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RESUMO: A maioria das les6es neoplasicas que acometem o colo uterino
tem o seu surgimento na zona de transformagdo. Varios estudos clinicos,
microscoépicos e epidemiolégicos foram realizados dados ao acesso a cérvice e ao
desenvolvimento de um epitélio displasico anormal e da possivel infec¢ao viral pelo
HPV (Papilomavirus Humano). A neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) depende da
diferenciagdo e maturacao do epitélio, pois na NIC | as anomalias nucleares
permanecem limitadas ao tergo inferior e apresentam coilocitose, ja a NIC Il e NIC 1l
a desorganizacao arquitetdnica é limitada da metade inferior do epitélio com figuras
atipicas de mitoses. Alteragoes de efeito citopatico do HPV na célula hospedeira sao
os coilocitos cuja prevaléncia é maior na NIC | e que na maioria das vezes decorre
da infeccao pelos tipos virais 6 e 11, os quais nao se integram no genoma da célula
hospedeira. Ao contrario dos HPVs tipos 16 e 18 que além de interagirem com o
DNA da célula infectada produzem oncoproteinas E6 e E7 que bloqueiam o ciclo
celular levando a lesdes mais graves NIC Il e NIC lll. O objetivo deste estudo é a
avaliacdo histolégica da expressdo coilocitica em diferentes graus de neoplasia
intra-epitelial cervical. A metodologia baseou-se na quantificagdo dos coilécitos em
campo de grande aumento 40x dos casos a serem analisados sequiencialmente, com
diagnéstico de NIC nos diferentes graus. Portanto, concluimos que a NIC Ill é
estatisticamente diferente dos outros dois NIC | e NIC Il que por sua vez nao sao

diferentes.
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ABSTRACT

HISTOLOGICAL EVALUATION OF EXPRESSION IN DIFFERENT DEGREES
COLOICITICA OF CERVICAL INTRAEPITHELIAL NEOPLASIA

Most neoplastic lesions that affect the cervix has its onset in the transformation
zone, whose area is the of great interest to colposcopists. Several clinical studies,
microscopic and epidemiological investigations have been conducted since access to the
cervix and the development of an abnormal dysplastic epithelium and possible viral
infection by HPV (Human Papillomavirus). CIN (cervical intraepithelial neoplasia) depends
on the differentiation and maturation of the epithelium; CIN | as in the nuclear abnormalities
remain limited to the inferior and have Koilocytosis already CIN Il and CIN Il is limited to
architectural disorganization of the lower half of the epithelium with atypical mitotic
figures. Changes in the cytopathic effect of HPV in host cells which are koilocytes higher
prevalence of CIN I, which most often caused by infection with types 6 and 11, which
remain outside the host cell genome. Unlike HPV types 16 and 18 that besides interacting
with the DNA of the infected cell producing E6 and E7 oncoproteins that block the cell cycle
leading to more severe lesions CIN Il and CIN IIl.The aim of this study is the histological
evaluation of the expression koilocytes in different degrees of cervical intraepithelial
neoplasia. The methodology was based on the quantification of koilocytes 40x high power
field of cases to be analyzed sequentially, with CIN in different degrees.
Therefore, we conclude that CIN Il is statistically different from the other two CIN grades |
and Il which in turn are not different

Keywords: EXPRESSION KOILOCYTES; EPITHELIUM; HPV, CIN.

INTRODUGAO

A maioria das lesdes neoplasicas que acometem o colo uterino tem o seu
surgimento na zona de transformagado, que geralmente corresponde a jungao
escamocolunar. Esta area € de grande interesse para colposcopistas devido a
eventuais processos patoldgicos que levam ao desenvolvimento do cancer do colo
uterino. Ao longo dos anos, sabe-se que as lesdes precursoras do cancer cervical
€ uma displasia que pode ser leve, moderada e acentuada em virtude dos avangos

de estudos clinicos, microscopicos e epidemioldgicos. (234



O rastreamento nos ultimos 50 anos utilizando a técnica de Papanicolaou
feito em populagdes monitoradas apresentou uma reducdo de 99% na incidéncia
do cancer do colo uterino. ) Estima-se no Brasil que entre os 20.000 casos que

surgem ha mais de 3.000 dbitos por cancer cervical. (1"

Quando Richart descreveu Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) em 1967
para classificar as atipias celulares respeitando o limite do epitélio, pensava-se que
a displasia independente do grau de diferenciagdo poderia evoluir para carcinoma

in situ (CIS) e carcinoma invasor. & %

Acredita-se hoje, que ha grande
possibilidade do grupo das diferentes NIC que algumas regridem espontaneamente
ou permanecem estaveis por tempo indeterminado e ha pequena chance de

progredir para carcinoma invasor. Sabe-se também que a lesdo de baixo grau tem

estimativa de até 80% de regressao. ('

O sistema Bethesda propés em 1988 duas categorias citologicas de
classificagdo no que diz respeito as alteracdes de atipias celulares do epitélio da
cérvice, ressaltando o grau de acometimento da mesma. Sendo assim, algo que
era antes classificado como displasia leve ora passou a ser considerado como
lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo grau (NIC | - Condiloma), e as displasias
moderada e acentuada passaram a ser denominadas lesdes intraepiteliais de alto
grau (NIC Il e NIC Ill — Carcinoma in situ). Na histopatologia essas lesbes pré-
cancerosas que acometem o colo uterino tém como caracteristica o grau de
diferenciagao, maturacao e estratificacdo das células em relacdo a espessura do
epitélio da amostra tecidual cervical. Desta forma, a proporcdo da espessura das
células maduras e diferenciadas do epitélio € de critério significativo para a

classificagéo da NIC. (-2 456.7)



A analise microscopica das anomalias nucleares leva em consideragcdo a
maior diferenca da razdo nucleo anisocariose citoplasma, a presenca de nucleo
aumentado, diferenca do tamanho do nucleo, coloragdo mais intensa
(hipercromasia) e polimorfismo nuclear. Devido a espessura do epitélio em
maturacdo e o estagio da anomalia nuclear estdo correlacionados. No epitélio
normal as mitoses ndo sao visualizadas com muita freqiéncia em células
superficiais, € menos ainda em células parabasais. Na NIC é possivel visualizar
figuras de mitoses nas diferentes camadas, superficial, de acordo com o grau,
resultado da diminui¢cdo da diferenciagao do epitélio resulta no aumento da divisao

celular. &7

Na analise histopatologica o coilocito € uma alteragao celular provocada na
infeccdo pelo HPV. ™ Richard em 1990 propés um aperfeicoamento na
identificacdo dos coilécitos, que ja haviam sido definidos em 1946 por Koss e
Durfee, como sendo células atipicas que expressam em seu citoplasma celular
halos perinucleares com nucleos volumosos e hipercromaticos com citoplasma na

periferia da célula. ® (Figura 1).

Figura 1- Representa bidpsia de colo uterino: coildcito indicado pela seta. (do autor)



A maioria das NIC | em bidpsia cervical apresenta células diferenciadas
limitadas ao terco inferior do epitélio com anomalias nucleares e pouca mitose
veste uma significativa expressdo de coilocitos. (figura 2). Estas alteragdes
celulares sao sugestivas de infecgéo pelo papilomavirus humano (HPV). A agado do
virus HPV na célula hospedeira é chamada de efeito citopatico, ou seja, ocorre a
degeneragao da célula, devido a integracdo do DNA viral do hospedeiro ao nucleo
da mesma provocando a lise citoplasmatica ou permanecer na forma epissomal
sem a combinagdo com o genoma. Contudo podendo ocorrer a desregulagédo do

ciclo celular e a possivel progresséo da lesgo. ©8 937

Normal NIC |

Figura 2- Representa a bidpsia de colo uterino: observe o aspecto normal do epitélio escamoso
comparado com NIC | — desorganizagéo da estrutura do epitélio no tergo inferior acompanhado por

figuras de mitoses atipicas e coilocitose. (do autor)

Ja a lesao intraepitelial cervical de alto grau € caracterizada por lesdes de
acentuadas, alteragcbes no aumento na relacdo nucleo/citoplasma em células nao
maduras que se observando menor diferenciacao nas células em dois tercos do
epitélio. ©3 Na microscopia optica € possivel visualizar o nucleo e o citoplasma
polimérficos com acentuada desorganizagao arquitetonicos devido a varias mitoses

ocasionadas. © "



Na histologia de NIC Il é observada arquitetura desorganizada de células
displasicas limitadas metade inferior do epitélio com figuras de mitoses e
coilocitose. Acompanhada de alteragdes de paraqueratose superficial e hiperplasia

de células parabasais. (") (figura 3)

Normal NIC I

Figura 3- Representa a bidpsia de colo uterino: observe o aspecto normal do epitélio escamoso

comparado com NIC Il — desorganizagdo da estrutura do epitélio em dois tergos inferior

acompanhado por figuras de mitoses atipicas e coilcitose. (do autor)

A NIC Il apresenta um alto grau de anomalias nucleares e citoplasmaticas
com menor diferenciagdo e estratificacdo em quase toda espessura do epitélio.

Sao visualizadas anomalias de mitoses com freqiiéncias. (figura 4). (")

As lesdes acentuadas do epitélio escamoso constituem uma variagdo no
acometimento do tamanho de suas células no diz respeito a diferenciacéo
citoplasmatica e nuclear, por sua vez, pode-se visualizar lesdo em células médias,

grandes e até pequenas. ©3

H4 uma possibilidade varidavel de uma possivel progressdo de um grau

menor no caso a NIC | para um grau maior NIC Il ou para NIC III. ©®



Figura 4 — Representa a biopsia de colo uterino: observe o aspecto de um epitélio escamoso

normal comparado com NIC Illl — desorganizacdo da estrutura do epitélio no tergo superior

acompanhado de células atipicas com perda de diferenciagao celular. (do autor)

A associacdo do HPV com as lesdes pré-cancerosas que afetam o colo
uterino é alvo de varios estudos epidemioldgicos e de analise laboratorial. %
Sabe-se hoje que existem mais de 100 tipos diferentes do virus HPV, sendo assim
sugere-se a hipotese de possiveis 30 tipos propensos ao tropismo do epitélio
escamoso cervical. 'Y Dentre a variedade dos sorotipos virais os HPVs de baixo
risco como, por exemplo, 6, 11, 42, 44, 70 e 81 estdo relacionados a leséo
intraepitelial cervical e a verrugas elevadas ou planas de critério benigno. Ja os
tipos virais de HPVs de alto risco como, por exemplo, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 e 81 sao considerados carcinogénicos, sendo a principal causa do
desenvolvimento do cancer do colo uterino. Principalmente os tipos 16 e 18
possuem uma capacidade de produzir oncoproteinas, as quais impedem a
maturacao e diferenciacdo do epitélio escamoso metaplasico correspondentes a

zona de transformacao. (12 13- 11.14)



Quando o ciclo celular é afetado pelo virus do HPV através de microlesdes
no epitélio da mucosa cervicovaginal, as particulas virais infectam as células
basais, as quais sao responsaveis pela renovacao do tecido epitelial, ocorrendo a
retificacdo e ativacdo do DNA viral na célula hospedeira, acarretando a replicagao
clonal. Esta proliferagdo celular é regulada por meio de proteinas L1 e L2
(proteinas do capsideo viral) que proporcionam a propagacao de particulas virais
expressas nas lesdes de baixo grau de superficie de carater condiloma (verrugas).
Ja a area de replicacao viral E1 interage com a E2 responsavel pela transcricao da
particula viral, codifica as oncoproteinas E6 e E7 que atuam na proliferacao celular.
Essas proteinas oncogénicas inibem os genes supressores de tumor p53 e Rb
significa o desenvolvimento de um epitélio displasico anormal, ou seja, alteragbes

na espessura do epitélio das células maduras e diferenciadas. © 13731517

Desta forma, o principal objetivo desta pesquisa foi avaliar a expressao
coilocitica em diferentes graus de NIC, ou seja, caracterizar a distribuicdo da
expressao de coilécitos nas lesdes pré-neoplasicas que acometem colo uterino
devido a infeccao pelo HPV e com isso contribuir para uma melhora no processo

de diagndstico de NIC [, NIC I, NIC .

METODOLOGIA

Casuistica

Esta pesquisa consistiu em fazer um levantamento de 60 casos no arquivo
de laminas de pacientes que apresentaram diagnostico histopatologico de
neoplasia intra-epitelial cervical na NIC I, NIC II, NIC Ill, através do sistema de
laudos do computador do Laboratério de Citopatologia e Anatomia Patolégica —
Annalab, no periodo entre 2008 e 2009. Realizar a quantificacdo da expressao

coilocitica nos diferentes graus de NIC, na microscopia Optica.



Os 60 casos distribuidos por 20 casos NIC [, 20 NIC 1l e 20 NIC Ill, foram
analisados pela padronizagédo da objetiva do microscépio para o campo de grande
aumento (40x) e determinamos 10 campos nos quais foram feitas a contagem de
coilocito para todos os casos estudados. Os dados foram tabulados em uma
planilha no sistema Excel do computador, posteriormente e utilizamos esses dados
no Software para analise estatistica da expressao coilocitica em diferentes graus

de NICs.

Amostra — Procedimento Histopatolégico

A amostra utilizada nesta pesquisa € laminas bidpsias de colo uterino e de
produto de histerectomia do utero, que se encontravam no arquivo de laminas do
laboratorio. O processamento histoloégico do material bidptico sdo as seguintes
etapas: analise macroscopica do anatomopatoldgico, preparo do tecido pelo
aparelho autotécnico, o qual contém bateria de cinco cubas de alcool absoluto, trés
cubas de xilol e duas cubas de parafina, por sua vez, sdo acondicionadas no
aparelho histocente para inclusdo em bloco de parafina e posteriormente é feito o
corte de cada bloco no micrétomo de aproximadamente quatro micras de
espessura para extrair o fio do material, que € fixado na lamina apés o banho-
histolégico com agua quente, logo depois passa pela bateria de coloragédo de HE
(hematoxilina e eosina) é feito a montagem com laminula e uma ou duas gotas de

balsamo do Canada, para a leitura na microscopia pelo patologista. (20)

Analise estatistica

Para verificar o nivel de diferenga estatisticamente significativa entre as
diferentes amostras utilizamos o teste de Analise da Varidancia (ANOVA) para

comparar a diferenga entre as a expressao de coilécito em NIC I, NIC I, NIC IlI, por



sua vez, para concluirmos a existéncia da diferenga significativa entre as NICs, foi

(18, 19)

feito o teste F de Takey, para a magnitude desta diferencgas.

RESULTADOS

Os dados referentes ao somatério do numero de colécitos dos 10 campos
padronizados que foram contados para as 20 amostras de NIC |, NIC II, NIC lll, de

acordo com a Figura 5.

Representa-se a coordenagao de informacgdes quantitativas em dois eixos
perpendiculares; no eixo das abscissas os 20 de casos da NIC I, NIC Il e a NIC Il
e nas ordenadas a variagcdo da magnitude da quantificacdo feita nos 10 campos
padronizados das amostras estudadas. Pode-se observar que a barra da NIC | em
lilds apresenta uma magnitude maior em comparagao as barras de NIC Il em

vermelho e NIC Il em amarelo.
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Figura 5- Somatorio do nimero de coilocitos dos 10 campos padronizados nas 20 amostras de
NIC I, NIC Il e NIC IlI.

10



Analise da variancia (ANOVA)
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Figura 6 — representa analise da variancia de NIC I, NIC Il e NIC Il em relagdo ao nimero de

coilécitos.

A (Figura 6) mostra a distribuicao das diferentes amostras trés grupos NIC I,
NIC I, NIC Il pela andlise da variancia (ANOVA) (9 Estes resultados
apresentaram um F(2,57) = 5,6 com p = 0, 0000 que € menor 0,05% o que nos
permite inferir que ha diferencas estatisticamente significativas entre as amostras

NIC I, NIC Il e NIC lll sdo diferentes.

Ja com o valor de F da anadlise da variancia significativo, por sua vez,
aplicou-se o teste de comparacdo multipla de Takey HSD "® ' o qual mostrou
que NIC Il é estatisticamente diferente representado na (Figura 7 e 8) dos outros

dois NIC | e NIC Il que por sua vez nao sao diferentes (Figura 9).

Lembrando que o teste de Takey é utilizado para comparagdo de duas

18, 19)

médias em analise , heste caso compararam-se as média de NIC | e NIC llI;

NIC Il e NIC lll; e NIC Il e NIC I.

11




Teste de Tukey (HSD)
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Figura 7 - Resultado do teste de Tukey (HSD): comparagdo da média de NIC | com NIC Il em

relagdo ao numero de coilbcitos.
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Figura 8 - Resultado do teste de Tukey (HSD): comparagédo da média de NIC Il com NIC Ill em

relagdo ao numero de coildcitos.
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Teste de Takey (HSD)
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Figura 9 - Resultado do teste de Tukey (HSD): comparagédo da média de NIC Il com NIC | em

relagdo ao numero de coildcitos.

DISCUSSAO

A expressao de coilécitos em diferentes graus de NIC foi determinada pela
quantificacdo dos 20 casos de diferentes graus de NIC, para isso, fizemos o
somatoério do numero de coilécitos dos 10 campos padronizados das receptivas
amostras, as quais apresentaram diferenga entre as suas magnitudes, cuja barra
de NIC | em vermelho constitui o numero maior de coildcitos em relagdo a NIC |l e

NIC Il na Figura 5.

Ja a andlise da variancia (ANOVA) '® com valor de F(2,57) = 5,6 e p = 0,
0000 que é menor 0,05%, mostrou que ha diferenga significativa entre as médias
das amostras analisadas na Figura 6. Para isso, aplicamos o teste de comparacéao

multipla de Takey HSD ® "9 para o presente estudo, o resultado desta
13



comparagao das meédias de NIC | para NIC Ill mostrou que ha a diminuigdo da
guantidade de coilécitos simbolizados pelos sinais positivos em dire¢cdo ao eixo da
abscissa na Figura 7. Portanto, quanto maior € a desorganiza¢do da estrutura do

epitélio ha menor intensidade da expressao coilocitica ©?.

Isto € também visivel na diminuicdo da quantidade de coilécito de NIC |l
para NIC Il onde a um grau de significancia vista pela magnitude do Box de ambos
na Figura 8, pois esta distancia pressupde a hipotese de que NIC Il ndo deveria
estar classificado como displasia acentuada separado de NIC Il, por ser uma lesao
intra-epitelial de alto grau que apresenta grande desorganizagao da estrutura do
epitélio no tergco superior acompanhada de células atipicas com perda de

diferenciagao celular ¢,

Portanto, o resultado da comparacdo da média NIC Il com NIC |, que
apresentou através do teste de Takey que ndo ha diferenga estatisticamente
significativa entre os dois tratamentos, devido a equivaléncia das médias no eixo
da ordenada representada por NIC | e NIC Il em relagcdo ao numero de coilécitos
no eixo da abscissa vistas na Figura 9. Embora se saiba que estas lesdes
precursoras de cancer do colo utero estdo classificadas como displasia leve e
moderadas (5, 13, 7, 3, 15, 17), elas n&o apresentam diferenga na quantidade de
coildcitos. Porém, poder constar na mesma classe de classificacdo de lesbes de

baixo grau € uma hipétese relevante.

Contudo, a NIC Il é classificada como displasia moderada junto com a
displasia acentuada NIC Il e estatisticamente diferente dos outros dois NIC | e NIC

Il que por sua vez nao sao diferentes.

14



1.

CONCLUSAO

Os resultados de nosso estudo revelaram que ndo ha uma diferenca
estatisticamente significativa entre em NIC | para NIC I, haja vista que ambas nao
estdo na mesma classificagdo do que diz respeito a displasia leve e moderada,
mas quando se trata de NIC | ou NIC Il para NIC lll existe estatisticamente uma

diminuicdo na expresséao dos coilocitos com o aumento do grau da leséo.
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