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em neoplasias intraepiteliais do colo uterino Pl e 2121

Histomorphometry, apoptosis and cell proliferation in cervical intraepithelial neoplasia

Rodrigo Tadeu de Puy e Souza’'; Lorena Barcala Reis? Carlos Alberto Ramos3?; Antonio Francisco de Souza*;
Gustavo Henrique de Puy e Souza®; Nibia Braga Pereira®; Luciana Moro’; Anilton Cesar Vasconcelos®

TR resumo

Patologia cervical Introducéo: As displasias do colo uterino sdo precursoras do carcinoma de células escamosas. Mutacdes
induzidas por carcinégenos correlacionam-se com alteracdes proliferativas. O acimulo dessas mutacGes
e o descontrole da homeostase gendmica permitem mudancas na expressao de determinados genes e
geram desequilibrios na proliferacéo celular e na apoptose. Marcadores imuno-histoquimicos de proliferacéo
Proliferacao celular celular, de apoptose e de sobrevivéncia celular em lesdes intraepiteliais cervicais ainda necessitam de estudo
morfométricos para definir seus papéis na evolucéo das displasias ao carcinoma invasivo. Objetivos: Para
melhor entender os processos de proliferacéo celular, apoptose e renovagcéo epitelial nessas lesdes, foram
Ki-67 realizadas histomorfometria para mitose e apoptose e reagdes imuno-histoquimicas das proteinas Bax, Bcl-2
eKi-67 (reatividade, localizacdo e intensidade) em bidpsias cervicais. Métodos: As amostras foram divididas
em quatro grupos: 1. cervicite (n= 20); 2. displasia leve (n = 20); 3. displasia moderada (n= 20); 4. displasia
Bax acentuada (n = 20). Resultados: Foram verificadas intensa proliferacdo celular e apoptose nas lesdes de
alto grau e ampla, intensa e difusa imunomarcacdo para Ki-67 e Bax. Esses achados foram encontrados
de maneira discreta ou nula nos grupos cervicite e displasia leve. A marcacéo para Bcl-2 foi mais intensa
nas lesdes de alto grau, tendo sido discreta nas demais. A ampla marcacado imuno-histoquimica de Ki-67 e
Bax é sugestiva de elevado grau de renovacao celular, o qual também é sustentado pela histomorfometria.
A expressao do Bcl-2 aumenta com a gravidade da displasia. Conclusao: Esses achados indicam que o
processo pré-neoplésico é dinamico, com apoptose e mitose ocorrendo concomitantemente.

abstract ST

Introduction: Cervical dysplasias are precursor to squamous cell carcinoma of the uterine cervix. Carcinogen | Cervical pathology
induced mutations correlate with proliferative alterations. Accumulation of such mutations and unbalance L S

X L i X . i K Cervical intraepithelial
of genomic homeostasis induce changes in certain genes as well as affect cell proliferation and apoptosis. | pegpiasia
Immunohistochemical markers of cellular proliferation, apoptosis and cell survival in cervical intraepithelial
lesions still require morphometric studies in order to define their role in the development of dysplasias caused by
invasive carcinoma. Objectives: In order to better understand the processes of cellular proliferation, apoptosis | angptesis
and epithelial turn over in such precursory lesions, histomorphometric evaluation for mitosis and apoptosis as
well as immunohistochemical reactions for Bax, Bcl-2 and Ki-67 proteins (reactivity, localization and intensity) | Ki-67
were carried out in cervical biopsies. Methods: Samples were split into four groups: 1. cervicitis (n = 20); 2. light | gy.»
dysplasia (n = 20); 3. moderate dysplasia (n = 20); 4. severe dysplasia (n = 20). Results: Intense proliferation
and apoptosis were observed in lesions with high, extensive, intense, and diffuse Ki-67 and Bax immunolabeling. | Bax
Proliferation and apoptosis were mild or null in groups 1 and 2. Bcl-2 immunolabeling was more intense in high
degree lesions and mild in the other groups. Extensive Ki-67 and Bax immunolabeling suggests an increased
cellular turn over, which was also corroborated by histomorphometry. The more severe the dysplasia is the
higher Bcl-2 expression. Conclusion: These data indicate that the pre-neoplastic process is dynamic and is
concomitant with apoptosis and mitosis.
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Introducao

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou para
2010 o aparecimento de 18.430 novos casos de cancer de
colo do Gtero no Brasil, com risco relativo de 18 casos/100
mil habitantes, com 4.812 ébitos. Destaca-se ainda o longo
curso de histéria natural da doenca (média de 15 anos entre
a infeccdo viral e a neoplasia invasiva) e a sobrevida média
entre 49% e 69% em cinco anos®.

O fator de risco mais significativo na etiologia desse
tipo de cancer € a infeccdo pelas amostras virais oncogé-
nicas do papilomavirus humano (HPV), que promovem
lesdes pré-neoplasicas, as neoplasias intraepiteliais do colo
uterino® % 37,

Mutacdes causadas pelos carcinégenos correlacionam-
-se com altera¢des proliferativas. O acimulo dessas mu-
tacbes ocasiona o descontrole da homeostase gen6émica,
permitindo a superexpressao ou subexpressao de determi-
nados genes, gerando desequilibrios no crescimento celular,
na apoptose e na senescéncia* 2%). Assim, o processo de
apoptose parece ter uma relagdo de proximidade com o
progndstico para o paciente portador dessas neoplasias
intraepiteliais do colo uterino.

Testes imuno-histoquimicos podem melhorar o reco-
nhecimento e a classificacdo das lesdes precursoras. Adicio-
nalmente, podem favorecer o diagnéstico e a classificacéo
de varios tipos de tumores malignos que ocorrem nesses
sitios®",

Marcadores de proliferacdo celular por imuno-histo-
quimica, como o Ki-67, tém sido testados em diversas
neoplasias'®. Entretanto, necessitam de estudo com maior
nGmero de casos para definir seus papéis na evolucdo da
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) .

Bax pertence a familia de proteinas que partilham
homologia semelhante a oncoproteina Bcl-2. As proteinas
relacionadas com Bcl-2 estdo envolvidas na regulacdo da
apoptose, atuando como promotores ou supressores da
morte celular. A superexpressao do Bax leva a promocéo
da morte celular. Foi proposto que a expressao relativa de
diferentes proteinas da familia Bcl-2 controla a sensibilidade
das células diante de um estimulo apoptético®.

Material e métodos

Foram selecionadas 80 amostras, distribuidas em quatro
grupos (n = 20), sendo um ndo afetado (cervicite) e trés
lesdes precursoras (NIC 1, NIC 2, NIC 3/carcinoma in situ).

Todos os procedimentos do protocolo experimental foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universi-
dade Federal de Minas Gerais (UFMG) (ETIC 606/08, de 20
de fevereiro de 2009).

Capturaram-se todas as imagens disponiveis representa-
tivas das lesdes nos cortes das bidpsias, utilizando-se objetiva
de 40x em camera digital acoplada a um computador e
usando o programa Media Cybernetics Image-Pro Plus
versdo 4.5. Os parametros morfométricos foram: nimero
de apoptoses (total e nas camadas superior e inferior), nd-
mero de mitoses (total e nas camadas superior e inferior)
e células em interfase.

O indice apoptético (nimero de células apoptoéticas /
ndmero total x 100) e o mitético (ndmero de células em
metéfise, anéfase e tel6fase / ndmero total x 100) foram
obtidos com base na morfologia. Cortes histolégicos de
4 um foram montados em laminas silanizadas e processados
para imuno-histoquimica utilizando-se os anticorpos Mib-1
(clone DVB-2, Dakocytomation, Carpinteria, Ca, Mono-
clonal, Camundongo, 1:1), Bax (clone 2D2, Invitrogen,
Camundongo, Monoclonal, 1:200) e Bcl-2 (Clone 124,
Dakocytomation, Carpinteria, Ca, Camundongo, Mono-
clonal, 1:100). O indice apoptético (nimero de células
apoptdticas / nimero total de células x 100) foi obtido das
observagdes de um Unico individuo, considerando como
apoptéticas as células que apresentavam pelo menos trés
das seguintes caracteristicas morfol6gicas peculiares ao
processo, conforme Kerr et al.®: 1. anoiquia (presenca
de halo claro perinuclear); 2. condensacéo do citoplasma;
3. condensacdo nuclear (as vezes com aspecto de cres-
centes); 4. fragmentacdo nuclear; 5. fragmentacéo celular
(corpos apoptéticos).

As etapas da reagdo imuno-histoquimica foram:

e desparafinizacdo - em estufa, a 60°C, por 15
minutos, e imersas em xilol, por 10 minutos (dia-
fanizacao);

 reidratacdo pela passagem de alcool absoluto para
agua deionizada por trés vezes;

* recuperacdo antigénica com tampdo Diva Tris
(0,05 mol/l, Tris-HCL, pH 6, 0,015 mol/I Sodium
azide e Carrier protein) e panela de vapor, a 90°C,
por 20 minutos;

* bloqueio da peroxidase endégena com H,O,,
10 volumes, por 5 minutos, e repeticdo por mais
duas vezes;

e aplicacdo do Background Sniper por 10 minutos e
lavagem com tampéo Tris;
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* uso do anticorpo primario (Mib-1 pronto para uso;
Bax na diluicdo 1:200; Bcl-2 na dilui¢do 1:100) por
20 minutos;

* revelacdo estreptavidina-biotina (sistema revelador:
Biocare’s Star Trek Universal HRP detection) — com
o Trekkie Universal Link (anticorpo secundério) por
20 minutos;

* enxague com tampdo Tris;

* revelagdo com o cromdgeno Betazoid DAB
Chromogen Kit e repouso por até 5 minutos;

* contracoloragdo com hematoxilina de Mayer’s por
2 minutos, trés banhos de alcool absoluto e trés
banhos de xilol, posteriormente com dgua corrente;

* secadas e montadas com verniz.

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

A andlise do Ki-67 foi semiquantitativa com a reativi-
dade e a localizacdo da coloragéo celular graduada como
0 a 3+, de acordo com os critérios de Queiroz et al.?:
0. células positivas apenas nas camadas basal e parabasal;
1. proliferacdo < 20%; 2. proliferagdo entre 21% e 40%;
3. proliferacdo > 40%.

Aimunorreatividade para Bax e Bcl-2 foi semiquantitati-
va, apresentando os seguintes escores: 0. sem marcacéo; 1.
fraco < 10%; 2. > 10% e < 50%; 3. > 50%. A imunorreati-
vidade foi considerada negativa quando houve escore 0 ou
1 e positiva quando houve escore de 2 ou 3, conforme os
critérios de Oltvai et al.?® e Joensuu et al.09. Além disso,
os escores foram avaliados por dois patologistas, conforme
indicado por Feng et al.1%.

Os parametros morfométricos foram submetidos ao tes-
te de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo de distribuicdo
Gaussiana. Com essa distribuicdo, procedeu-se a andlise de

variancia e a multipla comparacdo de Student-Newman-
-Keuls. Sem ela, optou-se pelo teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis, acrescido do teste de mdiltiplas comparacdes
de Dunn. Utilizou-se o programa Graphpad Prism 3.0.
Médias e/ou medianas foram obtidas para cada parametro
morfométrico.

Resultados

Os indices de apoptose obtidos na espessura total do
epitélio e nas camadas superior e inferior deste foram cres-
centes ao longo do espectro das NICs a partir da categoria
cervicite. Assim, a apoptose foi minima na cervicite (4 +
0,25), menornaNIC 1 (5,47 £ 0,36), intermediéria na NIC 2
(7,56 £0,47) e maxima na NIC 3 (10,68 £ 0,42) (Figura 1).

Na cervicite, a apoptose ocorreu de maneira pouco
significativa, acometendo cerca de 4% + 0,25% das células.
A maioria destas se localizou no extrato superior (2,90% *
0,19% das células totais ou + 75% das células em apopto-
se). Raras foram as células apoptéticas na camada inferior
(1,10% = 0,08% das células totais ou + 25% das células
em apoptose).

NIC 1 mostrou maiores indices apoptdticos (5,47% =
0,36%) que a cervicite, com p < 0,01. A maioria da apop-
tose se localizou no extrato superior (3,10% + 0,31% das
células totais ou + 72% das células em apoptose). Menos
frequentes foram as células apoptéticas na camada inferior
(1,60% * 0,19% das células totais ou + 28% das células
em apoptose).

NICs 2 e 3 apresentaram indices apoptéticos maiores
(7,56% £ 0,47%; 10,68% * 0,42%, respectivamente) que
cervicitee NIC 1, com p<0,001. A maioria da apoptose nas
NICs 2 e 3 se localizou no extrato superior (5,72% + 0,40%;

Cervicite  NIC 1 NIC 2 NIC 3

Cervicite NI'[: 1

® Apoptose Apoptose na camada superior © Apoptose na camada inferior
124 ] 3.5+
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104 3.0+
}
i 2.5
™ 2.0
= ; T _ ==
1.5+
g
=
34 = 1.0+ %
2 o= = i
1+ 0.5+ o
0= 0.0

NIC 2 NIC 3 Cenvicite  NIC 1 NIC 2 NIC 3

Figura 1 — Apoptose crescente ao longo do espectro das lesdes intraepiteliais a partir da categoria cervicite crénica

(A) Total; (B) camada superior; (C) camada inferior.
IA: indice apoptdtico; NIC: neoplasia intraepitelial cervical.
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7,85% + 0,39% das células totais ou 75,66% e 73,50% das
células em apoptose, respectivamente). 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).

A frequéncia das mitoses no epitélio cervical aumentou
da cervicite para a NIC 3. Diferencas na distribuicdo das
figuras de mitose entre NICs 1 e 2 foram observadas nas
camadas superficiais do epitélio, vistas em NIC 2.

Mitoses ocorreram em todas as categorias (Figura 2A),
porém foram raras, tipicas e basais (Figura 2C) nos grupos
cervicite e NIC 1 e frequentes, por vezes atipicas e encon-
tradas comumente nos extratos epiteliais médio e superior
(Figura 2B), nas NICs 2 e 3.

Na andlise quantitativa (ndo paramétrica), observaram-
-se baixos indices mitdticos na cervicite (Md = 0,53) simila-
res aos de NIC 1 (Md = 0,66), com p > 0,05.

Por outro lado, as NICs 2 e 3 apresentaram indi-

ces mitéticos elevados, sendo a mediana de NIC 2
(Md = 2,46) menor que a obtida para NIC 3 (Md = 4,57),

com p < 0,05. Esses valores estdo cerca de quatro a sete
vezes mais elevados quando comparados em conjunto com
a categoria cervicite/NIC 1.

Na cervicite, células em interfase correspondiam a
maioria, sendo 95,29% + 0,28% das células. Na NIC 1,
correspondiam a 93,62% + 0,42%, enquanto nas NICs 2
e 3 representaram, respectivamente, 89,62% * 0,54% e
84,24% + 0,56% das células (Figura 3).

Os resultados da imunomarcacao para Ki-67 nos 80
cortes obtidos ndo tiveram distribuicdo normal nas trés
variaveis avaliadas (reatividade, localizacdo e intensidade).
Os resultados do teste de Kruskall-Wallis e de mdltipla com-
paracdo de Dunn mostraram diferencas entre as medianas
obtidas para os grupos NICs 1, 2 e 3.

Assim, a reatividade encontrada foi maior nas NICs
2 e 3 (Md = 2), quando em comparacao com NIC 1
(Md =1) (p<0,001) (Figura 4A). Na localizacdo das rea-
¢Oes, o padrao de marcacao foi semelhante entre os grupos
(Md=1), embora os achados em NIC 1 tenham sido homogé-
neos e de menor dispersao que osem NICs 2 e 3 (Figura 4B).
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Cervicte  NIC 1
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Figura 2 - Indice mitdtico crescente ao longo do espectro das lesdes intraepiteliais a partir da categoria cervicite
(A) Indice mitético total; (B) indice mitdtico na camada superior; (C) indice mitdtico na camada inferior.

NIC: neoplasia intraepitelial cervical; IM: indice mitdtico.
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Figura 3 - Porcentagem decrescente de células em interfase ao longo do espectro
das NICs a partir da categoria cervicite

NICs: neoplasias intraepiteliais cervicais.

A intensidade foi semelhante entre os grupos, tendo variado
de moderada a acentuada (Figura 4C) (Figura 5).

Quanto a imunomarcacédo para Bcl-2, processou-se a
reacdo em 51 casos devido a exiguidade e ao desgaste
apresentado por 29 blocos da amostragem. Destes, 15
foram cervicite; 13, NIC 1; 11, NIC 2; 12, NIC 3, o que
resultou em 42 casos negativos (82,35%) e nove positivos
(17,65%). Nos grupos cervicite e NIC 1, todos os casos
foram negativos (n = 28). A imunomarcacéo para Bcl-2 foi
positiva em nove dos 23 casos restantes, sendo 3/11 casos
em NIC 2 (27,27%) e 6/12 casos em NIC 3 (50%). Nos
casos positivos (n = 9), a localizacdo mostrou-se em células
intermediarias em quatro (44,44%) e cinco (55,56%) em
todo o epitélio (Figura 6).
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Figura 4 - Resultados da imunomarcagéo pelo Ki-67

(A) Reatividade: 1. < 25% de marcagéo; 2. entre 25% e 50% de marcagéo; 3. > 50% de marcagéo; (B) localizagéo: 1. na camada basal; 2. nas camadas basal e intermedidria;

3. em todo o epitélio; (C) intensidade: 1. leve; 2. moderada; 3. acentuada.
NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

Figura 5 - Expresséo da imunomarcagéo pelo Ki-67

(A) Cervicite cronica: reatividade baixa, intensidade fraca e localizacéo nas células do extrato basal do epitélio escamoso; (B) NIC 2: reatividade acentuada, intensidade
moderada e localizagéo em toda a espessura epitelial; (C) NIC 3: reatividade acentuada, intensidade acentuada e localizacéo em toda a espessura epitelial. Ki-67, 40x.

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

®

Figura 6 - Expresséo da imunomarcagéo pelo Bcl-2

(A) Expresséo de padréo basal encontrado na cervicite cronica. Bcl-2, 40x; (B)
expressdo em NIC 3, com detecgéo citoplasmética do antigeno. Bcl-2, 100x (con-
tracoloragdo com hematoxilina).

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

Os resultados da reatividade, da localizacdo e da in-
tensidade da reagdo para Bax tiveram distribuicdo normal
e foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, por se
tratar de variével ordinal. A reatividade da reacéo em NIC 1
(Md =1) foi menor que nas NICs 2 e 3 (Md = 2) (p=0,0088)
(Figura 7A). A localizacdo da reacao variou entre as NICs,
com a média menor em NIC 1 (Md = 2) e maior em NICs
2 e 3 (Md = 2,5). Houve diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre NICs 1 e 2 e entre NICs 1 e 3 (p < 0,05). Néo
houve diferenca significativa entre NICs 2 e 3 (p > 0,05)

(Figura 7B). A intensidade da reacdo em NIC 1 (Md = 1)
foi menor que nas lesdes de alto grau, NICs 2 e 3 (Md = 2)
(p=0,0015) (Figura 7C) (Figura 8).

Discussao

Os critérios morfoldgicos empregados para identificacdo
e quantificacdo da apoptose foram os descritos por Kerr
et al.'®. Esses critérios morfoldgicos foram validados com
os resultados da imuno-histoquimica para Bax.

A apoptose foi minima na cervicite, menor na NIC T,
intermediaria na NIC 2 e maxima na NIC 3, atingindo tanto
na espessura total do epitélio quanto nas camadas superior
e inferior. Assim, os indices obtidos foram crescentes ao
longo do espectro das lesdes intraepiteliais. No entanto,
a distribuicdo da apoptose nas camadas superior e inferior
do epitélio ndo mostrou grandes oscilacdes, mantendo a
propor¢ao.

A distribuicdo da apoptose obtida na morfometria para
leséo intraepitelial de alto grau (LIE-AG) (NICs 2 e 3) é quase
duas vezes superior que na LIE de baixo grau (LIE-BG) (NIC1)
e na cervicite, o que esta consistente com os resultados da
imuno-histoquimica para Bax.
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Figura 7 - Resultados da imunomarcagéo pelo Bax

(A) Reatividade: 1. < 25% de marcagéo; 2. entre 25% e 50% de marcagéo; 3. > 50% de marcagéo; (B) localizagéo: 1. na camada basal; 2. nas camadas basal e intermedidria;

3. em todo o epitélio; (C) intensidade: 1. leve; 2. moderada; 3. acentuada.
NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

Figura 8 — Expresséo da imunomarcagéo pelo Bax

(A) NIC 3: reatividade acentuada, intensidade acentuada e positividade em toda
a espessura epitelial. Bax, 40x; (B) detalhe do padréo citoplasmatico granular da
reacéo. Bax, 100x (contracoloragdo com hematoxilina).

NIC: neoplasia intraepitelial cervical.

O aumento do indice apoptdtico com o grau histol6-
gico sugere que a apoptose ajuda a eliminar células que se
proliferaram em excesso, se desenvolveram impropriamente
ou que mantiveram dano genético® 3%. A identificacéo da
apoptose aumentada em processos pré-neopldsicos para
lesdes neopléasicas foi observada em outros tumores epi-
teliais humanos!- 4. Claramente, o controle da populacdo
celular em epitélio em diferenciacdo é complexo e envolve
a diferenciacdo e a apoptose.

O indice mitdtico é importante na analise da taxa de
crescimento, entretanto, reflete apenas uma das variéveis
em estudo do crescimento dessas lesées'?. O nGmero de
mitoses, tipicas e atipicas, e sua localizacdo sdo utilizados
para graduar as lesdes®%33. Em nosso estudo, as mitoses
ocorreram em todas as categorias, porém foram raras, tipi-
cas e basais nos grupos cervicite e NIC 1 e frequentes, por
vezes atipicas e localizadas nos extratos epiteliais médio e
superior, nas LIE-AGs (NICs 2 e 3). Na cervicite, as figuras
de mitose sdo raramente encontradas; quando presentes,
elas estdo confinadas as camadas basais e ndo mostram
atipias. Nas neoplasias intraepiteliais, as mitoses ocorrem
com maior frequéncia nas camadas suprabasais e podem
ser atipicas®®. Os baixos indices mitéticos na cervicite e na

NIC 1 contrastaram com os obtidos para NICs 2 e 3, sendo
quatro a sete vezes mais elevados quando comparados em
conjunto. Essas observagdes indicam que as mitoses no epi-
télio possuem relacdo com o grau da NIC™. A ocorréncia
de eventos nulos nas cervicites e NIC 1, esperada pelos
critérios de classificacdo das LIEs, dificultaram a avaliacéo
estatistica, comprometendo maiores inferéncias.

A avaliacdo combinada de apoptose, mitose e em es-
tado ndo replicativo indica que as LIE-AGs possuem maior
grau de renovacao celular que a cervicite ea NIC 1. Tanto
a proliferacdo quanto a apoptose aumentaram com o
grau da leséo, reduzindo a fracdo de células em interfase.
A porcentagem de células em proliferacdo e apoptose
na cérvice normal difere significativamente em todas as
lesdes displasicas. Nas LIE-AGs, observa-se imortalizacdo
celular, com proliferacéo celular anarquica e auténoma,
elevando o indice mitético®. Por outro lado, a resposta
do hospedeiro diante da displasia se traduz em aumento
da apoptose(V.

Nas LIE-BGs, a proliferacdo ndo esta associada a apop-
tose mensuravel. Essas lesdes ainda retém a capacidade
de diferenciacdo escamosa, com controle da celularidade.
Com o aumento do grau histolégico, a diferenciacdo é
reduzida ou perdida, mas niveis mensuraveis de apoptose
sdo identificados( 34,

Na reatividade da imuno-histoquimica para Ki-67, os
niveis crescentes de células marcadas tém relagdo com o
grau da displasia e o indice mitético. Essa correlacéo positiva
€ descrita entre o grau da NIC e a proliferacéo nuclear@.
Na cervicite, a reatividade foi minima ou nula. Constatou-
-se diferenca significativa entre NICs 1 e 2 e entre NICs 1
e 3. Entretanto, ndo houve diferenca na comparacdo entre
NICs 2 e 3. As LIE-AGs mostraram indices mitdticos eleva-
dos em comparacdo com os grupos cervicite e NIC 1, em
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consonancia com a morfometria. Nas NICs 2 e 3, os indices
do Ki-67 foram moderado e acentuado, respectivamente, e
divergem, em contrapartida, de NIC 1, que possui indices
menores (baixo/moderado). Niveis elevados como esses
sdo mais observados em tumores malignos com elevada
proliferacdo®. A frequéncia e a distribuicdo da marcacéo
do Ki-67 podem também distinguir cervicite das NICs(?,
Na NIC 3, a fracéo de células Ki-67 positivas fica em torno
de 40%, sendo duas a cinco vezes maior que em NIC 1.
Fracdes excedendo 25% sdo exclusivamente encontradas
nas NICs 2 e 303,

A expressdo do Ki-67 apresenta relacdo com a progres-
sdo da displasia para alto grau®. O Ki-67 é (til para iden-
tificar LIE-BG e na verificacéo de diagndsticos equivocos®>.
Portanto, para efeitos diagndsticos, infere-se que a variavel
reatividade pode ajudar no esclarecimento de lesdes em que
paira davida da presenca ou néo de displasia e se a leséo é
de baixo ou alto grau.

No cervicite, a marcacdo para Ki-67 foi encontrada
nas células parabasais e basais, constatando que as células
parabasais sdo fontes de renovacdo celular e que as basais
funcionam como células de reserva®@’ 36),

Mimica et al.?> e Popiolek et al.®® constataram expres-
sao aumentada do Ki-67 na coilocitose e na NIC, progres-
sivamente maior nas camadas altas do epitélio, de acordo
com o grau da displasia. No presente estudo, a maior mar-
cacdo em NIC 1 foi no terco médio do epitélio, enquanto
nas NICs 2 e 3 foi no terco superior ou em todo o epitélio.
Lorenzato et al.? relataram células Ki-67 positivas nos dois
tercos superiores do epitélio como um método acurado
para detectar LIE-AGs com sensibilidade de 100%. Mimica
et al.? e Popiolek et al.?® também mostraram que Ki-67
melhora a sensibilidade do diagnéstico das lesdes de alto
grau. Assim, a localizacéo das células em proliferacéo possui
correlagdo com o grau histomorfolégico das displasias®®.
As células Ki-67 positivas aumentam progressivamente no
interior do epitélio a medida que se eleva o grau lesional.
Nas lesOes intraepiteliais, a expressdo de Ki-67 aumenta nas
areas parabasais com extensdo nas camadas intermedidrias
e superficiais®®.

Portanto, a variavel localizagdo na imuno-histoquimica
para Ki-67 é um recurso (til para dicotomizar as LIEs@®,
com repercussdes praticas no progndstico/evolucdo da
leséo. Para Baak et al.®) e Kruse et al.?, o antigeno Ki-67
prediz a progressao nas lesdes intraepiteliais graus 1 e 2. A
imuno-histoquimica para Ki-67 tem potencial na graduacéo
da NIC e na distincdo com as lesdes ndo neoplasicas que
as mimetizam. A positividade para o Ki-67 esté associada a

deteccdo do HPV, tanto em lesdes cervicais quanto vulvares,
com elevada sensibilidade e especificidade(” 22.

Quanto a variavel intensidade, nao se observou dife-
renca entre os grupos das displasias. Isso demonstra que a
intensidade da reacdo pelo Ki-67 se presta para esclareci-
mento diagnéstico nas lesdes em que ha davida quanto a
presenca de displasia, notadamente entre displasia leve e
cervicite (atipias celulares inflamatérias).

A expresséo de Ki-67 pode ser um método diagnéstico
nos casos dificeis, em que o epitélio atréfico e reativo deve
ser diferenciado de displasia e carcinoma invasivo 9.

Quanto a imunorreatividade pelo Bax, o padrdo granular
€ detectado nas displasias em confronto com a cervicite(.
Nossos resultados mostram que ndo houve diferenca en-
tre as displasias no que se refere a reatividade, similar ao
relatado por Aletra et al.?. O que se notou foi a diferenca
entre cervicite e NICs 2 e 3, sustentada pela avaliacdo mor-
fométrica do indice apoptoético, visto que ndo se encontrou
apoptose significativa na primeira categoria. Ndo houve
diferenca entre cervicite e NIC 1 e esse parametro apenas
dicotomiza a cervicite das LIE-AGs.

Quanto a localizacdo da reacdao com Bax, os resultados
indicam diferenca significativa entre LIE-BG e LIE-AG. Des-
sa forma, na neoplasia intraepitelial, células Bax positivas
aumentam progressivamente no epitélio a medida que se
aumenta o grau lesional. O aumento da apoptose é devido
ao crescente acimulo de dano genético nas células displa-
sicas®. Portanto, a variavel localizacdo para Bax é (til para
diferenciar lesdes de baixo e alto graus, o que demonstra
importancia pratica nos casos duvidosos a histologia.

Quanto a variavel intensidade com Bax, nossos resulta-
dos mostraram diferenca significativa entre LIE-AG e LIE-BG.
Quando analisamos NICs 2 e 3 como grupo (LIE-AG) e con-
frontamos com NIC 1, observamos diferenca significativa.
Assim, as LIE-BGs apresentam intensidade leve, enquanto
as LIE-AGs, intensidade moderada. Esses achados indicam
que as LIE-AGs sdo semelhantes entre si no que se refere
a apoptose e que divergem das LIE-BGs e da cervicite. A
literatura reforca esse achado- '),

A expressao do Bcl-2 nos grupos cervicite e NIC 1
ocorreu nas células do extrato parabasal, concordando com
estudos de Cheah e Meng?. Essa expressao reflete a funcdo
germinativa desse compartimento. Aparentemente, Bcl-2 é
requerido para a sobrevivéncia dessas células germinativas,
a fim de que se mantenha a homeostasia epitelial. Adicio-
nalmente, as LIE-AGs mostraram aumento progressivo de
Bcl-2, concordando com Looi et al.®® e Cheah e Meng®.
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A progressdo tumoral esta associada ao equilibrio entre
a proliferacéo celular e a apoptose. Membros da familia gé-
nica que incluem Bcl-2 e Bax estéo envolvidos no controle
da apoptose de extensa variedade de tipos celulares. Bax
induz a apoptose e Bcl-2 atua na sobrevivéncia celular. O
Bcl-2 e outros membros da familia competem para inativar
o0 Bax®%. O prolongamento da sobrevivéncia celular e a
inibicdo da apoptose estd relacionado com a carcinogé-
nese. Todavia, a reducdo da expressdo do Bcl-2 ndo
necessariamente traduz um aumento da apoptose, porque
outros fatores podem estar alterados® '3). Dessa forma, ndo
ha necessariamente uma correlacéo de Bcl-2 com Bax(,

As duas abordagens empregadas em nosso estudo,
histomorfometria e imuno-histoquimica, avaliam o mesmo
processo patolégico, porém com niveis de resolugéo dife-
rentes. A histomorfometria constata alteragcées no plano
de resolugéo tissular, sendo que as alteracdes morfoldgicas
sdo observadas e quantificadas a microscopia dptica. A
imuno-histoquimica, por conseguinte, constata alteracdes
no plano da expressao, de forma mais precoce que o
dano celular e tissular, sustentando os resultados vistos a
microscopia ptica.

A partir das duas abordagens, constatou-se a ocorréncia
de apoptose e mitose nas displasias e ambas estdo direta-
mente relacionadas com o aumento do grau de displasia.
O evento displasico é dindmico e representa um processo
patolégico com niveis crescentes de renovacédo celular,
também proporcional ao grau de displasia.

Os resultados das duas abordagens, de naturezas di-
ferentes (quantitativa e semiquantitativa), enfocam, em
esséncia, 0S mesmos processos e apresentam pequena
discrepancia entre os indices morfométricos e de marcagéo
imuno-histoquimica. Entretanto, por uma perspectiva mais
ampla, os resultados da morfometria séo sustentados pela
imuno-histoquimica. Assim, os indices apoptético e mitdtico
mostram o mesmo padrdo de resposta que a marcacéo
imuno-histoquimica para Bax, Bcl-2 e Ki-67, sendo que
aimuno-histoquimica é capaz de captar alteracdes celulares
mais precocemente.

Além disso, é importante ressaltar que os niveis de ex-
pressdo do Ki-67 nem sempre encontram paralelismo com
os do Bcl-2, o que indica que a atividade proliferativa e a
apoptose sdo fatores independentes para a manutencéo

da displasia. Nos casos em que ambos os marcadores s@o
intensamente expressos, a protecdo contra a morte celular
via apoptose possui efeito sinérgico na acumulacdo de
células displasicas.

Conclusao

Os resultados apresentados sustentam a teoria de que
a NIC envolve progressiva disfun¢do da renovagao cervical
(proliferacdo e morte celular) e suportam as seguintes
inferéncias:

e os marcadores Ki-67, Bax e Bcl-2, em combinacéo
com a analise de imagens, oferecem uma alterna-
tiva promissora para a classificacdo das displasias
cervicais;

* ahistomorfometria e aimuno-histoquimica, apesar
de envolverem andlises diferentes (quantitativa e se-
miquantitativa), enfocam, em esséncia, os mesmos
processos que, vistos por uma perspectiva mais am-
pla, mostram resultados similares. Assim, os indices
apoptético e mitdtico apresentam o mesmo padréo
de resposta que a marcacdo imuno-histoquimica
para Bax, Bcl-2 e Ki-67;

e as células em interfase decrescem ao longo do
espectro das lesdes intraepiteliais a partir da cate-
goria cervicite;

* a imuno-histoquimica para Ki-67, Bax e Bcl-2 é
importante no estudo das lesGes do colo uterino,
proporcionando diagndstico mais preciso, especial-
mente nas lesdes duvidosas a histologia;

* 0s parametros reatividade, localizacdo e intensida-
de da reagdo para Ki-67 séo Uteis na avaliacdo da
presenca de displasia. Na presenca desta, apenas
os parametros reatividade e localizacédo sdo capazes
de diferenciar lesdes de baixo e alto grau;

e 0s parametros localizacdo e intensidade para Bax
sao capazes de diferenciar leses de baixo e alto
grau; ja a reatividade é capaz de dicotomizar lesdes
de alto grau com cervicite;

e aexpressdo do Bcl-2 eleva-se com a gravidade da
displasia.
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