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RESUMO

As displasias do colo uterino séo sabidamente lesdes precursoras de carcinoma de
células escamosas (CCE). Mutagdes induzidas por varios carcinégenos podem correlacionar-
se com alteragdes proliferativas. O acimulo dessas mutacGes e o descontrole da homeostase
genbmica permitem 0 aumento ou a reducdo da expressao de determinados genes e geram
desequilibrios na proliferacdo celular e na apoptose. O Papel dos marcadores
imunoistoquimicos de proliferacdo celular (Ki-67), de apoptose (Bax) e de sobrevivéncia
celular (Bcl-2) nas lesdes intraepiteliais cervicais necessitam de estudos com maior casuistica
na evolucdo das displasias ao carcinoma, e auxiliar no diagndstico e prognostico. Para melhor
entender os processos de proliferacdo celular, apoptose e renovacdo epitelial nas lesdes
precursoras foram realizadas histomorfometria para mitose e apoptose além de reacdes
imunoistoquimicas das proteinas Bax, Bcl-2 e Ki-67 (reatividade, localizacdo e intensidade),
em bidpsias cervicais. As amostras foram divididas em quatro grupos (n=20): (1). cervicite,
(2). displasia leve, (3). displasia moderada e (4). displasia acentuada/carcinoma ‘in situ’.
Verificou-se intensa proliferacdo celular e apoptose nas lesdes de alto grau (displasias
moderada e acentuada) e ampla, intensa e difusa imunomarcacdo para Ki-67 e Bax. Tais
achados foram encontrados de maneira discreta ou nula nos grupos cervicite e displasia leve.
A marcacdo para Bcl-2 foi mais intensa nas lesbes de alto grau, tendo sido discreta nas
demais. A ampla marcacdo imunoistoquimica de Ki-67 e Bax € sugestiva de elevado grau de
renovacdo celular também sustentado pela histomorfometria. A expressdo do Bcl-2 aumenta
com a gravidade da displasia. Tais achados indicam que o0 processo pré-neoplasico é

dindmico, com apoptose e mitose ocorrendo concomitantemente.

Palavras chaves: Colo uterino. Mitose. Apoptose. Ki-67. Bcl-2. Bax. Histomorfometria.



ABSTRACT

Cervical dysplasias are precursor to the squamous cell carcinoma (SCC) of the uterine
cervix. Carcinogen induced mutations can be correlated with proliferative alterations.
Accumulation of such mutations overlaps the genomic homeostasis and allows the super
expression or sub-expression of determined genes, disturbing mitosis, apoptosis and cellular
turn over. Immunohistochemical markers for cellular proliferation, (Ki-67) for apoptosis
(Bax) and for cell survival (Bcl-2) still require studies in intraepithelial lesion of the uterine
cervix to define their role in dysplasia to invasive carcinoma progression. In order to better
understand the processes of cellular proliferation, apoptosis and turn-over in such precursory
lesions,  histomorphometric  evaluation  for  mitosis and apoptosis  besides
immunohistochemistry reactions for Bax, Bcl-2 and Ki-67 proteins (considering reactivity,
localization and intensity) were carried out in cervical biopsies. Samples were split in four
groups: 1. Cervicitis (n=20), 2. Mild Dysplasia (n=20), 3. Moderate Dysplasia (n=20) and 4.
Severe Dysplasia/“in situ” Carcinoma (n=20). Intense proliferation and apoptosis were
observed in the lesions of high degree (moderate and severe dysplasias) as well as wide,
intense and diffuse immunolabeling for Ki-67 and Bax. Such events were found discrete or
null in groups cervicitis and light dysplasia. Bcl-2 labeling was incipient in most of the
reactions but more intense in high degree lesions. Wide immunolabeling for Ki-67 and Bax
are suggestive of an increased cellular turn over, supported by the histomorphometry for
mitosis and apoptosis. The expression of the Bcl-2 increases with the severity of the
dysplasia. In conclusion these data indicate that the pre-neoplastic process is dynamic; with

apoptosis and mitosis occurring concomitantly.

Keywords: Cervix. Mitosis. Apoptosis. Ki-67. Bcl-2. Bax. Histomorphometry.



1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Relevancia do estudo e fatores de risco

O INCA estimou para 2010 o aparecimento de 18.430 casos novos de cancer de colo do
utero no Brasil, com um risco relativo de 18 casos/100 mil habitantes, com 4.812 dbitos
(BRASIL, 2009).

O fator de risco mais significante na etiologia deste cancer é a infec¢do pelas amostras
virais oncogénicas do virus do papiloma humano (HPV) (IARC, 1995). Relata-se a
prevaléncia de 99,7% de HPV no cancer cervical invasivo (JAN et al., 1999). O HPV se
associa a dois tipos de neoplasia do colo uterino: o carcinoma de células escamosas (CCE),
mais comum (85-90% dos casos) e o adenocarcinoma (10-15% restantes). O risco para ambos
os tipos histoldgicos estd fortemente associado ao nimero de parceiros sexuais e a idade da
coitarca. Fatores de risco isolados para o desenvolvimento do CCE sdo associados a elevada
paridade e ao tabagismo de longa duracdo (BOSCH et al, 1995). Os fatores de risco
envolvidos no desenvolvimento de ambas malignidades se associam & idade da primeira
concepcao (GREEN et al., 2003; LOUIE et al., 2009). Outros fatores para o cancer cervical
incluem: regido geogréfica, status socio-econdmico, habitos sexuais e reprodutivos,
tratamentos hormonais, baixa ingestdo de vitaminas, historia de doenca venérea (como herpes
e clamidia) e de pacientes transplantadas tratadas com imunossupressores (BOSCH et al.,
1995).

1.2 Historia natural da doenca

As mulheres que permanecem infectadas nas idades entre 30 e 50 anos estdo sob risco de
desenvolver neoplasias intraepiteliais (NIC), as quais constituem anormalidades epiteliais
reconhecidas como precursoras do cancer cervical. O HPV estd presente em 39% das
mulheres entre 18 e 40 anos, incluindo 36% com exame de Papanicolau negativo (PEYTON
et al., 2001). Carcinomas cervicais invasivos sdo precedidos de alteracBes displasicas na

diferenciacdo escamosa normal, designada como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou



lesdo intraepitelial escamosa (LIE) (NCI Workshop, 1989; NUOVO et al., 1990; LORINCZ
etal., 1992; ANDERSON et al., 1993).

Em 1953, Reagan introduziu o termo displasia, que caracteriza um espectro de mudancas
cito-histologicas com caracteristicas intermediarias entre as do carcinoma in situ e o epitélio
cervical normal. Segundo a gravidade da atipia celular e a espessura das mudancas celulares
andmalas no epitélio, foram sugeridos os termos: leve, moderada e acentuada. Em 1962, o
International Commmittee on Histological Definition estabeleceu que a displasia
compreendesse “todas as alteragdes da diferenciagao do epitélio escamoso de menor grau que
0 carcinoma in situ”.

O informe “Tipificagdo histologica dos tumores do trato genital feminino”da OMS de
1975 ja trazia o conceito de displasia cervical como “uma lesdo na qual a totalidade ou a
maior parte do epitélio mostra as caracteristicas celulares de um carcinoma, sem identificar-se
invasdo do estroma subjacente e parte da espessura do epitélio é substituida por células com
graus variados de atipia”.

O sistema de classificacdo Bethesda categorizou as lesdes escamosas intraepiteliais em
lesGes intraepiteliais de baixo grau (LIE-BG) e lesbes escamosas intraepiteliais de alto grau
(LIE-AG). A LIE-BG inclui a evidéncia da infecgdo pelo virus HPV (condiloma) e/ou NIC 1.
Na categoria (LIE-AG) estdo a displasia moderada (NIC 2) e a displasia acentuada/carcinoma
in situ (NIC 3) (KURMAN e SOLOMON, 1993; SOLOMON et al., 2002).

LIE-BG associado com HPV de baixo risco ndo apresenta apenas uma pequena chance
para progressdo (ZUNA et al., 2004). Apesar do padrdo morfoldgico de baixo risco, a chance
para o desenvolvimento do LIE-AG e neoplasia invasiva estdo relacionados aos HPVs 16 e
18, que s&o de alto risco (BOSCH et al., 2002; MUNOZ et al., 2003; CASTLE et al., 2005;
COGLIANO et al., 2005). LIE-AG possui um percentual significativo para evoluir para o
carcinoma invasor (até cerca de 30%) (BOSCH et al., 1995).

Ostor (1993) estimou que as NIC 3 regridem em 32%, persistem em 56% e progridem
para invasdao em 12% dos casos. Graus menores de displasia apresentam maiores taxas de
regressdo. As possiveis causas sdo fatores genéticos, estado imune, exposicdo aos
carcindgenos, variacdo nas interagdes virus-hospedeiro e diferencas nas amostras de HPV.
Huang et al. (2008) constatou um risco acumulado de 4% de desenvolvimento do cancer
cervical a partir de uma populacdo infectada por HPV de alto risco. A incidéncia acumulada
para LIE-AG e Carcinoma cervical in situ/invasivo em mulheres positivas para HPV foram de

56 e 3,7%, respectivamente e, naquelas negativas para HPV, foram de 0,3 e 0%,



respectivamente. A incidéncia méxima do NIC 3 ocorre na terceira década de vida. Depois
diminui de forma progressiva e, aos 65 anos, é quase inexistente. Portanto, constata-se uma
clara diferenca nas idades de maior incidéncia entre NIC e o carcinoma invasor. Destaca-se
ainda o longo curso de historia natural da doenca (média de 15 anos entre a infeccdo viral e a

neoplasia invasiva) e a sobrevida média entre 49 a 69% em 5 anos (INCA, 2010).

1.3 Aspectos genéticos/biologia molecular em contexto com a apoptose € 0 presente

estudo

Mutacdes causadas pelos carcindgenos correlacionam-se com alteracdes proliferativas. O
acumulo destas mutacfes ocasiona o0 descontrole da homeostase gendmica permitindo a
superexpressdo ou subexpressdo de determinados genes, gerando desequilibrios no
crescimento celular e na apoptose (LYONS; CLARKE, 1997; SMEDTS, 1997; DEY, 2000;
POPIOLEK, 2004; FEN WEI, 2007). Tem sido descrito a ocorréncia de apoptose em varios
tipos de carcinoma humanos, sendo as neoplasias mais indiferenciadas as que possuem o
menor indice apoptético (CHEUNG et al., 2002). Assim, o processo de apoptose parece
guardar uma relacdo de proximidade com o prognostico para o paciente portador destas
neoplasias epiteliais e intraepiteliais do colo uterino.

Ha dois mecanismos celulares basicos em que as células acumulam mutacGes somaticas e

se protegem do desenvolvimento neoplasico: senescéncia e apoptose.

1.4 Apoptose

Apoptose ou morte celular programada é um mecanismo de eliminagdo controlada de
células. Trata-se de um fenbmeno naturalmente controlado, iniciado ou inibido por varios
estimulos, fisiologicos ou patoldgicos (KERR, 1993). Representa um tipo de autodestruicao
celular dependente de energia, sintese e degradacdo proteicas. Como processo ativo, a
apoptose requer reservas de ATP (pelo menos nas fases iniciais), ao passo que a necrose se
instala quando héa deplecéo total do ATP (KERR; SEARLE, 1972). A apoptose representa um



mecanismo de defesa contra viroses e provavelmente outros agentes infecciosos como
bactérias e protozoérios intracelulares (VAUX et al., 1994). A apoptose desempenha papéis
distintos na progressdo (DAS et al., 2001) ou na regressdo das inflamag6es (CONCEICAO
SILVA et al., 1998; HUANG et al., 1998).

A apoptose possui como marca registrada a degradacdo controlada dos constituintes
celulares, devido a ativacéo de proteases enddgenas e pode ser comparada metaforicamente a
um “suicidio celular”. A ativagdo destas proteases compromete a integridade do citoesqueleto,
provocando verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta a reducdo do volume
citoplasmatico, a membrana celular forma bolhas e se altera o posicionamento de seus lipidios
constituintes. Em células normais, a distribuicdo de fosfatidilserina se faz primariamente no
folheto interno da membrana plasmatica. Durante o processo de apoptose esse lipidio se
expde no folheto externo da membrana. O novo posicionamento da fosfatidilserina serve
como sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os fragmentos
celulares e completem o processo de degradacdo (PESSARE et al., 1999).

Durante o processo de apoptose ocorrem alteracfes caracteristicas no nucleo gracgas a
ativacdo de endonucleases que degradam o DNA. Como resultado, o nucleo torna-se retraido
e hipercromatico, com cromatina condensada nas por¢des adjacentes a carioteca. Finalmente,
0 ndcleo se fragmenta. Simultaneamente, a célula se fragmenta em vesiculas circundadas por
membrana e contendo fragmentos do nucleo e organelas intactas, dando origem a estruturas
denominadas corpos apoptéticos (KERR, 1993; THOMPSON, 1999). Um dos aspectos que
distingue a apoptose da necrose €, nessa, a preservacdo da integridade da membrana
plasmatica que evita a liberacdo dos constituintes celulares para o meio extracelular e,
consequentemente, a sinalizacdo pro-inflamatdria e quimiotaxia e a ativacdo de células
fagociticas (KERR, 1993).

1.5 Regulacéo génica da apoptose

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos exdgenos que agem em receptores de
membrana ou via estimulos enddgenos gerados apos diferentes agressdes, como a biologica.
Independente do estimulo, a apoptose resulta na ativacdo de proteases, as quais induzem as

modificag¢Oes funcionais e morfoldgicas caracteristicas do processo.



As caspases (cysteine asparagil specific proteases) sdo enzimas caracterizadas por
possuirem cisteina no sitio ativo e por clivarem proteinas em sitios com residuos de &cido
aspartico. Sdo produzidas como enzimas inativas (pro-caspases), sendo ativadas pelo
deslocamento da molécula inibidora ou pela clivagem proteolitica em sitios com acido
aspértico. Sdo conhecidas 12 caspases em humanos (CHANG, 2000, PEREIRA, 2010), nem
todas envolvidas na apoptose: as caspases 1, 4 e 5 fazem a clivagem da pré-IL-1 e -18 (nos
processos inflamatorios). As caspases envolvidas na apoptose podem ser separadas em
caspases ativadoras (caspases 8, 9 e 10), que fazem a protedlise das caspases efetoras
(caspases 3, 6 e 7), que, por sua vez atuam ativando outras proteases que degradam diferentes
substratos da célula.

Proteinas do citosol regulam o processo ao inibirem as caspases ou ao regularem a
permeabilidade das mitocondrias. As IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) formam uma
familia de proteinas inibidoras da apoptose. Possuem um dominio em prega com zinco,
denominado BIR (Baculoviral IAP Repeats), que se liga e inibe as caspases efetoras 3e 7 e a
caspase ativadora 9. Algumas destas proteinas sdo expressas em grandes quantidades em
oncécitos, sendo um dos fatores que facilitam a sobrevivéncia dessas células. A familia das
proteinas Bcl (descoberta em B cell lymphoma) inclui 23 proteinas, inibidoras
(antiapoptoéticas) ou ativadoras (pré-apoptéticas) da apoptose (HARADA, 2003; PEREIRA,
2010).

As proteinas antiapoptéticas, como o Bcl-2 e o Bcl-XL, localizam-se na membrana
mitocondrial, constituindo ou regulando proteinas formadoras de poros de permeabilidade
transicional, importantes na permeabilidade mitocondrial. As proteinas pro-apoptéticas da
familia Bcl, conhecidas em conjunto como proteinas Bax (bim, bad, bid, Noxa, Hrk, Bcl-G,
entre outras), caracterizam-se por apresentar um dominio de dimerizacdo BH3 que permite
liga-las as proteinas antiapoptoticas (Bcl-2 e Bcl-XL), inibindo-as. Muitas vias indutoras de
apoptose agem ativando essas proteinas pro-apoptoticas, levando a desestabilizacdo da
membrana mitocondrial e a liberacdo do citocromo c e de outras proteinas ativadoras de
caspases. Cada uma dessas proteinas pré-apoptoticas é acionada de maneira diferente: a P53,

por exemplo, ativa o gene Noxa (PEREIRA, 2010).



1.6 Apoptose é ativada pela P53

A P53, ap0s se ligar as areas de dano do DNA, ativa proteinas que mantém a célula em
G1 do ciclo celular, conferindo tempo para o reparo do DNA (MATHEVET et al., 2000;
SCHAFFER, 2009). Se a lesdo do DNA ndo puder ser reparada, a P53 ativa mecanismos de
apoptose por diversas vias: diminui a transcricdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2; aumenta a
transcricdo dos genes pro-apoptdticos Bax e Bak; ativam certas helicases de DNA e outras
enzimas que provocam a translocacdo de muitas proteinas pro-apoptéticas da membrana
celular para o citosol (ALBERTS et al., 2002; NAKAMURA et al., 2002).

O aumento da expressdo do gene p53, cujo produto, a proteina P53, induz o retardo
mitotico e apoptose. Um dos alvos da P53 sdo os genes IAPS, cuja expressdo é inibida. Deste
modo, as caspases, especialmente a caspase 9, naturalmente inibidas pelos 1APs, tornam-se
ativadas e ativam as caspases efetuadoras. Por outro lado, a P53 ativa 0s genes das proteinas
Bax, que se dimerizam com as proteinas Bcl-2, aumentando a permeabilidade mitocondrial,
com liberacdo de fatores mitocondriais pro-apoptoticos (ALBERTS et al., 2002;
NAKAMURA et al., 2002).

A inibicdo do p53 € vista na infeccdo pelo HPV, sobretudo nos tipos 16 e 18 (de alto
grau) (MATHEVET et al., 2000; SCHAFFER, 20009).

1.7 Regulacdo da apoptose pela familia de proteinas Bcl-2

Além dos receptores de morte, a apoptose pode também ser induzida por sinais de
estresse intracelular que resultem em disfungdo mitocondrial, tais como lesdo do DNA (via
gene p53), alteragdes nas vias metabolicas (aumento do célcio intracelular, reducdo do pH,
estresse oxidativo e/ou do reticulo endoplasmatico), drogas, toxinas ou privagdo dos fatores
de crescimento. Na presenca de sinais de estresse intracelular ocorre a translocacdo de
proteinas pré-apoptoéticas (Bax, Bid, etc.) do citosol para a mitocondria. Essas proteinas sao
membros da familia de proteinas Bcl-2 que exercem importante fungdo reguladora da
apoptose. (RUBIN; STRAYER, 2006).



A familia das proteinas Bcl-2 desempenha papel critico na regulacdo da apoptose em
condicBes fisioldgicas ou patoldgicas. Pelo menos 15 membros dessa familia ja& foram
identificados nos mamiferos. Algumas dessas proteinas como Mcl-1 e Bid sdo pré-apoptoticas
(PATEL; GORES, 1998).

Muitos membros dessa familia residem na membrana externa da mitocondria, na
membrana nuclear e no reticulo endoplasmatico. Na mitocondria, distribuem-se focalmente,
nos locais de contato entre a membrana interna e externa. Trés funcGes tém sido descritas para
essas proteinas: dimerizacao, atividade formadora de poro ou canal de ions e ligacdo a outras
proteinas. A formac&o de heterodimeros entre proteinas agonistas e antagonistas, pode inibir a
apoptose pela neutralizacdo das agonistas ou promover a apoptose pelo deslocamento de
fatores pro-apoptoticos ligados a antagonistas, como por exemplo, Apaf-1 (THOMPSON,
1999). Os principais antagonistas da apoptose, Bcl-2 e Bcl-XL, localizam-se, principalmente,
na membrana mitocondrial (PATEL; GORES, 1998). Essas proteinas sdo capazes de formar
poros condutores de ions em membranas sintéticas (THOMPSON, 1999). Acredita-se que um
dos mecanismos pelos quais elas mantém a homeostasia celular, seja o de regulacdo da
permeabilidade das membranas nas quais se distribuem.

Foi demonstrado que a Bcl-2 bloqueia a penetracdo de perforinas e granzimas no
nacleo. Tais substancias séo liberadas pelos linfécitos T citotoxicos contra seus alvos e podem
ser ativadoras de caspases. Os membros pro-apoptéticos da familia Bcl-2 sdo normalmente
encontrados no citosol e quando ativados, se translocam para a mitocdndria, alterando a
permeabilidade da membrana desta organela, permitindo o extravasamento de proteinas pro-
apoptéticas, tais como o citocromo c, o fator indutor de apoptose, DNAse e pro-caspases 2 € 9
(FELDMANN et al., 2000).

A mitocdndria participa da manutencdo de funcBes celulares vitais, tais como
respiracdo celular e sintese de ATP, regulacdo osmotica, controle do pH, homeostasia do
calcio no citosol e sinalizacdo intracelular. Paradoxalmente, a mitocdndria guarda no espaco
intermembranoso substancias capazes de induzir o processo de morte celular, entre as quais o
citocromo c. A translocagdo das proteinas pré-apoptdticas para a mitocondria resulta na
liberacdo para o citosol do citocromo-c. Quando liberado, este se associa a duas proteinas
presentes no citosol - a Apaf-1 e a pro-caspase-9 que na presenca de ATP, ativa a caspase-9
(RUBIN; STRAYER, 2006). Portanto, a ativacdo das caspases pode ser desencadeada via
receptores de morte ou via disfungdo mitocondrial, com libera¢do do citocromo-c (RUBIN;
STRAYER, 2006).
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A caspase-9, por sua vez, ativa as pro-caspases-3 e 7, que executam o processo de
apoptose. A caspase-3 pode amplificar a cascata de protedlise pela ativacdo da caspase-8 e
pela clivagem da proteina anti-apoptética Bcl-2 que, normalmente, garante a integridade da
membrana mitocondrial (PATEL; GORES, 1998). Para a manutencao da integridade celular é
necessario que os componentes pro-apoptoticos, presentes no interior da mitocondria, ndo
sejam liberados para o citosol. Existe na membrana mitocondrial interna uma estrutura
proteica chamada MPTP, que se mantém habitualmente fechada, assegurando a sobrevivéncia
celular. Seu fechamento é facilitado pelo magnésio intracelular, pelo potencial elevado da
membrana mitocondrial, pela expressdo das proteinas Bcl-2 e Bcl-XL, pela maior expresséo
da superoxido dismutase mitocondrial, rica em manganés, que atua como removedora de
radicais superdxido, e pela translocagdo nuclear do NFkB (PESSAYRE et al., 1999).

Diferentes estimulos podem causar a abertura do poro de permeabilidade, resultando
na morte celular pela ativacdo das caspases: a ligacdo do TNF-a, ligantes-Fas ou do TGF-1
aos respectivos receptores na membrana celular; a entrada de granzima-B, liberada pelos
linfocitos T citotoxicos e facilitada pela perforina. A caspase-8 cliva a proteina pro-apoptotica
Bid presente no citosol, gerando um fragmento truncado dessa proteina (tBid), que se liga a
mitocondria, permeabilizando as suas membranas. A lesdo do DNA celular pode intensificar a
expressdo do gene p53 favorecendo a maior expressao da proteina pré-apoptética Bax que,
por sua vez, causa abertura do poro mitocondrial. Outros estimulos para a abertura desse poro
incluem: maior formacdo de espécies reativas de oxigénio, aumento do calcio intra-
mitocondrial, acidos biliares hidrofébicos e algumas drogas (PESSAYRE et al., 1999).

Uma das consequéncias da abertura do poro de permeabilidade é a expansdo da matriz
mitocondrial devido a hiperosmolaridade. A membrana mitocondrial interna é pregueada e
assim pode acomodar o0 aumento do volume da matriz. J& a membrana externa, que é esférica,
ndo suporta o volume e se rompe, liberando componentes pro-apoptoticos, como Apaf-1 e o
citocromo-c. Outra consequéncia é a nova entrada de prétons na matriz, causando colapso no
potencial de membrana mitocondrial e comprometendo a sintese de ATP (PESSAYRE et al.,
1999; FELDMAN et al., 2000).

A abertura do poro de permeabilidade mitocondrial causa, simultaneamente, ativagao
das caspases (potencialmente levando a apoptose) e deplecdo de ATP (potencialmente
causando necrose). Essa disputa entre ativacdo das caspases e a deplecdo de ATP ira orientar
a morte celular, seja por apoptose, seja por necrose. A disputa pode ser vencida pelas caspases

guando estas sdo diretamente ativadas pelos receptores de superficie celular ou granzima B e
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quando o poro de permeabilidade se abre em apenas algumas mitocondrias, permitindo que as
demais sintetizem ATP. Nestas circunstancias, a célula entra no processo de apoptose. Por
outro lado, se o poro de permeabilidade € aberto rapidamente, a célula morre por necrose
(PESSAYRE et al., 1999).

1.8 Senescéncia celular

E definida como o estado no qual a célula metabolicamente ativa estabiliza-se durante
a fase G1 do ciclo celular (COLLADO et al., 2005). E induzida por uma variedade de
estresses e representa um mecanismo no qual se inibem as replicacdes adicionais e 0
desenvolvimento da neoplasia em células potencialmente cancerosas. A senescéncia opera
como um mecanismo de supressdo de tumor, limitando a capacidade proliferativa de células
in vivo. O encurtamento de telémeros até um comprimento critico ativa o sistema de
verificacdo dependente do p53 no ciclo celular. Adicionalmente, p53 pode induzir apoptose e
diminuir a expressdo do Bcl-2 (MYASHITA et al., 1994). Células que expressam p53
mutante tém perda da habilidade para interromper o ciclo celular e exibem instabilidade
gendmica (YIN et al., 1992).

1.9 Aspectos genéticos / biologia molecular em contexto com a infeccao pelo HPV e as

displasias cervicais

Nas lesdes de baixo grau, o DNA do virus permanece sob a forma epissomal, livre no
nacleo da célula, sendo replicado somente durante o ciclo de renovacdo do epitélio. A NIC de
baixo grau é um exemplo de infeccdo permissiva, na qual o HPV é epissémico e replica-se
livremente, desse modo provocando morte celular. Quantidades imensas de coOpias virais
precisam se acumular no citoplasma da célula para que possam ser visualizadas
microscopicamente como um coilécito. Muitas verrugas genitais (condilomas acuminados) no
colo uterino contétm HPV 6 ou 11, que sdo vistos como tipos de HPV de baixo risco
(KURMAN et al., 2006).
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Nas lesdes de alto grau e no carcinoma, o0 DNA viral encontra-se geralmente
integrado ao DNA do hospedeiro (CULLEN et al., 1991; HESELMEYER et al., 1996;
DIMITRAKAKIS et al., 2000).As células na NIC de alto grau geralmente contém HPV dos
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. Os HPV dos tipos 16 e 18 sdo
encontrados em 70% dos canceres invasivos, e 0s outros tipos de alto risco somam mais de
25% (KURMAN et al, 2006).

O potencial oncogénico de cada subtipo de HPV parece refletir a capacidade de
oncogenes virais, E6 e E7, em interferir no ciclo celular por degradacdo do gene supressor
tumoral p53 e a inativagdo funcional do produto do gene pRb do retinoblastoma (ALANI;
MUNGER, 1998).

1.10 Imunoistoquimica

Marcadores de proliferacdo celular por imunoistoquimica, como o Ki 67 e o produto dos
genes supressores de tumor, entre eles o p53 tém sido testados em diversas neoplasias.
Entretanto, marcadores do tipo p53 e Ki-67 em lesdes intraepiteliais do colo uterino
necessitam de estudo com maior numero de casos para definir seus papéis na evolugdo da
NIC (GIRALDO et al., 2006).

Lesdes epiteliais sdo a fonte mais comum de problemas diagnosticos na vulva, vagina e
cérvice uterina. Testes imunoistoquimicos podem melhorar o reconhecimento e classificacao
das lesdes precursoras, tais como o condiloma e as lesdes escamosas intraepiteliais.
Adicionalmente, podem favorecer o diagnoéstico e a classificacdo de varios tipos de tumores
malignos que ocorrem nestes sitios (SOSLOW, 2006).

Ki-67

A utilidade dos marcadores de proliferacdo como auxilio diagndstico pode prover como
método objetivo ou assegurar sua qualidade, em circunstancias especificas. A marcacdo
especifica para o Ki-67 é exclusivamente confinada ao nucleo, com nenhuma coloracéo
citoplasmatica observada. A positividade da reacdo pelo Ki-67 é constatada pela coloragéo
amarronzada em localizagdo nuclear, com positividade mais densa tipo nucleolar. Em geral,
as areas de positividade pelo Ki-67 apresentam bom contraste face as areas negativas, o que

torna facil e bem reprodutivel a analise das lesGes. Células estromais e necroéticas sdo
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uniformemente negativas para o Ki-67. Linfdcitos se coram fortemente e funcionam como
controle interno positivo.

A expressdo do antigeno Ki-67 na pele normal e na mucosa escamosa é restrita as células
basais e parabasais, 0 que denota a natureza replicativa destas na renovacdo epitelial. O
controle do nimero de células, tanto em condi¢cdes normais quanto nas neoplasicas, depende
de fatores que influenciam o equilibrio entre crescimento e morte celular. Na cérvice uterina
normal, o controle do ndmero de células estd sob a influéncia dos esteroides ovarianos.
Células epiteliais germinativas estimuladas pelo estrégeno iniciam proliferacdo, maturacédo e
descamacdo. Assim, o epitélio é completamente restituido por uma populacdo celular a cada 4
ou 5 dias (FERENCZY; WRIGHT, 1994).

MIB-1 é um anticorpo monoclonal que reconhece um epitopo do antigeno de proliferacao
do Ki-67 (CATTONETTI et al., 1992; KEY et al., 1993). O antigeno Ki-67 € uma proteina
ndo histona de meia-vida curta, que é expressa durante as fases G1, S e G2/M do ciclo celular,
mas ndo na fase GO (GERDES et al., 1983; GERDES et al., 1984).

Marcadores celulares de proliferacdo, tais como os antigenos nucleares de células em
proliferacdo, PCNA e o antigeno Ki-67, sdo utilizados por patologistas para obter
caracterizacdo tumoral e de outras doencas. Tanto o0 Mib-1 quanto o anticorpo policlonal anti-
Ki-67 (DAKO, Carpenteria, CA) reconhecem o antigeno Ki-67 em material fixado.
Anticorpos Mib-1 sdo preferidos aos anticorpos PCNA porque o antigeno Ki-67 rapidamente
é degradado quando a célula sai do ciclo celular, ao passo que os PCNA podem continuar a
ser expressos (BIBO, 2006).

Diversos estudos indicaram que o Ki-67 é um importante marcador prognostico no estudo
de tumores humanos (QUEIROZ et al., 2006).

O marcador Ki-67 pode ser util na acurdcia da graduacdo das lesdes cervicais pré-
neoplasicas (ISMAIL et al., 1989; ISMAIL et al., 1990; ROBERTSON et al., 1998), para a
avaliacdo das displasias vulvares e vaginais, nos casos de uma histologia equivoca,
notadamente nas lesfes de baixo grau, neoplasia intravulvar/ neoplasia intravaginal grau I
(VIN 1/ VAIN 1) com sensibilidade e especificidade de 0,96 e 0,90, respectivamente
(LOGANI et al., 2003). O Ki-67 tem sido utilizado para diferenciar alteragdes pseudo-
coilocitdticas e atrofia da displasia (MITTAL et al., 1999; PIROG et al., 2001).

Bax
Bax pertence a familia de proteinas que partilham homologia semelhante a

oncoproteina Bcl-2. As proteinas relacionadas a Bcl-2 estdo envolvidas na regulacdo da
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apoptose, atuando como promotores ou supressores da morte celular. A superexpressao do
Bax leva a promocgdo da morte celular. Foi proposto que a expressao relativa de diferentes
proteinas da familia Bcl-2 controla a sensibilidade das células em face de um estimulo
apoptotico (CHEUNG et al., 2002).

O gene Bax codifica uma proteina, Bax-o de 21 kD de dominio transmembrana, que
estd localizado na mitocondria (SCHLAIFER et al., 1996). Formas alternativas do Bax
citosélico (Bax-B, 24kD e Bax-y, 5 kD) tém sido observadas (OLTVAI et al., 1993).

Bax pode formar homodimeros e também é capaz de heterodimerizar com outras
proteinas Bcl-2 relacionadas (REED, 1994). A formacdo de heterodimeros entre Bax e
homologos do Bcl-2 com a funcdo de inibidor da morte (Bcl-2, Mcl-1 e Bcl-xl) leva a
inibicdo dos efeitos promotores da morte celular do Bax (REED, 1994; OLTVAI et al., 1993).

A expressdo do Bax foi estudada no carcinoma mamario in situ e na maioria dos casos
foi positivo. Em 34% dos carcinomas mamarios metastaticos, a expressdo do Bax foi
significativamente reduzida na maioria das células tumorais infiltrantes. Expressdo moderada
a forte tem sido observada em uma grande porcentagem de células tumorais do
adenocarcinoma prostatico e neoplasia intraprostatica (PIN) (KRAJEWSKA et al., 1996).

A imunorreatividade para o Bax e Bcl-2 é relatada na mucosa cervical normal, sendo
observada em 43 e 50% dos casos, respectivamente (SAEGUSA et al., 1995). O anticorpo
marca o citoplasma das células epiteliais com padréo granular ou pontual.

Bcl-2

A oncoproteina Bcl-2 é um bloqueador da apoptose. Niveis elevados da proteina
podem proteger uma grande variedade de células de estimulos apopt6ticos diversos, tais como
linfocinas citotdxicas produzidas diante de infeccBes virais, radiacdo, drogas antiblasticas
(ADAMS; CORY, 1996; KUSENDA, 1998). A oncoproteina Bcl-2, de 26kDA, localiza-se no
citoplasma, na membrana mitocondrial externa, no reticulo endoplasmatico e no envelope
nuclear (ADAMS; CORY, 1996; YANG; KORSMEYER, 1996; KUSENDA, 1998) e é
conhecida por inibir a apoptose (KROEMER, 1997).

O oncogene bcl-2 ¢é ativado como consequéncia da translocacao t(14; 18) em linfomas
foliculares humanos. A sua superexpressdo deve prolongar o potencial de sobrevivéncia de
células cancerosas e permitir sua transformacdo maligna (HOCKENBERY et al., 1990;
HOCKENBERY, 1992). A proteina p53 participa no auxilio das vias tanto da senescéncia
quanto da apoptose. Ela também pode induzir a apoptose via ativacdo de Bax (FENG WEI et
al., 2007).
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O anticorpo monoclonal de rato anti-humano reage com a oncoproteina Bcl-2
codificada por um gene envolvido na translocacdo cromossomica t (14;18), presente em 85%
dos linfomas foliculares humanos e 20% dos linfomas difusos B (YANG; KORSMEYER,
1996).

Este anticorpo é encontrado em numerosas aplicagcbes no estudo da apoptose, por
exemplo em neoplasias (CAMPOS et al., 1993; PEZZELLA et al., 1993). O anticorpo pode
ser atil na classificacdo dos linfomas foliculares e doencas linfoproliferativas difusas variadas
e para identificacdo do diagndstico diferencial entre linfoma difuso de grandes células B e o
linfoma/leucemia de Burkitt (HARALAMBIEVA et al., 2005).

Tem sido proposto que a expressao relativa entre as diferentes proteinas da familia
Bcl-2 controla a sensibilidade das células ao estimulo apoptotico (REED, 1994; SATO et al.,
1994; CHEUNG et al., 2002)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Detectar e quantificar, histomorfometricamente, a apoptose e mitose na cervicite e nas

lesGes intraepiteliais escamosas do colo uterino e avaliar comparativamente cada um dos

grupos com a técnica de imunoistoquimica para os marcadores Ki-67, Bcl-2 e Bax.

2.2 Objetivos Especificos

1.

2.

3.

Determinar o indice apopt6tico, mitético e de células em interfase em espécimes de
colo uterino com o diagndstico: negativo para displasia (cervicite), neoplasias

intraepiteliais graus 1, 2 e 3/carcinoma in situ.

Avaliar, semiquantitativamente, a expressdo, localizacdo e intensidade da
imunomarcacdo dos antigenos Ki-67, Bax e Bcl-2 em amostras de cervicite, NIC 1,

NIC 2, e NIC 3 e correlacioné-las com o grau histoldgico.

Verificar se 0 padrdo de imunomarcacao para os antigenos estudados (Ki-67, Bax e
Bcl-2) se presta, na pratica, como fator de diferenciacdo entre displasias e cervicite e,
na presenca da displasia, na classificacdo entre LIE-BG e LIE-AG.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem do material

As amostras de tecidos ja previamente processadas (blocos de parafina) foram cedidas
mediante consentimento formal e escrito pelo Laboratério de Patologia Cirlrgica e
Citopatologia Ltda (Cytogenesis).

Todos os procedimentos destes experimentos estdo de acordo com as normas e 0
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG (Protocolo n® ETIC 606/08, aprovado em
20/02/09).

3.2 Selecédo das amostras

Selecionaram-se 80 casos no periodo de 2008 a 2010, distribuidos igualmente em
quatro grupos (n=20) sendo um nao afetado (cervicite) e trés lesdes precursoras (NIC 1, NIC
2, NIC 3/ carcinoma “in situ”) com concordancia inequivoca de diagndstico revisado de
forma independente por dois patologistas.

Utilizaram-se os seguintes critérios de exclusdo na sele¢do das amostras:

- amostras de diminuto tamanho;

- amostras que possuiam lesdes de extensdo exigua;

- amostras emblocadas em estado precério de conservagao;

- espécime obtida de paciente submetida a procedimento ablativo/ excisional seis meses antes
da coleta da amostra (evitando-se que processos regenerativos e reparativos sejam vieses de
confuséo na avaliagéo dos indices apoptéticos e da fragdo de crescimento);

Né&o foram considerados como critérios de selecédo idade ou cor da pele.

As lesGes displésicas sdo classificadas em: baixo grau (NIC 1) e alto grau (NIC’s 2 e
3/carcinoma in situ), seqgundo o grau do comprometimento do epitélio escamoso, com base

em critério morfoldgico: auséncia de maturacao, pleomorfismo nuclear, perda da polaridade e
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frequéncias de mitoses conforme critérios preconizados por outros autores (ANDERSON,
1991; GOMPEL,; SILVERBERG, 1994; KURMAN, 1994).

3.3 Obtencao dos cortes, processamento histologico e coloragéo

As amostras incluidas em parafina foram seccionadas a 4um e coradas em
Hematoxilina-Eosina (HE). Outros cortes foram submetidos a imunoistoquimica com

utilizacdo de marcador de proliferacéo celular Ki-67, Bcl-2 e Bax.

3.4 Exame das preparagdes histologicas e analise morfométrica

Os cortes corados em HE foram utilizados para analisar o grau histoldgico e permitir a
captura de imagens visando as analises histomorfométricas. Estas foram conduzidas no
Laboratério de Morfometria do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram estudadas todas as amostras (80
casos) e todos os campos lesionais por amostra, capturando-se imagens com objetiva
planopocromatica de 40X (Olimpus BX41 Hatagaya, Shibuya-ku, Tokyo, Japan) em camera
digital (JVC/ TK- 1270 Color Video Camera; Germany) acoplada a computador com placa de
captura de imagens (“frame grabber” MiroMOVIE PRO; Germany), utilizando-se o
programa Media Cybernetics Image-Pro Plus versdo 4.5. Os pardmetros morfométricos
foram: numero de apoptoses (total e nas camadas superior e inferior), nimero de mitoses

(total e nas camadas superior e inferior) e células em interfase, conforme figura 1.
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Figura 1: Avaliacdo histomorfométrica processada no programa Image Pro Plus versdo 4.5 — HE, 40x. Fonte:
Foto do autor

3.5 indice apoptotico

O indice apoptotico (n° de células apoptoticas/ n° total de células x 100) foi obtido das
observacdes de um Unico individuo considerando como apoptéticas as células que
apresentavam pelo menos trés das seguintes caracteristicas morfolégicas peculiares ao
processo: 1) anoiquia (presenca de halo claro perinuclear); 2) condensacdo do citoplasma; 3)
condensacdo nuclear (crescentes); 4) fragmentacdo nuclear; 5) fragmentagdo celular (corpos

apoptéticos); 6) fagocitose dos corpos apoptoticos (“canibalismo celular”™).

3.6 Indice mitotico

Para se analisar o indice mitdtico (n° de células em mitose/ n° total de células x100), as
células foram observadas por um unico individuo procurando-se identificar células em

metafase, anafase e tel6fase.
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3.7 Imunoistoquimica para Ki-67, Bax e Bcl-2

Amostras emblocadas em parafina foram submetidos a microtomia e cortes
histolégicos de 4 um de espessura foram processados para imunoistoquimica utilizando-se 0s
seguintes anticorpos primarios: Mib-1 (clone DVB-2, Dakocytomation, Carpinteria, Ca,
Monoclonal, Camundongo, 1;1); Bax (clone 2D2, Invitrogen, Camundongo, Monoclonal ,
1:200) Bcl-2 (Clone 124, Dakocytomation, Carpinteria, Ca, Camundongo, Monoclonal,
1:100).

3.8 Etapas da reacao

Desparafinizacdo: os cortes, em laminas previamente silanizadas, eram levados a
estufa, a temperatura de 60°C, por 10-15 minutos. Posteriormente, eram imersas em Xxilol, por
10 minutos.

Diafanizacao: as I[dminas eram imersas em alcool absoluto e hidratadas, por 3 vezes.
Posteriormente, eram imersas em agua deionizada, por 3 vezes.

Recuperacdo antigénica: as laminas eram imersas no tampéo Diva Tris (0,05mol/L,
Tris-HCL, pH 6,0, 0,015 mol/L sodium azide e carrier protein) e levadas a panela de vapor, a
temperatura de 90-100°C, por 20-25 minutos. Posteriormente, eram retiradas da estufa e
deixadas em descanso por 15-25 minutos fora da panela.

Bloqueio da peroxidase enddgena: demarcados os cortes com a caneta de
imunoistoquimica era aplicado H,O,, 10 volumes por 5 minutos. Em seguida este era aspirado
e repetia-se a operagdo por mais 2 vezes. Aspirava-se e colocava-se o tampéo de lavagem por
5 minutos.

Aplicacéo do anticorpo primario: Aplicava-se o Background Sniper por 10 minutos.
Em seguida, este era aspirado e procedia-se a lavagem com o tampéo Tris. Deixava-se em
repouso por 5 minutos e, depois, aspirava-se. Aplicava-se o anticorpo primario (Mib-1 pronto
para uso; Bax, na dilui¢do 1:200 ; Bcl-2, na diluig&o 1:100) por 20 minutos.

Revelacao estreptavidina-biotina (Sistema revelador: Biocare’s Star Trek Universal

HRP detection): Aplicava-se o Trekkie Universal link (anticorpo secundario) e deixava-se por
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20 minutos. Aspirava-se e lavava-se com tampéo Tris. Aplicava-se o Trekavidin-HRP label e
deixava-se em repouso por 15 minutos. Aspirava-se e lavava-se com tampao Tris.

Revelacdo com o cromdgeno : Uso do Betazoid DAB Chromogen Kit: aplicava-se o
tampdo Betazoid DAB Substrate e colocava-se uma gota do Betazoid DAB cromogeno.
Deixava-se em repouso por até 5 minutos. Aspirava-se e lavava-se.

Contracoloracdo: La&minas contracoradas com hematoxilina de Mayer’s por 2
minutos, imersas em 3 banhos de alcool absoluto e 3 banhos de xilol, posteriormente lavadas
com agua corrente. Secadas e montadas com verniz.

Todos os testes foram realizados com um controle reconhecidamente positivo e um

negativo.

3.9 Critérios de avaliacdo imunoistoquimica

A marcacdo para Ki-67 é definida como um grupo minimo de dois nucleos corados
nos dois tercos superiores da espessura epitelial total. A analise da expressao de Ki-67 foi
semi-quantitativa com a reatividade e localizacdo da coloracdo celular graduada como 0 a 3+
de acordo com os critérios de Queiroz et al. (2006): (0) células positivas apenas nas camadas
basal e parabasal; (1) proliferacdo discreta: até 20%; (2) proliferacdo moderada: entre 21 a
40%; (3) proliferacdo intensa: acima de 40%. Além disso, os escores de intensidade para
marcacdo foram avaliadas por 2 patologistas, conforme indicado por Feng Wei et al. (2007).

A imunorreatividade para Bax e Bcl-2 foi também semiquantitativa, com os seguintes
escores: (0) sem marcacao; (1) fraco com menos de 10% ceélulas positivas; (2) mais que 10%
porém menos que de 50% de células positivas; (3) mais que 50% de células positivas. A
imunorreatividade foi considerada negativa quando houve escores de (0) ou (1) e positiva
quando houve escores de (2) ou (3), conforme os critérios de Oltvai et al. (1993) e Joensuu et
al (1994). As laminas foram observadas de forma independente por dois patologistas; 0s casos
discordantes foram revistos e atribuiram novamente as contagens baseadas no consenso de

opinido.
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3.10 Delineamento estatistico e analise dos resultados

Todas as 80 amostras foram obtidas de pacientes submetidos a bidpsia a frio ou
cirurgia de alta frequéncia (CAF), sendo, portanto, um estudo coorte transversal, ndo
intervencional. Todo o material utilizado foi, primariamente, colhido com finalidades
diagnosticas e terapéuticas, ndo se aventando a possibilidade desta pesquisa.

Os parametros morfomeétricos obtidos dos diversos campos histologicos foram
submetidos ao teste de Kolmogorov Smirnoff para verificagdo de distribuicdo normal
(Gaussiana). Quando os dados tinham distribuicdo Gaussiana, procedeu-se a Anélise de
Variancia e/ou teste t de Student e a maltipla comparacdo de Student Newman Keuls. Quando
as variaveis eram ordinais com emprego de scores e quando os dados morfométricos nédo
atendiam a normalidade, optou-se pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis ou de Mann
Whitney acrescido do teste de multiplas compara¢es de Dunn. Todas as analises foram
realizadas no Graphpad Prism 3.0.

Médias e/ou medianas foram obtidas para cada parametro morfométrico estudado de

cada grupo de amostras. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histomorfométrica

As neoplasias intraepiteliais (NIC) foram classificadas pelo critério morfoldgico,
conforme Anderson (1991); Gompel e Silverberg (1994) e Kurman (1994). Observou-se
progressiva auséncia de maturacdo, pleomorfismo nuclear, perda da polaridade e alteracbes

nas frequéncias e tipo de mitoses (Fig.2A, B, Ce D).

Figura 2. Histologia de amostras representativas. A. Cervicite: Epitélio estratificado escamoso ndo ceratinizado.
No cdrion, notam-se discretos focos de infiltrado inflamatorio (*). B. NIC 1: Presenca de coildcitos, halos
perinucleares (*) e binucleacGes (ponta de seta, >). C. NIC 2: Hipercromasia associada a perda de polaridade
nuclear, com desestruturacéo (*); D. NIC 3: Sobreposic¢ao de nlcleos, mitoses frequentes no extrato superior (*).
HE, objetiva de 40x. Fonte: Fotos do autor

4.2 Indice apoptético

As células apoptéticas foram identificadas e quantificadas conforme os critérios
morfolégicos (anoiquia, condensacdo e fragmentacdo nuclear, formacdo de corpos

apoptaticos) (Fig. 3A).
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de seta,>). Mitose. B. figuras de mitose tipicas em NIC 3 (*) HE, objetiva de 40x. Fonte: Fotos do autor

Os indices de apoptose obtidos, tanto na espessura total do epitélio, quanto nas
camadas superior e inferior deste, foram crescentes ao longo do espectro das lesdes
intraepiteliais a partir da categoria cervicite. Assim, a apoptose foi minima na cervicite
(4,00+£0,25), menor na NIC 1 (5,47+0,36), intermediaria na NIC 2 (7,56£0,47) e méxima na
NIC 3 (10,68+0,42). (Graficos 1A, B, C).

Apoptose
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C

Gréfico 1. Apoptose crescente ao longo do espectro das lesdes intraepiteliais a partir da categoria cervicite. A.
total, B. camada superior, C. camada inferior. Fonte: Elaborado pelo autor
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Na mucosa cervical do grupo cervicite, a apoptose ocorria de maneira pouco
significativa, acometendo cerca de 4,00+0,25% das células. A maioria destas se localizava no
extrato superior (2,90+0,19% das células totais ou +75% das células em apoptose nesta
categoria). Raras foram as células apoptdticas na camada inferior (1,10+0,08% das células
totais ou +25% das células em apoptose nesta categoria).

LesGes intraepiteliais escamosas de baixo grau (NIC 1) mostraram maiores indices
apoptéticos (5,47+0,36%) que na cervicite, com p<0,01. A maioria da apoptose na NIC 1 se
localizavam no extrato superior (3,10+0,31% das células totais ou =72 % das células em
apoptose nesta categoria). Menos frequentes foram as células apoptdticas na camada inferior
(1,60+0,19% das células totais ou £28% das células em apoptose nesta categoria).

Lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau (NIC 2 e 3) possuem indices apoptoticos
maiores (7,56+0,47; 10,68+0,42%, respectivamente) que cervicite e NIC 1, com p <0,001. A
maioria da apoptose nas NIC 2 e 3 também se localizavam no extrato superior (5,72+0,40;
7,85+0,39% das células totais ou 75,66 e 73,50 % das células em apoptose respectivamente,
nestas categorias). Menos frequentes foram as células apoptdticas na camada inferior
(1,84+0,18; 2,83+0,19% das células totais ou *28,52% das células em apoptose nesta

categoria).

4.3 Indice mitotico

A frequéncia das figuras de mitose no epitélio cervical aumenta numericamente da
cervicite para a NIC 3. A diferenca na distribuicdo das figuras de mitose entre NIC 1 e NIC 2
é observada nas camadas superficiais do epitélio, vistas em NIC 2.

Figuras de mitose foram observadas em todas as categorias (Graf. 2A), porém sao
raras, tipicas e basais (Graf. 2C) nos grupos cervicite e NIC 1 e frequentes, por vezes atipicas
e encontradas comumente nos extratos epiteliais médio e superior (Graf. 2B) nas lesdes
intraepiteliais de alto grau, NIC 2 e 3. (Fig. 3B).

Na analise quantitativa (ndo paramétrica) observou-se baixos indices mitoticos nas
categorias cervicite (Md=0,53) similares aos de NIC 1 (Md=0,66) com p>0,05.

Por outro lado, NIC 2 e 3 possuem indices mitoticos mais elevados, sendo a mediana
obtida para NIC 2 (Md=2,46) menor que a obtida para NIC 3 (Md=4,57) com p<0,05. Tais
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valores representam cerca de 4 a 7 vezes mais elevados quando comparados em conjunto com

a categoria cervicite/NIC 1.
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Gréfico 2. Mitose crescente ao longo do espectro das lesbes intraepiteliais a partir da categoria cervicite. A. total,
B. camada superior, C. camada inferior. Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 Células em interfase para o epitélio cervical na cervicite e nas NICs

Na mucosa cervical do grupo cervicite células em interfase correspondiam a grande
maioria, sendo cerca de 95,29+0,28% das células. Na LIE de baixo grau (NIC 1)
correspondiam a 93,62 +0,42% enquanto nas LIE de alto grau (NIC 2 e 3) representavam
respectivamente cerca de 89,62+0,54 e 84,24+0,56% das celulas (Graf. 3).
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Interfase
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Grafico 3. Porcentagem decrescente de células em interfase ao longo do espectro das lesGes intraepiteliais a
partir da categoria cervicite. Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Avaliacdo imunoistoquimica

4.5.1 Ki-67: Reatividade, intensidade e localizagdo das reacgdes
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Gréfico 4: Resultados da imunomarcagdo pelo Ki-67 : A- Reatividade. B- Localizagdo. C- Intensidade. A-
Reatividade (1, <20% de marcagéo; 2, entre 20 e 40% de marcagdo e 3, > 40% de marcacéo). B- Localizagdo (1,
na camada basal, 2, nas camadas basal e intermediaria, € 3, em todo o epitélio). C- Intensidade (1, leve, 2,
moderada, 3 acentuada). Fonte: Elaborado pelo autor

A imunomarcacdo do antigeno Ki-67 (variavel ordinal nas trés categorias: reatividade,
localizagdo e intensidade) foi avaliada pelo teste de Kruskall Wallis e de Multipla comparacéo
de Dunn e demonstrou diferencas entre as medianas obtidas para os grupos NIC 1, 2 e 3.

Assim, a reatividade encontrada foi maior nas lesGes de alto grau, NIC 2 e 3 (Md=2),
em comparagdo com as lesdes de baixo grau, NIC 1 (Md=1), quando comparados
(p<0,001)(Graf.4A).

Na localizagdo das reagdes, o padrédo de marcacgdo pelo Ki-67 foi semelhante entre os

grupos (Md=1), embora os achados em NIC 1 sejam homogéneos e de menor dispersdo que
NIC 2 e 3 (Graf. 4B).

A intensidade das reacOes foi semelhante entre os grupos, tendo variado de moderada
a acentuada (Gréfico 4C) (Fig. 4).
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Figura 4: Expressdo da imunomarcacdo pelo Ki-67. A- Cervicite: reatividade baixa, intensidade fraca e
localizagdo nas células do extrato basal do epitélio escamoso. B- NIC 2: reatividade acentuada, intensidade
moderada e localizacdo em toda espessura epitelial. C- NIC 3: reatividade acentuada, intensidade acentuada e
localizagfo em toda espessura epitelial. Ki-67, 40x (contracoloragdo com Hematoxilina). Fonte: Fotos do autor.

4.5.2 Bcl-2: Reatividade, intensidade e localizacéo das reacoes

Processou-se a reacdo em 51 casos (15, cervicite; 13, NIC 1; 11, NIC 2, 12, NIC 3)
que resultou em 42 casos negativos (82,35%) e 9 casos positivos (17,65%). Nos grupos
cervicite e NIC 1, todos os casos foram negativos (n =28). A imunomarcagédo para o Bcl-2 foi
positiva em 9 dos 23 casos restantes, sendo em 3 de 11 casos em NIC 2 (27,27%) e 6 de 12
casos em NIC 3 (50%).

Nos casos positivos (n=9), a localizacdo se mostrou em células intermediarias em 4
(44,44%) e em 5 em todo epitélio (55,56%)(Fig. 5).
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A

Figura 5: Expresséo da imunomarcacéo pelo Bcl-2. A- Expresséo de padréo basal encontrado na cervicite. Bcl-2,
40 x. B- Expressdo em NIC 3, com detec¢do citoplasmatica do antigeno. Bcl-2, 100 x (contracoloragdo com
Hematoxilina). Fonte: Fotos do autor

4.5.3 Bax:- Reatividade, intensidade e localizacéo das reacfes

A imunomarcagdo do Bax (reatividade, localizagéo e da intensidade da reacdo) foi
analisada pelo teste de Mann Witney por se tratar de variavel ordinal. A reatividade da reacdo
em NIC 1 (Md=1) foi menor que nas lesbes de alto grau, NIC 2 e 3 (Md=2)(p=0,0088)(Graf.
5A).

A localizacdo da reacdo variou entre as NIC, com a mediana menor em NIC 1 (Md=2)
que NIC 2 e 3 (Md=2,5). Houve diferenca estatisticamente significante entre NIC 1 e NIC 2 e
entre NIC 1 e NIC 3 (p<0,05). Nao houve diferenga significativa entre NIC 2 e NIC 3
(p>0,05)(Graf. 5B).

A intensidade da reacdo em NIC 1 (Md=1) foi menor que nas lesdes de alto grau, NIC
2 e 3 (Md=2)(p=0,0015)(Graf. 5C)(Fig.6).
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Gréfico 5: Resultados da imunomarcacéo pelo Bax : A- Reatividade (1, <10% de marcacéo; 2, entre 10 e 50% de
marcacao e 3, > 50% de marcacdo). B- Localizacdo (1, na camada basal, 2, nas camadas basal e intermediaria, e
3, em todo o epitélio). C- Intensidade (1, leve, 2, moderada, 3 acentuada). Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6: Expressdo da imunomarcacdo pelo Bax. A- Auséncia de expressdo na cervicite. Bax, 40x. B- NIC 3:
reatividade acentuada, intensidade acentuada e positividade em toda a espessura epitelial. Bax, 40x. C: Detalhe
da marcacdo citoplasmatica da reacdo. Bax, 100x. D: Detalhe do padréo citoplasmatico granular da reacgdo. Bax,
100x (contracoloragdo com Hematoxilina). Fonte: Fotos do autor
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5 DISCUSSAO

As neoplasias intraepiteliais aqui estudadas mostraram progressiva auséncia de
maturacdo, presenca de coilécitos com halos perinucleares, hipercromasia e pleomorfismo
nuclear, perda da polaridade, aumento da frequéncia e alteracGes no tipo das mitoses com
binucleacbes, conforme ja descrito na literatura (ANDERSON, 1991; GOMPEL;
SILVERBERG, 1994; KURMAN, 1994).

A analise histologica aqui utilizada é empregada para diagnosticar as lesGes pre-
neoplésicas, predizer seu comportamento e prognostico e para controle de tratamento. Grau
histolégico e indice mitdtico sdo parametros Gteis (FELIX; WONG, 1994; LLEWELLYN,
2000; ROTELI-MARTINS et al., 2001).

Na casuistica desta pesquisa, entraram somente aqueles espécimes que possuiram
concordancia diagndstica e que preencheram, inicialmente, os critérios de inclusdo adotados
no trabalho. E relatada a variacdo intra e inter-observador das neoplasias intraepiteliais do
colo uterino (ROTELI-MARTINS et al., 2001), sendo, pois, de excelente concordancia o
carcinoma invasivo, medianamente NIC 3 e pobre para NIC 2 e 1. Concordancia
intraobservador é consistentemente melhor em todas as categorias diagnosticas que as inter-
observadores (ROTELI-MARTINS et al., 2001). Fatores associados com discordancia s&o:
hiperplasia de células basais, inflamagdo intensa e alteragBes floridas virais induzidas
(ISMAIL et al., 1990).

Como forma de melhor avaliacdo da displasia leve, que possui maior discrepancia
inter-observador (ROTELI-MARTINS et al., 2001), utilizou-se critérios padrdes, descritos em
literatura (LOGANI et al., 2003): lesdo com atipia coilocitica nas camadas superficiais do
epitélio, perda da maturacdo com hipercromasia nuclear associada, pleomorfismo e
adensamento celular confinado ao terco inferior do epitélio.

Os critérios morfolégicos empregados para identificacdo e quantificagdo da apoptose -
anoiquia, condensacdo e fragmentacdo nuclear e celular com formacéo de corpos apoptoticos
— foram os descritos por Kerr et al. (1972) para a primeira caracterizacdo e descri¢cdo do
processo. Tais critérios morfoldgicos foram validados com os resultados da imunoistoquimica
para Bax.

A apoptose foi minima na cervicite, menor na NIC 1, intermediaria na NIC 2 e
méaxima na NIC 3, atingindo, tanto na espessura total do epitélio, quanto nas camadas superior

e inferior deste. Assim, os indices obtidos foram crescentes ao longo do espectro das les6es
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intraepiteliais a partir da categoria cervicite. No entanto, a distribuicdo da apoptose nas
camadas superior e inferior do epitélio ndo mostrou grandes oscilagdes mantendo a
Proporcao.

Quando se compara a distribuicdo da apoptose obtida na morfometria para LIE-de alto
grau com a LIE de baixo grau/ cervicite, observou-se que este indice é quase duas vezes
superior nas LIE de alto grau, o que esta consistente com os resultados da imunoistoquimica
para Bax.

O aumento do indice apoptdtico com o grau histolégico sugere um mecanismo no qual
a apoptose ajuda a eliminar células que proliferaram em excesso, desenvolveram
impropriamente, ou que mantiveram dano genético (WYLLIE, 1992; DEY et al., 2000;
DUTTAGUPTA et al., 2001; CHEUNG et al., 2002; WALKER et al., 2005). O conceito que
a apoptose participa da homeostasia na neoplasia nao é recente (SARRAF; BOWEN, 1998) e
a identificacdo da apoptose aumentada em processos pré-neoplasicos para lesdes neoplésicas
foi observada em outros tumores epiteliais humanos, incluindo figado (COLUMBANO et al.,
1984), prostata (AIHARA et al., 1994; BERGES et al. ,1995) e também em carcinomas
escamosos de outros sitios mucosos (EL-LABBAN e OSORIO-HERRERA, 1986).
Claramente, o controle do nimero celular em epitélio em diferenciacdo é complexo e envolve
fatores que influenciam tanto a habilidade da célula em se diferenciar quanto iniciar a morte
celular via apoptose. A apoptose nas lesdes virais induzidas se correlaciona com a atividade
proliferativa face ao tipo HPV (baixo, intermediario e alto risco) (ISACSON et al., 1996).

O indice mitdtico é de grande valia na analise da taxa de crescimento, entretanto,
reflete apenas uma das varidveis em estudo do crescimento destas lesdes (FELIX; WONG,
1994). O numero de mitoses, a presenca de mitoses atipicas e a localizagdo das mitoses sdo
particularmente utilizados como forma de graduar as lesdes (MOURITS et al., 1992;
ERHMANN, 1994; VAN LEEUWEN et al., 1995; STEINBECK, 2004). Em nosso estudo as
mitoses ocorreram em todas as categorias, porém foram raras, tipicas e basais nos grupos
cervicite e NIC 1 e frequentes, por vezes atipicas e localizadas nos extratos epiteliais médio e
superior nas lesdes intraepiteliais de alto grau, NIC 2 e 3. No epitélio cervical sem lesdo as
figuras de mitose sdo raramente encontradas; quando presentes estdo confinadas as camadas
basais e ndo mostram atipias. Nas lesdes intraepiteliais (NIC), as figuras de mitose ocorrem
com maior frequéncia, sdo encontradas nas camadas suprabasais e podem ser mitoses atipicas
(MOURITS et al., 1992; VAN LEEUWEN et al., 1995). Os baixos indices mitéticos nas

categorias cervicite e de NIC 1 contrastaram com os obtidos para NIC 2 e 3, 4 a 7 vezes mais
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elevados quando comparados em conjunto. Estas observagdes sugerem que as NIC’s
envolvem progressiva disfuncdo da atividade proliferativa das células epiteliais cervicais, no
qual células em mitose sdo encontradas em niveis progressivamente maiores no epitélio em
paralelismo com o grau de NIC (SHURBAJI et al., 1993; VAN LEEUWEN et al., 1995; DEY
et al., 2000). Na distribuicdo das mitoses nas camadas superior e inferior ocorreram eventos
nulos nas cervicites e NIC 1, o que era esperado pelos critérios de classificacdo das LIE. Tais
eventos, no entanto, dificultaram a avaliacdo estatistica, comprometendo inferéncias maiores
nesta questao.

Os resultados histomorfométricos indicam que o processo normal de maturagdo do
epitélio escamoso da cérvice esta alterado na NIC, conforme evidenciado morfologicamente
por alteracfes na celularidade, diferenciacdo, polaridade, caracteristicas nucleares e atividade
mitotica. Na NIC-1 (displasia leve), as alteracGes mais pronunciadas sao vistas no terco basal
do epitélio. Contudo, as células anormais estdo presentes por toda a espessura do epitélio.
Ocorre diferenciacdo citoplasmatica substancial a medida que as células migram através dos
dois tercos superiores do epitélio, porém os nacleos dos niveis superiores ainda sao
morfologicamente anormais. Assim, as células descamadas podem ser detectadas como
anormais nos esfregacos de Papanicolau. Na NIC-2 (displasia moderada), a maior parte das
alteracbes celulares encontra-se nos tercos inferior e médio do epitélio. Ocorre
citodiferenciacdo nas células do terco superior, mas é menos intensa que na NIC-1. Na NIC-3
(displasia acentuada), as células no epitélio superficial (superiores) exibem alguma
diferenciacdo, embora minima (STEINBECK, 2004)

A avaliacdo combinada de células em apoptose, em mitose e em seu estado ndo
replicativo indicam que lesdes intraepiteliais de alto grau possuem maior grau de renovacéo
celular em comparacdo ao grupo cervicite/NIC 1. Tanto os indices de proliferacdo quanto os
apoptoticos aumentaram com o grau da lesdo, por conseguinte, reduzindo a fracdo de células
em interfase. A porcentagem de células em proliferacdo e em apoptose na cérvice normal
diferiu significativamente em todas as les6es displasicas (DEY et al., 2000; FENG WEI et al.,
2007). Os dados sdo corroborados na medida em que nas LIE-AG observa-se o fenémeno da
imortalizacdo celular, o que permite uma proliferacdo celular anarquica e autbnoma,
elevando, pois o indice mitético (DUTTAGUPTA et al., 2001; FENG WEI et al., 2007). Por
outro lado, a resposta do hospedeiro face ao controle do dano da leséo displasica se traduz em

um aumento do indice apoptético (DEY et al., 2000).
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Nas lesdes de baixo grau, a proliferacdo estd raramente associada a apoptose
mensuravel. Estas lesbes ainda retém a capacidade substancial de diferenciagdo escamosa, na
qual ha um controle do namero celular. Com o aumento do grau histologico, a capacidade de
diferenciacdo é reduzida ou perdida, mas niveis mensuraveis de apoptose sdo identificados
(DEY et al., 2000; DUTTAGUPTA et al., 2001; WALKER et al., 2005). Mdltiplas vias de
morte celular no epitélio escamoso séo descritas em estudos de cultivo celular. O fator de
crescimento B de transformacdo estimula a apoptose em células imortalizadas HPV-16
positivas, pela inducdo da fibronectina e transglutaminase tecidual ao invés de
transglutaminase epidérmica, diminuindo a diferenciacdo celular do epitélio escamoso
(RORKE; JACOBBERGER, 1995).

Na analise imunoistoquimica para Ki-67 consideraram-se a porcentagem, a distribuicdo
das células que expressam o antigeno Ki-67 e a intensidade da reacdo, ao invés da mera
constatacao, por si sO, da presenca ou auséncia da reacao.

Na reatividade da reacdo, os resultados mostram niveis crescentes de células marcadas
pelo Ki-67 em associacdo com o grau da displasia e guarda relacdo com o indice mitético
obtido na histologia. Assim, todas as alteracdes displasicas no epitélio cervical foram
acompanhadas de um aumento da atividade proliferativa. Uma correlagdo positiva
significativa foi encontrada entre o grau da NIC e a andlise semi-quantitativa do grau do
antigeno de proliferacdo nuclear, APN, baseado no maior nivel em que as celulas positivas
sdo vistas no epitélio (SHURBAJI et al., 1993; LEE et al., 2002). O indice mitético, variando
de nulo a acentuado, foi altamente correlacionado ao grau histomorfolégico da NIC
(BULTEN et al., 1996). Ja na cervicite, a reatividade foi minima ou nula. Constatou-se
diferenca estatisticamente significante entre os grupos NIC 1 e NIC 2 e entre NIC 1 e NIC 3.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica na comparacdo entre os grupos NIC 2 e NIC 3.
LIE-AG’s (NIC 2 e 3), analisados como um unico grupo mostram indices mitoticos elevados,
estatisticamente significantes na comparagdo com 0s grupos cervicite e NIC 1, em
consonancia dos dados morfométricos. Nas lesGes NIC 2 e 3, os indices do Ki-67 foram
moderado e acentuado, respectivamente e divergem, em contrapartida, significativamente de
NIC 1, que possui indices menores (baixo/moderado). Tais dados encontram respaldo na
literatura. Niveis elevados como estes sdo mais frequentemente observados em tumores
malignos com elevado indice proliferativo (GERDES et al., 1984; KUENEN-
BOUMEESTER, et al., 1991). A frequéncia e a distribuicdo da marcacdo do Ki-67 pode

também distinguir epitélio ndo neoplasico de lesbes intraepiteliais (CRUM, 1999). Em NIC
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3, a fracdo de células que expressam o antigeno Ki-67 foi aproximadamente 40 % e 2 a 5
vezes maior que as lesGes de NIC 1. Fracdes de células que expressam o Ki-67 excedendo
25% foram exclusivamente encontradas nas leses de NIC 2 e 3 (CRUM, 1999; FENG WEI
etal., 2007).

A alta atividade proliferativa das NIC é controlada por genes e/ou proteinas. Os
mecanismos de controle para prevenir a progressao da NIC para o carcinoma invasivo ja foi
elucidado em outros estudos. Isto presumivelmente reflete um aumento no numero de células
que estdo no ciclo celular, devido a perda dos mecanismos de controle celular normal, tais
como a inativacdo das funcOes de genes supressores tumorais (ex. p53 e plO5RDb)
(ANDERSON, 1991; FELIX; WONG, 1994). A imunomarcacao pelo Ki-67 é um meio facil
para se estudar o indice de proliferacdo celular no cancer cervical (FELIX; WONG, 1994). A
expressao do Ki-67 apresenta grande associacdo com diagndsticos histoldgicos e da
progressao da displasia de baixo para alto grau (QUEIROZ et al., 2006). O Ki-67 é um
marcador Gtil em identificar lesdes intraepiteliais de baixo grau e na verificacdo de
diagnostico nos casos equivocos (ISACSON et al., 1996; XUE et al., 1999, MIMICA, 2010).

Portanto, para efeitos diagnésticos, infere-se que a variavel “reatividade” pode ser util
no esclarecimento de lesdes onde paira ddvida da presenca ou ndo de displasia e, quando
presente, se a lesdo é de baixo ou alto grau. Isto tem efeitos importantes na terapéutica a
posteriori (tratamento expectante ou conservador nas lesdes de baixo grau e tratamento
excisional cirdrgico nas les@es de alto grau).

No epitélio da cervicite, a marcacdo para o antigeno Ki-67 foi encontrada
exclusivamente nas células parabasais e basais. Estas observacBes sdo consistentes com
estudos prévios de marcacao para Ki-67 em epitélio cervical normal, no qual constatam que as
células parabasais sdo as principais fontes de renovacdo celular no epitélio escamoso
ectocervical e que as células basais funcionam como células de reserva (KONISHI et al.,
1991; MITTAL et al., 1993; ISACSON et al.,, 1996; MITTAL et al., 1998; MITTAL,
PALAZZO, 1998; ZANOTTI,et al., 2003). Nestes casos de cervicite, linfdcitos intraepiteliais
Ki-67 positivos podem estar presentes na espessura epitelial. O exame cuidadoso ao grande
aumento auxilia a identificar que estas células sdo ndo-epiteliais (PIROG et al., 2002).

Popiolek (2004) e Mimica (2010) constataram a expressdo aumentada do antigeno Ki-
67 nos casos de coilocitose e NIC, progressivamente maior nas camadas mais altas do epitelio
de acordo com o grau da NIC. No presente estudo, a maior marcacdo em NIC 1 foi observada

no terco médio do epitélio; nas lesdes de alto grau, NIC 2 e 3, no terco superior do epitélio
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(camada superficial) ou mesmo todo o epitélio. Lorenzato et al. (2005) relatam que a presenca
de células Ki-67 positivas nos 2/3 superiores do epitélio ¢ um método muito acurado para se
detectar lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL), com sensibilidade de 100%, mas possuli
baixa especificidade. Em estudo semelhante, Popiolek (2004) e Mimica (2010) também
mostram que Ki-67 melhora a sensibilidade do diagndstico das lesdes intraepiteliais de alto
grau. Assim, a localizacdo das celulas em proliferacdo guarda elevada correlagdo com o grau
histomorfoldgico das alteracBes displasicas (XUE et al., 1999; POPIOLEK et al., 2004).
Desta forma, na neoplasia intra-epitelial, células Ki-67 positivas aumentam progressivamente
em quantidade no interior do epitélio & medida que se aumenta o grau lesional. A literatura é
concordante neste quesito, ao mostrar que o padrdo de imunomarcagédo das lesfes escamosas
intraepiteliais difere significativamente do epitélio escamoso cervical. Nas lesdes
intraepiteliais, a expressdo de Ki-67 &€ aumentada nas areas parabasais com extensao de
células positivas nas camadas intermediarias e superficiais (AL-SALEH et al., 1995;
ISACSON et al., 1996; MITTAL et al., 1998; MITTAL; PALAZZO, 1998; GENG et al.,
1999; ZANOTTI et al., 2003).

Portanto, a variavel “localizagdo” na imunoistoquimica para Ki-67 é um recurso util
para dicotomizar as lesdes de baixo e alto graus (XUE et al., 1999; POPIOLEK et al., 2004,
MIMICA, 2010), fato que tem repercussdes praticas no prognostico/evolucdo da lesdo e na
terapéutica. Para Kruse et al. (2004) e Baak et al. (2005), o antigeno Ki-67 é capaz de predizer
a progressao nas lesdes intraepiteliais graus 1 e 2. A imunoistoquimica para Ki-67 tem um
valor potencial na graduacdo da NIC e distincdo com as lesBes ndo neoplasicas que as
mimetizam. A positividade para o Ki-67 também esta associada a detec¢do do HPV, tanto em
lesBes cervicais quanto vulvares com elevada sensibilidade e especificidade (PIROG et al.,
2000; LOGANI et al., 2001). Entretanto, células Ki-67 positivas podem estar presentes no
extrato superior de epitélios com metaplasia escamosa ou em areas de erosao (reparo); nestas
circunstancias podem ndo estar associados a presenca do HPV e em situa¢Bes onde ha a perda
da maturagdo escamosa normal (PIROG et al., 2002).

De forma diversa as duas varidveis ja citadas (localizacdo e reatividade), j& muito
estudadas nas lesdes do colo uterino, os dados deste estudo inovam ao avaliar a intensidade da
reacdo como variavel independente. E entretanto importante ressaltar que a intensidade da
reacdo Nno processo imunoistoquimico é uma varidvel sujeita as condi¢fes de fixacdo do
espécime e a reativacdo antigénica. Neste estudo, isto foi considerado e procedeu-se a

uniformizacéo de ambos fatores pré-analiticos.
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A marcacdo nuclear pelo Ki-67 se apresentou, na maioria dos casos, de moderada a
acentuada em todas as displasias e leve/nula nas cervicites. Assim, ndo se observou diferenga
estatistica entre os grupos das displasias. Isto vem demonstrar que no estudo das displasias do
colo uterino, a intensidade da reacédo pelo Ki-67 se presta para esclarecimento diagnéstico nas
lesbes em que paira a duvida da presenca de displasia versus cervicite, notadamente entre
displasia leve e cervicite (atipias celulares inflamatorias da cervicite).

A expressdao do marcador de proliferacdo celular Ki-67 pode efetivamente ser um
método histologico diagndstico nos casos dificeis nos quais o epitélio escamoso atrofico e
reativo deve ser diferenciado de displasia e carcinoma invasivo (MITTAL et al., 1999;
KRUSE et al., 2001; FENG WEI et al., 2007; KALOF; COOPER, 2007).

Quanto a imunorreatividade pelo Bax, o padrdo granular de reacdo é detectado nas
displasias em confronto com o epitélio cervical normal (SAEGUSA et al., 1995). Nossos
resultados mostram que ndo houve diferenga significante entre as displasias no que se refere a
reatividade da reacdo, similar ao relatado por Aletra et al. (2000). O que se notou foi
diferenca estatistica significante entre o grupo cervicite e os de les6es de alto grau (NIC 2 e
NIC 3), sustentado pela avaliagdo morfométrica do indice apoptotico, uma vez que ndo se
encontrou apoptose significativa na primeira categoria. N&o houve diferencga entre cervicite e
NIC 1 e este parametro apenas dicotomiza a cervicite das lesdes de alto grau.

Estudo semelhante foi realizado comparando a displasia acentuada/carcinoma in situ e
0 carcinoma invasor, sendo encontrada reatividade citoplasmatica forte em 21,7% das
displasias acentuadas e 71,4% dos carcinomas invasivos. Reatividade moderada em 26% dos
casos de displasia acentuada; baixa expressao em 43,4% das displasias acentuadas e 14,3%
dos carcinomas invasivos e, finalmente, 8,7 % das displasias acentuadas e 14,3 % dos
carcinomas invasivos nao reagiram ao Bax (GIARNIERI et al., 2000). Tais achados,
entretanto, sdo controversos. E relatada a reducéo da expressdo do Bax no carcinoma face ao
NIC 3 (SAEGUSA et al., 1995). Isto parece indicar que a apoptose esteja diminuida no
carcinoma (SHEETS et al., 1996) e que a maquinaria apoptética tenha ficado defectiva ao
longo do processo de transformacdo maligna para conferir vantagens para a sobrevivéncia da
neoplasia. Estas células tumorais com disfuncdo do maquinario apoptético podem ter sido
selecionadas para propagar-se em um ambiente de hipdxia enquanto o tumor se propaga.
(CHEUNG et al., 2002).

No que se refere a variavel localizacdo da reagdo com o Bax, 0s resultados indicam

diferenca estatisticamente significante entre NIC 1 e NIC 2 e 3. Tal diferenga néo foi
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observada entre NIC 2 e NIC 3. Ao compararmos a leséo de baixo grau, NIC 1 e as de alto
grau (NIC 2 e NIC 3), observa-se diferenca estatisticamente significante. Assim, a localizacao
das celulas em apoptose marcadas pelo Bax guarda elevada correlagdio com o grau
histomorfoldgico das alteracdes displasicas. Desta forma, na neoplasia intraepitelial, células
Bax positivas aumentam progressivamente em quantidade no interior do epitélio a medida que
se aumenta o grau lesional. O aumento da atividade apoptotica se d& em resposta ao crescente
acumulo de dano genético nas células displasicas (CHEUNG et al., 2002). Portanto, a variavel
“localiza¢d0” na imunoistoquimica para Bax ¢ também util para diferenciar lesdes de baixo e
alto graus, o que demonstra importante suporte pratico nos casos duvidosos a histologia e
repercussdes praticas no prognostico/evolucdo da lesdo e na terapéutica. Por outro lado, a
reducdo na expressao do Bax nos carcinomas indica que 0 mecanismo apoptético tenha ficado
defectivo no processo de transformacdo maligna (CHEUNG et al., 2002).

Quanto a varidvel intensidade da reacdo com o Bax, nossos resultados mostram
diferenga estatisticamente significante entre os grupos NIC 1 e NIC 2 e 3, 0 mesmo ndo
ocorrendo entre NIC 2 e NIC 3. Assim, lesbes de baixo grau apresentam intensidade leve,
enquanto lesdes de alto grau apresentam intensidade moderada. Tais achados demonstram que
as lesdes de alto grau sdo semelhantes entre si no que se refere a resposta do hospedeiro por
meio da apoptose face ao agente viral e que este indice diverge significativamente das lesdes
de baixo grau e cervicite. A literatura reforca tal achado ja que a reacdo é detectada nas
displasias em confronto com o epitélio cervical normal (SAEGUSA et al., 1995; CHEAH;
MENG, 2006).

A expressdo do Bcl-2 nos grupos cervicite e NIC 1 ocorreu nas células-reserva do
extrato parabasal. Estes achados concordam com estudos de Harmsel et al. (1996) e Cheah e
Meng (2006). Esta expressdo reflete a funcdo germinativa deste compartimento.
Aparentemente, Bcl-2 € requerido para protecdo destas células germinativas, a fim de que se
mantenha a homeostasia epitelial. Adicionalmente, as displasias de alto grau, NIC 2 e 3,
mostraram aumento progressivo da reacdo intraepitelial ao Bcl-2, concordando com Harmsel
et al. (1996), Dellas et al. (1997), Smedts et al., (1997), Grace et al (2003), Fonseca-Moutinho
et al. (2004), Cheah e Meng, (2006) e Looi et al., (2008). Saegusa et al.(1995) prop6e que a
superexpressdo do Bcl-2 no NIC 3 ocorra precocemente na carcinogénese e que se deva a
perda da diferenciacdo celular, considerando que a inibicdo da apoptose pelo Bcl-2 induz

instabilidade génica por interferir no reparo do DNA, propiciando alteracBes genéticas
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necessarias para a progressdo tumoral. Bcl-2 estaria intimamente envolvido na sequéncia
neoplésica cervical, agindo como co-fator na transformacdo maligna.

A progressao tumoral estd associada com o equilibrio entre a morte e a proliferacdo
celular e o processo apoptotico tem importante papel nesta evolugcdo. Membros da familia
génica que incluem o Bcl-2 e o Bax estéo envolvidos no controle da apoptose de uma extensa
variedade de tipos celulares. Devido ao fato do Bax induzir a apoptose e do Bcl-2 atuar na
sobrevivéncia celular, é aceito que o Bcl-2 e outros membros da familia compitam para
inativar o ligante Bax (SEDLACK et al.,1995). E também aceito que o prolongamento da
sobrevivéncia celular com a inibicdo da apoptose esteja associada a carcinogénese
(GIARNIERI et al., 2000). Todavia, a redugdo da expressdo do Bcl-2 ndo necessariamente
traduz um aumento da apoptose, porque outros fatores que controlam o mecanismo apoptético
podem estar alterados (CHEUNG et al., 2002, FENG WEI et al., 2007). Desta forma ndo ha
necessariamente uma correlagdo do Bcl-2 com o Bax (SAEGUSA et al., 1995, GIARNIERI et
al., 2000).

As duas abordagens empregadas em nosso estudo, histomorfométrica e
imunoistoquimica, avaliam o mesmo processo patologico, porém com niveis de resolugdo
diferentes. A primeira constata alteraces no plano de resolugdo tissular consolidadas na
célula, sendo que as alteragdes morfoldgicas sdo observadas e quantificadas a microscopia
Optica. A segunda, por conseguinte, constata alteraces na expressdo antigénica, de forma
mais precoce que o dano celular e tissular, sustentando os resultados vistos a microscopia
oOptica.

A partir das duas abordagens constatou-se a ocorréncia de apoptose e mitose nos
grupos cervicite e neoplasia intraepitelial. Tanto apoptose quanto mitose estdo diretamente
relacionadas ao aumento do grau de displasia. O evento displasico é dinamico, e representa
um processo patoldgico com niveis crescentes de renovacdo celular, também diretamente
proporcional ao grau de displasia. O epitélio escamoso local ndo esta em estado de
senescéncia.

Comparando os resultados das duas abordagens, de naturezas diferentes (quantitativa e
semiquantitativa), mas enfocando em esséncia 0s mesmos processos, € compreensivel alguma
discrepéncia entre os indices morfometricos e de marcagdo imunoistoquimica. Entretanto,
vistos por uma perspectiva mais ampla, os resultados da morfometria séo sustentados pela
imunoistoquimica. Assim, os indices apoptotico e mitético mostram um mesmo padrdo de

resposta com a marcacdo imunoistoquimica para Bax, Bcl-2 e Ki-67, consoante ao
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entendimento que niveis de resolucdo cada vez menores sdo capazes de captar alteracOes
celulares mais precoces.

Além disso, é importante ressaltar que os niveis de expressao do Ki-67 nem sempre
encontram paralelismo com os do Bcl-2, o que indica que a atividade proliferativa e apoptose
sdo fatores independentes para a manutencdo da displasia. Nos casos em que ambos os
marcadores sao intensamente expressos, a protecao contra a morte celular via apoptose possui

um efeito sinérgico na acumulacéo de células displasicas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados sustentam a teoria de que a neoplasia intraepitelial cervical
envolve uma progressiva disfuncdo da renovagdo cervical (proliferacdo e morte celular) e
suportam as seguintes inferéncias:

O emprego dos marcadores Ki-67, Bax e Bcl-2, em combinacdo com a andlise de
imagens, oferece uma alternativa promissora para a classificacdo das alteracdes displasicas no
epitélio cervical, além de esclarecimentos diagnosticos, de forma objetiva, reprodutivel e
confiavel.

A histomorfometria e a imunoistoguimica, apesar de envolverem analises diferentes
(quantitativa e semiquantitativa), enfocam em esséncia 0S mesmos processos, que Vistos por
uma perspectiva mais ampla, mostram resultados similares. Assim, os indices apoptdtico e
mitotico apresentam um mesmo padrdo de resposta que a marcagdo imunoistoquimica para
Bax, Bcl-2 e Ki-67.

As células em interfase decrescem ao longo do espectro das lesbes intraepiteliais a
partir da categoria cervicite.

A imunoistoquimica para Ki-67, Bax e Bcl-2 é ferramenta importante no estudo das
lesbes do colo uterino, proporcionando diagnostico mais preciso, especialmente naquelas
lesGes duvidosas a histologia convencional, 0 que repercute no progndéstico e na terapéutica
das pacientes.

Os parametros reatividade, localizacdo e intensidade da reacdo para o Ki-67 sdo Uteis
para a avaliacdo da presenca ou ndo de displasia. Na presenca de displasia, apenas 0s
parametros reatividade e localizacdo sdo capazes de diferenciar lesGes de baixo e alto grau.

Os parametros localizacdo e intensidade da reacdo para o Bax sdo capazes de
diferenciar lesGes de baixo e alto grau; ja a reatividade é capaz de dicotomizar lesdes de alto
grau com a cervicite.

A expressdo do Bcl-2 se eleva com a gravidade da displasia.
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