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RESUMO

As Neoplasias Intra-epiteliais Cervicais (NIC) sdo precursoras do carcinoma do
colo uterino e, em sua maioria, causadas pelos virus do Papiloma Humano (HPV)
de alto risco oncogénico. A maior parte das NIC1 regride, mas cerca de 15% pode
progredir e a integracao viral ao genoma da célula tem papel importante neste
evento. A hibridizacdo in situ (HIS) detecta o tipo de virus na lesao e, tem sido
atribuido que o sinal difuso desta reacao se relaciona a forma epissomal do virus,
enquanto o puntiforme representa o DNA viral integrado ao genoma.
O Ki67, marcador de proliferacao celular, tem sido usado na graduacao das NIC e
pode ser um adjuvante na avaliacao do comportamento das NIC1.

Métodos: 74 biépsias de NIC1 foram estudadas, cujas pacientes apresentaram no
acompanhamento bidpsias com diagndsticos variados: 19 de cervicite (regressao),
29 com manutencdo de NIC1 e 26 com progressao para NIC 2-3. A primeira
biépsia foi analisada pela reacdo de HIS para HPV de alto risco oncogénico
(Genpoint®) e pela reacao imunoistoquimica para Ki67. Na HIS foram avaliados o
namero e a distribuicdo das células nas camadas epiteliais (basal, intermédia ou
superficial) e o tipo de sinal (puntiforme ou difuso). A analise do Ki67 foi realizada
de 2 formas: a) leitura com avaliacdo subjetiva da expressao em diferentes niveis
do epitélio (camadas basal e para-basal, até a metade e mais da metade da
espessura epitelial), b) analise morfoldgica quantitativa por um programa de
computador (“Sociology”), capaz de fazer muitas medidas, como densidade

nuclear e relagdes de vizinhanga entre os nucleos.

Resultados: a idade da pacientes variou de 16 a 65 anos, sendo a média
diferente entre os grupos com e sem progressao (31 e 26, respectivamente,
p=0,02). A HIS foi positiva em 22 casos (30%), dos quais 8 progrediram e 14, néo.
Todos mostraram sinais puntiformes e difusos, entretanto sinal puntiforme na
camada basal foi observado em 58,5% dos que progrediram e em apenas 4% dos
casos sem progressao (p=0,05). A avaliacdo subjetiva do Ki67 demonstrou que o
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grupo que progrediu expressou positividade em mais da metade do epitélio
(p=0.02). A andlise morfoldégica quantitativa do Ki67 evidenciou os seguintes
resultados significativos no grupo com regressdao: menor densidade nuclear,
menor quantidade de vizinhos e maior distancia entre os nucleos vizinhos mais
proximos (p=0,019; 0,008 e 0,02). As medidas da altura dos nucleos positivos no

epitélio e da espessura epitelial ndo mostraram diferenca.

Conclusao: o sinal puntiforme da HIS na camada basal, a expressao do Ki67 em
mais da metade do epitélio, avaliada subjetivamente, e a maior densidade de
nucleos na analise morfolégica quantitativa estdo mais associados a manutencao

e progressao das lesbées de NIC1.

Palavras-chave: NIC1, HPV, Hibridizacao in situ, Ki67, evolucao.
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ABSTRACT

Cervical Intraepithelial Neoplasias (CIN) are precursory lesions of the cervical
carcinoma, and most of them are caused by high-risk Human Papillomavirus
(HPV). The majority of CIN1 can regress, but around 15% progress, and viral
integration has an important role in this event. Integration can be identified by
In situ hybridization (ISH). Literature has considered a punctate signal in ISH as
integrated HPV, and the diffuse signal as episomal virus. Ki67, a marker of cellular
proliferation, can be useful in graduating CIN and evaluating CIN1 behavior.

Methods: 74 CIN1 cases were studied and all patients had another biopsy in the
follow-up which revealed: 19 without CIN (regression), 29 with maintenance of
CIN1 diagnosis, and 26 that progressed to CIN2-3. ISH with Genpoint® for high
risk HPV was evaluated according to the distribution of positive cells at different
levels in squamous epithelium: basal, intermediate or superficial layers.
The pattern of ISH reaction was classified as diffuse or punctate. Ki67 analysis was
performed by 2 different ways: a) interpretation with subjective estimation of the
immunostaining in different epithelium levels (basal and parabasal layers, until a
half and more than a half of the epithelium thickness); b) quantitative
morphological analysis by a software (“Sociology”), capable of performing many

measurements, as nuclear density and neighborhood relations among the nuclei.

Results: the age varied from 16 to 65 and mean age without progression was
26 and 31 for progression (p=0.02). ISH was positive in 30% (22 cases: 8 with
lesion progression and 14 without). All cases showed punctate and diffuse signals,
but punctate were observed in 58.5% with progression and only in 4% without
(p=0.05). Ki67 subjective analysis revealed that group with progression expressed
positive nuclei in more than a half of the epithelium thickness (p=0.02).
In the regression group, Ki67 quantitative morphological analysis showed smaller
nuclei density, a lower quantity of positive cells and a longer distance between
neighbor cells when compared to the others (p=0,019; 0,008 e 0,02).
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The height of Ki67 positive nuclei and the epithelial thickness were not different
among the 3 groups.

Conclusion: an ISH punctate signal in the basal layer, Ki67 expression in more
than a half of epithelium thickness and the nuclear Ki67 density evaluated
quantitatively can be related to CIN1 maintenance and progression.

Key-words: CIN1, HPV, In situ hybridization, Ki67, evolution.
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1.1- Histodrico e classificacao das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC)

As neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) sdo definidas como um
espectro de alteracdes no epitélio escamoso que ocorrem predominantemente na
zona de transformacao cervical, causadas por infeccoes pelo Papiloma virus
Humano (HPV) (1). Seu papel como lesbes precursoras do carcinoma
epidermdide do colo uterino estd muito bem estabelecido (2) e sua existéncia foi
primeiramente reconhecida por Sir John Williams, em 1886 (apud 3).

Cullen, em 1900 (apud 3), descreveu as caracteristicas histoldgicas
destas lesbes e notou que apresentavam varios aspectos morfoldgicos
semelhantes ao carcinoma invasor. Broders introduziu o termo “carcinoma in situ"
e Pemberton e Smith (apud 3) foram os primeiros a verificar uma relagao temporal
entre carcinoma in situ e o aparecimento de lesdes invasoras. Com o passar do
tempo, numerosos estudos com longos periodos de acompanhamento foram
realizados, consolidando a importancia das NIC no desenvolvimento do carcinoma

epidermoide cervical (3).

Desde entdo, diversas terminologias e classificacbes vém sendo
empregadas. A partir dos estudos sobre ploidia nestas lesdes, Richart RM et al,
1973 (apud 3), propuseram a terminologia de Neoplasia Intra-epitelial Cervical,
classificando-as em NIC1, 2 e 3 (correspondendo, respectivamente, a displasia

leve, moderada e grave ou carcinoma in situ).

A denominacgao Neoplasia Intra-epitelial Cervical ou, por outros autores,
Neoplasia Escamosa Cervical (do inglés cervical squamous neoplasia ou
squamous intraepithelial lesion), tornou-se universalmente utilizada. Com estudos
sobre o comportamento e histéria natural destas lesdes, a partir da década de 90,
foi proposto um sistema de classificagao binario (sistema de Bethesda), onde tanto
as NIC1 quanto os condilomas corresponderiam a lesdo intra-epitelial de baixo
grau e as NIC2 e 3 as lesdes intra-epiteliais de alto grau, sendo utilizado
especialmente por citopatologistas. Este sistema binario também separa as

neoplasias intra-epiteliais nas quais o virus encontra-se na sua forma epissomal
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ou extra-cromossémica (lesdo de baixo grau) daquelas nas quais o Vvirus
encontra-se integrado ao genoma celular (de alto grau). As lesées de baixo grau
geralmente sdo acompanhadas clinicamente, enquanto que as de alto grau devem

ser tratadas com conizacao (4).

As NIC compreendem um espectro de lesdes, de acordo com seu grau
de comprometimento epitelial e caracteristicas citol6gicas, compartilhando entre si
etiologia e histéria natural (5). As alteracées morfolégicas atualmente utilizadas
para a classificacdo histolégica das NIC, que serd empregada neste trabalho,

seguem o conceito mais recente da Organizacao Mundial de Saude (6):

1.1.1- Neoplasia intra-epitelial cervical de Grau 1 (NIC 1)

Observa-se, em grau variado, acantose epitelial, hiperplasia da camada basal
e para-basal, e maturacéao epitelial preservada. Nas camadas mais superiores, sao
verificadas as atipias coilocitoticas, caracterizadas por células com nudcleos
grandes e hipercromaticos, de contornos irregulares, halos claros perinucleares e,
por vezes, binucleagdo. As figuras de mitose se atém as camadas basais,
sendo raras na camada intermediaria do epitélio e ausentes nas superiores

(Figura 1).

1.1.2- Neoplasia intra-epitelial cervical de Grau 2 (NIC 2)

Nota-se maturacdo ainda preservada, com coilocitos, nas camadas
superficiais do epitélio, porém na metade ou 2/3 inferiores do epitélio, as células
exibem nucleos basalbdides atipicos e hipercromaticos, ora bizarros, com perda da
polaridade celular, além de figuras de mitose freqlientes, eventualmente atipicas,

nao mais restritas a camada basal (Figura 2).
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1.1.3- Neoplasia intra-epitelial cervical de Grau 3 (NIC 3)

Este diagnédstico é permitido quando as células basal6ides e imaturas
ocupam praticamente ou toda a espessura epitelial. A maturacao epitelial esta
prejudicada, o que se associa a rara presenga de coildcitos. As figuras de mitose
sao numerosas e presentes em qualquer altura do epitélio (Figura 3).

Figura 1- NIC 1: hiperplasia da basal, com atipia leve, maturagédo epitelial

preservada, com numerosos coilécitos nas camadas superficiais.
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Figura 2- NIC 2: atipia celular marcada e desarranjo arquitetural nos 2/3 profundos
do epitélio, maturacao presente com coilécitos nas camadas superficiais
e figuras de mitose atipicas e altas no epitélio.
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Figura 3- NIC 3: atipias e mitoses em todas as camadas do epitélio, que mostra
falta de maturagédo e menor nimero de coilécitos em relagdo ao NIC2.

1.2- Papel da infeccao pelo HPV e histéria natural da NIC

O papel do Papilomavirus Humano (HPV) como agente causal no
desenvolvimento da neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) e carcinoma do colo
uterino esta bem estabelecido, de acordo com diversos trabalhos da literatura (2).

Mais de 100 tipos de HPV foram isolados, e aproximadamente 40 estao
relacionados a varias lesdes do trato genital. Os tipos de HPV de baixo risco
oncogénico mais frequentes sdo o HPV 6 e 11, frequentemente associados a
lesbes benignas, como o condiloma acuminado, mas ndo com 0O carcinoma
cervical. Os HPV de alto risco mais comumente encontrados sao HPV 16 e 18,

que podem provocar as NIC e carcinoma do trato genital inferior (7).
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A infeccdo pelo HPV é mais prevalente em mulheres jovens e
adolescentes, provavelmente devido a falha de resposta imunoldgica pela nao
exposi¢do prévia ao virus, somando-se ainda fatores biolégicos: o processo de
metaplasia escamosa na zona de transformagédo cervical ocorre durante a
puberdade, ndo havendo, assim, elemento “protetor” as células basais epiteliais
(8). Por outro lado, o grupo de mulheres mais velhas, na faixa dos 30 a 40 anos,
se associa a infeccao viral persistente e, por conseguinte, é mais susceptivel a

progressao da lesédo de NIC (9).

A histéria natural das neoplasias intra-epiteliais cervicais €
extremamente variavel, e apenas a presenca de certo tipo viral ndo € suficiente
para sua progressao, regressao ou persisténcia (10). Isto é corroborado pelo fato
de que alta porcentagem das lesdes intra-epiteliais de baixo grau sédo positivas
para HPV de alto risco oncogénico (80%) e, mesmo assim, a maioria regride
espontaneamente (11, 12). Por outro lado, as NIC 3 tém 12% de probabilidade de

evolugéo para carcinoma invasor (13).

Os intervalos de tempo adotados na literatura para progressao,
persisténcia da lesdo e regressdo sao muito variados e, em muitos casos, torna-se
dificil esta afirmacéo e a comparacao de diferentes trabalhos. Song SH et al, 2006
(14), adotaram como conceito de NIC persistente aqueles casos com
acompanhamento por mais de 24 meses, e que apresentavam o mesmo grau de
NIC como diagnéstico. Entretanto, outros autores usam outros periodos de
seguimento. No estudo de Omori M et al 2007 (15), as pacientes foram
acompanhadas por, no minimo 4 meses (intervalo entre bidpsias), enquanto que

Nappi L, 2005 (16) seguiu os casos por 36 meses.

O critério de progressao das lesbes é mais uniforme entre os autores,
adotado quando a paciente passa a apresentar maior grau de neoplasia
intra-epitelial cervical, confirmado histologicamente, sendo, contudo, o mais dificil
de se estabelecer, visto que, frequentemente, existe um espectro de lesbes na
mesma paciente. Por outro lado, é consenso entre os autores que, quando se
avalia progressdo, os diagndsticos devem ser embasados em substratos
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histoldégicos, e os dados citolégicos seriam adjuvantes no acompanhamento
destas pacientes (14,15).

Os fatores de risco para o desenvolvimento da neoplasia intra-epitelial
de alto grau (NIC2 e 3) mais estudados sdo: infeccao persistente pelo mesmo tipo
de HPV (especialmente pelo HPV16); tipo de HPV (18% das pacientes com
HPV16 desenvolvem NIC de alto grau); carga viral; status viral da leséo
(virus integrado ou na forma epissomal), dentre outros (17).

No colo uterino normal, apenas as células basais e para-basais do
epitélio escamoso sao capazes de se dividir. Apo6s o ciclo celular, as células
supra-basais sdo entdo destinadas a um programa ordenado de diferenciagcédo e
maturacdo ao longo do epitélio, sem evidéncia de divisdo celular (12).
A divisao celular normal é iniciada com as quinases ciclina-dependentes (CDKs)
4 e 6, que, em complexo com a ciclina D1, levam a fosforilagdo da proteina do
retinoblastoma (pRB). Esta proteina fosforilada, fica entdo inativa, causando a
liberagdo da transcricdo do fator E2F, um promotor da divisdo da célula.
Isto promove um aumento da expressao de proteinas supressoras tumorais,

inibicao das CDKs 4 e 6, impedindo um novo ciclo celular (18).

O virus infectante entra nas células epiteliais via camada basal do
epitélio cervical e leva a alteracdes histopatolégicas que variam conforme o status
viral na lesdo, ou seja, se no estado epissomal ou integrado ao genoma celular.
Se estiver na forma epissdbmica (ndao integrada), o numero de copias virais
aumenta e provoca a alteragcdo morfolégica conhecida como atipia coilocitética,
mostrando maturacdo preservada do epitélio, porém exibindo maior atividade
proliferativa, com espessamento da camada basal. Nos casos dos HPV de alto
risco, através da agdo de seus oncogenes virais nas células basais (“stem cells”),
ou seja, células com capacidade de replicagdo, ocorre uma série de eventos
moleculares que desorganizam o ciclo celular normal, aumentam a
susceptibilidade ao dano do DNA celular e podem levar a desarranjos

cromossémicos (19).
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Estas alteragdes progressivas frequentemente sdo acompanhadas por
integracdo do virus ao genoma hospedeiro, um evento critico a carcinogénese
(20). Embora os mecanismos da integracdo do HPV ndo sejam totalmente
compreendidos, tem-se constatado que este evento seja acidental (12).
Para que esta ocorra, € necessario que haja uma quebra no genoma viral,
nas regides E1 e E2. Prossegue-se com a perda de funcdo destes genes,
e desregulacédo da expressao dos genes virais E6 e E7. Suas proteinas E6 e E7
aumentam a degradacao dos produtos dos genes supressores tumorais da célula
hospedeira, como o p53 ou pRb (proteina do retinoblastoma), levando a
transformacao e imortalizagéo dos ceratinécitos (10). Varios estudos mostram que
a integracdo do DNA do HPV nas células basais do epitélio escamoso precede a
transformacao de lesdes de baixo grau (NIC 1) para alto grau (NIC 2 e 3),
porém € incomum que ocorra a integracdo em casos de NIC 1, sendo mais
frequentes em NIC 2 e 3. Entretanto, ha na literatura, discordancia nestes
resultados que podem ser devido a problemas técnicos e de interpretacdo na

avaliacao da integracao por diferentes métodos (21).

Cerca de 15% das NIC 1 irdo progredir para NIC 2 ou 3 (12) e tem-se
estudado exaustivamente o0 que provoca este evento, e como poderiamos
identifica-lo. Até o momento, os critérios morfolégicos nao conseguem discernir as
lesbes que sofrerdo regressdo daquelas que podem persistir ou progredir (22).
Assim, é necessario buscar marcadores que tenham esta capacidade de distingao,
fazendo com que as mulheres com lesées com maior risco de progressao para

alto grau tenham um seguimento mais controlado e eficiente.

1.3- Padroes de expressao do HPV com a técnica de hibridizacao in situ.

O padréao-ouro para se investigar a integracdo do HPV ao DNA do
hospedeiro é a técnica do PCR, que, entretanto, destrdi a arquitetura do tecido.
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A Hibridizacao in situ (HIS), por outro lado, mantém a integridade do
tecido, detecta o tipo de HPV presente na lesdo e, com as melhorias da técnica,
vem apresentando boa concordancia com os resultados obtidos pela PCR (23, 24,
25). A positividade da reagao de hibridizagdo ao HPV tem sido descrita em
trés padrbes diferentes: difuso (positivo em todo o nucleo), puntiforme
(também chamado de “dot”), e misto, quando os dois padrdes existem na mesma
leséo (figura 13). Estudos tém demonstrado que o difuso corresponderia a forma
epissomal do virus, enquanto o puntiforme ocorreria quando ja houvesse a
integracao viral ao genoma da célula e o tipo misto, quando ha combinagcao de
ambas as formas (26).

A integragdo do HPV ao DNA celular tem sido considerada um bom
marcador para as lesdes de alto grau e carcinoma invasor, sendo caracterizada
pelo sinal puntiforme (ou em “dot” nuclear) na HIS (4). Evans MF et al, 2002 (26),
relatam que 100% das NIC 2 e 3 exibiram padrdo puntiforme na camada basal,
enquanto este aspecto estava presente em apenas 25% dos casos de NIC 1,
a maioria dos quais estava associada a infec¢ao por HPV 16 e 18. Segundo dados
da literatura (4), as lesées que exibem o padrao puntiforme na HIS, especialmente
na camada basal, podem vir a ter um comportamento mais agressivo. Também foi
observado que as lesdes de NIC 2 e 3 mostravam expressao puntiforme a HIS
para HPV de alto risco, em todas as porcoes do epitélio e que, 86% das NIC 1
foram positivas, com sinal difuso no terco superior do epitélio, sendo que 13%
delas ainda mostraram sinal puntiforme focal em células basais e para-basais.
Entretanto, nao ficou estabelecida a correlagdo com integracao viral nestes casos
(27). Verificou-se integracao do HPV16 em lesbes de baixo grau, principalmente
em pacientes mais velhas (28).

O método da HIS tem a grande vantagem da manutencao da morfologia
das lesGes, porém também € conhecido pela sua baixa sensibilidade,
principalmente referidas nos primeiros estudos da literatura, onde n&o era utilizado
reagente de amplificacao (23, 25, 29). Ao comparar diferentes métodos de HIS,

Sano T. et al, 1998 (23) verificaram que a amplificacdo pela tiramida conferiu
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maior sensibilidade a técnica. Lizard G et al, 2001 (30), estudaram o método de
HIS usando o sistema de amplificagdo chamado de GenPoint® (DAKO) em
culturas de células infectadas pelo HPV, descrevendo que houve aumento da

sensibilidade em detectar pequeno nimero de copias virais.

Evans MF et al, 2002 (26), observaram que, dentre casos de NIC1,
71% mostraram apenas sinal difuso a HIS, e os demais mostraram sinal
puntiforme exclusivamente ou misto (puntiforme e difuso). Dentre estes Ultimos
casos, a maioria estava associada a infeccao por HPV de alto risco. O sinal difuso
estava presente principalmente nas camadas superficial e intermediaria do
epitélio, enquanto os nucleos de padréao puntiforme eram raros e nas por¢des mais
superiores. Apenas dois casos de NIC 1 exibiram marcacao puntiforme na camada
basal. Por outro lado, o sinal puntiforme foi evidente em todos os casos de NIC 2 e
3, parte deles com marcacao puntiforme exclusivamente, e outros com padroes
puntiforme e difuso, presentes em todas as camadas epiteliais. Assim, o sinal
puntiforme estaria mais associado as NIC de alto grau, e a positividade na camada
basal nos casos de NIC1 poderia estar correlacionada a progressao. Este mesmo
autor, em 2003 (31) e 2004 (32), afirma em seus estudos, que a integracao viral
estd associada com o padréo puntiforme, mas ndo necessariamente todo sinal

puntiforme signifique integracao.

Estudo comparativo entre os métodos da HIS com amplificacao através
do GenPoint® (DAKO) e a PCR, em casos de NIC 1, 2 e 3 verificou uma alta
concordancia entre os resultados (de cerca de 86%), especialmente nos casos de
lesbes de alto grau. Os casos de NIC 1 ndo mostraram integracéo viral a técnica
de PCR, e o sinal foi exclusivamente difuso na HIS, porém, a sensibilidade da HIS

foi menor nas NIC1 do que nas lesdes de NIC 2 e 3 (25).

Omori M et al, 2007 (15), observaram o comportamento de casos de
NIC 2, verificando que entre aqueles com sinal puntiforme exclusivo,
73% progrediram para NIC 3 e nenhum deles regrediu, enquanto que todos os

casos com apenas sinal difuso regrediram.
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Estes trabalhos apontam que o padrdo puntiforme na HIS deve ser
analisado como um alerta para que estas lesdes sejam seguidas mais
rigorosamente, pois podem ter um risco maior de evoluirem para NIC de alto grau

e carcinoma (24).

1.4- Expressao imunoistoquimica do Ki67 nas NIC

O antigeno Ki67 € uma proteina de meia-vida curta expressa durante as
fases G1, S, e G2 e M do ciclo celular, mas ndo na fase GO. Seu clone mais
utilizado em imunoistoquimica € o MIB-1, um anticorpo monoclonal, resistente ao
uso em materiais parafinados (33). E bem estabelecida sua superioridade em
relacdo ao PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo nuclear) que, além de sofrer
influéncias pela fixacao, pode também ser expresso nas células em fase GO (34).

No epitélio escamoso normal, as células positivas para Ki67 estao
confinadas as camadas basal e para-basal, que sao aquelas capazes de se dividir,
dando origem as células que sofrerdo maturagdo até a superficie epitelial (12).
A infecgéo pelo HPV esta associada com o aumento da atividade proliferativa do
epitélio (35), sendo o Ki67 expresso em camadas epiteliais mais altas nas
NIC (36), devido ao aumento da atividade proliferativa e a redugdo da morte
celular nas células infectadas (33, 37).

Tem sido muito estudado na literatura o papel do Ki67 para o
diagnéstico das NIC, visto que ndo é incomum a discordancia diagnéstica entre
patologistas (33, 35, 38). Estd bem estabelecido que, com o0 aumento do grau da
NIC, as células em proliferacédo sdo encontradas em camadas mais superiores do
epitélio e, nas NIC 3, também nas camadas superficiais (39). Além disso,
a densidade nuclear nas camadas basais do epitélio, quando avaliada por
métodos quantitativos, é diretamente proporcional ao grau da NIC (39). Em lesdes
de grau 2 e 3, sao frequentes nucleos positivos no tergco superior do epitélio e,
nas NIC 3, a expresséao de Ki67 foi 2,5 vezes maior que nas NIC1 (33).
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O Ki67 também tem sua utilidade na diferenciagcdo entre lesbes
benignas e NIC. Kruse AJ et al, 2002 (38) e Pirog EC et al, 2002 (35), observaram
que a presenca de pelo menos 2 nucleos positivos para o Ki67 em aglomerados
ou ninhos (“clusters”), nos dois tercos superiores do epitélio, é altamente sensivel
e especifica para discriminar entre o epitélio normal (ou uma lesado benigna) e
NICT.

Desde que o Ki67 é um marcador com alta sensibilidade (33),
em algumas circunstancias sua interpretacao pode ser dificultada como em: cortes
tangenciais, que mostram nulcleos positivos em camadas que podem ser
confundidas como superficiais do epitélio; linfocitos positivos presentes no epitélio;
areas de erosdo ou de metaplasia escamosa imatura, nas quais ha maior

expressao de Ki-67, ndo necessariamente associadas a infec¢ao pelo HPV (35).

1.4.1- Analise morfoldgica quantitativa (AMQ)

Com o intuito de minimizar a subjetividade e a discordancia
inter-observador na interpretacdo histolégica, alguns autores tém proposto
métodos quantitativos para a avaliacao tecidual (40, 41). Métodos matematicos,
através de “software” ou programas, podem proporcionar ferramentas para a
quantificagdo histolégica, mostrando a interconexdo entre as células e suas
relacbes de vizinhanga, analisando-se a populacéo celular dentro da arquitetura
tecidual (42). A Analise Morfol6gica Quantitativa, ou Analise da Estrutura Sintéatica,
permite a avaliagdo de dados quantitativos a partir da distribuicdo espacial de
pontos num espaco bidimensional (40). Este método reduz uma estrutura a pontos
e linhas interligadas, gerando uma malha onde os ndcleos sdo os pontos

(ou vértices), unidos por linhas (arestas) (43).
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Com base nestes conceitos, podem ser construidos modelos

geométricos como:

a) Arvore Geradora Minima (Minimum Spanning Tree - MST): conecta todos os
objetos (pontos) numa populacao, de tal forma que a soma do comprimento das
linhas entre estes pontos seja minima (ou seja, € a menor distancia entre varios

pontos; Figura 4) (43).

Fonte: http://www.absoluteastronomy.com (44)

Figura 4- Demonstragdo da MST

Com o MST, podemos calcular as seguintes caracteristicas: numero de
pontos (no caso, nucleos); comprimento maximo, minimo, total e média das linhas
do MST; numero e porcentagem de pontos com um, dois, trés vizinhos, etc.,

presentes em cada campo da imagem (45).
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b) Diagrama de Voronoi (DV): o Diagrama de Voronoi de um conjunto de pontos

consiste na particao do espago em poligonos cujo interior esta mais préximo de

um dos pontos do que de qualquer outro (45). Em outras palavras, define

relacdes de proximidade de um nucleo em relagcdo aos outros, fornecendo

informacgdes quanto a distribuicao celular (46; Figuras 5 e 6).

1 .
2 ® [ ]
@ a [ ] b ® C
*
[} [ ]
d e . f
Figura 5- Como desenhar um poligono de Voronoi: seis pontos séo

representados. Em “a” o poligono de Voronoi do ponto denominado
1, é construido sequencialmente. Uma linha é desenhada, localizada
a meia distancia entre 1 e 2 e perpendicular a linha entre 1 e 2 é
tracada uma mediana. Em “b”, 0 mesmo é feito. As duas medianas
desenhadas terminam em sua interseccado (c) e um terceiro lado é
desenhado agora. Em “d” e em “e” o poligono é completado.
As linhas desenhadas entre 1 e cada um de seus vizinhos s&o
apagadas, em “f” vemos o poligono de Voronoi. O ponto nao fica
necessariamente no centro do poligono. Pela definicdo, ha somente
um ponto por poligono (modificado a partir de Duyckaerts e
Godefroy, 2000 - apud 46).
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Fonte: www.dma.fi.upm.es/.../DiagramaDeVoronoi.html (47)

Figura 6- Diagrama de Voronoi

Do DV, derivam as seguintes varidveis: total de pontos marcados,
area dos poligonos (assim como seus valores maximo, minimo e a média),
somatéria das distancias entre os pontos assinalados, densidade dos pontos

numa determinada regido do epitélio, etc. (45).
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c) Triangulacdao de Delaunay (TD): o grafo dual (isto é, imagem “negativa”)
do Diagrama de Voronoi é o Grafo de Delaunay. O Diagrama de Delaunay é o
grafo cujos vértices sdo os pontos de Voronoi (41) - Figura 7.

Fonte: hitp://www.comp.lancs.ac.uk/~kristof/research/notes/voronoi (48)

Figura 7- Diagrama de Voronoi (linha tracejada) sobreposto a triangulacdo de
Delaunay (linha cheia).

Além destas medidas, diante de um epitélio escamoso, um programa
pode automaticamente calcular outras variaveis (39, 49), sendo as mais

aplicaveis:
- Menor distancia do nucleo positivo a camada basal e ao topo do epitélio;
- Espessura do epitélio no local onde o nucleo foi marcado;

- indice de estratificacdo (IE): distancia do nlcleo & camada basal dividido pela

espessura epitelial;
- Densidade dos nicleos positivos por mm?;

- Area da les3o.
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1.4.2- Aplicacdo da Analise Morfoldégica Quantitativa no estudo das

Neoplasias Intra-epiteliais cervicais

A fim de se buscar uma interpretacdo mais precisa do diagndstico de
NIC em relacdo as lesdes benignas, alguns autores tém quantificado a expressao
de Ki67 através de programas variados. Os que mais se dedicaram a este estudo
nas NIC através da analise morfolégica quantitativa (AMQ) foram Kruse AJ e
Baak JPA.

A partir da captura da imagem da lesdo, um programa especifico é
capaz de avaliar diversas variaveis quantitativas, dentre as quais as mais
importantes e reprodutiveis s&o: porcentagem e densidade de nucleos nas
diversas camadas ou regides do epitélio; distancias dos nucleos positivos em
relacdo a membrana basal ou a superficie epitelial; relacdo entre estas distancias
e espessura epitelial, assim como sua distribuicao em percentis; relacdes
espaciais entre os nucleos, etc. (38,49,50,51,52,53,54,55).

De acordo com a literatura, uma das variaveis mais estudadas e
associada ao grau da NIC é o indice de Estratificacdo (IE), definido como a
relacéo entre a distancia do nucleo marcado a camada basal e a espessura do
epitélio (56,57). Este indica o quédo alto estd o nucleo marcado pelo Ki67 no
epitélio. Assim, quanto maior o grau da NIC, maior o valor de IE (39). Quando o IE
€ distribuido em curva de percentis, é possivel concluir que, dada porcentagem
dos nucleos encontra-se abaixo de determinado valor de IE, por exemplo: ao se
estudar o percentil 90 de um determinado valor de IE, 90% dos nucleos estarao
abaixo deste valor (56,57).

Além disso, outras caracteristicas também foram associadas com o
grau das NIC. O numero de nucleos positivos para Ki67 por 100um da camada
basal e a porcentagem de nucleos no terco superior e médio do epitélio foram
proporcionalmente maiores quanto maior a gravidade da NIC, sendo que as NIC2
mostraram valores intermediarios entre os das NIC 1 e 3 (39,56).
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Ao estudar casos de NIC1, 2 e 3, Kruse AJ et al, 2001b (57),
observaram que o valor do |IE encontrou-se altamente associado com a presenca
de HPV de alto risco em casos de NIC. Pelos seus resultados, 90% dos casos
com valor do IE maior que 0,6 foram positivos para HPV de alto risco oncogénico.
Neste estudo o numero de casos de NIC1 foi pequeno em relacdo aos de
NIC 2 e 3.

Estas diversas variaveis foram avaliadas também em relacdo ao
comportamento das NIC. Os aspectos mais relacionados a progressao tanto de
NIC1 quanto de NIC2 foram o percentil 90 do IE e a porcentagem de nucleos

positivos no tergco médio do epitélio (39,58).

Apesar da analise quantitativa, os estudos de Kruse AJ et al, 2004c (51)
também avaliaram subjetivamente a expressao deste marcador nas lesdes
cervicais. A quantidade de nucleos positivos na metade superior e inferior do
epitélio foi significativamente diferente entre os grupos sem e com progressao,
onde o0s casos que nao progrediram mostraram expressdao mais frequente de
Ki-67 na por¢ao inferior do epitélio. Por outro lado, Baak JPA, 2006 (39) verificou
que a presenca de nucleos positivos isolados nos dois tergos superiores do
epitélio ndo se correlacionava ao comportamento das leses de NIC.

Com o advento das técnicas de captura de imagem e do
desenvolvimento de programas capazes das mais diversas afericdes, a aplicagao
desta abordagem na avaliacdo do comportamento das lesdes de NIC pode ser
viavel e muito interessante. Além disso, ainda nenhum estudo correlacionou a
expressdao de marcadores de proliferacdo epitelial e a presenca de HPV pela
hibridizagao in situ.
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2- JUSTIFICATIVA
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O carcinoma de colo uterino é a segunda neoplasia mais frequente no
mundo entre as mulheres e sdo conhecidas as suas lesbes precursoras,

as neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC).

A presenca do Papiloma virus Humano (HPV) é condigcdo necessaria
para o desenvolvimento destas lesées. Numerosos tipos de HPV sdo conhecidos
e sao agrupados em tipos de alto e baixo risco oncogénico. Os HPV de alto risco
(mais frequientes HPV 16 e 18), sdo observados tanto em lesdes de baixo grau ou
NIC1, como de NIC 2 ou 3.

Apesar da maioria das NIC1 regredir espontaneamente, alguns casos
evoluem para NIC 2 ou 3 e diversos estudos tentam encontrar caracteristicas
relacionadas a progressdo das lesdes de NIC1. Entre estas, a integragdo viral
parece ser um dos fatores mais importantes e, o padrao puntiforme da reacéao da
HIS, pode indicar se o HPV esta integrado ao DNA do hospedeiro. Assim, estas
mulheres com NIC1 com o aspecto puntiforme na HIS estariam mais propensas a
progredir para lesdes de alto grau e para o carcinoma.

Além disso, tem sido descrito que o padrao da expressao do Ki67 nas
lesbes de baixo grau mostra algumas caracteristicas importantes relacionadas a
progressdao das lesdes de NIC, quando estudados por métodos de andlise de

imagem quantitativa.

Apesar de haver muito estudo sobre as NIC, ainda ndo ha nenhum que
correlacione o padrdao da HIS com a positividade do Ki67 e sua analise
morfolégica quantitativa. Buscamos com este trabalho, encontrar fatores
indicadores do comportamento de lesées de NIC1, de fundamental importancia
para a orientacdo, conduta e acompanhamento das pacientes.
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3.1- Gerais

Comparar os padrdes da reacdo de hibridizagdo in situ para HPV de
alto risco com a expressao imunoistoquimica do Ki67 avaliada através da analise
morfolégica quantitativa em bidpsias de colo uterino com diagnéstico de NIC1 que

progrediram para lesdo de alto grau (NIC2 ou 3) ou regrediram.

3.2- Especificos

3.2.1- Comparar as médias de idade entre os 3 grupos de pacientes com
biépsia de NIC1: as que na bidpsia subsequente: a) mantiveram o
diagnéstico, b) as que evoluiram para NIC2 ou 3 e ¢) aquelas com

regressao da lesao;

3.2.2- Verificar a freqiéncia de positividade da reagao da hibridizagao in situ

para HPV de alto risco nos grupos de estudo;

3.2.3- Avaliar os diferentes padrdoes da reacédo de hibridizacdo in situ com a

evolugao das lesoes.

3.2.4- Verificar a expressao imunoistoquimica do Ki67 nas bidpsias de NIC1
nos referidos 3 grupos de pacientes, através da avaliacao simples e

subjetiva da reacao.

Objetivos
61



3.2.5- Avaliar a expressdo imunoistoquimica do Ki67 nas bidpsias de NIC1
nos referidos 3 grupos de pacientes, através programa de analise
morfolégica quantitativa computadorizada, comparando a localizacao
desta positividade nas camadas do epitélio escamoso com a sua
evolucdo;

3.2.6- Comparar os dados da analise morfoldégica quantitativa
computadorizada da expressao do Ki67 com os diferentes padrbes da

hibridizacao in situ nos trés grupos de pacientes.

Objetivos
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a- Grupos de estudo

De um total de 1640 biépsias de NIC1 dos arquivos de bidpsia do
Departamento de Anatomia Patolégica (DAP) da Faculdade de Ciéncias Médicas -
UNICAMP com diagnéstico de NIC1 no periodo de 2001 a 2006, 312 pacientes
foram submetidas a um segundo procedimento, com estudo histoldgico,
durante seu acompanhamento. Dentre estas, foram selecionados 74 casos que
obedeciam aos seguintes critérios deste estudo: os prontuarios foram analisados
retrospectivamente, sendo que todas as pacientes apresentavam citologia prévia
de NIC1 e, no seguimento, havia uma outra biépsia ou conizacdo do colo uterino.
De acordo com o diagnéstico do segundo procedimento, foram divididos em
3 grupos:

1- 29 casos continuaram com o diagnéstico de NIC 1;
2- 26 apresentaram progressao da lesao (NIC 2 ou 3);
3- 19 regrediram (diagnostico apenas de cervicite).

Para compor os grupos 1 e 3, foram selecionadas exclusivamente
pacientes que haviam sido submetidas a conizagao como segundo procedimento
e, para 0 grupo 2, pacientes submetidas a outra bidpsia cervical ou a cone.
O intervalo de tempo entre os procedimentos variou de 6 a 42 meses,
com uma média de 12 meses. Em todos os casos, apenas o material da primeira

biépsia de cada paciente é que foi submetida ao estudo.

4.2- Avaliacao histolégica

Os diagnésticos de todos os casos foram revistos por dois patologistas
(RDMT e LALAA), com lesao de NIC1 ocupando pelo menos dois campos de

grande aumento (40x).
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4.3- Critérios de exclusao

1- Diagndstico (citoldégico ou histoldgico) prévio de NIC 2, 3, ASC-US, ASC-H,
AGUS ou carcinoma;

2- Pacientes gestantes ou HIV positivas;
3- Pacientes sob terapia imunossupressora;

4- Lesao menor que dois campos de grande aumento na biépsia ou com

discordancia de diagnéstico entre os patologistas (RDMT e LALAA);

5- Material com artefatos ou problemas de fixagéao.

4.4- Técnica de hibridizacao in situ para HPV

A reacdo de hibridizagdo in situ, utilizando o Sistema GenPoint® de
amplificacao de sinal (DAKO) para HPV de alto risco (tipos 16, 18, 31, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 e 69 - cddigo Y1443), foi realizada no Laboratério de Patologia
Experimental (CAISM, UNICAMP), seguindo os protocolos do fabricante.
No bloco de cada caso, foram feitas secgdes de 4um de espessura e o material
colocado em laminas previamente silanizadas. A desparafinizagao foi obtida com
dois banhos de xilol, cada um por 5 minutos, seguidos de dois banhos de alcool
absoluto e trés de alcool a 95%, cada um por um minuto, e finalmente lavadas em
agua destilada. A seguir, foram imersas em pepsina a 0,8%, a temperatura de
37°C, por 5-10 minutos, e lavadas novamente em agua destilada, para a digestao
enzimatica. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito através de imersdao em
HO2 a 0,3% em metanol durante 20 minutos, em temperatura ambiente.
O material foi entdo submetido a hibridizagdo, pingando-se a sonda e depois
colocado em placa de aquecimento por 5 minutos, a 92°C, e transferido para
camara umida a 37°C, “overnight”. Na manha seguinte, procedeu-se a lavagem
posterior em solucdo tampao TBST (Tris-Buffered Saline Tween, DAKO - codigo

S3306), e depois em solucdo estringente, a 48°C, por 20-30 minutos. As laminas
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entdo foram lavadas novamente, trés vezes em TBST, por 1 minuto, e aplicado o
conjugado estreptavidina-HRP primario na diluicdo de 1:100 sobre o preparado
histolégico, e incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. Apds lavagem
com TBST, foi administrado o reagente de amplificacdo (biotinil tiramida).
Em seguida, foi colocado o conjugado estreptavidina-HRP secundario e as
laminas lavadas em solugédo salina tampdo (PBS - phosphate buffer saline).
A coloragcdo foi efetuada utilizando-se o0 substrato marrom DAB
(3,3 tetra-hidrocloreto de diamino-benzidina) e a contra-coloracdo com
hematoxilina. As laminas foram montadas com resina e laminula e avaliadas

histologicamente.

Dois casos de NIC3 previamente positivos em reagdes anteriores foram
usados como controle positivo da reacdo. O controle negativo resultou da reacao

com 0s casos positivos sem a utilizacdo da sonda.

4.5- Avaliacao da reacao de hibridizacao in situ

Foram considerados positivos 0s casos com marcacdo nuclear de

reacao, seguindo-se os padrdes descritos na literatura:
- difuso (positivo em todo o nucleo);
- puntiforme (também chamado de “dot”);

O epitélio foi dividido em trés tercos: regido basal, intermédia e

superficial. Nos casos com reacao positiva, foram avaliados:
1) 0 numero absoluto de nucleos puntiformes e difusos;

2) a distribuicdo das células positivas, classificadas pelo padrdo de reagéo,
em cada regido do epitélio (basal, intermédia e superficial).
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A contagem dos nucleos foi realizada no proprio microscépio, por dois
patologistas (RDMT e LALAA); os dados tabulados foram analisados qualitativa e

quantitativamente entre os 3 grupos de estudo.

A idade das pacientes também foi considerada.

4 5.1- Anélise estatistica

A andlise dos resultados da HIS foi realizada com a colaboragéo de um
profissional da area de estatistica (SM). Os dados foram descritos através de
média, desvio-padrao, mediana, valores minimos e maximos (analise quantitativa),
freqUéncias absolutas (n) e relativas (%). Foram testados quanto a distribuicao
normal através do teste de Kolmogorv-Smirnov, e quando esta ndo ocorreu,

foram realizados testes nao paramétricos para os valores médios e medianos.

A idade foi estudada entre os casos positivos e negativos, e quanto a

evolugéo através do teste de Mann-Whitney.

a) Analise qualitativa

Para esta avaliagdo, foram considerados casos positivos
(com pelo menos 1 nucleo positivo) e negativos. Os dados foram analisados em
relagdo a significancia através do teste exato de Fischer, sensibilidade,
especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN),
indice kappa (concordancia entre medidas categéricas) e seu respectivo intervalo
de confianga (95%). Ainda foi verificado se existiam nucleos somente puntiformes
ou somente difusos em cada camada, e o percentual de casos de cada padrao foi
estudado em relacao aos grupos através de Teste exato de Fischer.
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b) Analise quantitativa

A andlise quantitativa foi realizada como se segue: todos os nucleos
positivos (difuso ou puntiforme) em toda a lesdo de cada bidpsia foram contados
em cada por¢ao do epitélio, resultando num total de ndcleos positivos em toda a
espessura epitelial. A raz&o entre o numero de nucleos positivos, de acordo com o
padrao da reacdo, em cada regido e o numero total de células positivas no epitélio
foi calculada em cada caso, assim como os valores percentuais. O valor médio e a
correspondente porcentagem média dos nucleos positivos em cada grupo foram
calculados. Os valores médios absolutos e de porcentagem foram comparados
entre os dois grupos, utilizando o teste de Mann-Whitney.

O nivel de significancia assumido foi de 5% e o “software” utilizado para
andlise foi o SAS verséo 8.2.

4.6- Reacao imunoistoquimica para Ki67

A reacao imunoistoquimica para o marcador de proliferacao celular Ki67
(clone MIB1, DAKO, diluicdo 1:50) foi realizada no Laboratério de Patologia
Experimental (CAISM, UNICAMP), em todos os casos.

As laminas foram desparafinizadas com banho em xilol a 110°C e
posterior passagem em mais dois xildis a temperatura ambiente. Apds, as laminas
foram banhadas em trés alcoois absolutos, um alcool 80% e um éalcool 50% para
hidratacao progressiva. Foram, entdo, lavadas em agua corrente por trés minutos

e passadas em agua destilada.

Para inibicao da peroxidase enddgena, as laminas passaram por trés
banhos de 3 minutos cada, em solucao de perdxido de hidrogénio (H>O2) a 3%,
a temperatura ambiente e novamente lavada em agua corrente por 3 minutos e

passadas em agua destilada.
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A recuperacao antigénica foi realizada com a imersao das laminas em
tampao Tris-EDTA 0,05M pH 8,9, durante 30 minutos, a cerca de 95°C, em panela
a vapor, com esfriamento subseqlente por 15 a 20 minutos. Apéds, foram lavadas

em agua corrente e agua destilada.

O anticorpo priméario foi gotejado sobre o preparado histologico na
diluicdo supracitada, e as laminas incubadas em estufa a 37°C por 30 minutos.
Apés, foram incubadas “overnight” (16-20 horas) a 4°C em camara umida.

Posteriormente, foram lavadas trés vezes em (PBS - phosphate buffer
saline), pH 7,4, a temperatura ambiente. As laminas foram entdo incubadas por
uma hora a 37°C com um coquetel de polimeros marcado com peroxidase,
sendo utilizado o sistema de detecgdo EnVision Plus (DAKO), e, apds, novamente

imersas em PBS.

A coloracao foi realizada com 60mg de DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de
diamino-benzidina, SIGMA D5637) - cromdgeno marrom - na propor¢cao para
100 ml de PBS e 1500 ml de H2O, a 10 volumes e 1 ml de DMSO, por 5 minutos a
37°C. O material foi lavado em agua corrente, contra-corado com hematoxilina,
desidratado (trés banhos de alcool etilico absoluto e trés de xilol) e as laminulas

montadas com resina de Entellan®.

Além dos casos dos trés grupos em questdo, para comparacao e
controle de reacdo imunoistoquimica para Ki67, foram selecionados 6 casos de
colo uterino normal dos arquivos do DAP, de pecas de histerectomia por doenca
benigna de pacientes em idade reprodutiva, e sem histéria prévia de lesdes pelo
HPV. O esperado € a positividade de reacao apenas na camada basal do epitélio

escamoso do colo uterino.
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4.7- Analise da expressao do marcador Ki67
a) Analise subjetiva

Inicialmente, foi realizada uma analise baseada na simples leitura da
reacao do Ki67, a qual denominaremos de analise subjetiva da expressao do Ki67.
Com avaliagdo ao microscépio de co-observacdo, 2 patologistas (RDMT e
LALAA), classificaram esta expressao imunoistoquimica em:

- positividade exclusiva nas camadas basal e para-basal do epitélio;
- nucleos positivos até metade da espessura epitelial;
- positividade em mais da metade do epitélio.

A camada basal considerada foi aquela adjacente a membrana basal, e
a camada para-basal, definida como logo acima da basal.

Os casos com cada padrao de marcacao no epitélio foram contados e

os dados tabulados para anadlise estatistica subsequente.

b) Analise morfolégica quantitativa

As laminas da reacao imunoistoquimica ao Ki67 foram fotografas com
camera digital Nikon, modelo 995, em arquivo TIFF e convertidas para arquivo
BMP, devido a configuracdo do programa a ser utilizado. Toda a extensdo da
lesdo foi documentada, com objetiva em aumento de 10X e de cada caso,
pelo menos 2 imagens foram obtidas.

As imagens foram transferidas para o computador e analisadas por um
programa desenvolvido na UNICAMP, denominado “Sociology” (programa a ser
registrado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, desenvolvido pelo
Dr. Luis Randall Adam, pesquisador colaborador da UNICAMP), sendo marcados

em todas as fotos os nucleos positivos com cor preta e os negativos com cor

Material e Métodos
71



vermelha. Também foram assinalados com o cursor a base (em preto) e o topo
(em branco) do epitélio, em linhas continuas, sendo a &rea analisada
correspondente a regido determinada por estas duas linhas (Figura 8). Foi evitada
a demarcacdo de areas com corte tangencial do epitélio, reconhecidas pela
presenca de papilas, focos intraepiteliais de estroma, ou ainda focos concéntricos
de células parabasais e basais. Quando nao foi possivel evita-las, a membrana
basal presente foi demarcada com o cursor (Figura 9).
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Figura 8- Com o cursor sdao marcados: nucleos Ki67 positivos (“x” preto);

negativos (“x” vermelho); membrana basal (linha preta) e topo do
epitélio (linha branca).
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Figura 9- Pode-se notar, neste caso, a irregularidade da membrana basal, assim
como area em corte tangencial, cuja membrana basal foi também

marcada (seta).

O programa automaticamente calcula diversas medidas, sendo as mais

aplicaveis:
- menor distancia do ndcleo positivo a camada basal e ao topo do epitélio;
- espessura do epitélio no local onde o nucleo foi marcado;

- Indice de estratificacdo (IE): distancia do nlcleo & camada basal dividido pela
espessura epitelial;

- densidade dos nucleos positivos por mm?;

- area da leséo.
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Este programa também permite a avaliacao de fatores de relagédo entre

os nucleos e suas derivadas, como:

- Diagrama de Voronoi (DV);

- “Arvore Geradora Minima” (Minimum Spanning Tree - MST);
- Triangulacéo de Delaunay;

- Distribuigédo e densidade de nucleos nas camadas do epitélio.

Todos estes calculos foram realizados pelo programa em cada imagem,
e os valores obtidos em cada caso correspondem a média de todos os campos

avaliados (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 10- Diagrama de Voronoi gerado pelo programa “Sociology”.
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Figura 11- A triangulacdo de Delaunay € automaticamente calculada. Podem ser
observados: triangulos entre ndcleos positivos, entre negativos e

constituidos por nucleos positivos e negativos.
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Figura 12- Distribuicdo dos nucleos nas diversas camadas epiteliais, onde cada

cor corresponde a uma camada.

4.7.1- Andlise estatistica
a) Analise subjetiva

A partir da positividade do Ki67 em cada porcao epitelial, os dados

foram catalogados em uma tabela, verificando-se a relativa expressao entre:
- 0 grupo em que a lesao regrediu versus aquele que manteve NIC1;

- 0 grupo que permaneceu NIC1 versus o que progrediu;

- 0 grupo com regressao versus o que progrediu.

Foram testados quanto a distribuicdo normal através do teste de
Kolmogorv-Smirnov, e quando esta ndo ocorreu, foram realizados testes nao

paramétricos, como Chi-quadrado e exato de Fischer (ambos para variaveis
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categoricas, sendo o ultimo aplicado quando os valores esperados foram menores
que cinco). O nivel de significAncia assumido foi de 5% e o “software” utilizado
para analise foi o SAS versao 8.2.

b) Analise morfolégica quantitativa

O programa fez o célculo automatico de diversas variaveis em cada
campo, sendo o resultado final de cada caso decorrente da média entre todas as
imagens da lesdo. Os resultados foram transferidos para uma tabela no programa
WINSTAT, versao 3.1, 1995. Foram calculados os resultados e a relacdo entre os
3 grupos.

Do programa podem ser avaliadas inUumeras medidas, porém foram
selecionadas as mais relevantes do ponto de vista de reprodutibilidade e

interpretacao pratica:

- densidade de nuicleos positivos por mm?;

- area da leséo e a espessura epitelial;

- nucleos positivos ou negativos nas camadas ou tercos epiteliais;
- relagdes de vizinhanga entre os nucleos;

- percentil 90 do indice de Estratificacéo.

O teste estatistico usado para a comparacao dos resultados entre os
grupos foi o ANOVA (“analysis of variance” - comparacao entre mais de 2 grupos).

Esta avaliagao estatistica foi realizada em conjunto com co-orientador (KM).
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4.8- Aprovacao pelo comité de ética em pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, sob o protocolo numero 490/2006.
Por se tratar de trabalho retrospectivo em material biolégico parafinado de arquivo,
foi dispensada a utilizacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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5- RESULTADOS
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5.1- Hibridizacao in situ (HIS)

Dos 74 casos, 29 mantiveram o diagnéstico de NIC 1 na segunda
biépsia; houve progressdao para NIC 2-3 em 26 casos e 19 mostraram apenas
cervicite no procedimento subsequiiente. A idade variou de 16 a 65 anos,
com a média de 28,6. A média de idade dos casos que nao evoluiram foi de
26 anos, enquanto que daqueles com progressao foi de 31, dado estatisticamente
significante (p=0,02 - teste de Mann-Whitney).

Das 74 bibpsias, a reacao de hibridizacao in situ para HPV de alto risco
foi positiva em 22 (30%), dos quais 11 mantiveram diagnéstico de NIC1,
3 regrediram e 8 evoluiram com progressdo. Dos 26 casos com progressao,
somente 8 foram positivos na HIS (31%) e 18 negativos (69%). A reacdo de HIS
foi repetida em todos os casos negativos, com diferentes tempos de digestao

enzimatica e, mesmo assim, a positividade do método foi baixa.

Devido ao relativo baixo numero de casos positivos a HIS, os grupos 1
e 3 foram estudados em conjunto e denominados como casos sem progressao,

e 0s dados foram comparados ao grupo 2, dos casos com progressao.

Os resultados estdo apresentados em tabelas e como ndo houve
distribuicdo normal através do teste de Kolmogorv-Smirnov, foram realizados

testes ndo-paramétricos:
- Teste de Mann-Whitney: para comparar variaveis continuas entre 0s grupos;

- Teste exato de Fischer: para comparar variaveis categéricas entre 0os grupos.

5.1.1- Andlise qualitativa

Os padrdes de positividade (Figura 13) e sua localizacao e distribuicao

no epitélio sdo demonstrados na Tabela 1.
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Figura 13- Padroes da reacdo de HIS: observam-se nucleos positivos difusos
(cabecas de seta) e puntiformes (setas), presentes especialmente nas
camadas superficiais do epitélio, porém alguns nas camadas

intermédias (setas vermelhas).

A positividade da reacao de HIS ao HPV de alto risco oncogénico néo
foi estatisticamente diferente entre os grupos com e sem progressao. O padrao
difuso de reacao foi mais comum na regidao superficial do epitélio em ambos os
grupos estudados (com e sem progressao). O sinal puntiforme foi observado em
todas as camadas epiteliais. Todos 0s casos positivos expressaram marcacao
difusa e puntiforme nas porcdes superficial e intermédia do epitélio, e a presenca
de nucleos puntiformes nas camadas superficiais ndo se associou a progressao.
Por outro lado, o padrdao puntiforme nas camadas basais foi mais observado no
grupo com progressao, mas nao foi significante estatisticamente (p=0,13).
Os resultados qualitativos mostraram baixa sensibilidade, baixo valor preditivo
positivo e o indice kappa foi sempre baixo, variando de -0,19 a 0,39 (Tabela 1)

para as caracteristicas morfologicas.
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Tabela 1- Avaliagdo qualitativa dos padrées de reacao da HIS, sua distribuicao

nas diferentes por¢des do epitélio e a evolugéo da lesao.

Com Sem . L
Terco do . . . Especif. . Indice
o Padrao progressao progressao p Sensib. VPP
Epitélio 1C:95% kappa
N=8 N=14
B D 1 0 0.36 100 12.5 100 0.15
P 4 2 0.13 85,7 50 66,7 0.38
| D 2 4 1.0 71,4 25 33,3 -0.04
P 8 12 0.51 14,3 100 40 0.11
S D 7 9 0.35 35,7 87.5 43,8 0.19
P 6 14 0.12 0 75 30 -0.19

B: basal; I: intermédio; S: superficial; D: difuso; P: puntiforme; VPP: valor preditivo positivo

5.1.2- Andlise quantitativa

Analisando-se 0 niumero absoluto de nucleos puntiformes e difusos em
cada regido do epitélio, os casos que progrediram para NIC2 e 3 apresentaram
média significativamente maior de nucleos puntiformes no terco basal do epitélio,
quando comparado com O grupo que nao mostrou progressao (p=0,05).
Observou-se também que a média de nucleos com expressao difusa foi maior na
porcao superficial do epitélio no grupo que nao progrediu em comparagao aquele
com progressao, porém, esta diferenca nado atingiu o nivel de significancia
estatistica (Tabela 2; p=0,7).
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Tabela 2- Distribuicado do numero absoluto minimo e maximo de nucleos positivos,
namero médio e DP em relacado ao padrao do sinal na HIS nas diversas

regides do epitélio.

Sem progressao (N=14) Com progressao (N=8)
Terco
do Padrdao Minimo Maximo Média DP Minimo Maximo Média DP o]
epitélio
B D 0 0,0 0,0 0 3 0,4 1,1 0,23
P 0 0,3 0,8 0 24 4,5 8,1 0,05*
I D 0 84 84 224 0 31 75 13,9 1,00
P 0 54 159 17,2 1 28 10,3 86 1,0
S D 1 150 30,9 49,2 0 23 10,4 8,1 0,73

P 29 37 17,4 10,3 3 42 11,0 14,1 0,12

B: basal; I: intermédio; S: superficial; D: difuso; P: puntiforme; DP: desvio padrao

Considerando a porcentagem de células com diferentes padrdes de
marcacgao da HIS ao longo do epitélio (Tabela 3), o valor maximo e as médias do
sinal puntiforme na regido basal foram de 4,1% e 0,5%, respectivamente, no grupo
sem progressao, enquanto, no que progrediu, estes valores subiram para 58,5% e
11%, mostrando diferenca estatistica significante (p=0,05). Por outro lado,
podemos observar que o sinal puntiforme, na camada superficial do epitélio,
mostrou uma relacdo diferente, associando-se aos casos sem progressao
(Tabela 3; p=0,04).

Quando os valores percentuais medios em cada regidao do epitélio
foram comparados entre os grupos, a distribuicdo de nucleos positivos foi
diferente. No grupo sem progressao houve maior porcentagem de nudcleos
positivos concentrados na regiao superficial (Tabela 3; p=0,04), enquanto o que
progrediu mostrou distribuicdo mais uniforme nas trés porgdes epiteliais e

positividade na porcao basal mais freqiente (Tabela 3).
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Tabela 3- Numero percentual de células nas diferentes porgbes epiteliais de
acordo com o padrao do sinal na HIS e o comportamento da lesao.

Com progressao Sem progressao

Terco do epitélio e o o . o . o
. . média minimo maximo meédia minimo Maximo
padrao de reacao

Basal Difuso 0.6% 0.0 4.5% 0.0 0.0 0.0 0.23
Basal Puntiforme 11.0% 0.0 58.5% 0.5% 0.0 4.1% 0.05*
Intermédio Difuso 8.8% 0.0 47.0%  4.1% 0.0 27.5%  0.96

Intermédio puntiforme  358%  75%  100.0% 236% 0.0 541%  0.24
Superficial Difuso 24.4% 0.0 50.0% 27.3% 0.0 59.9%  0.83

Superficial Puntiforme 19.4% 0.0 43.2%  44.6% 5.9% 100.0% 0.04*

A relagdo entre o numero de sinais puntiformes e difusos foi calculada
em cada caso, obtendo-se um coeficiente. O coeficiente médio dos casos de cada
grupo (com e sem progressao) foi calculado e feita a comparacéo entre 0s grupos
(teste de Mann-Whitney, Tabela 4). Observou-se que este coeficiente médio era
3,5 vezes maior no grupo em que as lesdes progrediram, notando-se ai uma maior
frequéncia de sinais puntiformes, embora com valores estatisticos ainda nao

significantes (Tabela 4, p=0,08).

Tabela 4- Coeficiente entre o nUmero de nucleos de padrao puntiforme e difuso
pela HIS e sua correlacdo com a evolucao da lesao

Sem progressao Com progressao
média 1.2 3.5
mediana 0.5 1.4
maximo 8.3 19.5
minimo 0 0
Valor de p 0.0812
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5.2- Ki-67
a) Analise Subjetiva

A distribuicao epitelial da expressao do Ki67 nos trés grupos do estudo
esta apresentada na Tabela 5. Para controle da reacao foram utilizados 6 casos
de epitélio cervical normal, provenientes de histerectomia, os quais mostraram

expressao do Ki67 apenas nas camadas basal e para-basal do epitélio.

Tabela 5- Distribuicao da expressao do Ki67 nas diferentes regides do epitélio nos

grupos estudados.

Positividade em  Positividade até Positividade
GRUPO camada basal e a metade do acima da metade
para-basal epitélio do epitélio
Com REGRESSAO

3 8 8

(n=19)
MANUTENCAO de NIC1

6 15 8

(n=29)
Com PROGRESSAO

(n=26) 5 5 16

Para a comparagdo entre os grupos, foram realizados o0s seguintes

testes estatisticos, com os respectivos valores de p:

- entre 0 grupo que regrediu e o que manteve NIC1: p = 0,5785 (teste de
Chi-quadrado);

- entre 0 que manteve NIC1 e o que progrediu: p = 0,0222 (teste de Chi-
quadrado);

- entre o grupo com regressdo e o que progrediu: p = 0,2788 (teste Exato de
Fisher).
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Os testes fazem a comparacdo entre varidveis categoéricas. O teste do
Chi-quadrado foi utilizado quando pelo menos 25% dos valores esperados foram
maiores que 5 (primeiros dois grupos de comparacao), e o de Fischer quando

estes valores foram menores que 5.

Observou-se que apenas houve diferenca estatistica entre o grupo que
permaneceu com o diagnéstico de NIC1 e o que progrediu (p=0,02).
Quando agrupamos 0s casos em apenas 2 categorias: com progressao e sem
progressdo, observa-se que a expressao do Ki67 também mostra diferenca
significativa (Tabela 6; p= 0,0338, teste de Chi-quadrado).

Tabela 6- Distribuicdo da expressado do Ki67 nas diferentes por¢cdes do epitélio e

sua relacao entre os casos com ou sem progressao da lesao de NICT.

Camada basal e Até a metade do Mais da metade

Evolucao . -
para basal epitélio do epitélio
Regressao ou manutencao
9 23 16
de NIC1 (n=48)
Progressao da lesdao (n=26) 5 5 16

Chi-quadrado p=0,0338

Podemos assim afirmar que, pela simples leitura da reacgéo,
a expressao do Ki67 em camadas mais altas do epitélio escamoso esta fortemente

associada a progressao da lesao de NIC1.

b) Analise Morfoldgica Quantitativa

Para todas as medidas avaliadas, foi utilizado o teste ANOVA, para a
comparacao entre os 3 grupos (1. regressdao, 2. manutencdo de NIC1 e
3. progressao para NIC 2-3). Entre as diversas variaveis estudadas (densidade de
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nucleos positivos por mm?; area da lesdo e a espessura epitelial; nticleos positivos
ou negativos nas camadas ou tercos epiteliais; relagcbes de vizinhanga entre os
nucleos; percentil 90 do indice de Estratificacdo), algumas mostraram diferencas
significativas entre o grupo com regressao e os dois outros. Estes dois ultimos
grupos mostraram resultados muito semelhantes entre si (Tabelas 7 e 8).

Assim, a densidade de nucleos positivos por mm? no epitélio foi
significativamente menor no grupo com regressao. Associado a esta medida,
o numero de tridngulos formados entre os nucleos e o numero de vértices do MST
também foram menores nos casos que regrediram (p=0,0019 - Tabela 7).

Nao foram constatadas diferencas nas medidas da espessura epitelial e
nem na area de lesao entre os grupos (Anexo 2, p=0,09 e 0,69, respectivamente).
Por outro lado, mesmo sem diferencas significativas, verifica-se que os valores
para estas varidveis foram gradualmente crescentes entre 0s casos que

regrediram, mantiveram NIC1 e progrediram.

Tabela 7- Densidade nuclear, niumero de triangulos formados e de vértices nos

3 grupos.
Densidade Numero de Numero de
nuclear/mm? triangulos vértices
REGRESSAO 1147 698,4 359,8
MANUTENCAO de NIC1 177,1 987.,4 505,5
PROGRESSAO 165,8 913,6 468,2
Valor de p 0,0019 0,019 0,019
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A distribuicdo arquitetural dos nucleos na lesao foi averiguada através
das relagdes de vizinhanca, que medem a distancia do ndcleo marcado até o
nucleo vizinho mais préximo e, da quantidade de vizinhos de cada nucleo
(obtida com a Triangulacdo de Delaunay e a MST). Observou-se que
espacialmente a disposi¢cdo nuclear nos casos com regressao € diferente dos
outros dois grupos (Tabela 8). Com estes resultados, fica claramente demonstrado
pela andlise quantitativa que os casos que regrediram mostraram menor
densidade de nucleos marcados pelo Ki67, com conseqliente quantidade de
vizinhos significativamente menor (Tabela 8, p=0,008) e mais distantes entre si
(Tabela 8, p=0,02). Os casos que permaneceram como NIC1 ou progrediram
mostram a distribuicdo nuclear de forma mais compacta do que os casos com

regressao.

Tabela 8- Relacdo de vizinhanga entre os nucleos medida pela distancia ao

vizinho mais proximo e pela média do numero de vizinhos por nucleo

Distancia do vizinho mais Média do niumero de

EVOLUGAO préximo vizinhos
REGRESSAO 22,55 5,83
MANUTENGAO de NIC1 20,11 5,87
PROGRESSAO 19,63 5,87
Valor de p 0,02 0,008

Por outro lado, o indice de Estratificacdo e seu percentil 90,
que avaliam a altura dos nucleos positivos no epitélio, foram semelhantes entre os

trés grupos (Anexo 2, p=0,26 e 0,12, respectivamente).
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Desta forma, verificamos que as medidas obtidas pela anadlise
morfolégica quantitativa ndo apontaram caracteristicas de progressao,
porém conseguiram destacar indicadores de regressao das lesodes.

c) Comparacao entre a avaliacao subjetiva do Ki67 e os resultados da
hibridizacao in situ

Dentre os 74 casos estudados, 32 exibiram positividade do Ki67 em
mais da metade do epitélio (Tabela 9). Destes, a metade foi positiva para HPV de
alto risco na reacdo de HIS. Correlacionando a reacao HPV positiva com a
marcacao do Ki67 em mais da metade do epitélio, encontramos 16 casos, dos
quais: 13 permaneceram com diagnédstico de NIC1 ou progrediram para NIC2-3
(13/16=81%) e 3 casos regrediram. Notou-se, também que, dos 22 casos positivos
para HPV pela HIS, 73% (16 casos) mostravam Ki67 positivo em mais da metade
da espessura epitelial, 18% (4 casos) até a metade e em 9% (2 casos) apenas nas
camadas basal e para-basal (Tabela 9).

Tabela 9- Expressao do Ki67 em diferentes niveis do epitélio e sua relacado com a
positividade do HPV e a evolucéo da leséo.

Ki67 HPV+
o Manutencéao ou .
Positividade N (%) N (%) . Regressao
progressao
Camadas Basal e
14 (19%) 2 (9%) 2 (9%) 0
para-basal

Até a metade 28 (38%) 4 (18%) 4 (18%) 0
Mais da metade 32 (43%) 16 (73%) 13 (59%) 3 (14%)
Total 74 (100%) 22 (100%) 19 (86%) 3 (14%)
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Observa-se na Tabela 9 que a maioria dos casos HPV positivos (59%)
esteve associada a expressao do Ki67 em mais da metade do epitélio, os quais
estdo englobados no grupo que apresentou manutencao (6 casos) ou progressao
(7 casos) da lesdo. Quando se avalia o padrao do sinal da HIS com a expresséao
do Ki67, observa-se que todos os casos com expressao puntiforme da HIS na
camada basal mostraram positividade ao Ki67 em mais da metade do epitélio
(6 casos).

d) Comparacao entre analise morfologica quantitativa do Ki67 e os
resultados da Hibridizacao in situ

Ao comparar os resultados da hibridizagdo in situ com as varias
medidas obtidas pelo programa a partir dos cortes com a reacdo do Ki67,
observou-se que tanto a densidade nuclear quanto o numero de vértices do MST
foram maiores nos casos positivos para HPV de alto risco oncogénico em relacao
aos sem expressao viral, sendo esta diferenca significativa (p=0,05 e 0,02,
respectivamente - Tabela 10 - teste de Mann-Whitney). As demais variaveis
(como espessura epitelial, nimero de triangulos, indice de Estratificacdo)
ndo mostraram diferenca estatistica entre os casos positivos e negativos na HIS
(p=0,19; 0,8 e 0,24, respectivamente).
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Tabela 10- Comparacdo entre a densidade de nudcleos positivos para Ki67 e
nuamero de vértices do MST em relacao a positividade para HPV de
alto risco oncogénico pela HIS.

Nucleos Ki67 positivos

HI
S Densidade/mm? Numero de Vértices
(média) (média)
POSITIVO HPV
158,1 462,6
(n=22)
NEGATIVO HPV
154,8 4371
(n=52)

Foi analisado também o indice de Correlagdo entre os resultados
quantitativos da reacao de hibridizacdo e as variaveis estudadas ao Ki67.
Para tanto, foi utilizada a Correlagé@o Linear de Pearson (r), que procura quantificar
o grau de relacionamento entre duas variaveis (Santos C, 2007). Os valores
variam de 0 a +1, quando a relacdo entre os dados é diretamente proporcional,
e de 0 a -1, quando inversamente proporcional (Anexo 3). O valor de p adotado
para correlacao significativa foi de 0,05.

Notou-se que a correlacdo é significativa e negativa, de fraca a
moderada (r = -0,44 e -0,48, respectivamente), tanto entre 0 nimero absoluto de
nucleos HPV positivos como da porcentagem do sinal difuso na HIS no terco
superficial do epitélio em relagdo a densidade de nucleos Ki67 positivos/mm?,
ao numero de triangulos formados entre os ndcleos e ao numero de vértices do
MST. Assim, em outras palavras, quanto maior a quantidade de nucleos HPV
positivos e difusos nas camadas superficiais do epitélio, menor é a densidade
nuclear do Ki67 no epitélio, e o contrario também verdadeiro (Tabela 11).
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Tabela 11- Valores da Correlacido de Pearson (r) entre o numero absoluto de
nucleos positivos e o percentual de nucleos com marcacéao difusa na
HIS e a densidade de nucleos/mm2, niumero de triangulos e de
vértices formados na triangulagdo realizada pelo programa

“Sociology”, com o Ki67.

. ) Numero de Numero de
Densidade/mm . o
Triangulos Vértices
(valorder)
(valor der) (valor der)

N2 absoluto de nucleos
HPV+ -0,44 -0,44 -0,44
(terco superficial)

Percentual de nucleos
difusos na HIS -0,47 -0,48 -0,48
(terco superficial)

Valor de p 0,03 0,02 0,02
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6- DISCUSSAO
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6.1- Hibridizacao in situ

O papel do Papilomavirus humano na carcinogénese cervical é
amplamente reconhecido e o virus € detectado em praticamente todas as lesbes
pré-neoplasicas e neoplasicas cervicais (Walboomers JM et al, 1999 apud 11).
Ha evidéncias epidemioldgicas de que a infecgdo persistente, alta carga viral e a
integracao dos tipos oncogénicos do HPV ao genoma da célula hospedeira tém
papel preponderante no desenvolvimento do carcinoma epidermoide do colo
uterino (59).

A principal caracteristica da integracao é provavelmente a estabilizacao
das oncoproteinas virais E6 e E7, que interagem com o ciclo celular, através da

degradacgao das proteinas p53 e do retinoblastoma (4,60).

Diversos estudos evidenciaram que a maioria das lesées de NIC1
(até 80%) esta associada a infeccao por HPV de alto risco de oncogénico (61).
O DNA do HPV apresenta-se integrado na maioria das NIC de alto grau e no
carcinoma, mas encontra-se geralmente em sua forma epissomal nas NIC1
(21,27,29). Contudo, alguns estudos mostram integracdo viral em cerca de
50% das NIC1, sugerindo que este seria um evento precoce na carcinogénese
(62).

Os critérios morfolégicos sdo importantes para o diagnéstico de NIC,
porém ndo permitem diferenciar entre as lesées de NIC1 que irdo regredir ou
persistir, e aquelas com potencial para progressdao. Sao necessarios, assim,
marcadores que possam antever o comportamento da lesao (59).

A integragéo viral pode ser detectada utilizando a hibridizagao in situ e €
descrito na literatura que sinais de expressao difusa representam a forma nao
integrada do virus (epissomal), enquanto o padrao puntiforme, indicaria sua forma
integrada (21). O método da HIS é, em geral, de baixa sensibilidade, porque é
necessario um alto numero de copias virais para ocorrer a positividade da reacéo.

Contudo, a utilizacdo do método de amplificacao pela tiramida levou a grande
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aumento de sensibilidade e alguns estudos evidenciaram marcagao positiva com a
deteccdo de uma Unica copia do virus (26,30,63). Evans et al, 2004 (32) relataram
sinal puntiforme em 100% das NICs, mas também observaram este padrao em
lesbes relacionadas a HPV de baixo risco. Omori et al, 2007 (15) evidenciaram
positividade em 28% nas NIC1, alguns destes casos com sinais difuso e
puntiforme. A integragdo parece ser um evento chave na transigdo de NIC1 para
NIC2-3 e carcinoma.

Foram analisadas 74 biopsias de NIC1 e 22 delas (30%) foram
positivas, demonstrando a presenca do HPV de alto risco pela HIS em 30% dos
casos, como descrito na literatura. Mesmo assim, dos 74 casos, 26 (35%)
progrediram para NIC2-3 no seguimento. E importante notar que dos 26 casos,
apenas 8 foram positivos para HIS, mesmo com o método de amplificacdo da
tiramida. Os resultados deste estudo, portanto, sdo baseados em um relativo
pequeno numero de casos positivos a HIS.

Foi definido neste trabalho que as pacientes com laudo de NIC2-3 no
segundo procedimento seriam consideradas como progressao da lesédo pelo fato
de apresentarem diagnostico prévio, citoldgico e histolégico, de NIC1. Se alguma
destas mulheres na verdade ja tivesse NIC de alto grau, ndo detectada na biopsia,

€ dificil ou impossivel de se confirmar.

Nao foi observada diferenca de comportamento entre 0os casos positivos
e negativos pela HIS, o que difere do estudo de Song SH et al, 2006 (14),
que verificaram que o0s casos positivos para o HPV mostraram evolugéo pior do

gue aqueles negativos.

Todos os 22 casos positivos mostraram marcacao difusa e puntiforme
nas camadas superficial e intermédia, porém, o niumero de nucleos puntiformes foi
3,5 vezes maior no grupo com progressao. Apesar dessa maior frequéncia,
pela analise estatistica esta diferenca nao foi significante, o que pode ser atribuido
ao relativo pequeno numero de casos positivos na nossa amostra. Guo M et al,

2008 (60), notaram que, dentre os casos de NIC1 positivos pela HIS,
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50% mostraram sinais puntiformes e difusos e 39% apenas marcagéo puntiforme.
Estes mesmos autores observaram que as pacientes com a forma exclusiva

puntiforme na hibridizagdo mostraram pior evolugéo.

Uma diferenca significativa encontrada entre os grupos estudados foi a
alta porcentagem de nucleos puntiformes nas por¢des basais do epitélio nos
casos que progrediram. A literatura considera que o sinal puntiforme na camada
basal € critico para o desenvolvimento de lesdo de alto grau (27,30). Por outro
lado, cabe questionar se todo sinal puntiforme necessariamente representaria
integracdo no método com tiramida (32). A maior sensibilidade deste método
poderia aumentar o risco de uma coloragdo inespecifica lembrando o aspecto
puntiforme (27,30,31). Este sistema também é capaz de detectar pequeno nimero
de copias virais, 0 que por sua vez poderia estar relacionado ao sinal puntiforme
ou em “dot”. Pelos nossos resultados, observamos alta porcentagem de ndcleos
puntiformes nas camadas superficiais no grupo sem progressao, o que poderia ser
interpretado como pequeno numero de copias virais na camada superficial e ndo

como integragéo viral.

Desta forma, ndo seria apenas a presenca do sinal puntiforme,
mas a sua relativa localizacdao no epitélio que falariam a favor da integracéo.
Assim, a progressdao se correlacionaria a presenga de nucleos puntiformes
somente na camada basal, indicando os casos de NIC1 que podem ter pior
comportamento. A integracao viral seria, assim, um evento precoce na neoplasia
cervical (64). Evans MF et al, 2002 (26) e Kalof AN, 2005 (27),
também observaram nucleos puntiformes nas lesées de NIC1, porém apenas a
marcagcao basal se correlacionou a evolucdo da lesdao, concordando com os
nossos resultados. Assim, um ponto importante verificado no nosso trabalho é que
0 padrao puntiforme, como sinal de integracdo viral, deve ser interpretado
cuidadosamente nas diferentes por¢des do epitélio.

Cooper et al, 2003 (12), observaram que a integracdo do HPV de alto
risco nas NIC1 é rara. Propuseram que este evento desregularia a capacidade
viral em gerar epissomos, essencial para a propagacao viral. A integracao
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ocorreria nas células basais, provocando uma expresséo inadequada dos genes
virais E6 e E7, o que permitiria que as células epiteliais mantivessem sua
capacidade de replicacdo, nao sendo esta confinada a camada basal do epitélio.
Como consequiéncia, ocorreria a proliferacao celular continua e sua imortalizagao,
com a evolugdo para NIC2-3 e carcinoma (12). Outros autores, como Gallo G,
2003 (62) e Kulmala SMA, 2006 (28), também confirmaram a presenca da forma
integrada do virus em casos de NIC1.

Pelos nossos resultados, a progressao da lesdo se associou a idade
das pacientes. Este fato estd em concordancia com diversos autores que
constataram integragdo do virus principalmente em mulheres mais velhas
(15,26,28,65), 0 que é consistente com a selecédo dos clones integrados na histéria
natural das NIC (64).

Até o momento, nenhum trabalho relacionado a hibridizacao in situ para
HPV havia realizado uma avaliagcdo quantitativa dos nucleos marcados nas
diferentes porcdes do epitélio. Com esta nossa abordagem quanto a distribuicao
da marcacgao nas porgdes epiteliais basal, intermédia e superficial em relagéo ao
comportamento das NIC, pretendemos dar prosseguimento a novos estudos,
com maior numero de casos, referentes ao comportamento das lesdes

precursoras do cancer cervical.

Em conclusdo, a técnica da HIS com amplificacdo pela tiramida é
adequada para uso na rotina, visto que € empregada em material parafinado e ha
preservacao da morfologia. Destacamos que é importante valorizar que a HIS
pode ser utilizada no estudo da evolugdo das NIC, porém sua interpretacdo deve
ser cuidadosa, especialmente em relagdo ao padrao puntiforme, que pode ter
diferente significado, dependendo da regiao do epitélio avaliada. A deteccédo do
padrdo puntiforme nas camadas basais pode sinalizar um pior progndstico,

com implica¢des no seguimento mais adequado e tratamento destas lesdes.
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6.2- Expressao do Ki67

O uso do Ki67 como método auxiliar no diagnéstico das NIC esta
bastante estabelecido na literatura (33,56). O epitélio cervical normal exibe
essencialmente positividade nas camadas basal e para-basal, enquanto que a
posicao dos nucleos marcados no epitélio sera mais alta quanto maior o grau da
neoplasia intraepitelial (36). Pirog EC et al, 2002 (35) e Kruse AJ et al, 2002 (38),
estudaram a importancia deste marcador na diferenciagao entre lesdes benignas e
displasicas, verificando que nas NIC sdo observados nucleos positivos para Ki67

em aglomerados nas camadas superiores do epitélio.

Poucos estudos, contudo, tém avaliado a utilidade deste marcador
como adjuvante no comportamento das neoplasias intraepiteliais. Baak JAP,
2005b (54) e Kruse AJ et al, 2003 (58), 2004-b e ¢ (50,51), observaram diferencas

de expressdo em casos com e sem progressao.

Pela nossa analise morfoldgica quantitativa através do programa
“Sociology”, foi observado que a densidade de nucleos positivos ao Ki67 nos
casos que regrediram era significativamente menor que aquela dos casos que
permaneceram como NIC1 ou progrediram. Isto concorda indiretamente com os
trabalhos de Kruse AJ et al (51,58), onde os casos que progrediram mostraram
maior densidade de nucleos. Estes autores notaram ainda que o0s casos que
progrediram apresentavam indice de estratificacdo mais elevado e nucleos
positivos no terco médio do epitélio mais freqlientes. Entretanto, nestes mesmos
estudos, foram avaliados casos de NIC1 e NIC2 em conjunto, com apenas 2 casos
de NIC1 com progressdo. Os resultados, assim, podem ter sofrido interferéncias
com a maior casuistica de NIC2, visto que é esperado que estas lesdes mostrem
nucleos em estratos epiteliais mais elevados e maior densidade nuclear, o que ja
havia sido verificado por Dellas A et al, 1996 (66) e Isacson C et al, 1996 (37).

A espessura do epitélio na NIC, assim como o indice de Estratificacéo e
a porcentagem de células positivas para Ki67 no terco médio do epitélio tém sido

destacados como possiveis marcadores de progressdao. Nos casos aqui

Discussao
101



estudados, ndo se observou diferenca significativa destas medidas entre os
grupos com diferente evolugao. Isto poderia ser explicado pelo encontro de alguns
nucleos isolados em camadas mais altas do epitélio, que interferem nos valores do
indice de estratificagdo e também na analise quantitativa das outras medidas.
Baak JPA, 2006 (39) e Kruse AJ, 2003 (58) e 2004c (51), verificaram que casos
que progrediram exibiram altos valores do IE, maior nimero de nucleos marcados
no terco médio, além de menor espessura epitelial. Deve-se ressaltar que séo
poucos os trabalhos na literatura que fazem este tipo de medida quantitativa e,
a comparacao dos nossos resultados com os estudos de Kruse et al, 2004c (51),
nao € totalmente correspondente, visto que eles avaliaram a progressdo de um
conjunto de casos de NIC1 e NIC2, onde predominavam as NIC2,

como ja comentado.

Pela analise morfolégica quantitativa, o programa mostrou que o grupo
com regressdo apresentou uma distribuicdo nuclear diferente dos outros
dois grupos. Foi constatado um arranjo nuclear mais compacto, com maior nimero
de vizinhos e menores distancias entre o nucleo vizinho mais proximo nos casos
que progrediram ou mantiveram NIC1. Isto pode ser explicado pela maior
densidade nuclear nestes dois grupos, pela menor quantidade de citoplasma
destas células, ou por ambos. Mesmo nédo avaliando o comportamento das NIC
em seu trabalho, Kruse AJ et al, 2004a (45), observaram menor distancia entre os
nucleos nas lesdes de NIC3, em comparacao as NIC1 e 2, associando o resultado
a grande quantidade de células basalbides em toda a espessura epitelial nas
NIC3, e a maior densidade nuclear nestes casos.

Pela analise quantitativa, as caracteristicas do grupo com regressao
das lesdes sao diferentes e se destacam dos outros 2 grupos. Porém, os valores
encontrados para os grupos com manutencdo do diagnéstico de NIC1 ou com
progressdao da lesao foram muito semelhantes. Assim, ndo se verificou uma
medida que fosse indicativa da progressao. Entretanto, a partir das caracteristicas
das lesGes associadas a regressdo, sinais indiretos da possibilidade de
manutengdo ou progressdao da lesdo sdo apontados pelo programa: maior

densidade nuclear e menor distancia entre os nlcleos marcados.
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Por outro lado, a simples avaliacdo subjetiva do Ki67 mostrou que a
positividade em mais da metade do epitélio foi mais frequente nos casos que
progrediram. Poderia ser questionado se as lesdes com expressao de Ki67 em
mais da metade do epitélio seriam classificadas como NIC1. A nossa classificagao
do epitélio atipico foi feita por dois observadores e obedeceu a critérios
morfoldgicos estabelecidos. Apesar de estudar o Ki67 em neoplasias intraepiteliais
vaginais, Logani S et al, 2003 (67), também notaram a presenca de nudcleos
positivos nas camadas superiores do epitélio nas lesdes de grau 1.

Esta simples avaliacdo do Ki67 pode apontar para as alteragdes na
diferenciacao epitelial, com a manutencao da proliferagdo celular em camadas
mais altas do que as observadas no epitélio normal, promovidas pela infec¢éo
pelo HPV de alto risco oncogénico. Observou-se também que a grande maioria
dos nossos casos positivos para HPV de alto risco oncogénico (73%) mostraram
marcacao para Ki67 em mais da metade da espessura epitelial (Tabela 9),
resultado este apoiado pela literatura. Dellas A et al, 1996 (66) e Kruse AJ,
2001b (57), verificaram maior porcentagem de nucleos positivos para o Ki67 e
também nudcleos mais altos no epitélio em lesdes associadas ao HPV de alto risco.
Além disso, todos os casos com sinal puntiforme na camada basal a reagcédo de
HIS (que se correlacionou com progressao da lesdo) apresentavam positividade
para o Ki67 em mais da metade da espessura epitelial.

Este € um dado muito interessante, porém, deve-se ressaltar que
muitos NIC1 que n&o progrediram, expressaram Ki67 em mais da metade do
epitélio. Portanto, o comportamento de um caso isolado de NIC1 ndo pode ser
afirmado, mas a expressdao do Ki67 podera ser um indicador de maior
probabilidade de progressdo. Frente a este resultado, podemos comentar que o
método da andlise morfolégica quantitativa pode ser mais preciso, porém € muito
mais trabalhoso e ndo forneceu vantagens se comparado a simples leitura da

reacao do Ki67 em diferentes niveis do epitélio.
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Ao se comparar a analise morfolégica quantitativa do Ki67 com os
dados da hibridizacao in situ, notou-se que os casos positivos para HPV de alto
risco oncogénico apresentavam maior densidade de nucleos Ki67 positivos, o que
esta de acordo com Kruse et al, 2001b (57). Como nao ha estudos na literatura
comparando uma andlise quantitativa da HIS com Ki67, nossos dados apontam
para a correlacdo entre a presenca do HPV de alto risco oncogénico e a maior
proliferacao celular do epitélio, verificada pela maior densidade de nucleos Ki67
positivos. Esta correlacdo deve ser interpretada conforme os distintos aspectos
encontrados. De um lado, os casos com expressao puntiforme na HIS na camada
basal do epitélio foram associados a progressdo da lesdo, relacionados a
integracao viral ao genoma da célula e associados a expressédo do Ki67 em mais
da metade do epitélio. Por outro lado, uma correlacao indireta foi observada entre
o sinal difuso da HIS em camadas superficiais, correspondendo a forma epissomal
do HPV na leséo, e sua associacdo a menor densidade de expressao do Ki67 no

epitélio.
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7- CONCLUSAO
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7.1- Idade

- A idade das pacientes foi maior no grupo com progressao das lesoes.

7.2- Expressao do HPV de alto risco pela técnica da Hibridizacao in situ nas
NIC1

- HPV de alto risco oncogénico foi evidenciado em 30% das NIC1;

- Nao houve correlacao entre a positividade para HPV de alto risco oncogénico
pela HIS e o comportamento da lesdo de NIC1;

- Nas lesbes de NIC1, apenas a presenca de nucleos com sinal puntiforme da
reacdo no terco basal do epitélio se correlacionou com progressdo para
NIC 2-3;

- Os casos sem progressao da lesdao mostraram maior concentracdo de
nucleos positivos, de padrao difuso ou puntiforme, nas camadas mais
superficiais do epitélio, enquanto que nos casos que progrediram,
a distribuicdo de positividade nuclear foi mais uniforme, em todas as regides
do epitélio;

- A HIS pode ser utilizada no estudo da evolucdo das NIC, porém sua
interpretacdo deve ser cuidadosa, especialmente em relagdo ao padrao
puntiforme, que pode ter diferente significado, dependendo da regido do
epitélio avaliada. A deteccao do padrao puntiforme nas camadas basais pode
sinalizar progressao da lesdo, com implicacbes no seguimento e tratamento

mais adequados.
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7.3- Expressao do Ki67 pela simples avaliacao da reacao

- A expresséao do Ki67 em mais da metade do epitélio foi associada ao grupo
com progressao da lesao.

7.4- Expressao do Ki67 pela analise morfologica quantitativa

- A densidade nuclear do Ki67 foi menor no grupo que regrediu em relacao ao
grupo que permaneceu como NIC 1 ou que progrediu;

- A distribuicdo espacial dos nucleos, verificada pelas relagdes de vizinhanca,
foi diferente nos casos que progrediram ou que mantiveram o NIC1, com
arranjo nuclear mais compacto do que o grupo que regrediu;

- Nao foram encontradas diferencas na espessura do epitélio e nem na altura
dos nucleos positivos no epitélio (indice de Estratificagdo) entre os

trés grupos;

- A andlise morfolégica quantitativa pode ser uma ferramenta util na avaliagcao
do comportamento das NIC, em especial para as lesées em regressao,
porém é muito laboriosa e pode ser substituida pela simples avaliagao
subjetiva da expressao do Ki67 em diferentes niveis do epitélio.

7.5- Comparacao dos dados da HIS com a analise do Ki67

- Houve correlacao entre a presenga do HPV de alto risco oncogénico e a
maior proliferacdo celular do epitélio, verificada pela maior densidade de
nucleos Ki67 positivos/ mm?;

- Casos positivos para HPV de alto risco oncogénico a HIS expressaram Ki67
em estratos mais altos do epitélio;
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- a expressao puntiforme na HIS na camada basal do epitélio, foi associada a
progressao da lesao e a expressao do Ki67 em mais da metade do epitélio;

- a maior quantidade de nucleos positivos e com sinal difuso a HIS no terco
superficial do epitélio mostrou relacao inversa com a densidade de nudcleos
positivos para Ki67;

- a associacao dos dois métodos pode apontar aspectos sugestivos de
progressao da lesao de NIC1;
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Casos estudados pela HIS, idade das pacientes e numero de nucleos positivos

segundo o padrao de reacdo em cada regiao do epitélio

Biopsia idade D?agn 1/3 basal 1/3 basal 1/3 interm 1/3 interm 1/3 superf 1/3 superf
final D P D P D P
439-04 24 0 0 0 0 0 0 0
6502-05 21 0 0 0 0 0 0 0
1172-04 25 0 0 0 0 0 0 0
poli 113 19 0 0 0 0 0 0 0
poli199 22 0 0 0 0 0 0 0
poli 236 17 0 0 0 0 0 0 0
poli178 22 0 0 0 0 0 0 0
poli182 43 0 0 0 0 0 0 0
poli 207 19 0 0 0 0 0 0 0
poli 156 17 0 0 0 0 5 19 26
poli 137 30 0 0 0 0 0 0 0
5133-05 59 0 0 0 0 0 0 0
10907-03 72 0 0 0 0 0 0 0
2535-04 29 0 0 0 14 38 133 37
2280-04 26 0 0 0 0 0 0 0
poli 87 22 0 0 0 0 0 0 0
1162-05 23 0 0 0 0 0 0 0
1169-05 23 0 0 0 84 54 150 18
8374-05 36 0 0 0 0 0 0 0
751-04 20 1 0 0 0 0 0 0
1413-04 35 1 0 0 0 0 0 0
1715-05 19 1 0 0 0 0 0 0
2172-04 23 1 0 0 0 0 0 0
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3072-04
4070-04
4285-04
4370-04
5096-01
5688-04
5997-04
6010-04
7291-04
7537-05
8342-03
8375-05
9493-04
11711-03
12478-05
poli 63
poli 84
poli 106
poli 148
poli 153
poli 166
poli 174
poli 221
poli 222
poli 237
572-04

791-05

25

18

20

32

35

30

28

17

26

22

31

18

24

17

19

26

38

21

41

19

20

43

20

21

47

15

24

40

12

55

18

24

12

23

11

15

18
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959-04 24 2 0 0 0 0 0 0

970-04 21 2 0 0 0 0 0 0
1339-04 65 2 0 0 0 0 0 0
2743-01 40 2 0 0 0 0 0 0
2881-04 22 2 0 0 0 7 5 0
5819-04 16 2 0 0 0 0 0 0
6820-04 29 2 0 0 0 0 0 0
9202-04 26 2 0 0 0 0 0 0
9678-03 30 2 3 3 31 14 11 4

10078-04 22 2 0 0 0 1 0 0
11841-03 24 2 0 5 0 5 11 12
12475-05 21 2 0 24 0 14 2 1

poli 69 25 2 0 0 0 0 0 0

poli 70 32 2 0 0 0 0 0 0

242-01 41 2 0 0 0 0 0 0

665-05 39 2 0 0 0 0 0 0
4383-05 22 2 0 0 0 0 0 0
5467-04 61 2 0 0 29 28 23 42
6011-04 38 2 0 0 0 10 11 16
7183-04 36 2 0 0 0 0 0 0
8678-04 20 2 0 4 0 3 20 13
8845-05 34 2 0 0 0 0 0 0
9455-04 33 2 0 0 0 0 0 0

12517-01 30 2 0 0 0 0 0 0

Diagnéstico final: 0= regressdo; 1= manteve NIC1; 2= progrediu. P= marcagdo puntiforme;

D= marcagéo difusa no nucleo.

Em negrito, casos positivos.

Anexo 1
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Médias de espessura epitelial, area da lesao, indice de Estratificacdo e seu

percentil 90 nos grupos estudados

Grupos Espessura Area dazLesﬁo indice 19 Percentil 90
epitelial (mp) (1) Estratificacao (IE) do IE (%)
Regressao (n=19) 1297,11 508,55 0,394 82,19
Manteve NIC1 (n=29) 1509,01 569,49 0,393 83,51
Progressao (n=26) 1513,59 574,87 0,417 85,06
Valores de p 0,09 0,69 0,26 0,12
Anexo 2

127



Interpretagéo dos valores da Correlagéo Linear de Pearson

(fonte: Santos C, 2007).

Valorder Correlacao
r=+1 Perfeita positiva
+0,8 a +1 Forte positiva
+0,5a+0,8 Moderada positiva
+0,1 a2 +0,5 Fraca positiva
0a+0,1 infima positiva
r=0 Nula
-0,1a0 infima negativa
-0,1a-0,5 Fraca negativa
-0,5a-0,8 Moderada negativa
-0,8a-1,0 Forte negativa
r=-1 Perfeita negativa

Anexo 3
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