas que incluem
dois inibidores da transcriptase reversa analogos dos nucleosideos, associados a um
inibidor de transcriptase reversa nao-analogo de nucleosideo ou a um inibidor de
protease reforcado com ritonavir (Ministério da Satude, 2008).

Os efeitos da HAART sobre a co-infecgao HIV/HHV-8, segundo da Silva e
de Oliveira (2011), sdo: 1) impacto direto na reativagdo e replicagado do HHV-8 com
reflexo na carga viral; 2) promogdo da reconstitui¢ao parcial do sistema imunologico,
melhorando o controle sobre a infeccdo primaria e reativagdo viral, diminuindo a
chance de transformagdo celular a longo prazo e melhorando a vigilancia
imunoldgica sobre as células transformadas; 3) diminui¢do da carga viral do HIV,
diminuindo a interagdo viral e os produtos que participam dos mecanismos de

cooperacao viral.
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Sabe-se que o uso da terapia antirretroviral combinada diminui a carga viral
plasmatica do HHV-8 e a infeccdo das células mononucleares do sangue periférico
pelo virus (Bourboulia et al., 2004; Sullivan et al., 2010). Ainda ndo ¢ totalmente
conhecido o mecanismo pelo qual isto acontece. Sabe-se que ha um aumento dos
anticorpos para a fase litica, aumento dos anticorpos para a fase de laténcia e que ha
aumento da resposta inflamatoria por linfocitos T CD8+ (Bourboulia et al., 2004;
Sullivan et al., 2010). No passado existiram teorias que associavam a diminui¢do das
lesdes de SK ao efeito de inibidores da protease (Lebbé et al., 1998; Martinelli et al.,
1998) uma vez que os inibidores de protease tém atividade anti-angiogénica (Sgadari
et al., 2002). Mais recentemente a relagdo direta entre inibidores de protease e
redu¢do tumoral ndao foi comprovada, uma vez que esquemas que usavam
combinagdes de HAART baseadas em inibidores da transcriptase reversa nado
analogos dos nucleosideos também apresentaram regressao tumoral (Gill et al., 2002;
Portmouth et al., 2003; Grabar et al., 2006).

Existe também uma porcentagem de pacientes que desenvolve a sindrome da
reconstituicdo imune (IRIS). Em relacdo ao Sarcoma de Kaposi, esta sindrome ¢
caracterizada por piora do quadro clinico em pacientes que ja apresentavam lesdes ou
aparecimento de lesdes em pacientes que ndo as apresentavam, mas estavam
infectados pelo HHV-8. A piora de lesdes pré-existentes aconteceu em cerca de 30%
dos casos em um estudo realizado em Mogambique (Letang et al., 2010) e o
surgimento de lesdes em pacientes sem historia prévia de SK aconteceu em 7% dos
casos de Aids onde se inicia HAART, segundo este mesmo estudo. O risco de
desenvolver SK ¢ maior nos primeiros trés meses apds inicio da terapia

antirretroviral (Lacombe et al., 2013).
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3.2 |IMUNIDADE INATA

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa de um organismo
contra possiveis agentes agressores. Consegue identificar e controlar muitas
infeccdes, mas ¢ também um estimulo para a resposta imune adaptativa, podendo
influenciar esta ultima de tal maneira que seja Otima contra diferentes tipos de
microorganismos. A imunidade inata ¢ capaz de promover alteragdes celulares que
impedem a replicagdo e propagacao dos virus auxiliando a resposta imune adaptativa
no seu controle. Fazem parte da imunidade inata as barreiras fisicas que dificultam a
entrada de agressores, fagocitos e o sistema complemento.

O reconhecimento dos agentes infecciosos pelos componentes da reposta
imune inata ¢ feito através de estruturas essenciais aos microorganismos, mas que
ndo estao presentes em células do hospedeiro. Estas estruturas marcam classes de
patogenos, sao chamadas de padrdes moleculares associadas a patogenos (PAMPs) e
incluem lipideos, lipoproteinas, proteinas, glicoproteinas e acidos nucleicos.

Os receptores que fazem este reconhecimento estdo presentes nas membranas
celulares (da superficie ou de endossomos citoplasmaticos) ou sao proteinas soluveis
no plasma ou no meio extracelular. Sao chamados de receptores de reconhecimento
de padroes (RRP). Trés classes principais destes receptores foram identificadas e
estdo envolvidas em mecanismos da imunidade inata. S3o os receptores semelhantes
a “toll” (do inglés TLR), receptores semelhantes a RIG-1 (do inglés RLR) ¢ os
receptores semelhantes a NOD (do inglés NLR) (Takeuchi; Akira, 2009). Outros
receptores que reconhecem padrdes sdo a familia lectina tipo C, os receptores

“scavengers” e os receptores n-formilMet-Leu-Phe (Abbas et al., 2012).
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Quanto ao componente celular da imunidade inata, participam as barreiras
epiteliais, fagocitos que compreendem os macrofagos e neutrofilos, as células NK, os
mastdcitos e as células dendriticas. O termo dendritica vem do grego “dendron” que
significa arvore. Segundo Zaba et al. (2009), a expressao “célula dendritica”
comegou a ser usada em 1973 quando Steinman e Cohn descreveram estas células
em linfonodos. Como caracteristicas comuns, as cé¢lulas dendriticas apresentam sua
morfologia, com prolongamentos citoplasmaticos chamados dendritos, e a
capacidade de apresentar antigenos para os linfocitos T. Representam um grupo
heterogéneo de células fundamentais para o desencadeamento da resposta imune,
fazendo a ligacdo entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa.

Sendo a pele um o6rgdo de interface com o meio externo, deve apresentar
mecanismos de defesa bastante desenvolvidos. Diferentes populagdes de células
dendriticas fazem parte desta vigilancia imunologica. Na epiderme estdo presentes as
células de Langerhans, identificadas através de dois anticorpos, o CD207 (langerina)
e o CDla. E uma célula apresentadora de antigenos que tem papel em mecanismos
de tolerancia imunolédgica a antigenos cutaneos (Steinman; Nussenzweig, 2002). Na
derme existem as células dendriticas mieloides dérmicas e as células dendriticas
plasmocitdides. As primeiras compdem um grupo heterogéneo sendo que sao
divididas entre as células residentes e as células inflamatérias. Apresentam, em
comum, a expressdo de CD11c (Zaba et al., 2009). As CDp sao raras ou ausentes na
pele normal mas estdo aumentadas em doengas infecciosas, auto-imunes e s3o as
células com maior capacidade de produgdo de IFN tipo 1 (Liu, 2005; Valladeau;

Saeland, 2005; Zaba et al., 2009).
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Recentemente a podoplanina, uma proteina transmembrana, presente nas
células endoteliais linfaticas e células reticulares dos 6rgaos linfoides, foi atribuido
papel na imunidade inata. Através da sua ligagdo com o receptor CLEC-2, presente
em células inflamatorias como neutrofilos, linfocitos B e células dendriticas dérmicas
(Acton et al., 2012), a podoplanina tem fungdo na migra¢ao celular durante a
resposta imunologica tecidual (Acton et al., 2012; Astarita et al., 2012). Em
neoplasias e durante a embriogénese, a podoplanina interage com proteinas do
citoesqueleto contribuindo nos mecanismos de adesao e migragdo celular (Astarita et

al., 2012).

3.2.1 Receptores”Toll-like’

O receptor “Toll” foi inicialmente identificado no desenvolvimento da
Drosophila melanogaster. O receptor era responsavel pelo desenvolvimento do eixo
dorso ventral e as moscas mutantes tinham um feno6tipo muito distorcido, dai o nome
“Toll”, estranho em alemdo (Akira et al., 2006; Kang et al., 2006). Manteve-se
evolutivamente € no homem sdo conhecidos dez TLRs (Vasselon; Detmers, 2002).
Os TLRs sdo proteinas transmembranas do tipo 1 com ectodominio contendo
sequéncias ricas em leucina que reconhecem os PAMPs, dominio transmembrana e
dominio intracelular receptor de interleucina 1 (TIR) necessario para a transdugdo do
sinal (Kawai; Akira, 2010). Destes os TLRs 3, 7, 8 ¢ 9 estdo localizados nas
membranas dos endossomos. Ap6s a unido do TLR com seu ligante, inicia-se uma
cascata de vias de sinalizagdo, sendo que os TLRs sdo capazes de selecionar uma via
especifica, com suas proteinas adaptadoras, controlando o tipo de resposta

inflamatoria (Akira et al., 2006). Todos os TLRs, exceto o TLR 3, utilizam como
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proteina adaptadora o MyD88. O TLR 3, por sua vez, usa o TRIF (adaptador

contendo dominio TIR indutor de B interferon) (West; Damania, 2008).

Quadrol-  Receptores “Toll-like” de células humanas e seus respectivos ligantes. TLR:
receptor “Toll-like”. Adaptado de Akira et al., 2006 ¢ Abbas et al., 2012

Receptor “Toll-like’ Ligante
Heterodimero TLR 1: TLR 2 Lipoproteinas
Heterodimero TLR 2: TLR 6 Lipoproteinas, acido lipoteicoico, zimosan
TLR 3 ds RNA
TLR 4 Lipopolissacarides
TLR 5 Flagelina
TLR 7 ssRNA
TLR 8 ssRNA
TLR 9 CpG DNA
TLR 10 desconhecido

O TLR 3 reconhece RNA dupla fita, produzido por virus durante a fase de
replicacdo (Alexopoulou et al., 2001; Akira; Hemmi, 2003; Karik6 et al., 2004). O
TLR 9 reconhece sequéncias CpG nao metiladas comuns em DNA de procariontes
(Akira et al., 2006). A ligagdo com o TLR 9 leva a ativac¢do das células dendriticas,
dos macroéfagos e dos linfocitos B com exuberante resposta Thl (Akira et al., 2006).
E um importante receptor nas infec¢des causadas por DNA virus (Akira et al., 2006,

Kawai; Akira, 2006).

3.21.1 Receptores”“Toll-like” eherpes-virus8

Os TLRs tém participagdo na resposta imune inata ¢ adaptativa ao HHV-8

(Knowlton et al., 2013).
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Durante a infec¢ao primdria pelo HHV-8 ha ativacdo dos TLRs. West e
Damania (2008) observaram que a infec¢do de mondcitos e células da linhagem da
leucemia monocitica apresentavam aumento da expressao de TLR 3 apds a infeccdo
com o HHV-8 e aumento das citocinas IFN-f1, CCL2 e CXCL10. A importancia do
TLR 3 no controle da infec¢ao por herpes-virus ficou provada uma vez que criangas
com sua deficiéncia eram muito suscetiveis a encefalite pelo HSV-1 (Zhang et al.,
2007). Na infeccao pelo HHV-8, a ativacao da via do TLR 3 promove liberacao de
citocinas, ativacao imune e da via do NF-kB que sdo necessarias para indugdo da
laténcia viral e manutengao da infecgdo (Brown et al., 2003).

O RTA ¢ necessario para desencadear a reativacao litica viral. Além disso, o
RTA tem capacidade de inibir a producao de IFN através da degradagcdo do TRIF, a
proteina adaptadora da via do TLR 3 (Ahmad et al., 2011). A ativagdo do TRIF e do
TLR 3, por sua vez, aumenta a expressao da proteina RTA (Meyer €t al., 2013).

O HHV-8 estimula o TLR 4 através da ligacao direta de glicoproteinas do
envelope viral. O TLR 4 também induz a producdo de citocinas, entre elas o IFN
(Lagos et al., 2008). Estudando-se experimentalmente a interacdo do HHV-8 e do
TLR 4 descobriu-se que o virus desenvolveu mecanismo de escape imunoldgico
através da diminui¢ao da expressdo de TLR 4 (Lagos et al., 2008).

Como j& mencionado e em concordancia com outros herpes-virus, o HHV-8
apresenta duas fases em seu ciclo de vida: fase de laténcia e fase litica. Nao apenas a
hipoxia, epinefrina, citocinas (por exemplo IFN-y), mas também agonistas do TLR 7
e principalmente do TLR 8 sdo capazes de reativar o virus (Davis et al., 2001;
Gregory; Damania, 2009; Gregory et al., 2009). Desta maneira, outras infecgdes

virais associadas interferem no ciclo de vida do HHV-8. A reativagdo periodica ¢
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importante para a manutengao da infecg¢ao através da propagacgao do virus para novas
células alvo e para a transmissao para outro organismo.

O TLR 9 ¢ importante para a producao de IFN-a em resposta aos DNA virus
(Bowie; Haga, 2005; Kawai; Akira, 2006). A CDp estimulada pelo EBV ativa as
células NK ¢ os linfocitos T, em resposta ao estimulo de TLR 9 (Limet al., 2007).
Em cultura de células de camundongo, nao héa produgao de IL-12 apos infec¢ao por
gamaherpes-virus (gammaherpes-virus murino 68), na auséncia de TLR 9
(Guggemoos et al., 2008). Além disso, o TLR 9 ¢é o receptor que reconhece o HHV-8

nas CDp (West et al., 2011).

3.21.2 Receptores“Tall-like” e o virusdaimunodeficiéncia humana

A resposta dos TLR nas células dendriticas € nos monocitos esta alterada
tanto na infec¢do primaria como na infecg¢do cronica pelo HIV (Chang et al., 2012).

Na infeccao aguda, logo apos a penetragdo do virus nas barreiras epiteliais, a
resposta inflamatoria local recruta células que servirdo como alvo do HIV,
amplificando e disseminando a infecgdo (Kamga et al., 2005; Ploquin €t al., 2012). A
resposta dos monocitos e células dendriticas mieloides, ao estimulo dos TLR 7 e 8
esta aumentada e a produgdo de citocinas ¢ maior do que acontece nos individuos
ndo infectados ou naqueles com infecgdo cronica (Chang et al., 2012) . Estes sdo
achados consistentes com a grande quantidade de citocinas produzidas durante a fase
aguda da infeccao.

Descobertas recentes estdo atribuindo aos TLR a ativagdo imunoldgica
cronica que perpetua e intensifica a imunodepressao causada pelo HIV, levando a

Aids e a progressio da doenga (Chang; Altfeld, 2009). Os lipopolissacarides,
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resultantes da translocacdo de bactérias Gram negativas que acontece no intestino
dos pacientes infectados pelo HIV, estimulam cronicamente o TLR 4 (Brenchley et
al., 2006; Marchetti et al., 2013).

O proprio virus HIV expressa ligantes dos TLR 7 e 8 que levam a ativagao
imunoldgica direta e cronica (Meier et al., 2007). Em ratos, a ativagdo imune cronica
pelo TLR 7 provoca alteragdes imunoldgicas semelhantes aquelas encontradas na
Aids (Baenziger et al., 2009). Ja havia sido demonstrado que a ativagdo cronica do
TLR 9 pelo CpG DNA leva a destruigdo folicular e imunodepressao (Heikenwalder
et al., 2004). A presenga de polimorfismos nos genes dos TLRs determina diferentes
graus de resisténcia a infecg¢ao pelo HIV (Oh et al., 2008).

O TLR 3 parece ter papel nos mecanismos de defesa. Polimorfismos da
porcao extracelular (ectodominio) do TLR 3 determinam maior resisténcia a infec¢ao
pelo HIV (Sironi et al., 2012). Em individuos cronicamente expostos a infecgdo pelo
HIV e que ndo apresentam soroconversdo, o estimulo do TLR 3 pelo seu agonista
sintético, poli(I:C) - acido poliriboinosinicopoliribocitidilico — desencadeia maior
producédo de citocinas inflamatorias (Biasin et al., 2010). Além disso, a ativagao do
TLR 3 em macréfagos suprime a infec¢do e a replicagdo do HIV através de
mecanismos dependentes de IFN tipo 1 (Zhou et al., 2010).

O HIV ¢ reconhecido nas CDp pelo TLR 7 (Beignon et al., 2005). Outros
receptores celulares também interagem com o virus. CXCR4, CCRS, CD4, BDCA-2
ligam-se a proteina do envelope viral gpl120 (Martinelli et al., 2007). Sendo o
BDCA-2 um receptor inibitério, na presenca de gpl20, CDp estimuladas por
agonistas de TLR 9, produzem menos IFN-o, TNF-a e IL-6 que o esperado (Dzionek

et al., 2001; Martinelli et al., 2007). A CDp torna-se entdo menos responsiva aos
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ligantes de TLR 9 presentes em bactérias e DNA virus, possibilitando aparecimento

de infecg¢des oportunistas (Chang et al., 2012).

3.2.2 Céulasdendriticas plasmocitéides

Lennert e Remmele (1958) citados por Liu (2005) foram os patologistas que
descreveram pela primeira vez as CDp, através de estudos em linfonodos.

Trata-se de um exemplo unico, na biologia celular, onde uma célula
diferenciada, especializada na producao de interferon e com morfologia semelhante
ao plasmocito, quando estimulada, ¢ capaz de sofrer nova diferenciagdo, com
mudanga em sua morfologia e sua funcao, tornando-se dendritica e especializada na
apresentacdo de antigenos (Soumelis; Liu, 2006). A CDp adquire a morfologia
dendritica quando estimulada com IL-3, IL-3 com CD40L, virus e bactérias contendo
sequéncias de CpG-DNA ndo metiladas (Grouard et al., 1997; Dzionek €t al., 2001).
A Figura 2 ilustra a morfologia das CDp ao exame de microscopia Optica e

eletronica.

Figura2 - Morfologia das células dendriticas plasmocitdéides. A) Ao microscopio
optico, coloragdo de Giensa. B) Ao microscopio eletronico de varredura. C) Ao microscopio
eletronico de transmissdo. Extraido de Liu, 2005
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Sao células raras (0,3-0,5% das células mononucleares do sangue periférico)
(Liu, 2005; Randolph et al., 2008). Seus marcadores sio o BDCA-2 (do inglés
“blood dendritic cell antigen-2), o ILT7 (do inglés “immunoglobulin-like transcript-
7”), o IL-3Ra (CD123) e 0 BDCA-4 (Dzionek et al., 2001; Liu, 2005; Reizis et al.,
2011). Destes, os dois ultimos sao menos especificos.

As CDp tém origem em uma célula hematopoiética progenitora localizada na
medula o6ssea (Figura 3). Esta célula tem como caracteristicas a presenca dos
receptores CD135, CD115 e o CD117. Estas precursoras dao origem nao apenas as
CDp mas também as células dendriticas convencionais (CDc) e as células linfoides
(Reizis et al., 2011). Apos sua formagdo na medula, as CDp entram na corrente
sanguinea e vao para orgaos linfoéides (linfonodos, bago, timo, tecido linfoide
associado a mucosa) (Sozzani et al., 2010). Durante o desenvolvimento na medula, a
expressao do fator de transcri¢ao E2-2 ¢ fundamental para sua diferenciagao e para o
desenvolvimento de caracteristicas comuns entre as CDp e os linfocitos B (Reizis,
2010). Mesmo apo6s a célula estar diferenciada, seu fenotipo pode ser alterado apenas
pela falta de fator de transcricdo. A CDp, por exemplo, pode se “transformar” em
CDc apenas eliminando-se o E2-2 (Reizis et al.., 2011).

As CDp sao importantes na resposta imune inata aos virus. Para tanto, lancam
mao de RRPs localizados nas membranas dos endossomos (TLR 7 ¢ 9) e no citossol
(RIG-I ¢ MDA-5) (Cervantes-Barragan et al., 2012). Os primeiros reconhecem
respectivamente sSRNA e sequéncias CpG ndo metiladas do DNA. O RIG-I
identifica ssSRNA e dsRNA curtos, enquanto o MDA-5 reconhece dsRNA longo

(Swiecki; Colonna, 2010).
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Figura3- Desenvolvimento da célula dendritica plasmocitéide (CDp) e sua relagdo

com a célula dendritica convencional (CDc). As CDp tém origem na medula dssea a partir de
um precursor comum entre as células dendriticas e a linhagem linféide. A partir deste
precursor, surge a célula progenitora de CDp e entdo a CDp imatura, a qual se transforma em
CDp madura na periferia. A CDp imatura pode, sob agdo viral, transformar-se em CDc. E
fundamental para o desenvolvimento das CDp a proteina E2-2, assim como a expressdo
reduzida de seu inibidor, 1d2. Adaptado de Reizis et al., 2011

Todas as células humanas sdo capazes de produzir IFN sob determinado
estimulo mas as CDp sdo especialmente eficientes, produzindo 1000 vezes mais do
que a maioria das outras células apos estimulo dos TLR presentes em suas
membranas (Siegal et al., 1999; Liu, 2005). Segundo Reizis (2010), algumas
caracteristicas favoreceram esta capacidade especial das CDp, dentre elas o potencial
de retencdo de ligantes dos TLR em endossomos; a expressdo basal de IRF7, o
principal regulador do IFN; a morfologia lembrando um plasmdcito, com reticulo
endoplasmatico bastante desenvolvido. As CDp sdo capazes, portanto, de produzir
IFN na infec¢@o por DNA ou RNA virus. O HIV ¢ reconhecido pelo TLR 7, o HHV-
8 pelo TLR 9 e 0 EBV por ambos, TLR 7 ¢ TLR 9 (McKenna €t al., 2005; Quan et

al., 2010; West et al., 2011). A Figura 4 esquematiza o acima descrito.
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Figura4 - A célula dendritica plasmocitéide (CDp) e os receptores “toll-like” (TLR). A

CDp reconhece DNA e ssRNA virais através dos receptores TLR 9 e 7 respectivamente.
Ambos estdo presentes nas membranas endossomais. Apos estimulo, sdo recrutadas diversas
moléculas intermediarias para que finalmente sejam produzidas citocinas. CD: célula
dendritica; ssRNA: RNA fita simples; TLR: receptor “toll-like”; IRAK: “Interleukin-1
receptor-associated kinase”; MyD88: “Myeloid differentiation factor 88”; TRAF: “TNF
receptor associated factor”; NF-«B: Fator nuclear «B; IRF: fator liberador de interferon;
IFN: interferon. Adaptado de Akira et al., 2006.

Além da produgdo de IFN tipo 1, a célula dendritica plasmocitdide, apos
estimulo, produz também IL-12, IL-6, TNF-a e outras citocinas inflamatorias,

participando tanto da resposta imune inata como da resposta adaptativa (Swiecki;



42 Revisdo da Literatura

Colonna, 2010; Reizis €t al., 2011). O IFN-a e a IL-12 sdo capazes de aumentar a
sobrevida das células T, polarizar a resposta da células T para Thl, promover a
atividade das células T citotoxicas, estimular a produgao de IFN-y, aumentar a
citoxicidade das células NK (Marrack et al., 1999; Biron, 2001; Le Bom; Tough,

2002; Trinchieri, 2003).

3.2.2.1 Céulasdendriticas plasmocitéides e o virus da imunodeficiéncia

humana

As CDp estdo diminuidas no sangue de pacientes infectados pelo HIV. Esta
diminui¢do ¢ acompanhada pelo aumento da carga viral, pela diminuicdo de
linfécitos T CD4+ no sangue e pelo aparecimento de doengas oportunistas. As
possiveis causas para a redu¢do do nimero das CDp no sangue sdo: o parasitismo e
consequente destrui¢do pelo HIV (Swiecki; Colonna, 2010); as CDp sofreriam
apoptose pelo aumento da atividade da caspase 3 e ndo seriam repostas de maneira
adequada pela medula 6ssea (Fitzgerald-Bocarsly; Jacobs, 2010); as CDp estariam
redistribuidas para sitios de grande exposicdo antigénica como o trato gastro-
intestinal (Li et al., 2013); as CDp migrariam e se acumulariam em linfonodos e no
bago durante a infec¢do (Lehmann et al., 2010) ou migrariam e seriam destruidas nos
linfonodos (Fiorentini et al., 2008; Brown et al., 2009). Mesmo com o uso da
HAART, ha controversas sobre a recuperacdo dos valores da contagem de CDp no
sangue (Pacanowski et al., 2001; Chehimi et al., 2002; Finke et al., 2004; Swiecki;
Colonna, 2010).

O BDCA-2 ¢ um receptor das CDp. Tem a¢ao inibitoria sobre a producdo de

IFN (Dzionek et al., 2001). O HIV ¢ capaz de se ligar ao BDCA-2 através da
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proteina gpl120 e como consequéncia, ha diminuicdo na produgdo de IFN apos
estimulo do TLR 9 (Martinelli et al., 2007). Outros autores demonstraram que a
producdo de IFN pelas CDp estd diminuida em resposta ao TLR 7 e na infeccao
aguda também (Feldman et al., 2001; Pacanowski et al., 2001; Martison et al., 2007,
Sachdeva et al., 2008). Nio existe, entretanto, consenso pois para Sabado et al.
(2010) e Lehmann et al. (2008), apesar das CDp estarem diminuidas no sangue, elas
estariam hiperfuncionantes, principalmente na infec¢do aguda. Seriam elas as
responsaveis pelo estado de ativagdo cronica que desencadeia a alteracao
imunologica da Aids. Existe ainda estudo que mostra que a quantidade de IFN
produzida individualmente por cada célula ndo se altera quando comparados grupos
de infectados com grupos de individuos ndo infectados (Chang €t al., 2012).

Na infec¢do aguda pelo HIV, o IFN produzido pelas CDp ¢é responsavel por
limitar a replicacao do HIV nos linfocitos T CD4+ e promover a maturagao de CDp e
CDc (Pacanowski et al., 2004; Reizis et al., 2011). A ativagdo cronica das CDp é,
entretanto, deletéria pois leva a um aumento da expressdao de marcadores de ativagao
nas células T CD8+, a supressao da resposta T pelas células T reguladoras e a
deplecao das células T CD4+ por apoptose (Herbeuval, Shearer, 2007; Boasso;
Shearer, 2008; Swiecki; Colonna, 2010). As CDp infectadas e ativadas pelo HIV
expressam indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que induz os linfécitos T “naive” a se
diferenciarem em células reguladoras, suprimindo a proliferagdo de linfocitos T e
dificultando a maturagdo das CD (Boasso €t al., 2007; Manches €t al., 2008).

A Figura 5 resume a a¢ao das CDp na infecc¢do pelo HIV.
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Figura5 - Papel das células dendriticas plasmocitéides (CDp) na infeccdo pelo HIV

envolve mecanismos protetores (setas verdes) e deletérios (setas vermelhas). Entre os
benéficos: as CDp secretam IFN tipo 1 e TNF-a promovendo a maturacdo de células
dendriticas e apresentagdo de antigenos para as células T. O IFN tipo 1 também limita a
replicagdo do HIV nos linfocitos T CD4+. Efeitos deletérios: o HIV ativa a expressdo da
enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), pela CDp, que suprime a proliferacdo dos
linfocitos T CD4+ e a maturagdo das CD. A ativacdo cronica das CDp esta associada com o
aumento dos marcadores de ativacdo dos linfocitos T CD8+ e com a deplecao das células T
CD4+ infectadas e ndo infectadas. CCR: “chemokine (C-C motif) receptor”’; HLA-DR: gene
que codifica um tipo de MHC II; IFN: Interferon; TNF: Fator de necrose tumoral; TRAIL:
“TNF-related apoptosis-inducing ligand; DR: “death receptors”. Adaptado de Swiecki e
Colonna, 2010
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3.2.2.2 Céulasdendriticas plasmocitoides e 0 herpes-virus 8

O HHV-8 ¢ capaz de infectar linfocitos B, CDc, CDp, mondcitos/macrofagos,
células epiteliais e endoteliais (Chakraborty et al., 2012).

Tendo a CDp, um papel de suma importancia no combate as infec¢des virais,
¢ natural que o HHV-8 tenha desenvolvido mecanismos de escape imunoldgico que
interferem com a funcao desta célula. O IFN-a e o IFN-f, produzidos pelas CDp, sdo
importantes para restringir a replicacao viral e inibir a propagacao da infec¢ao. Por
outro lado, o HHV-8 produz quatro proteinas homodlogas aos IRF de mamiferos, os
vIRF, que sdo capazes de atrapalhar a producdo de IFN tanto na fase litica como na
fase de laténcia (Coscoy, 2007; Areste; Blackbourn, 2009).

As CDp estao diminuidas no sangue periférico de pacientes com SKc e
apresentam suas fungdes alteradas neste grupo de pacientes quando comparados com
individuos da mesma idade (Della Bella et al., 2006).

O HHV-8 liga-se a receptores da superficie celular para conseguir adesao e
infeccdo celular. O DC-SIGN ¢ o principal receptor para as CDc, macrofagos e
linfocitos B ativados (Rappacciolo et al. 2006, 2008; Knowlton et al., 2013). Apesar
da CDp nao o expressar, ela pode ser infectada, “in vitro” pelo HHV-8 e produtos da
transcrigdo de genes virais podem ser identificados apds 48-72 horas de infec¢ao. O
receptor responsavel pela entrada do HHV-8 na CDp ainda ndo é conhecido (West et
al., 2011; Knowlton et al., 2013). Apos a infecgdo, o virus liga-se ao TLR 9 presente
nos endossomos das CDp desencadeando a produgdo de IFN-a, o aumento da
expressdao de CD 83, CD 86 ¢ MHC-II na sua superficie, melhorando, assim, a
comunicagdo desta célula com os linfocitos T (West et al., 2011; Knowlton et al.,

2013). Ao infectar células dendriticas, o virus estaria manipulando o principal
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mecanismo de indugcdo de uma resposta imune mediada por linfocitos T. Esta
interferéncia com os mecanismos de defesa ¢ fundamental para o sucesso da infec¢cao
cronica e da carcinogénese.

A partir da revisao da literatura observamos que os trabalhos que enfocam o
papel das células dendriticas plasmocitdides na Aids e no Sarcoma de Kaposi, sao de
natureza experimental “in vitro” e da quantificacdo dessas células no sangue dos
doentes. Além disso, ndo encontramos igualmente estudos sobre a expressdao dos
receptores “Toll-like” nas lesdes do SK.

Desse modo, nos propusemos a verificar a presenca desses componentes da
imunidade inata nas lesdes cutaneas de SK, a fim de contribuir para o entendimento
dos mecanismos patogenéticos dessa neoplasia que, quando associada a Aids ¢
resultante da acdo de dois virus. Além disso, os resultados desse trabalho poderao
eventualmente contribuir para as bases teoricas de possibilidades terapéuticas futuras

para esse processo neoplasico.
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41 CASUISTICA

4.1.1 Caracterizagdo da amostra

Estudo retrospectivo onde foram selecionadas 50 biopsias cujo diagndstico
histopatologico foi Sarcoma de Kaposi, comprovado através da reagdo imuno-
histoquimica positiva para o antigeno nuclear associado a laténcia (LANA) do HHV-
8. Estas biopsias eram provenientes do arquivo do Laboratério de Dermatopatologia
do Departamento/Divisao de Clinica Dermatolégica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de 2006 a 2009.

Como critério de inclusdo considerou-se ser o material embebido em parafina
suficiente para obten¢do de cortes histoldgicos para a realizacao das técnicas imuno-
histoquimica propostas. Além disso, apenas pacientes com a forma classica (SKc) ou
epidémica, isto ¢, relacionado a Aids (SK-Aids) foram incluidos.

Foram consultados os respectivos prontudrios médicos, exames laboratoriais
e complementares além de relatorios de autopsia em alguns casos. Tinhamos como
finalidade verificar idade dos pacientes e resultado da sorologia para HIV; averiguar
se o paciente usava esquema de tratamento nos casos de SK-Aids; comprovar a fase
clinico-patologica da lesdo de SK; verificar se comprometimento de outros 6rgaos
estava presente ¢ obter os resultados da contagem de linfocitos T CD 4 sanguinea,
por ocasido da colheita das biopsias.

Onze espécimes provinham de 10 doentes com SKc, 22 espécimes de 19

doentes com SK-Aids e 17 espécimes de 16 doentes com Aids e submetidos a terapia
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antirretroviral altamente eficaz (SK-Aids/HAART) por ocasido do diagnostico do
SK. Para pacientes com mais de uma biopsia, todas as varidveis foram analisadas
com dados independentes, da mesma maneira que os espécimes de diferentes
origens.

O Grafico 1 ilustra a distribuicdo da casuistica, quanto ao subtipo

epidemiologico de SK, assim como doentes com Aids tratados ou ndo com HAART.
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Gréfico1 - Distribuig@o das biopsias de Sarcoma de Kaposi classico e associado a Aids,

tratados ou ndo com HAART. SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma de
Kaposi relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em
pacientes sob tratamento com HAART; HAART: Terapia antirretroviral altamente eficaz

Vinte e trés espécimes de granuloma piogénico ndo ulcerado (hemangioma
capilar lobular) compuseram o grupo controle.
O Gréfico 2 demonstra a distribuicdo quanto ao género dos grupos de

Sarcoma de Kaposi e do grupo controle.
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SKc SK -Aids

® masculino (n=7) ® feminino (n=4) ® masculino (n=21) ™ feminino (n=1)

SK -Aids/HAART GP

® masculino (n=16) ®feminino (n=1) ® masculino (n=10) = feminino (n=13)
Gréfico 2 - Distribui¢do dos espécimes segundo género dos pacientes nos respectivos

subgrupos epidemiologicos. SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma de Kaposi
relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em pacientes
submetidos a tratamento com HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente eficaz; GP:
granuloma piogénico
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A média das idades dos pacientes com SKc foi de 80 anos (61-91 anos). No
grupo dos pacientes com SK-Aids, a média etaria foi de 37 anos (23-70 anos). No
grupo SK-Aids/HAART, a média foi de 41 anos (29-65 anos). No grupo controle
(granuloma piogénico), a média das idades foi de 36 anos (3-69 anos), sendo que
para um paciente nao havia informacao disponivel. A distribuicdo dos pacientes por

faixa etaria, nos quatro grupos, encontra-se representada no Grafico 3.
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Grafico 3 - Distribui¢do dos pacientes com Sarcoma de Kaposi e grupo controle de

granuloma piogénico por idade (anos). SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma
de Kaposi relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em
pacientes submetidos a tratamento com HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente
eficaz; GP: granuloma piogénico

Todas as lesdes de SKc localizavam-se nos membros. No grupo SK-Aids
houve a seguinte distribuicao: dez lesdes dos membros, trés no tronco, trés na regido
genital, dois na cabega e quatro sem topografia especificada. No grupo SK-
Aids/HAART, a distribuicdo topografica foi a seguinte: 11 lesdes nos membros,

quatro lesdes no tronco e dois em topografia ndo especificada.
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Quinze lesdes estudadas estavam na fase tumoral do SK ¢ 35 eram lesdes nao
tumorais, maculo-papulares ou placas (M-P/P). O Grafico 4 ilustra a distribui¢cdo das
lesdes de acordo com a fase clinico-patologica da neoplasia, nos trés grupos de SK

estudados.

SKc SK-Aids

= M-P/P (n=5) & tumoral (n=6) ® M-P/P (n=18) ®tumoral (n=4)

SK-Aids/HAART

® M-P/P (n=12) = tumoral (n=5)

Gréfico4-  Distribuigdo dos casos de Sarcoma de Kaposi segundo a fase clinico-
patologica da lesdo: M-P/P (maculo-papular ou placa) e tumoral — nos diferentes grupos
clinico-epidemiologicos. SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma de Kaposi
relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em pacientes
submetidos a tratamento com HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente eficaz
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Dezessete espécimes provinham de pacientes com Aids € comprometimento
visceral associado. Dez do grupo SK-Aids e sete do grupo SK-Aids/HAART. O trato
gastro-intestinal foi acometido mais frequentemente, sendo o estdbmago o 6rgao com
maior frequéncia de lesdes. Dois pacientes apresentavam comprometimento de trés
orgaos além da pele.

Treze espécimes do grupo SK-Aids e 12 do grupo SK-Aids/HAART eram de
doentes que apresentavam nivel sanguineo de linfocitos T CD4+ <350 células/mm’.
Quatro doentes com SK-Aids e trés doentes com SK-Aids/HAART tinham contagem
de linfocitos T CD4>350 células/mm’. Em sete doentes a contagem de linfocitos T
CD4 no sangue, na €poca da biopsia, nao pode ser obtida.

Os Quadros 2, 3, 4 ¢ 5 (Anexo A) demonstram respectivamente os dados
demograficos e clinicos dos pacientes com SKc, SK-Aids, SK-Aids/HAART e do

grupo de granuloma piogénico.
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42 METODOS

4.2.1 Avaliacdo histopatologica

Os 50 preparados histologicos de pele, embebidos em parafina foram
submetidos a cortes histologicos de quatro micrometros e corados pela hematoxilina-
eosina para avaliacdo histopatologica. Essa avaliacdo incluiu a pesquisa dos
seguintes aspectos morfoldgicos:

e Proliferagdo vascular na forma de fendas,

e Sinal do Promontorio,

e Proliferacao de células fusiformes,

e Mitoses,

e (Globulos Hialinos,

e Infiltrado inflamatorio, com caracterizacdo morfologica das células,

e Extravasamento de hemacias,

e Siderose dérmica.

Uma analise semiquantitativa das atipias das células fusiformes foi realizada,

classificando-as, quando presentes, em leve, moderada ou intensa.

4.2.2 Imuno-histoquimica

Cortes histologicos de quatro micrometros de espessura foram obtidos a partir
de material embebido em parafina e colhidos em laminas previamente preparadas
com solug¢do adesiva de 3-amino-propyltriethoxy-silane (Sigma ChemicalCo., St.

Louis, MO/EUA, c6d. A3648) a 2%.
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4.2.2.1 Demonstracao das células dendr iticas plasmocitoides

Os cortes histoldgicos foram desparafinizados em dois banhos de xilol de 20
e dez minutos, respectivamente, a temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes
foram hidratados em bateria decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e submetidos
a lavagem em 4gua corrente por cinco minutos.

O bloqueio de peroxidase enddgena foi feito em camara escura com trés
incubagdes em agua oxigenada 3% por dez minutos cada uma.

Posteriormente, os preparados foram lavados em agua corrente durante cinco
minutos e submetidos a tratamento para exposi¢ao dos sitios antigénicos em panela a
vapor a 95°C, por 20 minutos, na solu¢do Target Retrieval Solution (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA, c6d. 51699).

Foram a seguir lavados em agua corrente e agua destilada por cinco minutos
cada e submersos em solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,4.

A seguir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido pela
incubagdo em solugdo de leite desnatado (Molico®, Nestlé) a 10% durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Os preparados histologicos foram incubados com o anticorpo primario
monoclonal de camundongo anti-CD303 (clone 124B3.13, Dendritics, Lyon, France,
c6d. DDX0043), diluido a 1:150 em soroalbumina bovina (BSA) fragdo V (SERVA.
1930) 1%, acrescida de azida s6dica 0,1% em PBS pH 7,4, “over-night” a 4°C.

Ap6s o procedimento de lavagem do material, por duas vezes em PBS pH 7,4
durante cinco minutos cada, procedeu-se a incuba¢do com a solugdo pds primaria

NovoLink Max PolymerDetection System (Leica Microsystems, Newcastle Upon
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Tyne, UK, co6d. RE7280-K) pronta para uso, em cadmara imida durante 30 minutos
em temperatura ambiente.

A seguir, os sitios de ligagdes foram revelados com solucao cromogena roxa
ImmPACT VIP peroxidase substrate (Vector Laboratories, Burlingame, CA /EUA,
cod. SK-4605). A intensidade da cor foi controlada ao microscopio Optico através da
observagao do controle positivo (biopsia cutdnea com lesao de lupus eritematoso).
Os controles negativos das reagdes foram obtidos através da omissao do anticorpo
primario, que foi substituido por soro isotipico ndo imune.

Apo0s os procedimentos descritos fez-se nova lavagem em agua corrente por
cinco minutos, contracoloragdo do tecido com Hematoxilina de Carazzi por 20
segundos, seguida de lavagem em agua corrente e secagem a temperatura ambiente.
A montagem das laminas foi feita com laminulas de vidro e resina Permount

(FISHER Scientific, Fair Lawn, NJ/EUA, c6d. SP15-100).

4.2.2.2 Demonstracéo da expressao do receptor “Toll-like” 3

Apos a desparafinizacdo, hidratagao e bloqueio da peroxidase endégena como
acima descrito, fez-se a exposi¢ao antigé€nica em calor imido (panela a vapor) no
tampao TRIS/EDTA 10mM/ImM pH 9,0, durante 25 minutos apos o aquecimento
do tampao a 95°C. A seguir o material foi mantido em repouso, & temperatura
ambiente, por 20 minutos para resfriamento. Previamente a incubagdo com o
anticorpo primario, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido através
da incubagdo em solucdo de leite desnatado (Molico®, Nestlé) a 10%, durante 30

minutos, a temperatura ambiente.
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A seguir os cortes histologicos foram incubadas com o anticorpo monoclonal
primario anti-TLR 3 (Imgenex, San Diego, CA, EUA, cédigo IMG-315A) diluido a
1:100, “over-night” a 4°C.

ApoOs esse periodo fez-se a lavagem do material em PBS pH 7, 4, por duas
vezes, durante cinco minutos cada e a seguir procedeu-se a incubagdo com anticorpo
secundério anti-IgG/[gM (mouse/rabbit) - “Advance’™ HRP Link” (Advance™
system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA, codigo K4067) pronto para
uso, em camara umida durante 30 minutos a 37°C.

A seguir, procedeu-se a novas lavagens em PBS pH 7,4, por duas vezes,
durante cinco minutos cada e incubagdo com o polimero marcado com peroxidase -
“Advance™ HRP Enzyme” (Advance™ system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria,
CA, EUA, codigo K4067) pronto para uso, em camara imida durante 30 minutos a
37°C.

Procedeu-se a lavagem do material em PBS pH 7,4, por duas vezes, durante
cinco minutos cada.

Os sitios de reagdo foram visualizados através do cromogeno
diaminobenzidina (3,3’-diaminobenzidine, SIGMA ChemicalCo., St. Louis,
MO/EUA, cédigo D5637) 0,03% acrescida de 1,2 ml de peroxido de hidrogénio a
3%. A intensidade da cor foi controlada ao microscopio Optico através de controles
positivos (biopsia de lesdo cutanea de molusco contagioso). Os controles negativos
das reagdes foram obtidos como acima descrito para a demonstragao de CDp.

Os cortes assim processados foram lavados em &agua corrente por cinco
minutos, contra corados com a técnica de coloragdo de Perls por 10 segundos,

lavados em agua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A
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montagem das laminas foi feita com resina Permount (FISHER Scientific, Fair
Lawn, NJ/EUA, c6d. SP15-100). Fez-se a contra coloragao com Perls para facilitar a
distingdo dos sitios de reacdo revelados pelo cromogeno castanho-dourado e o

pigmento de hemossiderina abundante nas lesoes.

4.2.2.3 Demonstracéo da expressao do receptor “Toll-like” 9

Procedeu-se a desparafinizagdo, exposicao antigénica e bloqueio de proteinas
inespecificas do tecido conforme descrito para o TLR 3.

A seguir o material foi incubado com o anticorpo monoclonal anti-TLR 9
(Imgenex, San Diego, CA, EUA, cddigo IMG-305A) diluido a 1:200 em BSA fracao
V (SERVA. 1930) 1% acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7.4, “overnight” a
4°C.

Apos o procedimento de lavagem por duas vezes em PBS pH 7,4 durante
cinco minutos cada, procedeu-se a incubagdo com o anticorpo secundario anti-
IgG/IgM (mouse/rabbit) EnVision' VG2 system-AP (DakoCytomation, Carpinteria,
CA, EUA, codigo K5355) pronto para uso, durante 30 minutos a 37°C.

A seguir, o material foi lavado em PBS pH 7.4, por duas vezes, durante cinco
minutos cada e incubado com o polimero marcado com fosfatase alcalina
EnVision™G2 system-AP (DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA, codigo K5355)
pronto para uso em camara umida, durante 30 minutos a 37°C.

A reacdo foi visualizada com o cromogeno “Permanent Red” (DAKO,
Carpinteria, CA, EUA, codigo K0640) 0,13% acrescido de 40ul de levamisole
(DAKO, Carpinteria, CA, EUA, c6digo X3021). A intensidade da cor foi controlada

ao microscopio Optico pela observagdao do controle positivo (biopsia cutidnea de
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molusco contagioso). Os controles negativos das reagdes foram obtidos através da
omissao do anticorpo primadrio, que foi substituido por soro isotipico ndo imune.
Fez-se, a seguir, a contra coloragdo das reagdes ¢ montagem das laminas

como previamente descrito para a demonstracao de CDp.

4224 Demonstracdo de parasitismo de células dendriticas

plasmocitéides pelo herpes-virus 8

A pesquisa do parasitismo das CDp pelo HHV-8 foi realizada em nove
espécimes, sendo trés provenientes de cada subgrupo epidemioldgico. O critério de
escolha dos casos foi a maior densidade de CDp, identificadas na reagdo de CD303
isolada.

Para a dupla-marcacdo de HHV-8 e CD303, apds os procedimentos de
desparafinizagdo, bloqueio da peroxidase endogena e lavagens com PBS, pH 7.4
conforme descrito para o anticorpo CD303, fez-se a exposi¢do antigénica com a
solucdo “Retrievel” pH 6,0 (Dako, cddigo S2369) a temperatura de 95°C, em banho-
maria, por 20 minutos. A seguir o material foi lavado em 4gua corrente (dez minutos)
e em PBS pH 7,4 por duas vezes (cinco minutos cada vez). Procedeu-se a incubagao
do material por 30 minutos com leite desnatado (Molico®, Nestlé) 10%, para o
bloqueio de proteinas inespecificas.

Fez-se em primeiro lugar a incubagdo do material com o anticorpo primario
anti-LANA do HHV-8 (Novocastra/NCL-HHV-8-LANA, Newcastle upon Tyne,
UK), diluido 1:25 em BSA 1%, por uma noite a 4°C. Apo6s lavagem em PBS (10
minutos) procedeu-se a incubagdo com o anticorpo secundario “post primary” do

“kit” Novo Link (Novocastra RE7159), 30 minutos a 37°C seguida de lavagem em
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PBS. A seguir o material foi incubado com o sistema de polimero NovoLink
(Novocastra RE7161), 30 minutos a 37°C.

Procedeu-se a revelacao dos sitios de reagdo com 3, 3 diaminobenzidina,
45mg em PBS, acrescido de 45 mg de Cloreto de Niquel e 1,2 mL de perdxido de
hidrogénio 3%.

Apos lavagem em agua corrente, fez-se bloqueio com a solucao bloqueadora
de proteinas (Novocastra RE7158) por dez minutos e lavagem em PBS por cinco
minutos. Em seguida o material foi incubado com o anticorpo monoclonal anti-
CD303 (clone 124B3.13, Dendritics, Lyon, France, c6d. DDX0043) diluido 1:20 em
BSA 1%, por uma noite a 4°C.

Apos esses procedimentos o material foi novamente lavado por dez minutos
com PBS e prodeceu-se a incubagdo com o anticorpo secundario anti imunoglobulina
de camundongo/coelho (Envision G2, K5355), por 30 minutos a 37°C, nova lavagem
em PBS e incubag¢dao com o sistema “AP enzyme enhancer” (Envision G2, K5355),
30 minutos a 37°C.

Fez-se a revelacdo dessa reagdo com o cromogeno “Permanent Red” (Dako,
K0640) 10 uL em 1mL de tampao, por dez minutos.

A seguir o material foi lavado em agua corrente e dgua destilada, desidratado
em sequéncia ascendente de etanol, diafaniza¢do em xilol e montagem com resina

Permount e laminulas de vidro .

4.2.2.5 Demonstracdo do componente endotelial linfatico

Os procedimentos foram semelhantes aos descritos para a demonstracdo da

expressdo de TLR 3. O anticorpo primario utilizado foi o anticorpo monoclonal D2-
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40 (DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA, codigo M3619) diluido a 1:600 em
BSA fra¢do V (SERVA. 1930) 1% acrescida de azida sodica 0,1% em PBS pH 7.4.
Utilizou-se como controle positivo, cortes histologicos de pele (imunomarcagdo do

componente linfatico dérmico).

4.2.3 Andlise morfométrica

As andlises quantitativas foram realizadas com programa de andlise de
imagens Image Pro Plus, versao 4.5.0.29 (Media Cybernetics Inc., Rockville, MD,

EUA).

4.2.3.1 Quantificacdo de células dendriticas plasmocitéides

Os cortes histologicos submetidos a técnica imuno-histoquimica para
demonstracdo de CDp foram digitalizados no programa “Pannoramic Scan” (3D
Histech, Hungria) para obtencdo de laminas histologicas virtuais. A leitura do
material e captacdo das imagens a serem analisadas foi realizada com o programa
“Pannoramic Viewer” versao 1.15.2.21080” (3D Histech, Budapest, Hungria).

A quantificagdo de CDp foi obtida de imagens digitais de cinco campos
microscopicos com aumento de 400x (4rea de 28505,8um?/campo) representativos
das areas “hot spots” para a presenca de células imunomarcadas com o anticorpo
CD303. Regides teciduais com artefatos de dobras e epitélio anexial foram
desconsideradas para o calculo da area valida a ser quantificada. Fez-se o calculo da

r 1 , 2
média de células/mm”.
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4.2.3.2 Analisedaexpressao dereceptores“Toll-like” 3e9

A expressao de TLR 3 e TLR 9 foi aferida pela fracao de area tecidual com a
expressao desses marcadores. Para tanto foram obtidas imagens digitais com
aumento de 400x (area de 65317,7um?) utilizando-se uma camera digital Nikon DS-
Fil acoplada ao microscopio Optico Nikon Eclipse 400 com o programa NIS-
Elements (Nikon Corporation, Japao). Fez-se a captagdo de 30 campos
microscOpicos consecutivos nao coincidentes, excluindo-se da analise os campos
microscopicos com menos de 50% da area ocupada pelas células inflamatérias ou
neopléasicas do microambiente tumoral. Foram excluidas também areas de dobras,

artefatos, epitélio de anexos e epiderme.

4.2.3.3 Analise da expressao de podoplanina (D2-40)

A analise da expressdo de podoplanina foi semiquantitativa, considerando-se
se dois grupos: um deles quando havia imunomarcagdo de menos de 50% da
proliferacdo neoplasica e o outro quando havia 50% ou mais da area neoplasica

imunomarcada pelo anticorpo D2-40.

4.2.3.4 Andlise da co-localizacdo do antigeno LANA do herpes-virus8 e

células dendriticas plasmocitoides

Considerou-se, nessa andlise, se a amostra submetida a técnica de dupla-
marcacdo com os anticorpos anti-LANA do HHVS8 e CD303, apresentava células
com imunomarcagdo nuclear com o cromogeno DAB-Niquel (presengca do HHV-8) e

citoplasma imunomarcado pelo anticorpo CD303 em vermelho.
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Para a quantificagdo do parasitismo das CDp pelo HHV-8 fizemos uma
analise semiquantitativa, adotando 1+/3+ para casos com menos de 50% das CDp
parasitadas, 2+/3+ para casos onde 50 a 90% das CDp eram parasitadas e 3+/3+ se

mais de 90% das CDp estivessem parasitadas.

43 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da quantificacdo de CDp e expressao de TLR 3 e 9 foram
comparados nos diferentes grupos de SK, bem como quanto aos parametros de tipos
de lesao (M-P/P e tumor), auséncia/presenga de comprometimento visceral e niveis
de linfocitos T CD4+ sanguineos (< ou > 350 células/mm’). Fez-se as comparacdes
pelos testes nao paramétricos de Kruskall-Wallis (trés ou mais grupos; seguida pela
comparacao dois a dois pelo teste de Dunn) e teste de Mann-Whitney.

A andlise comparativa do componente endotelial linfatico das lesdes foi
realizada pelos testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher. A comparagao dos
demais parametros (nimero de CDp e expressao de TLR 3 e 9) nos grupos de SK
com menos de 50% e 50% ou mais de componente linfatico foi feita utilizando-se o
teste nao paramétrico de Mann-Whitney.

Para as andlises estatisticas utilizou-se o programa GraphPad, versdo 3.1
(Sigma, St Louis, MO, EUA).

Estabeleceu-se o nivel de significancia de 5%
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44 ETICA

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo ntimero

0231/09 (Anexo B).
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51 ASPECTOSHISTOPATOLOGICOS

A analise dos achados histopatoldgicos das lesdes de SK revelou proliferagao
vascular e infiltrado inflamatorio linfomononuclear em todos os casos. As lesdes
precoces (M-P/P) demonstravam proliferagdo vascular irregular, de limites
imprecisos, com formac¢ao de fendas por entre as fibras colagenas. Estas fendas eram
revestidas por células endoteliais achatadas, as quais mostraram-se mais volumosas
nas lesdes com proliferacdo vascular mais acentuada (Figura 6A). O sinal do
promontoério, caracterizado por protuberancia de vasos neoformados no interior de
vasos sanguineos pré-existentes, esteve presente em 46/50 espécimes (Figura 6B). O
infiltrado inflamatério presente no microambiente tumoral foi representado por
c¢lulas mononucleares, linfocitos em sua maioria, além de histidcitos e plasmocitos
(Figura 6C, D). Alguns casos apresentaram exsuda¢@o de neutréfilos.

Células fusiformes foram raramente observadas nas biopsias das lesdes
iniciais e, quando presentes, localizaram-se em topografia perianexial. Nos
espécimes das lesdes tumoriformes eram abundantes e assumiam arranjos em feixes
irregulares, compondo o nodulo neoplésico (Figura 6E). Estas células algumas vezes
apresentaram mitoses tipicas e atipias celulares (Figura 6F e 6G).

O extravasamento de hemacias foi um achado marcante e frequente. Esteve
presente em todos os espécimes, em graus variados. Os globulos hialinos, compostos
por agrupamentos de fragmentos de eritrocitos no espago extravascular, foram
frequentemente observados (Figura 6H). O pigmento de hemossiderina foi
observado, a coloracdo de hematoxilina-eosina, em cerca de 90% das biopsias

estudadas.
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G

Figura6 - Caracteristicas histopatologicas das lesoes de Sarcoma de Kaposi estudadas.
A) Células endoteliais achatadas revestindo fendas (aumento original 200x); B) Sinal do
promontorio (aumento original 200x); C) Infiltrado inflamatério linfomononuclear (aumento
original 400x); D) plasmocitos (aumento original 400%); E)Feixes de células fusiformes em
fase tumoral (aumento original 200x); F) Atipias celulares (aumento original 400%); G)
Mitoses (seta —aumento original 400x); H) Globulos hialinos (aumento original 400x).
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Os Quadros 6, 7 ¢ 8 dos Anexos C, D e E respectivamente, demonstram os

parametros histopatologicos analisados e suas respectivas frequéncias.

52 IMUNO-HISTOQUIMICA

521 Demonstracdo de células dendriticas plasmocitéides nas lesdes de

sarcoma de Kapos e no granuloma piogénico

Foram identificadas CDp, reveladas pelo anticorpo CD303, em 10/10
biopsias de SKc, 21/21 biopsias de SK-Aids e 15/15 biopsias de SK-Aids/HAART.
No grupo de GP, estas células foram encontradas em 21/21 amostras submetidas a
reacao.

As CDp mostraram-se isoladas ou agrupadas, em meio ao infiltrado
inflamatorio na derme superficial e profunda. Foram mais frequentes em topografia
perivascular e perianexial (Figura 7A e B), sendo raras entre as células neoplésicas
fusiformes nas lesdes tumorais de SK. Através da dupla marcagdo demonstramos o

parasitismo das CDp pelo HHV-8 nas lesdes de SK cutaneo (Figura 7C e D).
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5.2.2 Demonstracédo do parasitismo de células dendriticas plasmocitéides pelo
her pes-virus 8 nas lesdes de sar coma de K aposi

Foram encontradas CDp parasitadas em 7/9 casos submetidos a técnica de
dupla marcagdo para LANA e CD303. Dos casos positivos, 5 (71,4%) apresentaram

positividade 1+/3+, 1 caso (14,3%) para 2+/3+ e 1 caso (14,3%) para 3+/3+.
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Figura?7 - Células dendriticas plasmocitéides imunomarcadas pelo anticorpo CD303
em lesdes cutdneas de Sarcoma de Kaposi. A) Células CD303+ agrupadas (aumento
original400x). B) Células CD303+ isoladas (aumento original400x). C e D) Célula
dendritica plasmocitéide marcada pelo anticorpo CD303 (citoplasma vermelho) parasitada
pelo herpes-virus 8 (nicleo imunomarcado em preto) (C aumento original 400x; D aumento
original 1000x)



Resultados 73

5.2.3 Quantificagcdo e comparacdo das células dendriticas plasmocitéides

(CD303+) nas lesbes de sar coma de Kaposi e no granuloma piogénico

Nao houve diferenga quando comparada a densidade das CDp nas lesdes
cutaneas de SK nos trés grupos estudados (SKc, SK-Aids e SK-Aids/HAART).

O ntmero de CDp do SK-Aids, em doentes ndo tratados com a terapia antir-
retroviral, foi maior que no grupo controle de GP (p<0,01), mas o nimero de CDp
ndo diferiu entre o grupo de SKc e o grupo de SK-Aids/HAART quando comparados
ao grupo controle de GP.

O Gréfico 5 demonstra a comparagdo do nimero de CDp entre os grupos de

SK e o grupo controle.
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Gréfico 5 - Comparagdo da populagdo de células CD303+ (células dendriticas

plasmocitoides) nos diferentes grupos de Sarcoma de Kaposi (SK-Aids; SK-Aids/HAART e
SKc) e no Granuloma Piogénico (GP). SK-Aids: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids;
SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi em paciente com Aids em uso de HAART; HAART:
terapia antirretroviral altamente eficaz; SKc: Sarcoma de Kaposi classico. Barra — mediana.
Teste de Kruskal-Wallis: p=0,0008; teste de Dunn: SK-Aids versus GP: p<0,01
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Nao houve diferenca na populagdo de CDp quanto a fase evolutiva das lesdes,
se maculo-papulares/placas (ndo tumorais) e tumorais (Grafico 6), assim como na
comparacdo das lesdes cutaneas de doentes sem evidéncias de comprometimento

visceral e doentes com lesdes viscerais do SK (Grafico 7).
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Gréfico 6 — Comparagdo da populagdo de células dendriticasplasmocitdides (CD303+) nas
lesdes maculo-papulares e em placa (M-P/P) e tumorais de lesdes cutdneas de sarcoma de
Kaposi. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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Grafico 7 — Comparagdo da populacdo de células dendriticas plasmocitoides (CD303+) nas
lesoes cutaneas de sarcoma de Kaposi sem evidéncias de comprometimento visceral e de
doentes com comprometimento visceral. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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A populacao de CDp das lesdes cutaneas de pacientes com SK relacionado a
Aids, independente do tratamento, ndo diferiu nos doentes com niveis de linfocitos

CD4+ igual/maior e menor que 350 células/mm’ (Grafico 8).

%‘ 500+ .
£ .
+
@ 400- R
™
a
o
0 300 -
K
=)
@ " A
S 200- -
° L]
() iy - e
E 100+ T ht
Nei -
Z n
0 3 3
CD4<350/mm CD4>350/mm
Gréfico 8 - Comparagdo da populagdo de células dendriticas plasmocitdides (CD303+)

nas lesdes cutaneas de sarcoma de Kaposi entre doentes com nivel de linfécitos T CD4+
menor e igual/maior que 350 células/mm’. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney
(p>0,05)

Estes mesmos grupos apresentaram diferenga quando comparados com o GP

(Grafico 9).
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Gréfico9 - Comparagdo da populagdo de células dendriticas plasmocitdides (CD303+)

nas lesOes cutineas de Sarcoma de Kaposi de doentes com linfocitos T CD4+ menor e
igual/maior que 350 células/mm’ com o granuloma piogénico (GP). Barra — mediana. Teste
de Kruskal-Wallis: p=0,0003; teste de Dunn: CD4<350/mm’ versus GP: p<0,01;
CD4>350/mm’ versus GP: p<0,01
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A Tabela 1 demonstra a comparagao da populagao de células dendriticas
plasmocitdides de acordo com os grupos de Sarcoma de Kaposi e granuloma

piogénico segundo os parametros acima relatados.

Tabelal- Comparagdo do numero de células dendriticas plasmocitoides (células
CD303+) nas lesdes cutaneas do Sarcoma de Kaposi associado a Aids, Sarcoma de Kaposi
classico e no granuloma piogénico; no Sarcoma de Kaposi de acordo com o tipo de lesdo e se
associado a Aids, de acordo com presenca de comprometimento visceral associado e nivel de
linfocitos T CD4+ no sangue

Células CD303+ /mm’
Minimo Mediana Maximo
Sarcoma de Kaposi-Aids (n=21) 35,10 157,6* 442
Sarcoma de Kaposi-Aids/HAART (n=15) 35,10 105,2° 470,1
Sarcoma de Kaposi Classico (n=10) 35,10 111,1¢ 231,5
Granuloma piogénico (n=21) 35,10 58,4¢ 202,3
Sarcoma de. Kaposi com ~ 35,10 136,1° 287,7
comprometimento visceral (n= 16)
Sarcoma de. Kaposi sem - 35.10 126,3' 470.1
comprometimento visceral (n=20)
Saicoma de Kaposi macula-péapula/placa 35.10 121,18 2877
(n=34)
Sarcoma de Kaposi Tumor (n=12) 52,60 150,9" 470,1
. 3 5
Saicoma de Kaposi CD4 <350/mm 35.10 1140 442,0
(n=22)
Sarcoma de Kaposi CD4 >350/mm? (n=7) 105,2 131,9’ 470,1

avs b vscvsd (p=0,0008) (teste de Kruskal-Wallis); a vs b (p>0,05); a vs ¢ (p>0,05); a vs d
(p<0,001); b vs ¢ (p>0,05); ¢ vs d (p>0,05); ¢ vs d (p>0,05) (teste de Dunn); e vs f (p>0,05); g vs h
(p>0,05); i vs j (p>0,05) (teste de Mann-Whitney); i vs j vs d (p=0,001) (teste de Kruskal-Wallis); i vs
d (p>0,05); j vs d (p<0,01) (teste de Dunn)



Resultados 77

5.24 Demonstragdo, quantificacdo e comparacdo da expressao do receptor
“Toll-like” 3 naslesdes de sar coma de Kaposi e no granuloma piogénico

Todos os espécimes de SK exibiram imunomarcagdo para TLR 3. Houve
imunomarca¢do dos componentes inflamatério, de células neoplasicas fusocelulares
e de células endoteliais que compunham os elementos vasculares da neoplasia, assim
como dos vasos sanguineos dérmicos. A expressdo de TLR 3 foi observada nas
regides perinucleares das células imunomarcadas. Os queratinocitos também
mostraram-se marcados com o anticorpo anti-TLR 3. A expressio de TLR 3,
entretanto, foi bastante variavel nos diferentes espécimes (Figura 8 A-D). Em alguns
casos, poucos elementos celulares mostraram-se imunomarcados e, em outros, a
quase totalidade das células apresentavam imunomarcacdo para TLR 3. Os
espécimes de SK em fase tumoral apresentaram variagdo da positividade das células

neoplasicas fusiformes até mesmo em um mesmo nddulo.
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Figura 8- Expressdo de receptor “Toll-like” 3 em lesdes cutineas de Sarcoma de

Kaposi. A e B) fase tumoral. C e D) fase ndo tumoral (M-P/P). Técnica imuno-histoquimica
com anticorpo anti-receptor “Toll-like” 3 contra-corada com Perls (aumento original 400x)
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Todas as biopsias de GP apresentaram positividade para TLR 3. Na epiderme
dessas lesdes houve marcacao dos queratinocitos. Na derme, as células endoteliais da
lesdo angiomatosa e do estroma dérmico apresentaram imunomarcagao variavel, com
poucas células imunomarcadas. Em outros espécimes havia a imunomarcagao de
quase a totalidade dos elementos celulares que compunham a proliferacdo
angiomatosa. Rarissimas células endoteliais de vasos sanguineos da derme adjacente

a proliferacao angiomatosa lobular, apresentavam expressao de TLR 3 (Figura 9).
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Figura9 - Expressao do receptor “Toll-like” 3 em lesdes cutaneas de granuloma

piogénico. (aumento original 400x)
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A expressao de TLR 3 do grupo de granuloma piogénico foi maior que a
observada nos grupos de SK (p=0,0005). Esta diferenca persistiu mesmo na

comparacao isolada de cada grupo epidemiologico de SK com o GP (Grafico 10).
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Gréfico10- Comparagio da fragdo de area com expressdo de receptor “Toll-like” 3 (TLR
3) nos diferentes grupos de Sarcoma de Kaposi (associado a Aids SK-Aids; Associado a
Aids sob tratamento antirretroviral — SK-Aids/HAART e esporadico — SKc¢) e no Granuloma
Piogénico (GP). Barra — mediana. Teste de Kruskal-Wallis; (p= 0,0005) comparagdo entre

grupos pelo teste de Dunn: GP vs SK-Aids: p<0,05; GP vs SK-Aids/HAART: p<0,01; GP vs
SKec: p<0,05
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A expressao de TLR 3 ndo diferiu nas lesdes de SK maculo-papulares/placas

quando comparadas as lesdes tumorais, assim como no SK sem e com disseminacao

visceral e nos casos agrupados quanto ao nivel de linfocitos T CD4+ no sangue

(Graficos 11, 12 ¢ 13).
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Gréficoll- Expressdo do receptor “Toll-like” 3 (TLR 3) (fracdo de area) nas lesdes
maculo-papulares e placas (SK M-P/P) e tumorais do sarcoma de Kaposi. Barra — mediana.
Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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Gréfico12- Expressdo do receptor “Toll-like” 3 (TLR 3) (fragdo de area) nas lesdes
cutdneas de sarcoma de Kaposi de doentes sem evidéncia de comprometimento visceral e
com comprometimento visceral. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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Gréfico13- Expressdo do receptor “Toll-like” 3 (TLR 3) (fracdo de area) nas lesdes
cutaneas de sarcoma de Kaposi de doentes com nivel sanguineo de linfécitos T CD4+ menor
e igual/maior que 350/mm’. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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As lesdes de SK de ambos os grupos acima apresentaram expressdao de TLR 3

menor que a das lesdes de GP (Grafico 14).
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Gréfico14- Comparagdo da expressdo de receptor “Toll-like” 3 (TLR 3) nas lesdes de
sarcoma de Kaposi dos doentes com nivel de linfocitos T CD4+ menor e igual/maior que 350
células/mm’ e no granuloma piogénico (GP). Barra — mediana. Teste de Kruskal-Wallis
(p=0,001); teste de Dunn: SK_CD4+<350/mm’ versus GP: p<0,01; SK CD4+>350/mm’
versus GP: p<0,05



Resultados 83

A Tabela 2 apresenta a comparagao da expressao de TLR3 de acordo com os

grupos de Sarcoma de Kaposi e os parametros acima relatados.

Tabela 2 - Fragdo de area com expressao do receptor “Toll-like” 3 nas lesdes cutineas
do Sarcoma de Kaposi associado a Aids, Sarcoma de Kaposi classico e no granuloma
piogénico; no Sarcoma de Kaposi de acordo com o tipo de lesdo e se associado a Aids, de
acordo com presenca de comprometimento visceral associado e nivel de linfocitos T CD4+
no sangue

Expressdo de TLR 3

Minimo Mediana Maximo

Sarcoma de Kaposi-Aids (n=22) 0,005 0,0265° 0,071
Sarcoma de Kaposi-Aids/HAART (n=15) 0,001 0,016° 0,09
Sarcoma de Kaposi Classico (n=9) 0,012 0,019¢ 0,0310
Granuloma piogénico (n=23) 0,006 0,06 0,227
Sarcoma de. Kaposi com ~ 0,001 0,022° 0.071
comprometimento visceral (n= 16)
Sarcoma de. Kaposi sem - 0,002 0,025" 0,09
comprometimento visceral (n=21)
Saicoma de Kaposi macula-péapula/placa 0,001 0,0198 0,055
(n=35)
Sarcoma de Kaposi Tumor (n=11) 0,011 0,022h 0,09

. 3 .
Saicoma de Kaposi CD4 <350/mm 0,001 0,0225' 0,09
(n=24)
Sarcoma de Kaposi CD4 >350/mm? (n=6) 0,008 0,0195 0,026

TLR — receptor “Toll-like”; a vs b vs ¢ vs d (p=0,0005) (teste de Kruskal-Wallis); a vs b (p>0,05); a
vs ¢ (p>0,05); a vs d (p<0,05); b vs ¢ (p>0,05); b vs d (p<0,01); ¢ vs d (p<0,05) (teste de Dunn); e vs
(p>0,05); g vs h (p>0,05); i vs j (p>0,05) (teste de Mann-Whitney); i vs j vs d (p=0,0011) (teste de
Kruskal-Wallis); i vs d (p<0,01); j vs d (p<0,05) (teste de Dunn)
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5.25 Demonstragdo, quantificacdo e comparagdo da expressao do receptor
“Toll-like” 9 naslesdes de sar coma de Kaposi e no granuloma piogénico

Houve expressio de TLR 9 em todos os espécimes estudados. A
imunomarcagdo da epiderme ocorreu nas camadas espinhosa alta e granulosa.
Células com morfologia dendritica presentes nas camadas basal e espinhosa da
epiderme mostraram-se marcadas com o anticorpo anti-TLR 9.

A expressdo de TLR 9 na derme foi observada no citoplasma de células
inflamatorias, endoteliais e epiteliais dos anexos cutaneos. A imunomarcagao
apresentou-se também de forma variada, desde apenas raras células, até a quase
totalidade dos elementos celulares representados (Figura 9 A-D). Entretanto, nas

células fusiformes do SK a expressao de TLR 9 foi leve e mesmo ausente em alguns
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Figural0-  Expressdo do receptor “Toll-like” 9 em lesdes cutdneas de Sarcoma de

Kaposi. A-C) lesdes ndo tumorais. D) Fase tumoral. Técnica imuno-histoquimica com
anticorpo anti-receptor “Toll-like” 9 (aumento original 400%)
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No GP, as células endoteliais proliferadas apresentaram expressdao de TLR 9

muito leve ou ausente.

A expressao de TLR9 nao diferiu entre os grupos de SK estudados e o grupo

controle de GP (Gréfico 15).
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Gréaficol5- Expressdo do receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) (fragdo de area) nos diferentes
grupos de Sarcoma de Kaposi (SK-Aids, SK-Aids/HAART) e no granuloma piogénico (GP).
SK-Aids: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: de Kaposi em paciente
com Aids em uso de HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente eficaz; SKc:

Sarcoma de Kaposi classico. Barra-mediana. Teste de Kruskal-Wallis (p>0,05)
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A expressao de TLR 9 nao diferiu nas lesdes méaculo-papulares/placas e
tumorais do SK, assim como nas lesdes cutdneas de SK dos doentes sem e com
envolvimento visceral. As lesdes de SK de doentes com niveis de linfocitos T CD4+
menor e igual/maior que 350 células/mm’ apresentaram expressio de TLR9

semelhante (Graficos 16, 17 e 18).
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Grafico16 - Expressdo do receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) (fragdo de area) nas lesdes
maculo-papulares e placas (SK M-P/P) e tumorais do sarcoma de Kaposi. Barra — mediana.
Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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Gréficol17- Expressdo do receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) (fracdo de area) nas lesdes

cutaneas de sarcoma de Kaposi de doentes sem evidéncia de comprometimento visceral e
com comprometimento visceral. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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Gréfico18- Expressdo do receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) (fracdo de area) nas lesdes

cutaneas de sarcoma de Kaposi de doentes com nivel sanguineo de linfocitos T CD4+ menor
e igual/maior que 350/mm’. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney (p>0,05)
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A expressao de TLR9 desses dois grupos de lesdes de SK também nao diferiu

do GP (Gréfico 19).
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Gréfico19- Comparagdo da expressdo de receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) nas lesdes de
sarcoma de Kaposi dos doentes com nivel de linfécitos T CD4+ menor e igual/ maior que

350 células/mm’ e no granuloma piogénico (GP). Barra — mediana. Teste de Kruskal-Wallis
(p>0,05)
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A Tabela 3 apresenta os resultados da comparagao da expressao de TLR 9 de

acordo com os grupos de Sarcoma de Kaposi e os parametros acima relatados.

Tabela 3 - Fragdo de area com expressdo do receptor “Toll-like” 9 nas lesdes cutineas
do Sarcoma de Kaposi associado a Aids, Sarcoma de Kaposi classico e no granuloma
piogénico; no Sarcoma de Kaposi de acordo com o tipo de lesdo e se associado a Aids, de
acordo com a presenga de comprometimento visceral associado e nivel de linfocitos T CD4+
no sangue

Expressdo de TLR 9
Minimo Mediana Maximo
Sarcoma de Kaposi-Aids (n=21) 0,0004 0,015* 0,1
Sarcoma de Kaposi-Aids/HAART (n=13) 0,007 0,057° 0,122
Sarcoma de Kaposi Classico (n=8) 0,0002 0,0245° 0,142
Granuloma piogénico (n=20) 0,002 0,02¢ 0,065
Sarcoma de. Kaposi com ~ 0.0004 0,026° 0,085
comprometimento visceral (n= 17)
Sarcoma de' Kaposi §em - 0,006 0’0411“ 0.122
comprometimento visceral (n=17)
Saicoma de Kaposi macula-papula/placa 0,001 0,0245¢ 0.122
(n=32)
Sarcoma de Kaposi Tumor (n=10) 0,0002 0,049" 0,142
. 3 .
Saicoma de Kaposi CD4 <350/mm 0.0004 0.041° 0.122
(n=23)
Sarcoma de Kaposi CD4 >350/mm’ (n=5) 0,002 0,015’ 0,084

TLR — receptor “Toll-like”; a vsb vs ¢ vs d (p>0,05) (teste de Kruskal-Wallis); a vs b (p>0,05); a vs ¢
(p>0,05); a vs d (p>0,05); b vs ¢ (p>0,05); b vs d (p>0,05); ) ¢ vs d (p>0,05)(teste de Dunn); e vs
(p>0,05); g vs h (p>0,05); i vs j (p>0,05) (teste de Mann-Whitney); i vs j vs d (p>0,05) (teste de
Kruskall-Wallis); i vs d (p>0,05); j vs d (p>0,05) (teste de Dunn)
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5.2.6 Demonstracédo da expressao de D2-40

Todos os casos de SK apresentaram imunomarcacdo para podoplanina (D2-
40) no componente de células endoteliais, sem atipias evidentes e também nas
células neoplasicas fusiformes (Figura 11). Entretanto, a porcentagem de células
imunomarcadas para D2-40 nao foi constante, havendo variagdo em todos os grupos
epidemioldgicos de SK, assim como nas lesdes em diferentes estagios de evolugao.
Nao obtivemos diferenga quando comparamos a expressao de D2-40 (maior/igual a
50% e menos de 50% do componente neopléasico) com a fase clinico-patologica da
lesdo (méculo-papular/placa ou tumoral) (Gréafico 20). Também nao houve diferenca
quando comparada a expressao de D2-40 nos diferentes grupos epidemioldgicos do
tumor (Grafico 21).

Todos os espécimes de GP nao exibiram qualquer imunomarcacao para D2-40.

Figurall-  Expressdo de podoplanina (D2-40) em lesdes cutdneas de Sarcoma de
Kaposi. A e B) Lesdes em fase ndo tumoral. C) Fase tumoral com expressdo em mais de
50% das células neoplasicas. D) Fase tumoral com expressdo em menos de 50% das células
neoplasicas. A-D (aumento original 400x)
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Gréfico20- Comparagdo da imunomarcagdio com D2-40 de lesdes maculo-
papulares/placas (M-P/P) e tumorais do sarcoma de Kaposi. Teste exato de Fisher (p>0,05)
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Gréfico21- Comparagdo da imunomarcagdo com D2-40 de lesdes de sarcoma de Kaposi
associado a Aids (SK-Aids), associado a Aids e tratados com terapia antirretroviral (SK-
Aids/HAART) e esporadico (SKc). Teste do x* (p>0,05)
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A Tabela 4 demonstra os resultados acima.

Tabela4 -

Comparagdo do componente endotelial linfatico do sarcoma de Kaposi

esporadico (SKc), associado a Aids (SK-Aids) e de doentes tratados com terapia
antirretroviral (SK-Aids/HAART) e entre as lesdes maculo-papulares/placas (M-P/P) e

tumorais
D2-40<50% D2-40>50% N p
SK-Aids 8 (38%) 13 (62%) 21
SK-Aids/HAART 8 (50%) 8 (50%) 16 NS
SKc 5 (62%) 3 (38%) 8
M-P/P 12 (57%) 9 (43%) 21 NS
Tumor 20 (83%) 4 (17%) 24

NS — nio significante; Teste do * e teste exato de Fisher

O ntimero CDp, assim como a expressao de TLR 3 e 9 ndo diferiu nos grupos

de SK com menos de 50% e igual/mais de 50% do seu componente tumoral com

expressao de podoplanina (D2-40) (Graficos 22, 23 e 24).
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Gréafico 22 -

D2-40>50%

D2-40<50%

Comparagdo do nimero de células dendriticas plasmocitoides (CD303+) nas

lesoes de sarcoma de Kaposi com expressdo de podoplanina (D2-40) maior ou igual a 50% e
menos de 50% do componente neopldsico. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney

(p>0,05)
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Gréfico23- Comparagao da expressdo do receptor “Toll-like” 3 (TLR 3) (fragdo de area)
nas lesdes de sarcoma de Kaposi com expressdo de podoplanina (D2-40) maior ou igual a
50% e menos de 50% do componente neoplésico. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney
(p>0,05)
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Grafico24- Comparagdo da expressdo do receptor “Toll-like” 9 (TLR 9) (fragdo de area)
nas lesdes de sarcoma de Kaposi com expressdo de podoplanina (D2-40) maior ou igual a
50% e menos de 50% do componente neoplasico. Barra — mediana. Teste de Mann-Whitney
(p>0,05)
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A Tabela 5 demonstra os resultados da comparacao do numero de CDp,
expressao de TLR 3 e 9 nas lesdes de sarcoma de Kaposi de acordo com a expressao

de podoplanina.

Tabelas - Comparagdo do numero de células dendriticas plasmocitoides (CD303+),
expressdo dos receptores “Toll-like” 3 ¢ 9 nas lesdes de Sarcoma de Kaposi com expressdo
de podoplanina (D2-40) menor de 50% e igual ou maior de 50%

D2-40<50% D2-40>50%
Células CD303+/mm” Células CD303+/mm”
(n=22) (n=22)
minimo 35,10 35,10
mediana 149 105,2
maximo 442 470,1
TLR 3 TLR 3
(n=21) (n=23)
minimo 0,001 0,008
mediana 0,018 0,025
Maximo 0,09 0,071
TLR 9 TLR 9
(n=16) (n=23)
minimo 0,005 0,0004
mediana 0,028 0,043
maximo 0,142 0,122

TLR — receptor “Toll-like”; teste de Mann-Whitney - p>0,05
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O Sarcoma de Kaposi foi considerado doenca definidora de Aids em 1982,
sendo ainda hoje a principal neoplasia neste grupo de pacientes. Com o advento da
HAART, a queda na incidéncia de SK nesta populacdo foi de 84% (Rubinstein et al.,
2014). Apesar disso, sua incidéncia em individuos HIV positivos ¢ muito superior a
da populagao geral, podendo surgir mesmo em pacientes com contagem de linfécitos
T CD4 maior ou igual a 350 células/mm’ (Crum-Cianflone, 2010).

Nosso estudo compreendeu a analise de 50 biopsias realizadas na Divisao de
Clinica Dermatologica do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo, cujo
diagnostico histoldgico foi Sarcoma de Kaposi, com confirmagdao da presenga do
virus HHV-8 através de técnica imuno-histoquimica.

Os dados epidemiologicos do Sarcoma de Kaposi no Brasil sdo escassos, mas
os dados demograficos da nossa casuistica estdo de acordo com os de outros paises
onde nao existe a forma endémica da doenga (Gao et al., 1996; Hengge et al., 2002).

Na casuistica por nds estudada, as lesdes de SK nodulares ou tumorais
predominaram no grupo de doentes com a forma cléssica. No grupo de doentes com
Aids, por outro lado, houve um predominio de formas ndo tumorais. Essa
caracteristica foi semelhante a de outros estudos em nosso meio (Ramos da Silva et
al., 2007; Guedes et al., 2008). Nos doentes com Aids, as lesdes sdo geralmente mais
numerosas ¢ o diagnostico do SK ¢ feito mais precocemente. Nos pacientes idosos,
numa regido com baixa incidéncia de SK ndo relacionado a Aids, o diagndstico €

feito mais tardiamente, quando do estagio tumoral das lesdes.
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As CDp podem ser infectadas pelo HIV e/ou responder a infeccdo com
secrecdo de IFN. Acredita-se que a funcao das CDp na infeccdo pelo HIV se altera,
na progressdo da doenga, de protetora para patogénica (Reizis et al., 2011).

Os trabalhos da literatura que abordam as CDp no SK-Aids e SKc¢, enfocam o
comportamento dessa populagdo celular somente no sangue periférico (Stebbing et
al., 2003; Della Bella et al., 2006; Huang et al., 2011). Ndo encontramos, na
literatura, trabalhos que abordam a presenca e participagdo das CDp nos sitios de
lesdao do SK.

Surpreendeu-nos o fato da densidade de CDp nao apresentar diferenca entre
os trés grupos de SK estudados. As CDp estdo ausentes ou sdo encontradas em
pequeno nimero na pele normal (Zaba et al., 2009) e sdo as principais produtoras de
IFN tipo 1, fundamental na resposta imune contra virus (Cella et al., 1999; Feldman
et al., 2001; Liu, 2005). No SKc, as cé¢lulas tumorais e a resposta imunoldgica “in
situ” estdo sob efeito apenas do HHV-8 ao passo que no SK-Aids estdo sob efeito de
dois virus, o HIV e o HHV-8. Existem mecanismos de cooperacao mutua desses dois
virus tanto na patogénese como na carcinogénese do SK (da Silva; de Oliveira,
2011). A imunodepressao causada pelo HIV facilita a evasdo do HHV-8 dos
mecanismos da imunidade, assim como o processo de carcinogénese (Liu et al.,
2013). Além disso, o HIV induz a reativagdo e replicagdo litica do HHV-8
(Harrington et al., 1997). Por sua vez, a presenca de HHV-8 esta relacionada ao
aumento da replicagdo do HIV em mondcitos, em modelo experimental (Caselli et
al., 2005).

O numero de CDp, imunomarcadas pelo anticorpo CD303 (BDCA-2), das

lesdes de SK-Aids foi maior que o observado no grupo controle de granuloma
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piogénico. Entretanto, essa populagdo celular nao diferiu no SK-Aids/HAART e no
SKc quando comparados ao grupo de granuloma piogénico.

As CDp estdo diminuidas no sangue periférico de pacientes cronicamente
infectados pelo HIV. De acordo com a literatura as CDp sdo parasitadas e destruidas
pelo HIV e, por este motivo, estariam diminuidas no sangue periférico de doentes
com Aids (Swiecki; Colonna, 2010). Além disso, as CDp sofreriam apoptose através
do aumento da atividade da caspase 3 e ndo seriam repostas de maneira adequada
pela medula o6ssea (Fitzgerald-Bocarsly; Jacobs, 2010). Essas células dendriticas
estariam redistribuidas para sitios de grande exposi¢do antigénica como o trato
gastro-intestinal (Li et al., 2013), migrariam e se acumulariam em linfonodos ¢ no
bago durante a infec¢do (Lehmann et al., 2010) ou migrariam e seriam destruidas nos
linfonodos (Brown et al., 2009). Na Aids essa populagdo celular mostra-se mais
diminuida em nimero quanto mais avangada encontra-se a doenga (Soumelis et al.,
2001; Fitzgerald-Bocarsly; Jacobs, 2010). Observamos, entretanto, que nos sitios de
lesao de SK, as CDp mostraram-se mais abundantes que no grupo controle. Tal fato
poderia ser explicado pela compartimentalizagdao da resposta imune, isto ¢, a resposta
imune ¢ orgao especifica e ndo reflete necessariamente o que ocorre no sangue
(Engwerda; Kaye, 2000).

Nao houve diferenga entre a densidade de CDp no grupo SKc e GP. As CDp
estdo diminuidas no sangue e apresentam alteragdo na producdo de citocinas e
expressdo de receptores nos doentes com SKc¢ (Della Bella et al., 2006). Esta
diminui¢do ¢ mais acentuada nos pacientes com lesdes mais avangadas (Della Bella
et al., 2006). Ao estudar essa populagdo celular nas lesdes de SK, entretanto, ndo

observamos esta correlacdo pois ndo houve diferenga do numero de CDp entre o
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grupo de lesdes precoces (M-P/P) e tumorais. Apesar de nao haver consenso, alguns
autores referem ocorrer diminuicao fisiologica das CDp do sangue periférico com o
envelhecimento (Shodell; Siegal, 2002). Esta poderia ser uma possivel explicagdo
para justificar o que observamos nas lesdes de SKc quanto a populagao de CDp.
Entretanto, ndo podemos afastar a possibilidade de que essa observagao tenha
ocorrido devido ao menor nimero de lesdes de SKc estudadas.

Apesar do tratamento antirretroviral, o SK continua a ser a neoplasia mais
frequente nos pacientes com Aids (Unemori €t al., 2013). Sua incidéncia neste grupo
de doentes foi alta no inicio da década de 90, quando foram observados 47 casos por
milhao de pessoas/ano nos Estados Unidos (American Cancer Society, 2013). Com a
introdu¢ao da HAART, a incidéncia do SK diminuiu até o ano 2000 ¢ desde entdo
continua estavel (National Cancer Institute, 2013), com seis casos por milhdo de
pessoas/ano, nos Estados Unidos. A diminui¢do da incidéncia da neoplasia deve-se a
restauragcdo parcial das fungdes do sistema imunologico com o uso da terapéutica
antirretroviral combinada. O restabelecimento dos valores sanguineos das CDp com
o uso de HAART ainda ¢ controverso (Chehimi et al., 2002; Swiecki; Colonna,
2010). Poderiamos relacionar, como o aventado para o grupo de SKc, a auséncia de
diferenca na comparagdo do SK-Aids/HAART com o GP ao menor nimero de casos
neste grupo de SK, ou mesmo que, sob a terapia antirretroviral as lesdes de SK
desses doentes apresentaram caracteristicas imunopatologicas semelhantes as do SKc
que estdo sob a influéncia de apenas um virus.

Durante a infeccdo pelo HIV acontece um processo de envelhecimento
imunologico (Unemori et al., 2013). Este envelhecimento é determinado pelo estado

de ativacdo imunologica cronica que ocorre de forma independente do tratamento
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antirretroviral. A ativagdo imunoldgica crdnica seria secundaria a agdo do proprio
HIV e de infecgdes associadas, ou a translocagdo de bactérias e seus produtos no
intestino dos doentes (Brenchley et al., 2006). A ativagdo imunoldgica cronica
resultaria em fenotipo imunologico semelhante ao de individuos idosos, com
aumento da diferenciacdo de linfocitosT (principalmente células efetoras T CD8+),
diminui¢do de sua renovacdo e aumento da expressdao/producao dos marcadores
inflamatorios (Pathai et al., 2013).

Infecgdes associadas, como a do virus da doenca de inclusdo citomegalica
(CMYV), atuam acelerando o processo de envelhecimento imunolégico, especialmente
entre individuos sob tratamento para a infec¢ao pelo HIV (Aiello; Simanek, 2012). A
coinfec¢do pelo HHV-8 também contribuiria para esse processo de envelhecimento
imunolédgico (Unemori et al., 2013).

Apesar da baixa contagem de linfocitos T CD4+ no sangue estar associada a
graus mais acentuados de imunodepressao e ocorréncia de SK em estdgios mais
avancados (El Amari et al., 2008), a densidade de CDp nao apresentou diferenca
significativa entre os grupos com e sem comprometimento visceral, assim como em
relagdo a contagem de linfécitos T CD4 no sangue. Acreditamos que em todos os
doentes com SK-Aids exista comprometimento imunoldgico intenso, uma vez que
esses doentes encontram-se na fase cronica e apresentam doenca definidora de Aids.

O risco de um doente com Aids desenvolver SK aumenta quanto mais
acentuado for o seu estado de imunodepressdo (Crum-Cianflone et al., 2010), mas
doentes com linfocitos T CD4+ acima de 350 células/mm’ também apresentam SK
(Crum-Cianflone et al., 2010). Em nossa casuistica tivemos lesoes de SK em sete

pacientes nesta situagdo. Destes apenas um apresentava SK com envolvimento
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extracutaneo. Trés pacientes faziam tratamento com HAART ao passo que quatro
ndo estavam sob qualquer tratamento antirretroviral. A média de idade destes
pacientes foi de 37 anos, ndo sendo diferente dos demais pacientes. Na literatura,
alguns autores acreditam que em doentes com contagem alta de linfocitos T CD4 no
sangue, o SK comporta-se como o SKc e ndo como o SK-Aids (Unemori et al.,
2013). O envelhecimento do sistema imunologico causado pelo HIV seria a causa do
aparecimento das lesdes em pacientes cuja imunidade nao estivesse tao
comprometida. Por outro lado, ndo podemos descartar a possibilidade de que o
pequeno numero de casos no grupo SK em pacientes com contagem de linfocitos T
CD 4 no sangue igual ou maior que 350 células/mm’ ser a causa da auséncia de
diferenca significante na comparacdo das CDp no SK dos doentes que apresentaram
contagem de linfécitos T CD4+ menor que 350/mm’. Por outro lado, as CDp foram
menos numerosas nas lesdes de GP quando comparadas com lesdes de SK em
individuos com contagem sanguinea de linfécitos T CD4 igual/maior ou menor que
350/mm’. Essa observacdo reforca a possivel participacdo desse componente
dendrocitico na patogenia do SK.

O fato de ndo encontrarmos o resultado esperado na comparagdo entre as
lesdes de SK dos trés grupos de doentes estudados nos fez pensar que as CDp
apresentariam suas fungdes alteradas nessa neoplasia qualquer que fosse a condigdo
associada. Estudos experimentais demonstraram que as CDp isoladas do sangue
estdo alteradas em numero e fungdo tanto na infec¢do aguda (Huang et al., 2011)
como na infecgdo cronica pelo HIV (Feldman et al., 2001; Fitzgerald-Bocarsly;

Jacobs, 2010).
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Nao houve diferenca entre a densidade das CDp nas lesdes tumorais de SK
quando comparadas com as lesdoes M-P/P. Seria esperado que o numero destas
células fosse maior em lesdes precoces, pois as lesdes tardias poderiam ser
consequéncia da falta de controle sobre o virus, com replicagdo e infec¢do das
células que adquirem o fenotipo fusiforme caracteristico dessa fase do SK.

Demonstramos, pela primeira vez, que as CDp no SK sdo parasitadas pelo
HHV-8. Observamos, através de técnica de imuno-histoquimica com dupla
marcacdo, a co-localizagdo do antigeno LANA do HHV-8 no nucleo de CDp
(imunomarcadas pelo anticorpo CD303) , tanto em espécimes de lesdes tumorais
como em lesdes M-P/P do SK. Transcricdo de genes do HHV-8 em CDp foram
demonstrados em experimentos “in vitro” (West et al., 2011; Knowlton et al., 2013),
assim como o parasitismo de CDp pelo HIV (Swiecki; Colonna, 2010; O’Brien et al.,
2013). Desse modo podemos inferir que as CDp, embora mais numerosas no SK do
que no GP, por serem parasitadas e estarem sob a influéncia viral ndo estariam
exercendo atividades anti-virais adequadas, nos sitios de lesao.

O sistema imune inato reconhece patogenos através de estruturas
caracteristicas e conservadas, os padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) e ndo através de estruturas particulares. Esta estratégia evolucionaria do
hospedeiro tenta prevenir o escape de organismos mutantes além de permitir que um
nimero limitado de receptores da linhagem germinativa reconhecam uma grande
variedade de organismos invasores (Muzio €t al., 2000).

Os TLR constituem uma familia de receptores de reconhecimento de padrdes.

Os TLR expressos por diferentes subpopulagdes de células apresentadoras de
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antigenos tém despontado como importantes fatores na resposta imune e adaptativa
ao HHV-8 (Knowlton et al., 2013).

Os principais TLR envolvidos na resposta imunolédgica aos virus sao o TLR
3,7, 8 ¢ 9 (Biasin et al., 2010; Sironi et al., 2012). O TLR 3 foi admitido como o
principal TLR no reconhecimento dos virus uma vez que seu ligante, o dsRNA, ¢
formado durante o processo de replicagdo viral, tanto dos virus DNA como RNA
(Zhou €t al., 2010). O TLR 9 tem como ligante sequéncias CpG ndo metiladas de
DNA que sdo encontradas em virus e bactérias (Akira; Hemmi, 2003; Bowie; Haga,
2005; Akira et al., 2006). Ambos os receptores podem ter ampla distribui¢ao na pele,
podendo ser expressos na epiderme pelos queratinocitos e células de Langerhans
(Lebre et al., 2007). Na derme, podem ser expressos por células inflamatorias,
cé¢lulas endoteliais e fibroblastos (Miller; Modlin, 2007; Fitzner €t al., 2008).

Sendo estes receptores importantes no reconhecimento e resposta imune
inicial aos virus, podemos supor que o HHV-8 tem mecanismos de interagdo e
modulagao dos TLR. Tais mecanismos permitem que o virus infecte e permanega no
organismo do hospedeiro (Coscoy, 2007; Areste; Blackbourn, 2009).

Em nosso estudo demonstramos expressao de TLR 3 nas células do SK,
mesmo as fusocelulares, assim como nos componentes inflamatorio e endotelial nao
transformado.

A expressdo de TLR 3 ¢é observada na pele normal (Fitzner et al., 2008; Pegu
et al.,, 2008). O estimulo de TLR3 desencadeia a producdo de citocinas e
quimiocinas, dentre elas o CCL-2, CXCL-10, IL-6 e IFN-B (West; Damania, 2008).

Estas proteinas s3o quimiotaticas para células inflamatérias e participam da
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promocgao da angiogénese nos sitios de infeccdo. Desse modo, o TLR 3 pode ter
papel na patogénese das lesdes de SK.

O TLR 3, por outro lado, tem efeitos paradoxais nas infecgdes virais.
Participa dos eventos para a eliminagao de alguns virus, mas para outros, ¢ benéfico
e propicia a permanéncia do agente infeccioso (Vercammen €t al., 2008). Pouco se
conhece do papel do TLR 3 na infecgdo pelos herpes virus. Foi descrita a associagao
entre a deficiéncia de TLR 3 em humanos, a disseminagdo viral e ocorréncia de
encefalite pelo HSV-1 (Zhang et al., 2007). O HHV-8, apesar de ser um DNA-virus
estimula o TLR 3, levando a produgdo de citocinas e quimiocinas (West; Damania,
2008). Experimentos “in vitro” demonstraram que mondcitos t€ém grande expressao
de TLR 3 quando infectados com o HHV-8 (West; Damania, 2008). Entretanto, no
decorrer do experimento a quantidade de mRNA de TLR 3 comeca a diminuir e apos
120 horas atinge niveis semelhantes ao do periodo de laténcia. A diminui¢dao na
expressdo de TLR 3 poderia ser decorrente da interagdo de genes virais que
sabidamente interagem com mecanismos imunologicos do hospedeiro (Gregory et
al., 2012; Jacobs et al., 2013).

Em relagao ao HIV, o TLR 3 parece ter papel nos mecanismos de defesa.
Polimorfismos da por¢do extracelular (ectodominio) do TLR 3 determinam maior
resisténcia a infec¢do pelo HIV (Sironi et al., 2012). Em individuos cronicamente
expostos a infec¢do pelo HIV e que ndo apresentam soroconversdo, o estimulo do
TLR 3 pelo seu agonista sintético, poli(I:C) - &cido poliriboinosinicopoliribocitidilico
— desencadeia maior produgdo de citocinas inflamatérias (Biasin et al., 2010). Além
disso, a ativagdo do TLR 3 em macrofagos suprime a infecg¢do e a replicagdo do HIV

através de mecanismos dependentes de IFN tipo 1 (Zhou et al., 2010).
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Encontramos expressdao de TLR 3 nas lesdes cutaneas de SK e GP. Sob
estimulo de IFN tipo 1 ocorre aumento da expressdao de TLR 3 pelos macréfagos,
células dendriticas, células epiteliais e fibroblastos cutineos (Schreiner et al., 2006;
Agarwal et al., 2011). Podemos relacionar a expressdao de TLR 3 nas lesoes de SK,
por nos observada, a producdo local de IFN tipo 1 pelas CDp presentes nas lesdes,
assim como secunddria a liberacao de material genético decorrente de necrose celular
e remodelamento nas lesdes que também poderiam ativar as vias de sinalizacdao e
expressdao dos TLRs (Muehleisen et al., 2012).

O nosso estudo € pioneiro na demonstragao da expressao de TLR 3 em lesdes
cutaneas de SK. A expressao de TLR 3 foi demonstrada na miosite associada a
infec¢do pelo HIV (Schreiner et al.., 2006). Neoplasias cutdneas como o carcinoma
espinocelular ¢ o melanoma também exibem expressdo de TLR3. No carcinoma
espinocelular ndo hé diferencas na expressao de TLR 3 quer os tumores sejam de
doentes imunossuprimidos pos-transplantes de Orgaos ou imunocompetentes
(Muehleisen et al., 2012; Eir6 et al., 2013).

Observamos que a expressao de TLR 3 foi maior nas lesdes de GP quando
comparada com as lesdes de SK, qualquer que fosse o grupo epidemiologico em
questdo. A menor expressaio no TLR 3 acontece independente do grau de
imunodepressdo, como evidenciado pelas comparagdes da expressdo de TLR 3 no
SK-Aids de doentes com nivel sanguineo de linfocitos T CD4 <350/mm’ e >350/
mm’® e o GP. A lesio angiomatosa do GP, entretanto, ndo sofre efeito viral como
acontece com o SK. Acreditamos que exista uma relacdo entre as CDp no ambiente

tumoral ¢ a expressdo de TLR 3 pois, como ja mencionado, o IFN tipo 1 ¢ um
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potente indutor da expressao dessa molécula reconhecedora de padrdes moleculares
(Schreiner et al., 2006; Agarwal et al., 2011).

Podemos, desse modo, relacionar os resultados, por nos observados no SK,
com dois eventos imunologicos. O primeiro seria consequéncia da disfuncao das
CDp decorrente do envelhecimento ou da infec¢do pelo HIV (Feldman et al., 2001;
Chehimi et al., 2002; Shodell; Siegal, 2002; Della Bella et al., 2006). O segundo
seria consequéncia de mecanismos de escape imunolégico do HHV-8, que
sabidamente suprime a producdo de interferon o e B através da interagdo com os
fatores liberadores de IFN (IRF) 3 e 7 (Areste; Blackbourn, 2009).

A expressdao de TLR 3 nao diferiu de acordo com a progressao do SK. Nao
encontramos diferenga na sua expressao nas lesdes tumorais ¢ M-P/P, assim como
nas lesdes cutaneas de doentes com envolvimento somente da pele e daqueles com
comprovado envolvimento visceral. Nao houve também diferenga na expressao de
TLR 3 nos SK-Aids (com e sem tratamento) com maior ou menor evidéncia de
imunodepressao (niveis sanguineos de linfocitos T CD4 menor ou igual/maior que
350 células/mm’). A disfungdo de CDp e a acdo do HHV-8 com consequente
alteragdo na producao e liberacao de IFN poderia explicar esse resultado.

A expressao de TLR 3 pelas células neoplasicas do SK pode implicar em
novas possibilidades para o seu tratamento. Foi demonstrado que algumas linhagens
de células de carcinoma de mama expressam TLR 3 e sdo susceptiveis a morte por
apoptose pelo tratamento de agonista sintético de TLR 3 (Salaun et al., 2006). Esse
mesmo agonista do TLR 3 aumenta a suscetibilidade de células musculares

infectadas pelo HIV, a lise induzida por células NK (Schreiner et al., 2006).
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A expressao de TLR 9, observada através de técnica de imuno-histoquimica,
na pele normal ¢é fraca (Curry et al., 2003). Em nosso estudo, entretanto,
demonstramos, por essa técnica, a expressao de TLR 9 nas lesdes cutaneas de SK. A
imunomarca¢do ndo foi homogénea. Apresentou-se mais intensa nas células
inflamatdrias do microambiente tumoral. A imunomarcacao das células endoteliais
foi menos exuberante. Nas células neoplasicas do SK (células fusiformes), a
marcacao foi discreta. Na epiderme, tanto nos casos de SK como nos espécimes de
GP, houve expressdao apenas nos queratindcitos mais superficiais das camadas
espinhosa ¢ granulosa, como o que ¢ descrito na pele normal (Miller et al., 2005).

O TLR 9 ¢ um receptor que reconhece sequéncias CpG DNA nao metiladas e
esta presente nas CDp (Hornung et al., 2002). Nessas células, agonistas do TLR 9
provocam a liberacao de IFN tipo 1, outras citocinas, quimiocinas ¢/ou a maturacao
celular, aumentando sua capacidade de apresentagdo de antigenos (Guillerey et al.,
2012). Por outro lado, no proprio processo de maturacdo das CDp ocorre a
diminuigdo da expressdo de TLR 9 (Hornung €t al., 2002).

O TLR 9 participa de mecanismos imunoldgicos contra gama-herpesvirus nas
fases litica e de laténcia (Guggemoos €t al., 2008). Estaria, portanto, justificado o
porqué da presenga de TLR 9 nas lesdes de SK, independentemente do grupo
epidemioldgico.

O TLR 9 est4 envolvido em mecanismos de evasdo imunologica de patogenos
(Hisaeda et al., 2008). Demonstramos que o HHV-8 parasita as CDp nas lesdes de
SK. Esse virus interfere no controle da liberagao de IFN pelas CDp e o TLR 9 esta
envolvido nesse mecanismo (Knowlton et al., 2013). A acdo do HHV-8 faz-se

através dos IRFs que participam das vias de sinalizacdo controladas pelo TLR 9
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(Areste; Blackbourn, 2009). Além disso, o estimulo de TLR 9 presente em células
endoteliais, induz a produgdo de citocinas reguladoras (Fitzner €t al., 2008). Quando
da infec¢dao “in vitro” das CDp pelo HHV-8 ocorre expressiao das moléculas co-
estimulatdorias CD83 e CD86. A molécula CD86 ao modular a resposta imunologica
dependente de linfécitos T pode promover o estabelecimento da fase de laténcia da
infec¢do viral. O TLR 9 também esta envolvido nesse mecanismo (West et al.,
2011).

Em nosso estudo nao observamos diferenca na expressao de TLR 9 entre os
casos de SK e os espécimes de GP. Em ambos os grupos a marcacao de TLR 9 foi
mais intensa nas cé€lulas inflamatorias, seguidas pela marcagdo endotelial.
Acreditamos que ndo houve diferenga entre os dois grupos de proliferagao
angiomatosa, pois as células fusiformes que compdem o SK nao expressaram TLR 9
ou exibiram pouca marcacao. Desse modo, a expressao do receptor foi restrita aos
componentes celulares que estao presentes tanto nos espécimes de SK como no GP.
Além disso, como o componente fusocelular ndo ¢ extensamente marcado, nao
observamos diferenca entre as fases clinico-patoldgicas (tumor ou M-P/P) das lesdes.

O TLR 9 esta envolvido no reconhecimento do HHV-8 pelas CDp (West et
al., 2011). Ndo observamos diferenga na expressao do receptor TLR 9 nos diferentes
grupos de SK, assim como ndo houve diferenga na populagdo de CDp entre os
mesmos.

Nao encontramos diferenca entre a expressao do TLR 9 nas lesdes de SK de
doentes com nivel de linfocitos T CD4+ menor e igual/maior que 350 células/mm”.
As CDp tém sua fungao alterada na infecgdo pelo HIV, mas ainda ¢ controverso se a

produgdo de citocinas em resposta ao estimulo do TLR 9 esta relacionada aos niveis
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de linfécitos T CD4+ e a carga viral sanguineos (Chang et al., 2012; Kaushik et al.,
2013).

Também nao foi observada diferenca entre a expressao de TLR 9 no SK de
pacientes com contagem de linfocitos T CD4+ no sangue menor e igual/maior que
350/mm’ quando comparados com o grupo de GP. Este resultado sugere que a
expressao de TLR 9 ndo esta relacionada ao grau de imunodepressao dos pacientes.

A expressao de TLR 9 foi semelhante nos grupos com comprometimento
visceral associado € com comprometimento exclusivo da pele. O TLR 9 esta
envolvido no reconhecimento viral. O HHV-8 ¢ encontrado em todas as fases
evolutivas do SK, fato que justificaria ndo termos encontrado diferenca na expressao
de TLRO nos diferentes grupos estudados.

A expressao de TLR 9 ja foi demonstrada em outras neoplasias cutaneas
como o melanoma. Entretanto, a fung¢ao desse receptor nesta neoplasia ainda nao esta
conhecida (Saint-Jean et al., 2011).

Observamos a marcacao pelo D2-40 exclusivamente nas células endoteliais
linfaticas e nas células fusiformes do SK. Somente dois espécimes de SKc nao
apresentaram imunomarcagao pelo anticorpo D2-40. Nove lesdes desse grupo, assim
como 37 lesdes de SK associados a Aids apresentaram imunomarcagao revelando o
componente linfatico da neoplasia.

O anticorpo D2-40 foi proposto como um dos marcadores de painel para o
diagnostico diferencial histologico do SK (Pyakurel et al., 2006; Pantanowitz et al.,
2010; Rosado et al., 2012). Outras neoplasias, vasculares e também ndo vasculares,
podem ser positivas para o marcador D2-40 (Gomaa et al., 2007; Ishida et al., 2008).

Apesar da baixa especificidade do D2-40 para a diagnose do SK, sua sensibilidade ¢
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proxima de 100% em todas as fases e subgrupos epidemioldgicos do SK
(Pantanowitz et al., 2010; Rosado et al., 2012).

Nao houve marcacdo nos espécimes de GP pelo anticorpo D2-40. J& foi
descrito que a expressao de D2-40 ¢ também considerada de valor diagnostico nos
casos de SK que se assemelham morfologicamente ao GP, uma vez que nessa
proliferacdo vascular a expressdo desse marcador ¢ negativo em 100% dos casos
(Ramirez-Amador €t al., 2009).

Em nossa casuistica ndo observamos diferenca na expressao de D2-40 entre
os espécimes de SK na fase M-P/P e do grupo de lesdes tumorais. Os dados da
literatura sdao conflitantes quanto a participacdo do componente linfatico na
progressao das lesdes de SK. Nosso resultado esta de acordo com o encontrado por
Kandemir et al. (2011) que também nao observaram diferengas na expressao desse
marcador linfatico entre as lesdes precoces e avangadas do SKc. Esses autores,
entretanto, referem ter havido diferen¢a na intensidade da imunomarcacao entre os
grupos. Nao consideramos esse parametro em nosso estudo, uma vez que a técnica de
imuno-histoquimica ndo ¢ estequiométrica. Lembramos que outros fatores pré
analiticos ou presentes na elaboragdo da técnica podem interferir na intensidade da
marcagdo por técnicas de imuno-histoquimica. Em contrapartida, Pyakurel et al.
(2006) demonstraram, em seu estudo, haver aumento do nimero de células marcadas
com o anticorpo D2-40 nos tumores em fases mais avangadas quando se apresentam
nodulares ou tumoriformes.

Recentemente a podoplanina foi identificada como elemento participante no
processo de resposta imunolégica. Através de seu receptor, o CLEC-2, um receptor

lectina tipo C presente em plaquetas, neutrofilos, linfocitos B e células dendriticas
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dérmicas (Acton et al., 2012), a podoplanina (presente no endotélio linfatico, em
fibroblastos e células reticulares dos orgdos linfoides) orienta a migragdo celular
durante a resposta inflamatoria tecidual (Acton et al., 2012; Astarita et al., 2012). Em
nosso estudo nao observamos diferenca na porcentagem de células imunomarcadas
com D2-40 nos grupos de SK relacionado ou ndo a Aids, independente do estagio
das lesdes. A descoberta do papel imunoldgico da podoplanina € recente e ainda
pouco estudada. Nao encontramos relacdo entre a expressdo de podoplanina e os
elementos da imunidade inata por nds estudados. Nao ¢ possivel definir se a
podoplanina expressa pelas células do SK tem alguma fungdo imunologica. Esta
permanece a ser estabelecida. Nao encontramos também dados da literatura acerca da
presenca do receptor CLEC-2 nas células dendriticas plasmocitoides, um dos alvos
de nosso estudo no SK.

O presente estudo teve como objetivo verificar a participagao de elementos da
imunidade inata no microambiente do SK associado ou ndo a Aids. Dentre esses
elementos foram elegidas as CDp, devido a sua atuagao reconhecida na imunidade
frente as infecgdes virais € os TLR 3 e 9. Esses ultimos, junto dos TLR 7 e 8, sdo os
principais envolvidos na resposta imune frente aos virus. Além disso, o TLR 9 ¢ um
sensor das CDp no reconhecimento dos virus (Ito et al., 2005). Da mesma forma,
propusemo-nos a verificar a natureza endotelial linfatica do SK através da expressao
de podoplanina, que atualmente é também considerada um fator atuante nos
mecanismos da imunidade “in situ”.

A elucidacao de mecanismos e eventos que influenciam a habilidade das

células dendriticas de induzir uma resposta imune efetiva contra o HHV-8 ¢ essencial
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para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e preventivas para o SK associado
ou ndo a Aids (Knowlton et al., 2013).

Embora ndo tenhamos feito uma andlise através de metodologia que
possibilite inferéncias funcionais dos elementos da imunidade inata no SK, pudemos
demonstrar, de modo inédito, que as CDp participam da resposta tecidual das lesdes
cutaneas do SKc e SK associado a Aids, e que sdao alvo do HHV-8, pois apresentam
o antigeno LANA do virus no seu nacleo. A expressao de TLR 3 no SK foi menor
que no GP e a do TLR 9 ndo diferiu entre os grupos de tumores estudado. Além
disso, ndo observamos diferencas no comportamento dos elementos estudados que
pudessem ser relacionadas somente com a infec¢cdo pelo HHV-8 ou esta associada ao
HIV. Embora cerca de 95% dos SK estudados tenham apresentado componente
endotelial linfatico no tumor, esses resultados ndo possibilitaram relacionar a
expressao de podoplanina com a progressao das lesdes tumorais, assim como com 0s

elementos da imunidade inata estudados.
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1.

As células dendriticas plasmocitdides participam da resposta tecidual das
lesdes cutaneas do sarcoma de Kaposi associado a Aids e esporadico.

A populagdo de células dendriticas plasmocitoides nao difere nas lesdes
de sarcoma de Kaposi associado a Aids e esporadico. A densidade dessas
células independe do tratamento com terapia antirretroviral altamente
eficaz, assim como intensidade de imunodepressdo, fase clinico-
patologica das lesdes e presenga de comprometimento visceral associado.

As células dendriticas plasmocitdides do microambiente do sarcoma de
Kaposi cutaneo sdao parasitadas pelo herpes-virus 8, pois apresentam o
antigeno LANA do virus em seus nucleos.

A expressao de receptor “Toll-like” 3 nas lesdes cutaneas do sarcoma de
Kaposi associado a Aids e esporadico ¢ menor que no granuloma
piogénico, o que demonstra haver alteragdo desse componente da
imunidade inata nesse processo neopldsico. Nao houve, entretanto,
relagdo da expressdao de TLR 3 entre os trés grupos de lesao de sarcoma
de Kaposi, assim como com o estado de imunodepressao dos doentes com
Aids, fase clinico-patologica das lesdes e presenga de comprometimento
visceral associado.

Apesar do receptor “Toll-like” 9 estar envolvido no reconhecimento do
herpes-virus 8 pelas células dendriticas plasmocitoides, a expressao desse
elemento da imunidade inata ndo diferiu nas lesdes cutaneas de sarcoma

de Kaposi e de granuloma piogénico. Nao houve igualmente relagdo da
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expressao do receptor “Toll-like 9” entre os trés grupos de lesdo de
sarcoma de Kaposi, assim como com o estado de imunodepressdo dos
doentes com Aids, fase clinico-patoldgica das lesdes e presenga de
comprometimento visceral associado.

Como 95% dos espécimes de sarcoma de Kaposi apresentaram
imunomarcag¢ao para podoplanina, e esta foi ausente em todas as lesoes de
granuloma piogénico, podemos considerar que esse marcador ¢ de
utilidade para a diagnose diferencial entre os dois processos proliferativos
vasculares.

A expressao de podoplanina ndo se relaciona com a fase clinico-
patologica do sarcoma de Kaposi, assim como com a expressao dos

elementos da imunidade inata estudados.
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Anexo A

Quadro 2 -

Caracteristicas demograficas, topografia, fase clinico-patologica da lesdo, comprometimento sistémico, células dendriticas

plasmocitoides, fragdo de area imunomarcada para receptor “Toll-like” 3 e 9 e porcentagem de células marcadas pelo anticorpo D2-40 nos casos de
Sarcoma de Kaposi classico

Caso (I;j::) Sexo Topografia evglalfteiva Comsirs(:érllzicr:ento (célu?alz/lznmz) TLR 3 TLR 9 D2-40
Cl 77 M Membro M-P/P L 42,1 0,021 0,038 >50%
C2 91 M Membro T L 116,9 0,023 0,142 <50%
C3 76 M Membro T L 11,9 0,012 0,011 <50%
C4 74 M Membro M-P/P L 35,1 0,014 0,113 <50%
C5 85 F Membro M-P/P L 105,2 0,016 0,010 <50%
C6 73 M Membro T L 1824 SR 0,075 >50%
C7 69 M Membro M-P/P L 189,4 0,031 0,009 >50%
C8 80 F Membro M-PT/P L 35,1 0,019 SR negativo
C9 85 F Membro T L 231,5 0,022 SR <50%
C10 80 M Membro T L 52,6 0,013 SR negativo
Cl1 85 F Membro T L SR SR 0,0002 SR

CDp: Célula dendritica plasmocitéide; TLR: Receptor “Toll-like”; SKc: Sarcoma de Kaposi classico; M: masculino; F:feminino; T: tumoral; M-P/P: macula,
papula ou placa; L: localizado; D:disseminado; NI: Nao informado; SR: sem resultado por problemas técnicos.
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Quadro 3 -

Caracteristicas demograficas, topografia, fase clinico-patoldgica da lesdo, comprometimento sistémico, contagem de linfocitos T
CD4+ no sangue, densidade de células dendriticas plasmocitoides, fracdo de area imunomarcada para receptor “Toll-like” 3 € 9 e porcentagem de
células marcadas pelo anticorpo D2-40 nos casos de Sarcoma de Kaposi associado a Aids

Idade Fase Comprometimento CDh4 CDp
Caso (anos) Sexo Topografia evolutiva sist€émico (células/mm’)  (células/mm?) TLR 3 TLRO D2-40
Al 41 M Membro M-P/P D NI 218,8 0,030 0,061 <50%
A2 49 M NI M-P/P L NI 35,1 0,046 0,100 <50%
A3 33 M NI M-P/P D 24 168,4 0,011 0,057 >50%
A4 32 M Genital M-P/P L 354 119,3 0,025 0,051 >50%
A5 36 M Tronco M-P/P L 43 133,3 0,028 0,061 >50%
A6 29 M Membro T L 237 85,0 0,013 0,012 <50%
A7 29 M NI T L 237 105,2 0,069 0,041 <50%
A8 32 M Genital T L 85 442.0 0,011 0,057 >50%
A9 44 M Tronco M-P/P L NI 182,4 0,019 0,021 >50%
Al10 23 M Cabega M-P/P D 27 101,2 0,018 0,076 <50%
All 23 M Membro M-P/P D NI 161,4 0,027 0,068 >50%
Al2 31 F Membro M-P/P L 53 175,4 0,030 0,006 <50%
Al3 70 M Tronco M-P/P L 203 157,6 0,027 0,013 >50%
Al4 37 M NI M-P/P D 4 50,1 0,039 0,006 <50%
AlS 31 M Membro M-P/P D 85 287,7 0,039 0,001 >50%
Al6 54 M Genital M-P/P D 119 2243 0,005 0,005 <50%
Al7 41 M Cabeca M-P/P D 6 140,3 0,055 0,003 >50%
Al8 47 M Membro M-P/P L NI 161,4 0,008 0,015 >50%
Al9 37 M Membro M-P/P L 564 119,3 0,011 0,012 >50%
A20 27 M Membro T D 35 SR 0,071 0,0004 >50%
A21 41 M Membro M-P/P D 397 131,9 0,025 0,002 SR
A22 37 M Membro M-P/P L 460 217,5 0,026 SR >50%

CDp: Célula dendritica plasmocitoéide; TLR: Receptor “Toll-like”; SK-Aids: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids; M: masculino; F: feminino; T: tumoral,

M-P/P: macula, papula ou placa; L: localizado; D:disseminado; NI: Ndo informado; SR: sem resultado por problemas técnicos.
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Quadro4 - Caracteristicas demograficas, topografia, fase clinico-patoldgica da lesdo, comprometimento sistémico, contagem de linfocitos T
CD4+ no sangue, densidade de células dendriticas plasmocitoides, fracdo de area imunomarcada para receptor “Toll-like” 3 € 9 e porcentagem de
células marcadas pelo anticorpo D2-40 nos casos de Saarcoma de Kaposi de dentes com Aids em tratamento com terapia antirretroviral altamente
eficaz

Idade Fase Comprometimento CD4 CD
Caso (anos) Sexo Topografia evolutiva Eistémico (células/mm’) (células/rr)nmz) TLR 3 TLRO D2-40
H1 34 M NI M-P/P D 66 52,6 0,029 0,058 >50%
H2 65 M Membro T D 97 287,7 SR 0,057 <50%
H3 52 M Membro M-P/P L 32 78,9 0,005 0,044 <50%
H4 41 F NI T L 437 392,9 0,014 0,084 >50%
H5 42 M Membro M-P/P D 2 122,8 0,013 0,085 >50%
H6 47 M Membro M-P/P L NI 140,3 0,016 0,023 >50%
H7 47 M Membro T L NI 105,2 0,046 SR <50%
H8 37 M Membro M-P/P D 2 35,1 0,014 0,063 >50%
H9 44 M Tronco M-P/P L 97 SR 0,026 0,059 >50%
H10 48 M Membro M-P/P L 143 56 0,041 0,122 >50%
H1l1 36 M Membro M-P/P D 32 78 0,019 0,026 >50%
H12 29 M Tronco M-P/P L 776 105,2 0,008 0,015 <50%
H13 30 M Membro M-P/P D 154 70,2 0,001 0,009 <50%
H14 45 M Membro M-P/P L 140 105,2 0,002 SR <50%
H15 31 M Tronco M-P/P D indetectavel 210,5 0,016 0,007 SR
H16 33 M Tronco T L 22 SR 0,090 SR <50%
H17 42 M Membro T L 437 470,1 SR SR <50%

CDp: Célula dendritica plasmocitoide; TLR: Receptor “Toll-like”; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em paciente em HAART; HAART:
terapia antirretroviral altamente eficaz; M: masculino; F: feminino; T: tumoral; M-P/P: macula, papula ou placa; L: localizado; D:disseminado; NI: Ndo informado;
SR: sem resultado por problemas técnicos.
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Quadro5- Caracteristicas demograficas, topografia, densidade de células dendriticas plasmocitoides, fragdo de area imunomarcada para
receptor “Toll-like” 3 e 9 nas lesdes de granuloma piogénico
Caso (Iflfsse) Sexo Topografia (célu?aIs)/Fr)n m’) TLR 3 TLR 9
P1 24 M Tronco 35,1 0,227 0,065
P2 11 F Cabeca 58,4 0,070 0,009
P3 63 F Cabeca 147,3 0,080 0,040
P4 NI M Cabega 35,1 0,012 0,034
P5 54 F Tronco 140,3 0,018 0,033
P6 37 M Cabeca 70,2 0,049 0,043
P7 43 F Cabeca 98,2 0,093 0,016
P8 3 M Cabeca 84,2 0,06 0,042
P9 9 F Cabega 90,4 0,092 0,030
P10 43 M Membro 98,2 0,054 0,009
P11 50 F Cabega SR 0,037 0,005
P12 48 F Cabeca 202,3 0,075 0,022
P13 41 F Tronco 35,1 0,006 0,002
P14 27 F Cabeca 70,2 0,029 0,018
P15 33 M Cabega 49,1 0,020 0,006
P16 46 F Membro 35,1 0,155 SR
P17 16 F NI SR 0,066 0,015
P18 69 M Cabeca 43,8 0,041 0,035
P19 21 M Membro 35,1 0,012 0,024
P20 43 M NI 35,1 0,127 0,011
P21 41 M Membro 35,3 0,053 SR
P22 39 F Cabeca 72,8 0,100 SR
P23 48 F Membro 49,1 0,118 0,003

CDp: Célula dendritica plasmocitoide; TLR: Receptor “Toll-like”; GP: granuloma piogénico; M: masculino; F: feminino; NI: Ndo informado; SR: sem resultado

por problemas técnicos.
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Anexo B - Aprovacio pela Comissio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa -CAPPesq, da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo

e
s

APROVACAO

A Comissdo de FEfica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesg da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de $@o Paulo, em sessdo de 01/04/2009, APROVOU o
Profocolo de Pesquisa n° 0231/09, infitulado: "CELULAS DENDRITICAS
PLASMOCITOIDES E EXPRESSAO DE RECEPTORES TOLL-LIKE 9 E 3 NAS LESOES
CUTANEAS DO SARCOMA DE KAPOSI ASSOCIADO A SINDROME DE
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA E ESPORADICO" apresentado pelo Departamento
de PATOLOGIA.

Cabe co pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatorios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugcdo do Conselho Nacional de

Saude n® 196, de 10/10/1994, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Profa. Dra. Mirian Nacagami Sotto, Dra Fernanda
Guedes Luiz !

Pesquisador (a) Executante: Cinara Prata Cirino Castro Soares

CAPPesq, 02 de Abril de 2009

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5% andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 8442 Fax: 011 3069 6492 e-mail
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesg2@hcnet usp br
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Anexo C
Quadro 6 - Caracteristicas histopatologicas das lesdes cutaneas de Sarcoma de Kaposi

Fendas Sinal d'o . C.e lulas Mitoses Gl’ob.u los Plasmocitos Neutrofilos Extravasa’rr{ento siderose

vasculares promontdrio fusiformes Hialinos de hemaécias

SKe 9/11 6/11 9/11 5/11 4/11 10/11 4/11 (36,4%) 11/11 10/11

(81,8%) (54,5%) (81,8%) (45,5%) (36,4%) (90,9%) (100%) (90,9%)
SK-Aids 21/22 14/22 (63,6%) 18/22 7/22 18/22 16/22 2/22 22/22 20/22

(95,5%) (81,8%) (31,8%) (81,8%) (72,7%) (9,1%) (100%) (90,9%)
SK-Aids 16/17 13/17 (76,5%) 13/17 7/17 12/17 10/17 4/17 (23,5%) 15/17 16/17
HAART (94,1%) (76,5%) (41,2%) (70,6%) (58,8%) (88,2%) 94,1 %)

SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em paciente

submetido a HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente eficaz
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Anexo D

Quadro 7- Caracteristicas histopatologicas das lesdes maculo-papulares/placas e tumorais do Sarcoma de Kaposi cutaneo

Tipo de Fendas Sinal do Células . Globulos Extravasamento de Siderose . -
~ L. . Mitoses . . . .. Plasmocitos
lesdo vasculares promontério fusiformes hialinos hemacias dérmica
M-P/P 35/35 21/35 26/35 7/35 24/35 33/35 31/35 22/35
(100%) (60%) (74,3%) (20%) (68,6%) (94,3%) (88,6%) (62,9%)
Tumoral 11/15 12/15 15/15 12/15 10/15 15/15 15/15 14/15
(73,3%) (80%) (100%) (80%) (66,7%) (100%) (100%) (93,3%)

M-P/P: macula, papula e placa




Anexos 128

Anexo E

Quadro8- Frequéncia e grau de atipias celulares nas lesdes cutaneas do Sarcoma de Kaposi

Atipias celulares nos casos de SK

SKc SK-Aids SK-Aids HAART Lesdo tumoral Lesao ndo tumoral
Ausente 5/11 (45,4%) 7/22 (31,8%) 5/17 (29,4%) 2/15 (13,33%) 15/35 (42,86%)
Leve 2/11 (18,2%) 7/22 (31,8%) 4/17 (23,5%) 2/15 (13,33%) 11/35 (31,43%)
Moderada 2/11 (18,2%) 7/22 (31,8%) 5/17 (29,4%) 6/15 (40%) 8/35 (22,85%)
Acentuada 2/11 (18,2%) 1/22 (4,5%) 3/17 (17,6%) 5/15 (33,33%) 1/35 (2,86%)

SKc: Sarcoma de Kaposi classico; SK-Aids: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids; SK-Aids/HAART: Sarcoma de Kaposi relacionado a Aids em paciente
submetido a HAART; HAART: terapia antirretroviral altamente eficaz
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