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RESUMO

O Cancer de colo uterino pode ser detectado através do exame preventivo do
cancer nos seus estagios iniciais possibilitando o tratamento precoce. Para isso,
depende o diagnéstico de lesdes displasicas, pois estas podem se desenvolver
em cancer; fato que em alguns casos podem ser inconclusivos, pois a técnica de
Papanicolaou € uma analise subjetiva. Com finalidade de desenvolver auxilio
diagnéstico, para as lesdes limitrofes e duvidosas observadas nos exames de
rotina realizados pelo método de Papanicolaou, buscou-se o estudo das NORs,
regides organizadoras de nucléolo, através da impregnacao por nitrato de prata,
pela Técnica AQNOR. Os NORs formam pontos no nucleo da célula, que podem
ser contados e medidos sua area relativa e ser utilizado como marcadores de
proliferagcdo celular. No comportamento biolégico das lesdes intraepiteliais
cervicais, os NORs tém se mostrado um fator preditivo de malignidade. Em
conseqliéncia ao exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica de AQNOR
aplicada em esfregagos de material cervical uterino e analisar a sua associagao
com o diagnoéstico citolégico, colposcépico e histolégico do colo uterino. Para isso
foram realizados esfregacos citolégicos de material cervical uterino e procedidos
as tecnicas de AgNOR, Papanicolaou e Shorr. Realizaram-se analises
microscépicas e computadorizadas do material. Os resultados demonstraram
associacao, entre a técnica de AQNOR e o diagnéstico citologico, colposcépico e
histolégico com correlagao positiva para numero e area dos pontos de AgNOR.
Verificou-se aumento do numero de pontos de AQNOR, bem como da area relativa

e alteragao na sua forma conforme a gravidade da leséo.

Palavras-chave: AgNOR, cancer cervical uterino, displasia, Papanicolaou,

citologia, colposcopia, histologia.
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ABSTRACT

The uterine col Cancer can be detected through the preventive examination
of the cancer in its initial periods of training making possible the precocious
treatment. For this, the diagnosis depends on displasico injuries, therefore these
can be developed in cancer; fact that in some cases can be inconclusive, therefore
the technique of Papanicolaou is a subjective analysis. With purpose to develop
diagnostic aids, for the bordering injuries and doubtful observed in the
examinations of routine carried through by the method of Papanicolaou, one
searched the study of the NORs, regions organizers of nucleolus, through the
impregnation for nitrate of silver, the AQNOR Technique. The NORs forms points
in the nucleus of the cell, that can count and be measured its relative area and to
be used as marking of cellular proliferation. In the biological behavior of the
cervical intraepithelial injuries, the NORs if has shown a prediction factor of
malignidade. In consequence to displayed the objective of this work it was to
evaluate the technique of AGQNOR applied in smears of uterine cervical material
and to analyze its association with the cytological diagnosis, colposcopical and
histological of the uterine col. For this smears cytological of cervical material
uterine and proceeded the techniques from AgNOR had been carried through,
Papanicolaou and Shorr. Microscope and computerized analyses of the material
had been become fullfilled. The results had demonstrated association, enter the
technique of AQNOR and the cytological, colposcopical and histological diagnosis
with positive correlation for number and area of the points of AQNOR. Increase of
the number of points of AQNOR was verified, as well as of the relative area and

alteration in its in agreement form the gravity of the injury.

Word-key: AgNOR, cervical, dysplasia uterine cancer, Papanicolaou, cytology,

colposcopy, histology.
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1 - INTRODUGAO



No século XX, o mundo despertou para a importancia da citologia no
diagnéstico do Cancer da cérvice uterina, através das primeiras publicagdes de
George Nikolas Papanicolaou. Paralelamente, foi escrito no Brasil, por Tinoco
Cabral, o primeiro trabalho sobre Citologia, em sua tese de Doutorado
apresentada em 1928 a Universidade de Sao Paulo, sob o titulo: “Modificacdes
das células epiteliais da vagina humana na gravidez e na menopausa — seu
estudo pelo método dos esfregagos”. Seguindo esta tendéncia outros trabalhos
foram publicados, nos quais se empregava a citologia para a clinica. A utilizagao
da Citologia no diagnéstico do Cancer em nosso Pais foi considerada pela
primeira vez em 1942, em tese de Docéncia, elaborada por Antonio Vespasiano

Ramos intitulada “Novo método de diagnéstico precoce do cancer uterino’.

Portanto desde a introdugdo do diagnéstico citolégico das lesbes pre-
malignas cervicais, a cérvice uterina tornou-se uma das mais examinadas areas
do corpo humano. As alteragcbées puderam, ser assim identificadas em esfregacos
citolégicos permitindo selecionar mulheres que pudessem ser tratadas em uma

fase inicial antes que sinais ou sintomas venham a ocorrer (KOSS, 1989).

O cancer do colo do utero, apesar de apresentar decréscimo na sua taxa
de mortalidade nos ultimos anos, em 1947 era 2,5 mais elevado que em 1970,
qguando o exame de Papanicolaou estava sendo apresentado (CRAMER, 1974);
ainda hoje mostra taxas elevadas, correspondendo a 15% de todos os tumores
malignos na populagdo feminina e representando dentre os diferentes tipos de
canceres a segunda maior causa de mortes de mulheres. Em nosso pais os
nuameros sao preocupantes, representando 80% de todos os canceres
ginecoldgicos registrados. A taxa de mortalidade por cancer de colo uterino nos
ultimos anos tem crescido em algumas regiées do pais como na regidao sul
(WUNSCH FILHO, 2002). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA),
o cancer uterino foi responsavel pela morte de 4.110 mulheres no Brasil em 2003.
Tendo como taxa bruta de mortalidade e incidéncia o correspondente a 4,58 /
100.000 e 18,32 / 100.000 mulheres respectivamente. O niumero de mortes no

mundo € estimado em cerca de 200.000 mulheres por ano por este tipo de



cancer, sendo 160.000 mulheres em areas em desenvolvimento (CHAOUKI, et
al., 1998 ).

O cancer de colo uterino é ainda relevante, em termos de casos novos e
morte no mundo, principalmente por estatisticas referentes aos paises em
desenvolvimento, sendo que 80% dos novos casos ocorrem nestas localidades.
Observa-se, entretanto que, mesmo sendo uma causa de morte importante no
Brasil e em outros paises em desenvolvimento, a magnitude das taxas de
mortalidade sdao bem menores do que as de incidéncia, refletindo-se em uma
razao de mortalidade/incidéncia de aproximadamente de 25:100, gracas isso ao
diagndstico precoce. As taxas de sobrevida variam entre as regides de maior ou
menor desenvolvimento, porém, este céncer & considerado como de bom

progndstico, se diagnosticado e tratado oportunamente (PARKIN, 2001).

No estado de Santa Catarina temos como dados para o ano de 2003 a
incidéncia de 430/100.000 novos casos com taxa de mortalidade de 160/100.000
mulheres; sendo na capital Floriandpolis 40/100.000 novos casos com taxa de
mortalidade de 10/100.000 mulheres (BRASIL, 2003).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a partir de 2020
serao diagnosticados 15 milhées de novos casos de cancer por ano, e que, caso
medidas de prevencéao e controle ndo sejam adotadas, a incidéncia de cancer de
colo uterino aumentara em aproximadamente 100%. Em paises do continente
africano, asiatico, leste europeu e américa central e sul os indices de novos casos
e mortalidade sao preocupantes (SHIBUJA, et al., 2002; BRASIL, 2003).

Poder-se-ia evitar o surgimento de um quarto dos canceres de colo uterino,
aplicando-se simplesmente o conhecimento cientifico que se possui, e curar a

terca parte deles com a tecnologia atual.



2 - REVISAO DA LITERATURA



2.1 CANCER DE COLO UTERINO - IMPORTANCIA DIAGNOSTICA

O conceito das lesbes precursoras do cancer cervical data de 1886,
quando Williams noticiou, que préximo ao cancer invasivo, havia areas do epitélio
que ele reconheceu como néo invasivas. Isso foi até 1900 quando Cullen melhor
definiu essas lesdes nao invasivas, notando que elas se pareciam com canceres
invasivos, mas nao invadiam o epitélio ainda; entdo o conceito de lesbes
precursoras de cancer se tornou mais aceito (SINGER & MONAGHAN, 2002).

Assim definido, o carcinoma escamoso invasivo do colo uterino ou cervical
€ precedido por alteracbes pré-cancerosas no epitélio cervical da zona de
transformacdo onde podem ser identificados histologicamente e que séao
usualmente descritas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC - Richart 1967).
As técnicas citoldégicas contribuem para o conhecimento dessas lesbes e
instalacao de seu tratamento, conseqiientemente com a redugéo da incidéncia do
cancer (REIS, et al., 1992; REZENDE FILHO, et al., 1993).

Estas alteragcbdes pré-malignas representam um aspecto continuo de
morfologia onde tem sido divididos em trés estagios, NIC I, NIC Il e NIC Ill, que
sao equivalentes na terminologia convencional a displasia leve, displasia
moderada e displasia severa e carcinoma in situ, respectivamente (TAKAHASHI,
1982).

As alteragbes pré-malignas e malignas do céncer de colo uterino, onde o
tipo mais comum €& o carcinoma de células escamosas, ocorre com maior
freqUéncia, na Jungcdo Escamo Colunar (JEC). A JEC ou zona de transformacéao
(ZT) deve incidir sobre o orificio anatémico externo do colo uterino, onde se
verifica o encontro do epitélio glandular cilindrico ou colunar do canal endocervical
e o epitélio escamoso pavimentoso pluriestratificado, que reveste a ectocérvice e
a parede da vagina. Esta regidao compreende células de grande valor diagnostico
(SHIRATA, 1998; HERZBERG & SILVERMAN 1999, LIRA NETO, 2000).

O epitélio colunar é constituido por uma uUnica camada de células altas

especializadas em produzir muco, enquanto que o epitélio escamoso € formado



por trés camadas de células: profundas (basais e parabasais), intermediarias e
superficiais especializadas na protecéo do tecido (GOMPEL & KOSS, 1997).
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Figura 1. Representacdo esquematica do epitélio escamoso estratificado (GROSS E
BARRASSO, 1999).

Em caso de ectopia, externalizagdo da JEC em direcdo ao ectocérvice, a
mucosa evertida mantém um contato direto com o meio vaginal normalmente
acido, o qual nado é proprio a sua integridade estrutural, onde se inicia um
processo reparativo. Esse processo € a metaplasia, que é uma alteracao
reversivel no qual um tipo celular adulto € substituido por outro também adulto
com a finalidade de formar um epitélio mais resistente a agentes externos.
Portanto a metaplasia escamosa traduz a substituicdo do epitélio cilindrico
colunar simples pelo epitélio pavimentoso estratificado. Esta substituicdo se
processa as custas de células de reserva indiferenciadas localizadas abaixo do
epitélio cilindrico. Na auséncia de qualquer agente mutagénico, a metaplasia € do
tipo fisiolégico, enquanto na vigéncia de agente mutagénico ocorre o
aparecimento de células metaplasicas atipicas (SUZUKI et al., 1995; ROBBINS,
1996).
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Figura 2: Esquema do aparelho reprodutor feminino.
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Muitos pesquisadores sugeriram que o comportamento da metaplasia
escamosa “mantém a chave para a compreensdao da oncogénese cervical’.
(COPPLESON & REID, 1967 apud SINGER & MONAGHAN, 2002).

2.2 CARCINOGENESE

O ciclo celular corresponde aos processos que ocorrem na célula, desde
sua formacao, até sua divisdo em duas células filhas. As fases G1, S, G2, M
correspondem as fases consecutivas do ciclo celular. As fases G1, S, G2
correspondem as fases de interfase, que € um periodo de intensas atividades
relacionadas com a proliferacdo celular, caracterizando-se por mudangas no
conteudo de DNA da célula e por alteragbes bioquimicas e fisiologicas. Um
conjunto de mecanismos bioquimico regula o ciclo celular e muitas dessas
reacdes envolvem proteinas reguladoras atuando na sintese de DNA na fase S e
no processo de mitose (RABENHORST, et al., 1993; LEVINE, et al., 1994; HALL
& COATES, 1995).



A descoberta de proteinas que atuam na replicagdao do material genético

permitiu que se investigasse varios métodos de avaliagcao da proliferagao celular.

Em resposta a estimulos externos especificos, as células iniciam o ciclo
passando da fase G 0 (células quiescentes) ou G 1 (atividade biossintética) para
as fases S (duplicacdo do DNA), G 2 (sintese de RNA e proteinas) e finalmente M

(mitose), quando se completa a divisao celular .

A proliferagdo celular € necessaria para equilibrar as perdas celulares e
manter a integridade dos tecidos e 6rgaos. Esse processo requer a expressao

coordenada de varios genes em determinados momentos do ciclo celular.

Para completar com sucesso a divisao celular, um numero de genes cdc
(cell-division-cycle) é ativado. Durante o processo, a célula passa por verificagdes
de erros localizados entre os limites G 1 /S e G 2 /M, em que eventuais erros
genéticos serao identificados e reparados (CALABRETTA & BASERG, 1991).

Os canceres resultam normalmente por mudangas na sequéncia de DNA
da célula, e provavelmente uma unica célula anormal origina um tumor, e esta
passa a anormalidade para a sua progénie, sendo um processo genético. Mas em
geral o cancer nao pode ser o resultado de um unico evento ou uma unica causa,
mas resultam da ocorréncia de varios acidentes independentes em uma célula

com efeitos cumulativos.

Em um minuto, ocorrem no corpo humano milhdes de mutacdes genéticas.
Tais danos sao geralmente reparados rapidamente. Entretanto, se a replicagéo do
DNA e a divisao celular ocorrerem antes do reparo, a lesdo pode converter-se em
um erro genético estavel, dando origem a uma nova linhagem de células,

genomicamente diferentes das do hospedeiro, caracterizando entdo o cancer.

O cancer origina-se de um erro genético ocorrido durante uma fase do ciclo
de divisdo celular que escapou dos mecanismos de controle dos genes

supressores.



A carcinogénese é um processo dindmico caracterizado por multiplas
etapas, definidas como: iniciagdo, promogéo, progressdo e manifestacédo
(FUJITA, et al., 1973, ODUKOYA & SHKLAR, 1984; MAREFAT, 1985; RUBIN &
FARBER, 1990; HIGGINSON, 1993). A iniciacao corresponde ao primeiro passo
para o desenvolvimento neoplasico, sendo irreversivel, porque lesa de forma
permanente a estrutura do DNA. Uma vez a célula estando iniciada, ela passa por
um periodo de laténcia, que corresponde ao intervalo entre a exposicdo ao
carcindbgeno e o aparecimento das alteracbes neoplasicas visiveis. As células
iniciadas, em contato com o agente promotor, passam a expressar suas
alteragdes, antes latentes. E a etapa de promogao da carcinogénese, em que 0s
promotores, como o virus HPV, estimulam a proliferacao celular e modulam sua
diferenciacdo, com o aparecimento de uma nova populagdo celular, com
propriedades diferentes da célula inicial, gerando a neoplasia (SANTOS, et al.,
2003; DIXON & KOPRAS, 2004). A etapa seguinte € a progressao, em que ocorre
a evolucao da neoplasia maligna. Segue-se a etapa de manifestacao que é a fase
de manifestacao clinica do cancer (ROBBINS, et al.; 1996; RUBIN & FABER,
1990; RODRIGUEZ & CAMARGO, 1992).

2.3 CITOLOGIA

Historicamente, podemos relatar a introducao das diversas classificacdes
citolégicas desde o inicio do século, em 1907, quando se declarou que o
diagndéstico do cancer do colo uterino poderia ser feito pelo aspecto celular, antes
da fase destrutiva, isto €, antes da invasao do tecido conjuntivo (AUGUSTO, et
al.,, 1982). De 1908 a 1910, outros estudiosos concordaram com este achado;
sendo que a descricdo da doencga corresponderia ao que, mais tarde, Schiller
(1927) chamaria de carcinoma pré-invasor (AUGUSTO, et al., 1982). Segundo
KOSS (1989), no ano de 1924, George Nikolas Papanicolaou, médico grego, fez
uma observacéao incidental de que as células cancerosas derivadas da cérvice
uterina poderiam ser observadas em esfregacos vaginais. Esta observagéo foi

apresentada em maio de 1928, e em 1941 foram divulgados os primeiros,



resultados de suas pesquisas, alcangando, portanto divulgacao internacional a

atualmente conhecida “Coloracao de Papanicolaou”.

Em 1942, Papanicolaou demonstrou que o diagndstico do cancer em sua
fase inicial poderia ser realizado através dos caracteres morfoldégicos anormais
das células esfoliadas do epitélio cervical uterino e propds uma classificagéo dos
esfregacos em cinco classes: classe | — normal; classe Il - atipias benignas;
classe Ill — suspeito, que inclui as displasias; classe IV — fortemente sugestivo de
malignidade; classe V - francamente maligno ou positivo para malignidade
(NARDOZZA et al., 1993).

Em 1953, Reagan e colaboradores, introduziram a classificagdo das
displasias, referente a alteracées do epitélio de revestimento do colo uterino, na
Escola Norte-Americana, para diferenciar as varias fases de precursores do
carcinoma cervical € o carcinoma in situ completamente desenvolvido, o que lhes
conferia algum potencial de malignidade, na dependéncia de maior ou menor
gravidade histologica. A diferenciacdo é realizada de acordo com a sua
severidade, onde as alteragdes nucleares e citoplasmaticas sao subdivididas em:
displasia leve — quando se restringem as camadas superficiais; displasia
moderada ou de grau intermediario — com envolvimento de mais da metade da
espessura total do epitélio; displasia severa — quando quase toda espessura do
epitélio esta comprometida por células atipicas (NARDOZZA et al., 1993).

A denominagao displasia do grego dis (dificuldade, transtorno) e plasia
(formacdo) — tem sido empregada em relagdo a processos benignos de outras
origens (ossos, mamas). No colo uterino, a utilizagdo do termo se refere a

estados pré-malignos.

Em 1967, Richard introduziu o termo Neoplasia Intraepitelial Cervical: NIC
(graus I, 11, 1l e IV) em substituicao, respectivamente as displasias e carcinoma in
situ instituidos por Reagan. Em 1969, Richart acatou a opiniao de especialistas,
abolindo a classificagao NIC IV, e mantendo a NIC Ill, como representativa de
displasia severa e/ou carcinoma in situ (BUCKLEY, et al., 1982; SUZUKI, 1996;
SCHNEIDER & SCHNEIDER, 1998; SHIRATA, 1998).
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O sistema Bethesda surgiu em 1988, quando pesquisadores de todo o
mundo, reunidos em Bethesda (EUA), estabeleceram um consenso para maior
precisao na informacéao diagnoéstica, suprindo as necessidades de duas décadas
de avancos e permitindo melhor avaliacdo estatistica das les6es detectadas;

possibilitando assim a comparabilidade dos resultados citolégicos e histolégicos.

Em 1991, o Instituto Nacional do Céancer (USA) revisou a classificagdo e
estabeleceu a terminologia de Bethesda para o diagnéstico citologico descritivo
que seria aceita pela maioria dos laboratérios de citologia. Entretanto o Sistema
Bethesda nao substituiu completamente as classificagcbes de Reagan e Richart,

que ainda sao utilizadas.

Em 2001, o Sistema Bethesda foi reformulado, e classifica as lesées
cervicais escamosas dividindo-as em 4 categorias: Atipia em células escamosas
de significado indeterminado (ASCUS), como aquelas alteragdes limitrofes, entre
a normalidade e anormalidade e que nao apresentam ainda os critérios
necessarios para classifica-las como displasicas; Lesao intraepitelial (SIL) de
Baixo Grau (LSIL) como as alteragbes correspondentes a displasia leve e as
alteracdes citopaticas do virus HPV; Lesao intraepitelial (SIL) de Alto Grau (HSIL)
as alteragdes correspondentes a displasia moderada e severa, bem como

carcinoma in situ; carcinoma de células escamosas.

Observa-se abaixo na Tabela 1 a comparagcdo entre as Classificagcdes
Citologicas, com uma tendéncia a reducao do numero de grupos de lesées desde

a classificagéo de Papanicolaou até o Sistema de Bethesda.
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Papanicolaou Regan Richart Sistema Bethesda

I Normal Normal Normal
I Atipia reativa / Atipia reativa / Atipia reativa /
inflamatéria inflamatéria inflamatéria
in/m Atipia Atipia ASCUS
SIL de baixo grau
1] Displasia leve NIC |
(LSIL)
SIL de alto grau
1] Displasia moderada NIC 1l
(HSIL)
SIL de alto grau
1] Displasia acentuada NIC 1l
(HSIL)
SIL de alto grau
\Y Carcinoma in situ NIC llI
(HSIL)
\% Cancer invasivo Cancer invasivo Cancer invasivo

Tabela 1: Comparacao das classificagdes citolégicas de Papanicolaou - 1942, Regan -
1953, Richart - 1967 e Sistema Bethesda - 2001.

Na categoria ASCUS citologicamente sao observadas alteracbes em
células epiteliais escamosas, mais marcantes que as modificagcdes inflamatérias
ou regenerativas, porém, menos do que as encontradas naquelas com
diagndstico definitivo de NIC, como discreta hipertrofia nuclear de até duas vezes
maior que o nucleo normal, apresentando cromatina finamente granular e

pequenos cromocentros mais evidentes.

As alteracdes displasicas da cérvice uterina se manifestam por maturacao
atipica das diferentes camadas celulares, com queratinizacao anormal, freqliente
e precoce; alteragdes nucleares e citoplasmaticas em graus variaveis e
hiperatividade das camadas parabasal e basal, constituindo a maior parte do

epitélio.

Em LSIL - Na displasia discreta, o esfregaco em geral contém somente um
pequeno numero de células displasicas, a maioria pertencendo as camadas de

células superficiais, e algumas provenientes das camadas intermediarias. As
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células descamadas sdo com freqiiéncia binucleadas e apresentam discreta
cariomegalia e hipercromasia. No entanto, o citoplasma é ainda abundante e a
relacao nucleo/citoplasma, acompanhado por aumento de volume do citoplasma,
apesar de alterada, nao difere em muito da correspondente as células normais,
apresentam-se aumentados cerca de mais de trés vezes ao de uma célula
intermediaria normal. O maior didmetro nuclear € inferior a metade do maior raio
citoplasmatico. Existem ja alteragcdes na disposicdo da cromatina nuclear, que
possibilitam diferenciar a displasia leve da metaplasia escamosa, na qual as
células possuem nucleos normais (FOCCHI, et al.,, 1987). Estas alteracoes

correspondem a NIC | da classificagdo de Richart, 1967.

Poucas vezes as células das camadas mais profundas, parabasais e
basais, apresentam anomalias discretas, insuficientes, no entanto, para causar

confusdo com células neoplasicas de carcinoma (FOCCHI, et al., 1987).

Em HSIL - displasia moderada, o numero de células displasicas e o grau de
anormalidades nucleares e citoplasmaticas estdo aumentandas. As células
displasicas derivam das camadas superficiais e intermediarias, podendo ser
encontradas, entretanto, células anormais das camadas profundas do epitélio
escamoso normal ou metaplasico, com possiveis sinais de queratinizagdo. Os
nucleos estdo aumentados de volume, variam em forma e tamanho e sao
hipercromaticos. A relagcao nucleo/citoplasma é maior do que no quadro anterior,
de LSIL - displasia leve. O maior didmetro nuclear é praticamente igual a metade
do maior raio citoplasmatico. Estas alteragcdes correspondem a NIC Il da
classificacao de Richart, 1967.

Nas células profundas alteradas nédo se observam ainda modificagcbes
nucleares tao evidentes como as do carcinoma, nem a relagao nucleo/citoplasma
esta totalmente alterada, como acontece na HSIL - displasia severa e no HSIL -
carcinoma in situ (FOCCHI, et al., 1987).

Em HSIL - displasia severa, em contraste com a displasia leve ou
moderada, é caracterizada por células marcadamente atipicas das camadas mais

profundas, parabasais e basais, lado a lado com as células displasicas da
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camada superficial, sendo que o numero de células atipicas em geral esta
aumentado. O diagnéstico se baseia no encontro de células pequenas, de origem
parabasal, redondas ou ovaladas, com evidentes sinais de agregado de cromatina
nuclear. A relagao nucleo/citoplasma bastante aumentada com o maior didmetro
nuclear superior a metade do maior raio citoplasmatico. O nucleo mostra-se
intensamente hipercromatico com cromatina e membrana nuclear muito irregular.
Na maioria das vezes, o citoplasma, denso e basdéfilo, € mais abundante do que o
encontrado nas células do carcinoma in situ (FOCCHI et al., 1987). Estas

alteracdes correspondem a NIC Ill da classificagéo de Richart, 1967.

Do ponto de vista de critérios morfolégicos de LSIL - displasia discreta a
HSIL — displasia severa, estdo muito bem determinados para atipias em células
escamosas, quase sempre relacionados a efeitos citopaticos de infec¢ao por HPV
(SAHIMATA, et al., 1996).

O quadro citolégico do HSIL - carcinoma in situ, as células sao ainda
menores do que as anteriores existindo uma tendéncia a disposicao em fila
indiana. Os nucleos sao relativamente grandes, o que torna bem evidente a
alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma, e auséncia de nucléolos evidentes,
caracteristica importante para a avaliagao, irregularidade de contornos nuclear,
hipercromasia, multinucleacao e, acima de tudo, o aparecimento marcante de
espacos vazios. O citoplasma pode parecer normal, com algumas formas
aberrantes. Havera células malignas imaturas redondas ou ovais, com nucleo na
posicao central e que recebem o nome especial de células do 3" tipo. Estas
alteracdes, também correspondem a NIC Il da classificacdo de Richard, que uniu

estes dois niveis de modificagdes citologicas.

As alteracdes celulares comprometem a espessura total da mucosa e sao
constituidas por células anaplasicas ou primitivas. O epitélio ndo apresenta mais
sua capacidade de estratificacdo normal. Existe aumento no nimero de mitoses
normais e anormais ou atipicas, com alteragdes na polaridade celular. Presenca
eventual de paraceratose constituida por varias camadas de células achatadas

acidofilas na superficie sdo encontradas.
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No carcinoma escamoso avang¢ado cervical, as modificacbées celulares se
referem também ao citoplasma, com células malignas que podem ser um pouco
menores que no caso anterior e, usualmente, exibindo todas as formas
aberrantes. A grande maioria das células apresenta citoplasma ciandfilo,
demonstrando auséncia ou acentuada diminuicdo da ceratinizagéo do citoplasma;
nucleos com multiplos macronucléolos. A cromatina mostra um padréo
hipercromatico, grosseiramente granular. Nota-se também que, quanto mais
avancado o estagio do carcinoma, menor a esfoliacdo de células malignas,
especialmente as bem conservadas, apresentam também muitas células em
girino, amebdides e outras formas aberrantes eosindfilas e ciandfilas. Existe uma
marcante diatese tumoral, e as células malignas sdao grandes e mostram
anisocitose acentuada, aparecendo mais comumente isoladas, mas podem formar
sincicios. A maioria dos casos de carcinoma escamosa cervical é classificada
como carcinoma de células escamosas nao ceratinizado (GOMPEL & KOSS,
1997).

O trabalho pioneiro de Papanicolaou introduziu o exame colpocitolégico na
pesquisa diagnostica de prevencéao e tratamento do cancer de colo uterino. Mais
tarde, pelos avangos tecnologicos em citologia esfoliativa, demonstrou-se que
este exame pode apontar para a solugdo de um enorme problema de Saude
Publica. Sendo o utero anatomicamente um 6rgao de facil acesso, permite a
realizacdo da coleta de material para o exame citolégico sem acarretar grandes
disturbios a mulher e realizar a importante tarefa de prevencdo do cancer que

mais a acometeria.

Para avaliar o grau morfolégico das alteragdes celulares encontradas no
material cervical pode-se utilizar a técnica de coloracao de Papanicolaou, mais

comumente empregada em avaliagdes citologicas e a técnica de Shorr.

A técnica de Papanicolaou tem como principio, a hematoxilina que, por
oxidacao pelo 6xido de mercurio, se transforma em hematéina. A hematoxilina
cora o nucleo em azul, ap6s mordagcagem pelo alume de potassa. O orange G, a

eosina, o verde luz e o marrom de Bismark sao os corantes citoplasmaticos,
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sendo o mais utilizado o EA 50 e o EA 36 em combinagdo com o Orange, na

técnica de Papanicolaou.

A coloracao de Shorr (BECAK & PAULETE, 1976) que emprega orange G,
escarlate de Biebrich e verde luz associada ao corante hematoxilina de Harris é
uma técnica baseada em principios semelhantes a coloracdo de Papanicolaou.
No entanto as substancias que coram nucléolo e citoplasma sofrem variagbes
produzindo contrastes mais marcantes das tonalidades citoplasmaticas e
nucleares das células. Na década de 80 alguns pesquisadores (OETTLE &
WELDHAGEN, 1982) apresentaram modificagcbes na técnica propondo um
método mais rapido. Os componentes do corante de Shorr favorecem a
visualizacdo da organizacdao da cromatina, critério fundamental na classificagdo

das displasias.

Esta coloragédo pode melhor identificar células retraidas, com aumento da
acidofilia citoplasmatica e condensacdo da cromatina nuclear, as vezes com
fragmentagcao do nucleo e das células, caracterizando apoptose (SANTOS et al.,
2001).

2.4 COLPOSCOPIA

Com o surgimento da colposcopia que data do ano 1925, quando Hans
Hinselmann, um ginecologista alemao, desenvolveu uma nova técnica para o
auxilio no diagnostico do cancer de colo uterino, ampliando as fronteiras em
solugdes para o seu tratamento. Com uma lupa de baixo poder, era visualizada a
cérvice com um maior aumento. A aplicacado deste método se desenvolveu de
uma maneira lenta. Durante muitos anos a colposcopia e a citologia esfoliativa,
foram consideradas competitivas no diagnéstico da displasia cervical e cancer.
Somente nas ultimas décadas, se tem aceitado que ambas as técnicas séao
importantes e tenham diferentes papéis no estudo das NICs e cancer cervical
(MERLO, 1981).
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E evidente que a citologia é e seguird sendo a melhor técnica de
laboratério, no estudo das NICs. No entanto, € importante saber que a
colposcopia permite saber uma evolugdo das mudangas que se sucedem na
cérvice e, portanto util no estudo de mulheres com citologias anormais pré-

neoplasicas, e que apresentam suspeitas de neoplasias (MERLO, 1981).

O estudo colposcoépico permite a identificacdo de caracteristicas sutis do
epitélio, imperceptiveis a olho nu, que sao resultados da expressao patolégica. No
entanto, possui limitagdes, como a subjetividade das observacgdes, a dificuldade
das imagens e a quantificacdo de certas lesdes, como a valorizagdo de sua
extensao (PUING-TINTORE, 2001).

Uma das muitas vantagens da colposcopia € a de diminuir o uso de
biépsias da cérvice uterina. No entanto, € importante considerar que entre 5% e
20% das citologias anormais, somente a colposcopia ndo €& suficiente para
estabelecer um diagnoéstico, requerendo, portanto a biopsia (MERLO, 1981). Nao
se pode duvidar que a colposcopia € um meétodo de diagnéstico clinico que
valoriza, sobretudo as mudancas de nivel da superficie da cérvice, e que a
citologia € uma técnica de laboratério que estuda as mudancgas a nivel celular. Por
isto, a citologia e a colposcopia sao consideradas como sistemas complementares
inseparaveis para o estudo de pacientes com NIC (CARRERA, et al, 1974,
WETHICH, 1986; SANTOS, et al., 2003).

E sabido que as terminologias usadas para diagndsticos citolégicos e
histoloégicos sejam semelhantes, de modo que eles possam estar relacionados
com os achados colposcopicos. E também fundamental que a nomenclatura
citolégica e histologica seja baseada em dados clinicos e cientificos suficientes,
de modo que o médico possa inferir um comportamento clinico e o tratamento
escolhido. Nos ultimos 50 anos, a compreensao sobre a etiologia e a patogénese
da neoplasia escamosa do trato genital inferior aumentou enormemente e,
particularmente nos ultimos 15 anos, o progresso e a compreensao dos eventos
moleculares associados a neoplasia do trato genital desenvolveu-se rapidamente.
Em resposta a esse conhecimento, a terminologia foi mudada para um novo

sistema de classificacdo, fornecendo um alto grau de sofisticacdo que reflete o
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pensamento cientifico atual correlacionando mais facilmente os diagnésticos
laboratoriais com os dados colposcopicos e clinicos. Gradualmente a terminologia
se tornou mais uniforme, e as implicagbes da citologia, histologia e conclusdes
clinicas tornaram-se mais seguras (SINGER & MONAGHAN, 2002).

Alguns sistemas tém sido propostos para aumentar a objetividade na
graduacgao colposcopica. Um desses sistemas é o sugerido por Coppleson e
Pixley (1992) que permite que correlagdes diagnésticas e prognosticas sejam
feitas. Os quadros colposcopicos sao constituidos por imagens e podem ser

classificadas de acordo com as lesbes encontradas:

Grau | (alteragdes insignificantes, pouco suspeitas) pelo qual incluem-se os
processos inflamatérios (cervicopatias), constituidos pelas seguintes imagens
colposcopicas: zona de transformacao tipica, o epitélio aceto-branco, as colpites
em pontos vermelhos e pontos brancos, as leucoplasia leves e os vasos tipicos.

Estas alteragcdes correspondem a NIC | da classificagcao de Richart 1967.

Grau Il (alteragdes significantes, suspeitas): as imagens colposcépicas sao: a
leucoplasia leve ou simples, o pontilhado de base e os vasos de tipo tipicos. Estas

alteracdes correspondem a NIC Il da classificagdo de Richart 1967.

Grau lll (alteragbes altamente significantes, muito suspeitas); as imagens
colposcopicas observadas sao: leucoplasia simples, o pontilhado de base, o
mosaico simples ou plano e vasos irregulares. Estas alteragdes correspondem a

NIC 1ll, incluindo carcinoma in situ ,da classificagdo de Richart 1967.

No carcinoma microinvasivo se observa: leucoplasia hipertrofica, mosaico,

pontilhado de base, vasos irregulares maiores.

No carcinoma invasivo se observa: leucoplasia hipertrofica, pontilhado de base,
vasos atipicos grandes, e proliferacdo francamente carcinomatosa (SINGER &
MONAGHAN, 2002).

Considera-se colposcopia satisfatéria quando se observam os limites da

zona de transformacao em toda sua extensao e colposcopia insatisfatoria quando
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nao se visualiza totalmente a zona de transformacéao, ou jungdo escamo colunar
(JEC) e s6 se visualiza uma parte (MERLO, 1981). Isto & necessario porque é
precisamente na uniao escamo-colunar, o sitio onde se localiza com preferéncia o
cancer cervical. E importante lembrar, que esta zona de transformagao ascende
do interior do canal cervical principalmente na menopausada; por isto, de todas as

pacientes a colposcopia nao ¢é satisfatéria em 66% dos casos.

Pode-se considerar que o exame colposcdpico se inicia com a colposcopia
direta onde somente se observa a cérvice sem nenhuma preparacao, geralmente
se faz a limpeza do muco cevical com uma gaze impregnada com soro fisiolégico.
Nesta parte do exame, se visualiza a vascularizagao da cérvice com filtro verde,
pois 0 emprego posterior do acido acético por sua agao vasoconstritora dificulta o
estudo da rede vascular (CARRERA, et al., 1974).

Em seguida prossegue-se com a colposcopia ampliada na qual se
impregna a cérvice com acido acético de 3% a 5% e depois de 20 a 30 segundos
se observam, sobre sua acao, com toda nitidez, as papilas do epitélio cilindrico e
se destacam as zonas atipicas. Por esta razdo somente depois de aplicar o acido

acético, tem-se valor as observagdes colposcopicas.

As lesbes correspondentes as NICs e carcinomas apresentam nucleos
mais volumosos, hipercromaticos, com maior quantidade de DNA. Na
colposcopia, este epitélio, quando submetido ao acido acético usado, promove
contragao na membrana nuclear, condensando este material e tornando o epitélio
mais opaco, de forma que se percebe o estroma ndo em vermelho, mas em
branco-perolado, ou seja, em areas aceto-brancas, que sera mais aceto-branca
quanto maior a atipia nuclear presente. Os nucleos também reagem a corantes
vitais como o azul-de-toluidina, devido a sua acidofilia, teste chamado de Collins-

Richart, que fixa em azul os nucleos ricos em acido nucléico.

A prova de Schiller, descrito em 1929, marca delineando areas de
provaveis lesdes displasicas e é realizado, somente depois que as observagdes
colposcépicas com acido acético estejam completadas. E empregada solugéo de

iodo de 2% a 5% e observar-se coloragéo do colo uterino. Neste teste o epitélio
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escamoso normal contendo glicogénio é facilmente diferenciado e ira se corar
fortemente com iodo, dando origem ao estado chamado iodo positivo. Outros
epitélios que nao se coram sao chamados de iodo negativos, Shiller positivo,

como o epitélio metaplasico, epitélio imaturo, displasias e canceres.

A colposcopia € usada em geral para avaliar mulheres selecionadas com
citologias sugestivas de NIC com o fim de obter biépsia dirigida das lesbées mais
significativas. A biopsia dirigida deve ser realizada nos locais onde se
observaram as imagens colposcopicas mais representativas, como as marcadas

em epitélio aceto-branco, teste de Collins-Richart e teste de Schiller.

Sabendo-se que o cancer cervical constitui uma das maiores causas de
morte em mulheres jovens, considera-se a colposcopia como um dos elementos
importantes para avaliar as pacientes com citologias anormais. A citologia cervical
e vaginal demonstra as NIC e, através da colposcopia, pode-se localizar as lesées
e avaliar suas caracteristicas delimitando sua extensao (STAFL & WILBANKS,
1991).

Alguns trabalhos indicam indices de falsos negativos da citologia frente a
colposcopia que oscila entre 10% e 13%. A correlagcdo entre a citologia e o
diagnéstico colposcépico, mostrou uma sensibilidade de 84.7% (FRANCO &
GALLEGO, 1992). Esta sensibilidade baseia-se com os resultados colposcédpicos
que correlacionam claramente com a citologia da paciente. Os protocolos de
controle de qualidade para a pratica colposcopica mencionam valores de
sensibilidade entre 82% e 88% (FEJGIN, 1990; BENEDET, 1991; FRANCO &
GALLEGO, 1992; GONZALEZ & JIMENEZ, 1993).

A correlacao entre o diagnéstico colposcépico e o estudo histolégico das
biopsias dirigidas, mostrou uma sensibilidade de 86.2%. Dessa maneira, se
qualifica uma correlagdo positiva quando maior ou igual a 80% com cifras limites
satisfatérias na pratica da colposcopia, em torno de 86% (DIAZ & ARAGON,1992;
GONZALEZ & JIMENEZ, 1993).
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A correlagao entre a citologia e o estudo histolégico das biopsias € de 80%
nos protocolos antes mencionados; com estes percentuais se aceita uma cifra

igual ou maior a 75% como limites normais para os laboratérios de citologias.

Analisando-se juntos os trés métodos de diagnéstico, a citologia, a
colposcopia € a bidpsia se podem dizer sem equivocos, que a confiabilidade
diagnoéstica em conjunto para identificar uma neoplasia cervical se encontra entre
90% a 100%, (FEJGIN, 1990) e assim detectar mais rapidamente as lesbes e
acompanhar sua progressao e o emprego de uma profilaxia mais adequada para
cada caso (HEINZ, 1982). Contudo, todas as NIC ndo possuem o mesmo
comportamento, pois estudos epidemiolégicos de neoplasia mostram que a
prevaléncia de NIC € muito maior que a de cancer cervical, sugerindo que muitas

lesdes de NIC nao progridem a invasao (NASIELL et al., 1983).

O comportamento biolégico da neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau
(NIC 1l e NIC 1ll) nao pode atualmente ser previsto com seguranga em uma Unica
paciente. O problema é composto pelo fato de que o risco estimado de
progressdo da doenca em diferentes grupos mostra marcante variagcao
(ANDERSON, 1991). Nao é possivel separar lesées NIC |l em subtipo puramente
regressivo, persistente ou progressivo em bases histoldgicas, citolégicas ou em
critérios clinicos. O uso de parametros objetivos como o conteido de DNA nuclear
merece maior atencado (FU, 1981; JAKOBSEN et al., 1983; NASIELL, 1984,
BIBBO et al., 1985; FU & HALL, 1985; HALL & FU, 1985; MONSONEGO et al.,
1997).

2.5 HISTOLOGIA

A histologia € considerada a base para o tratamento e seguimento de
alteracdes identificadas pela citologia, além de representar o teste de certeza nos
estudos de patologia cervical (CARNEIRO et al.,, 2004).

As alteragdes observadas nos materiais séo classificadas de acordo com a

classificagcao de cervicite ou alteragdes displasicas.
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Cervicite € um processo tecidual que ocorre no colo uterino em resposta a
fendbmenos infecciosos, quimicos ou mecanicos, incluindo aspectos da inflamacgao
e da reparacao. O material apresenta leucécitos monoculeares, especialmente
linfocitos, histidcitos e plasmécitos, além dos polimorfonucleares. O epitélio exibe
arquitetura preservada, com camada basal, e superficie mostrando maturagéo. As
alteracbes epiteliais mostram hiperplasia da camada basal, vacuolos
citoplasmaticos sem presenca de atipias nucleares, podendo apresentar
metaplasia (WRIGHT & FERENCY, 1994)

Na NIC I ocorre proliferacao de células epiteliais escamosas com discretas
alteracdes de arquitetura do tecido e da morfologia celular, com hiperplasia da
camada basal, caracteristico do amadurecimento dos queratocitos em direcao a
superficie. As atipias nucleares mostram contornos irregulares, distribuicao
grosseira da cromatina e encontro de algumas mitoses. Sao incluidas nesta
classe as alteragdes atribuidas ao efeito citopatico do HPV, a coilocitose e a
disqueratose (SCULLY, et al., 1994).

Na NIC Il verificamos proliferacdo de células epiteliais escamosas, com
alteracbes moderadas da arquitetura do tecido e dos aspectos celulares. Além da
intensa hiperplasia da camada basal, perda parcial da maturagao dos queratécitos
e evidéncias de células maduras na superficie. As atipias nucleares sdo mais
marcantes, com maior aumento da relagao nucleo/citoplasma e das alteracbes da
cromatina, predominando os granulos grosseiros e presenca de mitoses

freqlientes. Podem ser vistos efeitos citopaticos do HPV.

Na NIC Il ocorre proliferacdo de células epiteliais escamosas com
alteragcdes acentuadas da arquitetura do tecido e dos aspectos celulares
correspondendo as lesbes correspondentes a displasias acentuadas e
carcinomas in situ. Nao ocorre ruptura da lamina basal com invasao do estroma
conjuntivo subjacente. A organizagdo em extratos € perdida, sendo poucos 0s
sinais de maturacao em toda a espessura. As atipias nucleares séo acentuadas e
as mitoses incluindo as anormais sao vistas em todas as camadas do epitélio.
Podem ainda ser encontrados os efeitos citopaticos do HPV (WRIGHT &
FERENCY, 1994).
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2.6 HPV

Hoje se sabe basicamente, que o cancer de colo de utero se desenvolve a
partir da transmissdo sexual pelo Human Papiloma Virus (HPV), principal
responsavel pela inducdo do céncer. Recentes dados da literatura,
epidemiologicos e biomoleculares, mostram que o DNA do HPV é encontrado em
95 a 100% dos tumores epiteliais cervicais, conferindo o maior risco para o seu
desenvolvimento. Além disso, em 1996, na OMS, considerou-se o HPV dos tipos
16 e 18 como o agente etiologico do carcinoma escamoso cervical. Ainda no
mesmo ano, a Conferéncia de Consenso realizada pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos enfatizou que o cancer cervical, em todos os casos, &
o primeiro tumor sélido essencialmente virus-induzido. A evolucao da infeccéao
pelo HPV para o cancer invasor depende do tipo e da carga viral, da interagao do
virus com a célula hospedeira, da resposta imunolégica epitelial e da interagcéo do
virus com certas oncoproteinas (CAMARA, 1993; REZENDE FILHO, et al., 1993;
COLLACO & PINTO, 1994; DORES, et al., 1999).

Os Papilomavirus sao capsideos icosaédricos ndao envelopados compostos
de 72 capsbmetros, com didmetro variando de 44 a 55 nm (KLUG, 1965; KLUG &
FINCH, 1965; MELNICK, 1962 apud MEISELS & MORIN, 1997). Seu DNA é uma
molécula de dupla fita, circular e fechada. Os tipos de HPV parecem ser estaveis
como demonstrado por dados seqlienciais de virus identificados em diferentes
localidades geograficas e apés muitos anos de propagagcdo do DNA viral em
animais e linhagens celulares (GIRlI & DANOS 1986 apud MEISELS & MORIN,
1997). A pluralidade do HPV permanece inexplicavel.

Mais de 100 tipos de HPVs tem sido identificados. Varios tipos sao
chamados de alto risco, tais como 16, 18, 31, 33 e 35 tem um papel etiolégico na
carcinogénese cervical (ZUR HAUSEN, 1994). O tipo HPV 16 tem sido
encontrado em 60-70% dos casos de cancer cervical e NIC Ill, € também
encontrado em 15-40% das lesées NIC | (NUOVO & RICHARD, 1990; CUZICK, et
al., 1994). E sabido mundialmente que pelo menos 95% dos carcinomas cervicais
sdo HPV DNA positivo (BOSCH, et al., 1995). Juntamente aos HPV 16 e 18, treze
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outros tipos de HPV foram encontrados. A infec¢éo pelo HPV oncogénico ocorre
mais freqlilentemente em carcinoma de células escamosas e lesao intraepitelial de
alto grau (HSIL) do que em lesao intraepitelial de baixo grau (LSIL). A presenca
de HPV oncogénico em LSIL pode levar a NIC Il ou NIC Illl com 87% de
sensibilidade (HERRINGTON, 1995). Em trabalhos de NUOVO (1998), as
mulheres com atipia em células escamosas de significado indeterminado
(ASCUS) que desenvolveram uma SIL confirmada pela biépsia em 6 meses, 67%
tinham infeccdo pelo HPV oncogénico, onde apenas 10% das mulheres com
ASCUS que nao desenvolveram SIL eram HPV positivas (NUOVO, 1998).

Com estes resultados verifica-se que, a presenga do virus HPV
unicamente, nao é determinante para o surgimento de uma lesao de alto grau que
necessariamente evolua para um carcinoma escamoso invasivo. SA0 necessarios
varios fatores para desencadear a doenca e, sobretudo novas técnicas

diagnésticas que melhor avaliem e acompanhem as lesées iniciais pré-malignas.

O diagnodstico da infeccao pelo HPV baseado unicamente em critério
citolégico é dificil, e pode levar a uma baixa estimativa de mulheres com infecgcao
pelo HPV (HIRSCHOWITZ, et al., 1992; WRIGHT & FERENCY, 2004).

Uma grande descoberta foi a habilidade da particula HPV E6 e E7 de ligar
e interromper, p53 e pRb, respectivamente, que sao pecas chaves no ciclo
celular, sendo estes genes supressores de tumor (MINAMOTO, et al., 2003).

A pRb ativada liga-se a fatores de transcricdo para a cascata de ciclinas e
ciclinas quinase e atua mantendo a célula nos estagios G0/G1, regulando a sua
entrada na fase S do ciclo celular. Uma vez a pRb inativada e liberando os fatores
de transcricao o ciclo celular se inicia. Mais adiante no ciclo, a p53 verifica danos
do DNA da célula, regula a proliferacdo e a morte celular, antes de permitir
replicagdo do DNA. Se for detectado dano no DNA, o p53 promove apoptose ou
prolonga o ciclo celular. A perda da fungcdo da pRb pode resultar em
hiperproliferacao, e, perda da funcado da p53 o que denota em mutacao génica e
instabilidade cromossémica levando ao descontrole do ritmo de proliferacao

celular.
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2.7 DISPLASIAS

Estimativas, da duracédo das alteracbes pré-malignas tem sido feitas, com
tempo médio até o desenvolvimento do cancer invasivo do colo uterino com
intervalo de 10-15 anos. O tempo médio para diagnéstico dos graus de NIC é
consistente com a progressdo de NIC | (displasia leve) para NIC Il (displasia
moderada) até NIC Il (displasia severa e carcinoma in situ) em mais de 10 anos
(SAWAYA et al., 2001 ).

A similaridade da citomorfologia de NIC Ill e cancer invasivo sdo baseados
em estudos citogenéticos que mostram constituicdo cromossomal similar em
displasia severa, carcinoma in situ e carcinoma escamoso invasivo da cérvice
(SPRIGGS et al., 1971). Ha evidéncias que mais de um tergco dos casos de NIC Il
progredirao para carcinoma invasivo se nao tratado, e outros casos persistirdo
como NIC Il (KINLEN & SPRIGGS, 1978; MCINDOE, et al., 1984), mas é incerto
se o NIC lll regride a graus menos severos ou ao epitélio normal sem intervencao
terapéutica. Tem sido estabelecido que o carcinoma invasivo pode se desenvolver
a partir de NIC | ou NIC Il sem um estagio de NIC lll, quando a les&o inicia em
areas metaplasicas imaturas infectas pelo virus HPV (BURGHARDT, 1976;
GROSS & BARRASSO, 1999).

Entretanto, semelhangcas epidemiologicas entre as displasias e os
carcinomas cervicais reforcam o conceito de que se trata de estagios de um

mesmo processo patoldgico.

NASIELL e colaboradores (1983) encontraram progressdo na displasia
moderada para displasia severa ou carcinoma in situ, persisténcia de displasia
moderada e regressdo ao normal em 30%, 16% e 54% respectivamente. No
acompanhamento de pacientes com citologia indicando displasia leve houve
progressao para displasia severa, carcinoma in situ e cancer invasivo em 16%,
persisténcia da displasia leve em 22% e regressdao ao normal em 62% em um
periodo de 39 meses (NASIELL, et al., 1986). A relacido de NIC Ill e cancer

invasivo deve ser na ordem de 4:1, que se correlaciona adequadamente com o
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risco conhecido de progressdo de NIC Il ao carcinoma invasivo (KINLEN &
SPRIGGS, 1978; MCINDOE, et al., 1984).

Nos casos de NIC Ill, a mucosa escamosa cervical € substituida por células
neoplasicas imaturas que se estendem no terco superior do epitélio e
freqiientemente substitui completamente toda espessura da mucosa. A categoria
NIC 1l inclui a displasia severa e o carcinoma in situ. Existem muito mais
anormalidades celulares e nucleares no NIC Ill do que em graus menores de NIC,
com maior perda de polaridade e amontoamento de células e uma tendéncia a
orientagao vertical do nucleo. As células e seus nucleos aumentados podem
apresentar uma aparéncia monoétona ou pode exibir um pleomorfismo marcante
com ampla maturacao citoplasmatica, subtipando o NIC IIl na categoria de células

pequenas e de células grandes nao queratinizadas, respectivamente.

Alteragdes nucleares incluem aumento de relagcdo nucleo/citoplasma,
hipercromasia, granulacdo densa de padrdao cromatinico, espessamento de
membrana nuclear, irregularidade do contorno nuclear e mitose, incluindo formas
anormais e espagos vazios no nucleo (FILIPPIN, et al., 2000). O nucléolo
encontra-se usualmente discreto. Ocasionalmente, a mucosa € substituida por
células escamosas grandes pleomorficas com formas bizarras e queratinizagéao

celular individual.

Por definicdo, a membrana basal esta intacta no NIC Ill. O epitélio anormal
estende progressivamente pela ectocérvix ou ao longo do canal endocervical. Ha
um pronunciado infiltrado celular inflamatério no estroma cervical logo abaixo da
membrana basal. Ha evidéncia que lesées NIC Il muito extensas estao
associadas com uma maior probabilidade de invasao (TIDBURY, et al., 1992).
Graus menores de NIC e alteragcbes do HPV estdo usualmente, mas néo

invariavelmente, presentes em areas adjacentes ao NIC Ill.

Na cérvice uterina a presenca de aneuploidia, que é a alteracao do numero
de cromossomos, quando presentes em NIC esta bem correlacionada ao seu
grau, estando presente em 75% a 100% das pacientes com lesdes de alto grau

(WALSH, et al., 1995). A maioria dos tumores malignos e seus precursores
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mostram cromossomos aneupldéides (BOLLMANN, et al., 2001). Se a aneuploidia
do epitélio escamoso ectocervical pode predizer o desenvolvimento de uma
anormalidade histomorfolégica em lesbGes de alto grau, esta caracteristica pode
ser util em identificar individuos que requerem maior atencdo ou tratamento
adicional. Além disso, se a aneuploidia fosse identificada adjacente a lesées de
alto grau, este estado aneuploide pode ser potencialmente importante na
avaliacao global de esfregacos cervicais de pacientes com dificil diagnostico
citologico (MCDERMOTT, 1997).

A aneuploidia é um marcador de malignidade (BOHM &
SANDRITTER,1975). Nas neoplasias intraepiteliais cervicais, as lesdes
aneuploides provavelmente persistem ou progridem até a malignidade, enquanto
lesdes dipléides ou poliploides regridem (HANSELAAR et al., 1988; HANSELAAR,
et al., 1998; FU, et al., 1981; BIBBO, et al., 1989).

Outro indicador importante no comportamento biolégico em varios tumores
malignos € a proliferacao celular e é considerada como um direcionador para a
terapia do cancer (BROWN & GATTER, 1990). E definida como o aumento do
numero de células resultantes da complementagdo do ciclo celular
(RABENHORST, et al., 1993). Na vida de uma célula existem trés caminhos a
serem seguidos: as células proliferam; permanecem vivas, sem divisdo; ou
morem por apoptose. A fracdo de crescimento de um tumor é determinada pelo
numero de células que estdo proliferando, sendo a capacidade proliferativa
aumentada uma das principais caracteristicas das células tumorais
(RABENHORST, et al., 1993; HOFSTADTER, et al., 1995).

Para avaliar com mais profundidade a atividade proliferativa das
neoplasias, marcadores biolégicos tem sido propostos para quantificar a
proliferacdo celular. Nos estudos de carcinomas epidermdides cervicais pode-se

utilizar métodos histoquimicos na identificagdo das células no ciclo celular.
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2.8 REGIAO ORGANIZADORA DE NUCLEOLO

Um dos marcadores biolégicos de proliferacdo celular € o método
histoquimico pela técnica de AgNOR, o qual traz novas perspectivas para a
compreensao do crescimento tumoral, com consequentes repercussdes para o

progndstico e a terapéutica dessas lesdées (NEVILLE et al., 1998).

Regides organizadoras de nucléolo (NORs) foram descritas primeiramente
por Heintz (1931) e por McClintock (1934) (DERENZINI, 2000), como sendo as
regides marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da telofase, o nucléolo é
reformado apds seu desaparecimento durante a fase mitotica da célula. Estas
regides correspondem aos constituintes secundarios de cromossomas da
metafase (HOWELL, 1982).

NORs sao regides que contém DNA ribossomal (DNA-r) que codifica para
RNA ribossomal (RNA-r) 18S e 28S e estdo envolvidas na formagao do nucléolo
durante a intérfase (SCHIMUIADY, et al.; 1979; MURTY, et al., 1985; DOBIGNY,
et al., 2002). As NORs podem ser facilmente identificadas em microscopio
convencional mediante a impregnacgao por prata coloidal. Um grupo peculiar das
proteinas acidas que sao altamente argirofilicas € localizado também nos mesmos
locais que os NORs, assim permitindo que NORs seja muito claramente
visualizado rapidamente por procedimentos marcados pelo nitrato de prata
(GOODPASTURE & BLOOM, 1975, OHNN, et al, 1991). Essas proteinas
ribonucleicas acidas sdo as nao histonas (B; e Cy3) altamente fosforiladas
(CROKER & SKILBECK , 1987; NEWBOLD, et al, 1989; GUTIERREZ, 2000).

A fosforilagao da proteina C23 ocorre no nucléolo por que esta é ativada, e

a transcricao do DNA-r torna-se possivel (PLATE et al., 1992).

NORs reside nos bragos curtos dos cromossomas humanos acrocéntricos
13, 14, 15, 21 e 22, estas areas sao os locais de hibridacdo de RNA-r e sédo de
importancia com respeito a sintese final da proteina (MURTY, et al., 1985;
ROWLANDS, 1988; YOKOYAMA, et al., 1990; WATANABE, 1998).
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Uma série de investigacdes ultraestruturais demonstrou que durante a fase
de interfase as NORs ficam situadas nos componentes fibrilares dos nucléolos e
representam conseqilentemente as fases interfase e metafase (HERNANDEZ-
VERDUN, 1983, FAKAN & HERNANDEZ-VERDUZ, 1986). Certamente, ha uma
evidéncia que os centros fibrilares mais o componente fibrilar denso em torno
delas s&o os unicos componentes nucleolares que sao marcados pelos métodos
de prata que visualizam NORs em cromossomos da metafase e contém genes
ribossomais. A identificacdo precisa das proteinas de AgNOR ao menos
daquelas que sao expressas mais quantitativamente durante o interfase tem sido
obtida recentemente (ROUSSEL & HERNANDEZ-VERDUN, 1995; SIRRI, et al.,
2000).

Portanto estas regides organizadoras de nucléolo (NOR) sao fitas de DNA
presentes no nucleo da célula e que possuem genes de RNA ribossémico,
organizando assim como os nucléolos. Os NORs sao produzidos por proteinas
nucleolares facilmente identificaveis pela impregnacao por prata e visualizados
em regides secundarias dos cromossomos (EGAN, 1988; CROKER & EGAN,
1988; SOOMRO, et al., 1991).

Estas proteinas estado localizadas adjacentes as NORs desempenhando
um papel de desconcentracao e/ou na transcricdo do RNA-r e na maturagao do
RNA-r. A proteina mais estudada é a AgQNOR, por se tratar de uma proteina nao
histdnica e argirofilica (LI, et al., 1995). Pela sua argirofilia, essa proteina é
considerada como marcadora da atividade celular e do potencial de transcri¢do do
RNA-ribossémico (WALKER, 1988; MATOLCSY, et al.,1992).

As regides organizadoras de nucléolo (NORs) sao parcelas especificas do
DNA, que, usa a enzima RNA-polymerase-1, para a transcricao do RNA-r. Este
RNA-r dentro dos ribossoma é responsavel pela sintese da proteina na célula
(DERVAN et al., 1989; KOBAYASHI, 1994).

Nenhuma sintese do RNA-r ocorre na auséncia de proteinas de AQNOR. O
numero e o tamanho de NORs interfase sdo altamente variaveis dentro do

nucléolos, de acordo com a atividade de transcricao do RNA-r. A area ocupada
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pelo NORs na interfase prata-marcado dentro do nucléolos é relacionada a area
nucleolar total e ao nivel da biogénese do ribossomo (HOWELL, 1982).
Consequentemente, a avaliacdo pela analise de imagem da area ocupada pelo
NORs interfase prata-marcado dentro do nucléolo permite obter a informacao
precisa no tamanho e na fungéo nucleolar em amostras citolégicas e histolégicas
rotineiras (DERENZINI, et al., 1998).

Em 1986, PLOTON e colaboradores, descreveram uma técnica modificada
para a demonstracdo das NORs (Regides organizadoras nucleolares) que foi
aplicada em secdes histologicas. Esta técnica ficou conhecida como AgNOR,
onde é possivel visualizar NORs, na microscopia de luz como estruturas redondas

intranucleares de cor marrom-café .

A técnica de AgNOR consiste em coloracdo pela prata das proteinas
associadas as regides organizadoras nucleolares (NORs), que permitem
identificar, através de analise quantitativa e morfométrica dessas regibes a
atividade proliferativa celular. A prata utilizada € reduzida em micronucleos de
prata e depositada dentro dos nucleos celulares, onde se revela a posi¢ao ativa
da transcricdo da NOR dentro dos nucleos celulares, podendo ser utilizada para
obter informagdes sobre a estrutura dos nucléolos e atividade nucleolar em
condicdes hiperplasicas e neoplasicas (FAKAN & HERNANDEZ-VERDUN, 1986;
WALKER, 1988; EGAN, et al., 1988 a;, HANSEN & OSTERGAARD, 1990;
MATOLCSY, et al. 1992).

Alguns trabalhos correlacionam a analise quantitativa das NORs com a
atividade celular, considerando-a como um bom marcador da proliferagao celular,
sendo utilizada como auxilio de diagnéstico, fornecendo a distingao entre células
benignas e malignas, e até mesmo para a avaliagdo do prognéstico de varias
entidades patolégicas (SURESH, 1989; DERENZINI, et al., 1990; SHIRO, et al.,
1993; THIELE & FISCHER, 1993; KASHYAP, et al., 1998; KRUGER, et al., 2000).

Portanto, com o uso da técnica de impregnacao por prata, descrito por
GOODPASTURE & BLOOM, (1975) e modificado por PLOTON e colaboradores
(1986), NOR podem ser muito mais facilmente identificados. Com a técnica de
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AgNOR o numero, o tamanho e a forma de NORs podem ser estudados em uma
maneira rapida e simples, ndo somente em preparacdes histolégicas como em
material celular a fresco (DERENZINI & TRERE, 2001). A quantidade do depdsito
de prata em uma célula reflete a quantidade de NORs que € envolvido na sintese
de proteina, e relacionada a capacidade proliferativa dessa célula. 0]
relacionamento exato entre a proliferacao, a sintese de proteina e a expresséo de
AgNORs, é, entretanto, pouco compreendida. Conseqiientemente, nos ultimos
anos o método de impregnacdo por prata (AgNOR) transformou-se em uma
ferramenta nova entre as possibilidades diagnésticas para histologia (DERVAN et
al., 1989; KOBAYASHI et al., 1994).

Tal técnica é utilizada para avaliar proliferagao celular, embora na realidade
esteja medindo a sintese protéica. Quando as células estdo sintetizando
proteinas, a expressdo de AgNOR no seu nucleo aumenta (VIDAL & MELLO,
1995).

O aumento da sintese de proteinas constitui uma das alteragcées que
ocorre no processo de transformacdo neoplasica. No nucleo sao observadas
alteragcdes morfolégicas do nucléolo acompanhado por aumento do tamanho e
numero dos mesmos (ROBBINS & ANGEL, 1976; CROKER & MCGOVERN,
1988a).

Para quantificar os depésitos de prata apés marcar uma célula, varios
meétodos diferentes estdo sendo usados. Em estudos mais antigos utilizou-se a
contagem dos numeros de pontos de prata intranuclear, empregando-se um
microscopio 6tico. Apos a contagem de 100 células um niumero médio de AGQNOR
por célula poderia ser calculado. Na maioria dos estudos este método € ainda
usado, e AgNOR é expresso como numero médio dos pontos de AgQNORs por
célula ou por nucleo. As contagens da média de AgNOR nas células com
proliferacdo lenta podem estar na escala entre 0.5 e 1.5, porém ha somente muito
poucos relatos que relacionam valores normais da média de AgQNOR para tipos
diferentes de tecidos humanos. As contagens da média de AgNOR sao mais
elevadas em tecidos de rapida proliferagcdo (CROKER, 1990; CROKER, 1990 a).
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Na analise, um problema principal € causado pela aglomeragao de
depdsitos pequenos a um ponto maior, que € dificil e as vezes impossivel de
estabelecer o numero total de pontos pequenos. Para superar este problema a
area de superficie total dos pontos de prata pode ser medida, e que tem a
vantagem de ser um método automatizado computadorizado, e a analise pode ser
executada com maior confiabilidade (WIERZCHNIEWSKA, et al., 1998).

Contar o numero de AgNORs ¢ sujeita a variagao intra e interobservador,
que é considerado freqlentemente como uma limitagdo a confiabilidade dos
resultados. Entretanto, quando a variagcado do interobservador foi testada, pareceu
que havia uma correlagao positiva entre os resultados encontrados por dois
observadores (AGARWAL, et al., 1995; JOHNSON, et al., 1995), mas o
coeficiente de correlacéo era mais elevado em medir AQNOR areas/nucleo do que
nos numeros de AgQNOR (TRERE, et al., 1995; LOSI, et al., 1995).

A maioria dos estudos de AgNOR fixa o foco na diferenga em contagens de
AgNOR entre classes de tumores e de tecidos diferentes e em estagios diferentes
de neoplasia, isto € na displasia, no carcinoma in situ ou no carcinoma invasivo
(CARDILLO, 1992). O estudo de AgNOR verifica a porcentagem das células do
tumor ou do tecido que abrigue mais do que um determinado niumero de AQNORs
por célula (na maior parte mais de 4), (SCHMIADY, et al., 1979; WATANABE, et
al., 1998) este sdo chamados também a contagem da distribuicado de AQNOR e as
vezes o indice de proliferacdo de AGNOR. Alguns estudos, correlacionando os
resultados da média de AQNOR com a atividade proliferativa, visto que a média
de AgNOR correlaciona com a ploidia (MOURAD, et al., 1992; MOURAD, et al.,
1993; CARBAJO, et al., 1993).

Outro problema que pode ser levantado € quanto ao procedimento técnico,
pelo qual pareceram ser importantes os fatores ao nivel da oxi-reducéo e o tipo de
gelatina usado (LINDNER, 1993). Em um outro estudo, muitos tipos de fixadores
foram testados; acetona, etanol, metanol, glutaraldeido de 4%, formalina de 10%
e formol-salina de 10% (SMITH, et al., 1988 a). Nenhuma destes fixadores era
uma limitacao em adquirir uma perfeita contagem do AQNOR (ROWLANDS, et al.,

1993). Ha estudos que relacionam como determinantes para a técnica os fatores
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de temperatura, tempo de reagéo da coloracao, fixagédo e visualizacdo dos NORs
(TRERE, 1994).

Muitos investigadores consideraram o tamanho e alguns deles também a
forma e a localizagdo dos pontos de AGNOR. (PAPADIMITRIOU, 1991; TOSI, et
al., 1992; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001). Um relacionamento inverso entre
0 numero e tamanho de AgNORs ¢ relatado freqlientemente (RUSCHOFF, et al.,
1992; RUSCHOFF, et al., 1993; CHATTOPADHYAY, 1993). Entretanto, em
contradicao a isto um aumento no tamanho de AgNOR junto com a displasia ou
pré-malignidade crescente é também relatado (CHIDA, et al., 1992; PEDAL, et al.,
1995; IWATA, et al., 1995). No geral supde-se que as células malignas mostram
mais AgNORs por nucleo, tém pontos menores de AgNOR do que células
benignas, mostrando um numero menor de AGQNORs grandes (CROCKER, 1989).
Os pontos individuais de AgNOR se tornam menores enquanto seu numero
aumenta com a malignidade, a area total de AgNOR por célula aumenta junto
com a malignidade (MARTIN, et al., 1992; HABERLAND, et al., 1996).

Portanto desde fins da década 80, pesquisadores demonstram que a
técnica de AgNOR pode ser utilizada na tentativa de diferenciar maligno de
benigno pela alteragdo dos pontos NORs afetado pela proliferagdo celular,
atividade de transcricdo aumentada, ploidia, pelos defeitos na associacao
nucleolar e amplificacdo do gene (YANG, et al., 1992; LAHSHMI, et al., 1993;
PELUSI, et al., 1997; TRERE, 1998; TERLIKOWSKI, et al., 1998; TRERE, 2000;
WRIGHT, et al., 2004).

Também a localizagdo do AgNOR dentro do nucleo pode ser relacionada
ao comportamento da célula; com a malignidade crescente os pontos de AQNORs
movem-se de central para a periferia dentro do nucleo (PEDAL, et al., 1995;
HABERLAND, et al., 1996). Com a melhoria da técnica AQNOR e o uso das
medidas computadorizadas da superficie/area dos precipitados dentro do nucleo,
a técnica de AgNOR tornou-se muito mais reprodutivel e de confiangca (MARBAIX,
et al., 1989).
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Segundo CROCKER (1987) existem trés tipos de configuragdes para o
AgNOR em células normais e neoplasicas: o primeiro € comum em linfécitos e em
células que nao estao proliferando, cujos NORs sao totalmente agregados de
forma arredondada correspondente ao nucléolo; o segundo € muito freqiiente em
células que estéo proliferando, cujos NORs sao vistos no interior do nucléolo. O
terceiro tipo € muito freqiiente em células malignas, onde se observam pequenas

e numerosas NORs dispersas por todo nucleo.

Em 1990, DERENZINI e colaboradores, encontraram correlagao positiva
entre a atividade de duplicagdo do DNA e a quantidade de NORs das células.

Quanto mais rapido o crescimento celular, maior a quantidade de NORs.

Existem algumas explicacdes para esse maior numero das NORs/nucleo
nos tumores malignos, incluindo: a) a proliferacdo celular é tanto ativa que a
dissociacdo nuclear esta presente em muitas células e as NORs, estariam
conseqglientemente, dispersas em toda a parte do nucleo; b) existe um defeito na
associacao nucleolar, resultando na dispersdo das NORs e; c) em células
aneuploides pode haver um maior niumero de cromossomos, incluindo os que
representam os locais das NORs (ROSA et al., 1990).

Alem disso, o AQNOR é um método util e de facil execugcado em laboratério,
que pode ser usado para detectar alteracées celulares incipientes, sendo uma
contribuicdo para um diagnéstico facil e um conhecimento do crescimento tumoral
(PLATE, et al., 1990; GENOVA, et al., 1991; RAY, et al., 2003).

Atualmente a contagem do numero das AQNORs tem mostrado correlagao
com marcadores proliferativos celulares, como: a contagem mitética, a avaliagéo
da sintese de DNA, a deteccao de antigenos proliferativos celulares: Ki-67,
antigeno nuclear proliferativo (PCNA) e ainda tem sido usada como método na
analise da proliferagcao celular (TRERE, 1993; JELEN, et al., 2002).

Para a determinac¢ao do cancer de colo de utero, o uso das técnicas atuais,
como o teste de Papanicolaou, apesar de serem subjetivos e confiaveis,

apresentam baixos indices de reprodutibilidade. Os testes moleculares, quando
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apresentam resultados positivos para tipos virais altamente oncogénicos, nao
determinam necessariamente o desenvolvimento de uma displasia, sendo
necessarios varios outros fatores concomitantes. Portanto, novas técnicas de

analises preditivas, confiaveis e reprodutiveis devem ser admitidas.

Uma dessas técnicas € a de AgQNOR, que além de ser de facil execugao e
baixo custo, e representativa da atividade celular, obtém-se parametros objetivos
que quantificam o mensurando, ou seja, a atividade celular, permitindo definicdes

l6gicas.

Portanto, considerando a importancia de um diagnéstico mais objetivo para
agilizar os procedimentos terapéuticos, a proposta desse trabalho foi avaliar as
técnicas tradicionais de coloracao e analisar a técnica de AGNOR, evitando assim

a utilizacao de técnicas mais invasivas e tratamentos inadequados.
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3 - OBJETIVO
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3.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar a Técnica de AgNOR aplicada em esfregacos citolégicos como
parametro complementar no diagnéstico de lesbées do epitélio cervical

uterino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar a associacao entre a Técnica de AgNOR e Diagnéstico
Citologico de lesbes do epitélio cervical uterino conforme as
Classificagbes de Richart, 1967 e Bethesda, 2001; com o Diagnéstico
Colposcépico do colo uterino conforme Classificagdo proposta pela
Federacao Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia; e, com o
Diagnostico Histolégico do epitélio cervical uterino conforme a
Classificagcao de Richart, 1967;

o Verificar a variagdo do numero e area de AgNOR entre os diferentes
graus de lesdo de acordo com diagnéstico citolégico, colposcépico e

histolégico;

o Avaliar o desempenho das Técnicas de Coloracdo de Papanicolaou e
Shorr utilizadas no Diagnostico Citolégico das lesbes do epitélio cervical

uterino.
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4 - METODOLOGIA
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4.1 APROVACAO NA COMISSAO DE ETICA

Esta dissertacao é resultado do projeto “Estudos citomorfolégicos de lesdes
do colo uterino — analise comparativa de diversas metodologias”, que foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Maternidade
Carmela Dutra, tendo sido aprovado em 06 de junho de 2003; e ao Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa

Catarina, aprovado em 29 de setembro de 2003.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimentos experimentais

in vitro com amostras de raspado celular de colo uterino.

Neste estudo, foram realizadas coletas de material cervical uterino de
pacientes atendidas no Servico de Residéncia Médica de Patologia Cervical da
Maternidade Carmela Dutra. Optou-se por realizar o estudo neste servigo por ser
um Centro de Referéncia do Estado de Santa Catarina em assisténcia de
Patologia Cervical. A rotina assistencial deste Servico mantém atendimento em
ginecologia e recebe pacientes que foram encaminhadas de outros servigos

publicos e particulares.

As pacientes foram primeiramente esclarecidas quanto ao objetivo da
pesquisa, forma de conducéo (sigilo e privacidade), os métodos aplicados e os
beneficios que o projeto poderia trazer. Apds os esclarecimentos, as pacientes
foram convidadas a participar da pesquisa, €, havendo interesse, foi obtido seu

consentimento por escrito.

Durante o atendimento médico, foram catalogados o resultado da
colposcopia e coletada amostra de material cervical com auxilio da espatula de
Ayre. Foi confeccionado esfregaco em trés laminas que foram imersas
imediatamente em alcool 96°GL e encaminhadas ao laboratério onde foram

submetidas a rotina de coloragdo por AgNOR, Papanicolaou e Shorr,
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unitariamente. Quando considerado necessario foi coletado material para biépsia

e encaminhado ao laboratério conveniado.

4.2.1 GRUPO CONTROLE

Foram considerados grupos controle neste estudo: Pacientes submetidas a
exames de rotina, com resultado clinico, colposcopico e histolégico normal.
Pacientes com resultado citolégico normal ou inflamatério discreto com alteragdes
reativas discretas, presenca de agentes da flora vaginal normal e discreto
infiltrado inflamatério; portanto, pacientes classificadas como NILM - Negativa

para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna.

4.2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Na selecao foram incluidas pacientes que apresentavam histérico de
exame anterior alterado, entre estes foram considerados: exame especular,
colposcépico, historia de infecgédo pelo Papiloma Virus Humano, exame citologico

prévio e histologico.

Um segundo critério de selecdo foi a adequacdo da qualidade dos
esfregacos, cujas laminas deveriam conter no minimo 100 células viaveis, com

caracteristicas citolégicas suficientes para que pudessem ser classificadas.

Outro critério de selecao foi em relagdo ao exame colposcépico que

deveria ser satisfatorio.

4.2.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas desta pesquisa as pacientes menores de 18 anos,

gestantes, e em tratamento ginecolégico (quimioterapia, radioterapia,
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cauterizacao, cirurgia e tratamento local com &cido tricloroacético (TCA), e outros

medicamentos).

Um segundo critério de exclusdo foram as pacientes que tiveram colposcopia
insatisfatéria e esfregacos que apresentavam numero escasso de células viaveis.
Os esfregacos contendo células metaplasicas foram agrupados separadamente,
para analise estatistica, por considerar que uma célula em transformagcédo pode

apresentar uma atividade celular alterada.

4.3 AVALIAGAO COLPOSCOPICA

A avaliagdo colposcépica foi realizada durante a consulta por um
profissional médico treinado capaz de reconhecer as lesdes do epitélio e os vasos

sanguineos.

O colo uterino e a vulva foram observados com aumento, iluminagéo e
filtros que permitissem determinar as caracteristicas do epitélio e dos vasos
subjacentes. Primeiramente o colo e o canal cervical foram limpos com gaze
umedecida com solugdo salina, para eliminar o excesso de muco existente, apds
este procedimento o colo e a vulva foram observados. Em seguida foi aplicada
sobre o colo com auxilio de uma gaze solugdo de acido-acético a 2%, e
observada toda regidao buscando-se areas reagentes. Posteriormente foi aplicado
azul-de-toluidina com gaze procurando Vvisualizar os vasos sanglineos,
observando-se as regides com auxilio de filtros. Ao final da colposcopia foi
aplicada no colo e vagina solucdo de iodo a 2% com gaze embebida nesta
solucao, onde foram verificadas as areas claras nao coradas pelo iodo (SINGER
& MONAGHAN, 2002). O resultado do exame foi anexado ao prontuario da

paciente.
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4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS
4.4.1 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras destinadas as analises histolégicas foram processadas em
laboratério conveniado com a Maternidade Carmela Dutra. Os resultados foram
coletados através da verificacdo do prontuario médico das pacientes selecionadas

para o trabalho.

4.4.1.1 COLORAGAO DE HE

As amostras histologicas foram emblocadas, realizados cortes de 5 ym nos

blocos celulares e posteriormente coradas pelo método HE (hematoxilina-eosina).

Para a coloragao de HE sao usados os corantes de Hematoxina de Harris e

Eosina Y amarela.

4.4.2 ANALISE CITOLOGICA

4.4.2.1 PREPARAGAO DAS LAMINAS

Neste protocolo, foram utilizadas |laminas de microscopia com extremidade
fosca previamente lavadas em agua e sabao neutro e imersas por 1 hora em
solucao alcodlica de acido cloridrico a 38%, em proporcdo de 4:1 e lavadas
novamente em agua destilada e secas ao ar. As laminas foram utilizadas na

coleta de material cervical.

O material foi coletado com o auxilio de espatula propria para este
procedimento, espatula de Ayre, realizado esfregaco na superficie da lamina que
foi imersa imediatamente em alcool 96° GL e colocado em frasco com tampa de

rosca.
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4.4.3 PREPARACAO DOS REAGENTES PARA COLORAGCAO

Os reagentes para as trés técnicas empregadas, Papanicolaou, Shorr e
AgNOR foram preparados no laboratério de Citologia Clinica da Universidade

Federal de Santa Catarina.

4.4.3.1 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAGAO DE AgNOR

Utilizou-se solugcao aquosa de gelatina (solugao coloidal) preparada com
dissolucao de 0,5g de gelatina e 25ml de agua deionizada, em meio aquecido e
depois de resfriada acrescentou-se 0,25ml de acido férmico (SIGMA) a 1% em

agua deionizada (solucao reveladora).

Solugéo de nitrato de prata foi preparada pela dissolugdo de 1g de cristais
de nitrato de prata (MERCK) em 2ml agua ultra pura, filtrada e acondicionada em
frasco escuro, para evitar a oxidagdo do nitrato de prata. A preparacao deve

ocorrer no momento da coloragao.

As duas solugdes foram utilizadas na proporgéo de 1:2 respectivamente no

momento da coloragéao.

4.4.3.2 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU

Para a coloracao de Papanicolaou utilizaram-se trés corantes: Hematoxilina

de Harris , Orange G e Eosina 50.
Hematoxilina de Harris:
- 5g de hematoxilina (SIGMA);

- 20g de sulfato de aluminio e potassio (SIGMA);
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- 2,59 de 6xido vermelho escuro (SIGMA).

Preparou-se solugao alcodlica com 5g de hematoxilina em 50ml de alcool a

95%, (solugdo mae).

Em seguida dissolveu-se 20g de sulfato de aluminio e potassio em 200 mi
de agua deionizada aquecida, e adicionar a solu¢ao mae e novamente aquecer a

+ 90° C em placa de aquecimento.

Adicionou-se lentamente 2,5g de o6xido de mercurio vermelho e em
seguida 200 ml de agua deionizada. Ferver novamente e resfriar imediatamente

em recipiente com gelo.

Acrescentou-se o restante da agua deionizada q.s.p. 1 litro. Filtrou-se todo

o volume em gaze. Colocou-se em frasco &mbar e deixamos a solugao maturar.
Orange G:
- 5g de orange G (SIGMA);
- 0,159 de acido fosfotungstico (SIGMA);

Preparou-se uma solucgéo alcodlica dissolvendo 5g de orange G em 950ml
de alcool 95%. Dissolveram-se separadamente 0,15g de acido fosfotungstico em
50ml de agua deionizada. Misturaram-se as duas solugdes, agitou-se e aqueceu-
se lentamente em placa aquecida. Filtrou-se em papel de filtro e acondicionar em

frasco ambar.
Eosina 50
- 2,59 de eosina (SIGMA);
- 0,5g de bismarck brown (SIGMA);
- 2g de light green (SIGMA).

Dissolveram-se 2,5g de eosina em 25ml de agua deionizada formando uma

solucao a 10% e adicionar 500ml de alcool absoluto pré-analise (PA). Reservar.
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Preparou-se solugdo aquosa a 10%, dissolvendo 0,5g de bismarck brown
em 5ml de agua deionizada. Acrescentou-se 100ml de alcool absoluto PA.

Reservar.

Preparou-se solugao aquosa de light green dissolvendo 2g do sal em 20mi
de agua deionizada, aquecer levemente. Acrescentou-se 500ml| de alcool

absoluto PA. Reservar.

Misturou-se 450ml da solucéo de eosina, 100ml da solugdo de bismarck
brown e 20ml da solugdo de light green, homogeneizar e filtrar em gaze.

Acondicionou-se em frasco ambar bem vedado.

4.4.3.3 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAGCAO DE SHORR

Para a preparagdo da coloragdo de Shorr utilizou-se o corante
Hematoxilina de Harris anteriormente descrito € o corante de Shorr propriamente
dito:

- 0,59 de escarlate de biebrich (SIGMA);
- 0,25g de orange G (SIGMA);

- 0,075 de verde rapido FCF (SIGMA);

- 0,59 de acido fosfotungstico (SIGMA);

- 0,59 de acido fosfomolibdico (SIGMA);
- 1ml de acido acético glacial (SIGMA).

Todos os sais foram misturados em 100ml de alcool a 50° GL, acrescido do
acido acético glacial, homogeneizou-se e aqueceu-se levemente até dissolu¢ao
em placa aquecida. Deixou-se esfriar e filtrou-se em gaze. Armazenar em frasco

ambar bem vedado.
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4.4.4 TECNICAS DE COLORAGAO EMPREGADAS

4.4.4.1 COLORAGAO DE AGNOR

Retiraram-se as laminas com material cervical do frasco, e deixou-se secar ao ar.
Preparo dos reagentes:

Neste protocolo utilizou-se solugdo aquosa de gelatina a 2% com acido
férmico 1% e, solugcdo aquosa de nitrato de prata a 50%, a ser preparada no
momento da coloragdo e acondicionada ao abrigo da luz. A seguir, foram
adicionadas ao esfregaco gotas das solugbes na proporcdo de 1:2
respectivamente, até cobrir o esfregaco. Em seguida, as laminas foram colocadas
em banho-maria a 62°C por 7 minutos, sobre suporte de maneira que nao
tocassem a agua; até obtencio de coloracdo marrom-dourado na superficie do
esfregaco. As laminas foram enxaguadas em agua destilada e seca ao ar. Depois
de coradas as laminas permaneceram ao abrigo da luz até o momento da
microscopia (HOWELL & BLACK, 1980).

4.4.4.2 COLORAGAO DE PAPANICOLAOU

As laminas com material cervical foram retiradas do frasco e colocadas em
berco proprio para coloragédo em cubas de vidro. As [aminas com material fixado
em alcool passaram por um processo de hidratagdo em concentragcdes alcodlicas
decrescentes, 96%, 80%, 70% e 50%. As laminas foram mergulhadas 10 vezes
em cada solucao alcodlica. Em seguida foram colocadas em cubas com corante
de hematoxilina de Harris, por 2 minutos e 30 segundos, coloragao dos nucleos,
lavadas em alcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3 minutos respectivamente. Em
seguidas, foram colocadas em cubas com corante orange G por 12 segundos,
coloracéo dos nucléolos, queratina e glicogénio. Foram lavadas novamente em
alcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3 minutos respectivamente. Em seguida,
foram colocadas em cubas com corante EA 50 por 1 minuto, coloracdo do

citoplasma, novamente repetiu-se o processo de lavagem em alcool em 2 etapas
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durante 2 e 3 minutos respectivamente. Posteriormente foram desidratadas em
alcool absoluto por 3 minutos, clarificadas em xilol por 2 minutos e, fixadas e
montadas com Entelan (GOMPEL & KOSS, 1997).

4.4.4.3 COLORAGAO DE SHORR

As laminas com material cervical foram retiradas do frasco e colocadas em
berco préprio para coloracdo em cubas de vidro. As laminas foram coradas por
hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavadas em agua corrente por 5 minutos
e coradas em solugdo corante de Shorr por 1 minuto, colocando o berco em
cubas com o corante. As laminas foram lavadas novamente em agua corrente até
clarear sua superficie. Desidratadas em alcool em concentragdes crescentes de
70% e 95 % por 30 segundo cada etapa. O berco foi colocado em cubas com
alcool absoluto para completa desidratacao por 30 segundo. Clarificou-se em xilol
por 1 minuto, fixou-se e montou-se com Entelan (GOMPEL & KOSS, 1997).

Todos os esfregacos corados pela técnica de Papanicolaou e Shorr foram
avaliados minuciosamente por microscopia 6tica comum em aumentos de 100 X e
400 X. Nos esfregacos corados pela técnica de AQNOR foram contadas 100
células em objetiva de imerséo, e analisados seus nucleos. Foi realizada analise

computadorizada dos esfregacgos corados pela técnica de AQNOR.

4.4.5 AQUISICAO DAS IMAGENS

A aquisicao das imagens foi executada utilizando-se Sofware Image Pro
Plus 4.0.

As células selecionadas foram digitalizadas através de um sistema
composto por fotomicroscopio 6ptico Olympus BX41 com iluminagéo haldégena,
que inclui: uma objetiva de imersao Plan 100X com 1,25 de abertura numérica;

um adaptador para camera de video Olympus U-PMTVC com uma fotocular PE
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3,3 x 125 Olympus (determinando um aumento visual de 330 vezes em
combinagao com a objetiva), conectado a uma camera de video digital color CCD
Sony Exwave HAD, modelo SCC-DC54A. Esta camera apresenta alta
sensibilidade (minimo de 0.8 Lux de iluminagao), resolucao de até 752 (horizontal)
X 582 (vertical) linhas, e relagao sinal/ruido do video de 50dB ou mais. A imagem
foi transmitida a um computador Pentium 1l 750MHz com 128MB de memoria
RAM, através de uma placa de video PROLINK, para slot PCI, modelo PV-
BT878P. O sistema de saida possui um monitor de video 15’, de tecnologia CRT
(Cathode Ray Tubes), capaz de exibir as imagens com resolucao de até 1.024 x
768 pixels e 32 bits de cores distintas. Para o armazenamento das imagens foram
disponibilizados 20 GB de meméria de massa. As laminas coradas pelo método
de AgNOR foram analisadas utilizando-se a objetiva de 100X. O processamento
da imagem foi iniciado com seu congelamento no monitor, e em seguida

capturada e gravada para posterior analise no programa Sacci, Scion Image.

Imagens de boa qualidade refletem um instrumento importante em
morfologia, com potencial a ser usado para definir casos de dificil discernimento

pela citologia, histologia e colposcopia.

4.4.5.1 SELECAO DAS CELULAS

Para cada lamina corada pela técnica de AgNOR foram analisadas 25
células escamosas representativas da area de lesao, células com alteracdes

citolégicas e selecionados seus nucleos.

4.4.5.2 ANALISE DAS IMAGENS

Em parceria com a empresa Harbor de software de informatica foi
desenvolvido um programa de analise de imagens de acordo com as

necessidades de nosso estudo.
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Para as analises, os nucleos extraidos das imagens digitalizadas foram
marcados, onde o sistema operacional Scion Image e o programa Sacci
forneceram os seguintes dados: morfométricos — descrevendo o tamanho e forma
dos nucleos; contagem dos pontos de AgNOR por nucleo; e a percentagem da

relacdo area de AQNOR/tamanho do nucleo.

4.5 CRITERIOS DE ANALISE MORFOLOGICA E
CLASSIFICACOES ADOTADAS

Critérios morfolégicos pré-estabelecidos foram determinados para
analise citolégica pela coloracdo de Papanicolaou e Shorr, e analisados
unitariamente. Os critérios foram aqueles descritos por Gompel e Koss (1997) e

adaptados por FILIPPIN, et al., 2000 com algumas modificacdes.
Alteracao da relacao nucleo/citoplasma
Hipercromasia
Irregularidade da membrana nuclear
Espessamento da membrana nuclear
Irregularidade da cromatina
Presenca de nucléolo

Alteragdes coilocitoticas

Para o diagnostico citologico foi adotada a Classificacao de Richard, 1967
e complementada com a Classificacdo de Bethesda 2001, com algumas
modificagbes, descritas a seguir. Foram estabelecidos os seguintes graus de

lesao:
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Normal = citologia normal e/ou com discretos sinais de inflagao; HPV = Citologia
com alteragdes citopaticas do HPV, presenca de coilécito e/ou ho minimo cinco
critérios secundarios do HPV, com auséncia dos critérios referidos para displasia;

ASCUS: NIC I; NIC II; NIC Ill; carcinoma escamoso invasivo.

4.6 ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-se o
programa INSTAT-2. A verificacao dos niveis de significancia foi por meio do teste
nao-paramétrico de Mann-Withney, onde foi considerado significativo quando p <
0,05.

A analise da correlacao foi verificada com o teste n&o-paramétrico de

Sperman r, onde r > 0,80 foi considerado como bom indice de correlagéao.
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5 - RESULTADOS
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5.1 D[STRIBUIQAO ~DE CASOS DE ACORDO cCOM O
DIAGNOSTICO CITOLOGICO

Foram estudadas 85 pacientes na faixa etaria de 18 a 65 anos de idade,
avaliadas pelo especialista em Patologia Cervical e submetidas aos exames de
colposcopia, coleta para exame citolégico e coleta de fragmento de colo uterino
para realizacao de exame histolégico. A distribuicdo da avaliagao citolégica, de
acordo com a classificagdo de Richart complementada pelo Sistema Bethesda,
esta apresentada na Figura 3.

NIC lll - 13 CA INVASIVO
4

NIC II - 11

o=

NORMAL 16

NIC | -17 HPV - 10

ASCUS 14

Figura 3. Freqliéncia de cada quadro citolégico entre as laminas de material cervical

uterino analisado (n = 85 casos).

52 RESULTADOS DA AVALIACAO DOS CRITERIOS
MORFOLOGICOS

Os critérios morfolégicos pré-estabelecidos foram analisados pelas
técnicas de Papanicolaou e Shorr em aumento de 100 e 400 X, unitariamente e

relacionados com o diagnoéstico citologico.
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CRITERIO PAPANICOLAOU SHORR
Alteragao da relagao nucleo/citoplasma + +
Hipercromasia + ++
Irregularidade da membrana nuclear + ++
Espessamento da membrana nuclear ++ +++
Irregularidade da cromatina com formacao ++ +++
de grumos
Presenca de nucléolo ++ +++
Alteragdes coilocitoticas + +

Tabela 2: Comparacio do desempenho da técnica de coloracao de Papanicolaou e Shorr
através de critérios morfolégicos pré-estabelecido.

Como observado os dados da tabela 2, as laminas de material cervical
uterino foram analisadas através das duas técnicas de coloragéo: Papanicolaou e
Shorr. Verificou-se que alguns dos critérios principais para avaliagdo de
malignidade como a alteracdo da cromatina com formacgao de grumos, presenca
de nucléolo, alteragdes de membrana nuclear e hipercromasia foram mais
evidentes na coloragdo de Shorr; enquanto que em outros critérios, ndo menos
importantes, como alteracdo da relacdo nucleo/citoplasma e a presenca de
coilécitos nao foram observadas variagdes (Figuras: 4, 5, 6 e 7). No entanto nao
houve discrepancia no diagnoéstico citolégico final. Portanto a técnica de Shorr
pode ser utilizada para o diagnostico citolégico. Para este estudo optou-se pela
utilizacao das duas técnicas de coloragao.

Figura 4:Fotomicrografia de esfregaco citolégico  Figura 5:Fotomicrografia de esfregaco
citolégico de material cervical uterino. Inflamatério. de material cervical uterino. Inflamatério.
Coloracao de Papanicolaou. (400x) Coloracao de Shoor. (400x)
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Figura 6:Fotomicrografia de esfregago citologico Figura 7:Fotomicrografia de esfregaco citologico de
material cervical uterino. HSIL-NIC II. de material cervical uterino. HSIL-NIC II.Coloragéo
de Papanicolaou. (400x) Coloragéo de Shoor. (400x)

5.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS DA COLORAGAO DE AgNOR
NAS DIFERENTES CLASSIFICAGOES CITOLOGICAS

Com a técnica de coloracao de AgNOR as células apresentam coloragao
amarelada com nucleos em castanho e os NORs observados com microscoépio
comum e objetiva de imersdo, como estruturas pequenas e irregulares
intranucleares de cor marrom-café a negro. Os pontos NORs, seu numero,
tamanho, forma e localizagcdo variam com a gravidade da leséo; onde observa-se
pontos ligeiramente centrais, arredondados, em quantidade de até quatro e
menores que o nucléolo em células normais. Entretanto em células onde se
observam alteragcdes morfoldgicas de pré-malignidade e malignidade os pontos
variam em numero, tamanho, forma e localizacao no interior do nucleo (Figuras 9,
11,13,15,17,19 e 21).
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Figura 8: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino.
Inflamatério. Coloracao de Shorr. (400x).

Figura 9: Fotomicrografia de esfregaco citologico de material cervical uterino.
Inflamatério. Técnica de AQNOR. (1000x).
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Figura 10: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino.

Coloragao de Shorr. (400x).

Figura 11: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino.

Técnica de AgNOR. (1000x).

HPV.

HPV.
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Figura 12: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. ASCUS.
Coloracao de Shorr. (400x).

Figura 13: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. ASCUS.
Técnica de AgNOR. (1000x).
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Figura 14: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. LSIL — NIC
I. Coloracao de Shoor. (400x).
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Figura 15: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. LSIL - NIC
|. Técnica de AGNOR. (1000x).
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Figura 16: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. HSIL —
NIC Il. Coloracao de Shoor. (400x).

Figura 17: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. HSIL —
NIC Il. Técnica de AgQNOR. (1000x).
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Figura 18: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. HSIL —
NIC lll. Coloracao de Shoor. (400x).

Figura 19: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. HSIL —
NIC Ill. Técnica de AgQNOR. (1000x).
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Figura 20: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. Carcinoma
escamoso invasivo. Coloracao de Shoor. (400x).

Figura 21: Fotomicrografia de esfregaco citolégico de material cervical uterino. Carcinoma
escamoso invasivo. Técnica de AgNOR. (1000x).
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5.4 ASSOCIAGAO DA TECNICA DE AgNOR E DIAGNOSTICO
CITOLOGICO

As laminas foram analisadas segundo numero e valores relativos de area

de AgNOR e agrupadas de acordo com a classificacao do Diagnoéstico Citolégico.

5.4.1 CORRELAQAQ ENTRE NUMERO DE AgNOR E
RESULTADOS CITOLOGICOS

Apresenta-se na figura 22 os resultados obtidos através da média do
nuamero de AgNORs em relagdo a classificagdo citoldégica. Observa-se uma
tendéncia crescente do numero de pontos conforme a gravidade da lesao,
mostrando acentuado indice de correlacdo entre a Técnica de AgNOR e

Diagnéstico Citologico (Coeficiente de Spearman r: 0,8468).
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Figura 22: Curva da média do numero dos pontos de AgNOR nos diferentes graus de
lesdo conforme classificacdo de Richart e Sistema Bethesda, valor de n=85. O resultado
da analise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8468.
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5.4.2 CORRELAGAO ENTRE VALORES DE AREA DE AgNOR E
RESULTADOS CITOLOGICOS

Verifica-se na figura 23 os resultados obtidos através da média dos valores
de area de AgNORs em relagcdo a classificagdo citologica. Observa-se uma
tendéncia crescente da relagdo area/nucleo conforme a gravidade da leséo,
mostrando bom indice de correlacao entre a Técnica de AQNOR e o Diagndstico

Citologico (Coeficiente de Spearman r: 0,7596).
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Figura 23: Curva da média dos valores de area dos pontos de AgGNOR nos diferentes
graus de lesdo conforme classificacdo de Richart e Sistema Bethesda, valor de n=82. O
resultado da andlise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,7596.

5.4.3 DISPERSAO DOS VALORES DE NUMERO E AREA DE
AgNOR E RESULTADOS CITOLOGICOS

Na figura 24 verifica-se a disperséao do resultado de numero de AgNOR e
valor de area/nucleo de AQNOR em cada classificagao citologica. Observa-se em
alguns diagnosticos citolégicos como NIC | (D), NIC Il (E) e cancer invasivo (G)
uma linearidade de pontos. A mesma linearidade nao se observa em relagao aos
diagnésticos: inflamatério (A), HPV (B), ASCUS (C) e NIC Ill (F), onde os pontos
apresentam-se relativamente dispersos. Este fato demonstra que a Técnica de
AgNOR pode ser util na diferenciacdo entre diagnosticos citologicos,
inflamatérios, NIC | e NIC II.
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Figura 24: Dispersdao do numero e dos valores relativos de area de AQNOR em cada

classificacao citolégica.
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5.5 ASSOCIAGCAO DA TECNICA DE AgNOR E DIAGNOSTICO
COLPOSCOPICO

As laminas foram reagrupadas de acordo com o diagnéstico especular e
colposcépico. A classificacao utilizada na avaliagdo dos aspectos colposcépicos
foi a classificagcao formulada pela Federacgéo Internacional de Patologia Cervical e

Colposcopia (IFCPC), reunida em Roma em maio de 1990.

5.51 CORRELAGAO ENTRE NUMERO DE AgNOR E
RESULTADOS COLPOSCOPICOS

Na figura 25 sdo apresentados os resultados obtidos através da média do
numero de AgNORs em relacdo a classificacdo colposcépica. Novamente,
observa-se uma tendéncia crescente do numero de pontos conforme a gravidade
da lesdo, mostrando razoavel indice de correlagcao entre a Técnica de AGNOR e
Diagnéstico Colposcépico (Coeficiente de Spearman r: 0,6993).
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Figura 25: Curva da média do numero dos pontos de AgNOR nos diferentes graus de
lesdo conforme avaliagdo colposcépica de acordo com a IFCPC, valor de n=74. O
resultado da andlise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6993.
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5.5.2 CORRELAGAO ENTRE VALORES DE AREA DE AGNOR E
RESULTADOS COLPOSCOPICOS

Apresenta-se na figura 26 os resultados obtidos através da média dos
valores de area de AQNORs em relagao a classificagao colposcopica. Assim como
na associacao da figura numero 23 observa-se uma tendéncia crescente da
relacéo area/nucleo conforme a gravidade da lesdo, mostrando razoavel indice de
correlacao entre a Técnica de AQNOR e Diagnostico Colposcépico (Coeficiente de
Spearman r: 0,6207).
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Figura 26: Curva da média dos valores de area dos pontos de AgGNOR nos diferentes
graus de lesdo conforme avaliacio colposcépica pela IFCPC, valor de n=70. O resultado
da analise estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6207.

5.5.3 DISPERSAO DOS VALORES DE NUMERO E AREA DE
AgNOR E RESULTADOS COLPOSCOPICOS

Observa-se na figura 27 os resultados obtidos pela dispersdo dos numeros
de AgNOR dos valores relativos de area de AgNORs em cada classificacédo
colposcépica. Verifica-se em alguns diagnésticos colposcopicos como areas
aceto-brancas (B), mosaico (D) e vasos atipicos (E) uma linearidade de pontos. A
mesma observacao nao pode ser feita em relagcao aos diagnésticos: normal (A), e

pontilhado (C), onde os pontos apresentam-se relativamente dispersos. Este fato
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demonstra que a Técnica de AgGNOR pode ser util na diferenciacdo de pacientes

com lesdes aceto-brancas e mosaico bem como em presencga de vasos atipicos.
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Figura 27: Dispersdo do numero e dos valores relativos de area de AQNOR em cada
classificacao colposcopica.

5.6 ASS,OCIA(;AO DA TECNICA DE AgNOR E DIAGNOSTICO
HISTOLOGICA

As laminas foram novamente reagrupadas conforme os resultados
histolégicos do material de bidpsia coletado durante o exame médico. O exame

histolégico foi classificado de acordo com a classificacao de Richart, 1967.
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5.6.1 CORRELAGAO ENTRE NUMERO DE AgNOR E
RESULTADOS HISTOLOGICOS

Na figura 28 sdo apresentados os resultados obtidos através da média do
numero de AgNORs em relacdo a classificacao histolégica. Nesta associacao
também se observa uma tendéncia crescente do numero de pontos conforme a
gravidade da lesdo, mostrando acentuado indice de correlagao entre a Técnica de
AgNOR e Diagnéstico Histolégico (Coeficiente de Spearman r: 0,8441).
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Figura 28: Curva da média do numero dos pontos de AGNOR nos diferentes graus de
lesdo conforme avaliagao histolégica, valor de n=48. O resultado da analise estatistica
pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8441.

5.6.2 CORRELAGAO ENTRE VALORES DE AREA DE AgNOR E
RESULTADOS HISTOLOGICOS

Apresenta-se na figura 29 os resultados obtidos através da média dos
valores de area de AgQNORs em relacao a classificagdo histolégica. Verifica-se
uma tendéncia crescente da relagdo area/nucleo conforme a gravidade da leséao,
mostrando razoavel indice de correlacdo entre a Técnica de AgNOR e

Diagnéstico Histologico (Coeficiente de Spearman r: 0,6732).
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Figura 29: Curva da média dos valores de area dos pontos de AgGNOR nos diferentes
graus de lesdo conforme avaliagao histopatoldgica, valor de n=47. O resultado da analise
estatistica pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6732.

5.6.3 DISPERSAO DOS VALORES DE NUMERO E AREA DE
AgNOR E RESULTADOS HISTOLOGICOS

Apresenta-se na figura 30 os resultados obtidos pela dispersdao dos
numeros de AgNOR dos valores relativos de area de AQNORs em relagéo a
classificacao histologica. Observa-se em alguns diagnésticos histolégicos como
NIC I (B), NIC Il (C) e NIC IIl (D) uma linearidade de pontos. A mesma observagao
nao pode ser feita em relacdo ao diagnéstico HPV (A) onde os pontos
apresentam-se relativamente dispersos. Este fato demonstra que a Técnica de

AgNOR pode ser util na diferenciagéo de pacientes com lesdes displasicas.
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5.7 AVALIAGAO DA ALTERAGAO DA FORMA DO AgNOR

Figura 30: Dispersdo do numero e dos valores relativos de area de AGQNOR em cada
classificacao histologica.

A figura 31 mostra uma tendéncia crescente da alteracdo da forma

alteracdes apresentando-se de forma espiculada (figuras 15, 17,19 e 21).

conforme a gravidade da lesdo. Nos esfregacgos classificados como normais e
inflamatérios observou-se que os AgNORs apresentaram-se de forma

arredondada e naqueles com resultados positivos a partir de ASCUS mostraram
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Figura 31: Percentagem de esfregacos com presenca de formas espiculadas nos
diferentes diagnosticos citolégicos.

5.8 INDICE DE VARIAGAO DO NUMERO DE AGNOR NAS
DIFERENTES CLASSIFICAGOES CITOLOGICAS

Todos os casos estudados pelo método de AgNOR, tiveram seus pontos
contados e medidos a sua area em relagdo ao tamanho do nucleo e foram
analisados estatisticamente entre os diferentes graus de lesdo pelo Teste nao

paramétrico de Mann-Whitney, obtendo-se os dados a seguir:
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Ca

classe inflamatério HPV ASCUS NIC | NICII NIC I . .
invasivo
N 16 10 14 17 11 13 4
X+SE 2,1540,17 2,26+0,19 2,88+0,25 3,74+0,24 5,97+0,40 6,31+0,43 9,47+0,69
Minimo 1,00 1,25 1,00 2,30 3,00 4,20 7,90
Maximo 3,20 3,30 4,00 6,20 7,80 9,50 11,20
Val de p 0,736 0,084 0,04* 0,0003*** 0,60 0,0059**

Tabela 3. Numero de AQNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo Segundo a Classificacdo de
Richart e Sistema Bethesda estabelecidos em Citologia Cérvico Vaginal. Valores de “p”: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001

(***) .

Classe Ca

inflamatdrio HPV ASCUS NIC | NICII NIC 1l ) )
invasivo
N 16 10 13 16 11 12 4

X+SE 2,78+0,24 3,77+0,37 4.12+0,58 4 .91+0,53 6,18+0,41 7,80+0,71 8,92+0,59

Minimo 1,10 2,10 1,50 3,40 4,50 5,00 7,90

Maximo 5,10 5,50 9,20 12,10 8,90 12,30 10,50

0,046 * 0,927 0,268 0,002 ** 0,133 0,446
Val de p

Tabela 4. Valores de area de AQNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo Segundo a
Classificacdo de Richart e Sistema Bethesda estabelecidos em Citologia Cérvico Vaginal Valores de “p”: p < 0,05 (*) e p < 0,01

(**) .
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normal Aceto- ntilh mosai V
classe orma ceto pontilhado 0saico asos

branco atipicos
N 18 29 9 13 5
X+SE 2,31+0,20 3,05+0,23 3,65+0,41 5,99+0,52 8,78+0,81
Minimo 1,00 1,00 2,50 3,00 6,30
Maximo 4,00 6,50 6,00 9,80 11,2
Val de p 0,047 * 0,161 0,002 ** 0,019*

Tabela 5. Numero de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo, nas diferentes
classificagdes colposcépicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*) e p < 0,01(*%).

classe normal Qg—::g(—) pontilhado mosaico a\t/i?)iscc:):s
N 18 27 8 13 5
X+SE 3,25+0,31 4,1740,44 4,4340,22 6,5040,59 8,84+0,86
Minimo 1,10 1,50 3,50 4,50 5,90
Maximo 5,50 12,1 5,50 12,3 10,5
Val de p 0,190 0,143 0,0018 ** 0,046*

Tabela 6. Valores de area de AQNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo, nas diferentes
classificagdes colposcépicas. Valores de “p™: p < 0,05 (*) e p < 0,01 (**).
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classe HPV NIC | NIC Il NIC Il

N 16 12 12 7
X+ SE 2,594+0,19 4,39+0,38 6,02+0,36 7,74+0,59
Minimo 1,25 2,00 4,20 5,20
Maximo 4,20 6,45 7,80 9,80
Val de p 0,0004 *** 0,0056 ** 0,0221 *

Tabela 7. Numero de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo nas diferentes classificagdes
histolégicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*), p <0,01 (**) e p < 0,001 (***).

classe HPV NIC | NIC Il NIC Il
N 15 12 12 7
X+ SE 4,06+0,29 5,47+0,80 6,791+0,48 8,341+0,85
Minimo 2,10 2,40 5,00 4,60
Maximo 6,20 12,1 10,3 12,3
Val de p 0,236 0,0387 * 0,1673

Tabela 8. Valores de area de AQNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesdo nas diferentes
classificacdes histolégicas. Valores de “p”: p < 0,05 ().
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6 - DISCUSSAO
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O carcinoma de colo uterino tem sido intensamente estudado, pois € uma
doenca que se diagnosticada em suas fases iniciais pode ser controlada e mesmo
evitada, sendo um dos raros exemplos de neoplasia previnivel (CARNEIRO et al.,
2004).

A realizacdo do exame citologico tem sido reconhecida mundialmente
como uma estratégia segura e eficiente para a detecgéo precoce da maioria dos
casos de cancer do colo do utero. Apenas com o protocolo de diagndéstico padrao
tém-se modificado as taxas de incidéncia e mortalidade. A efetividade da
deteccao precoce do cancer do colo do utero por meio deste exame associado a
colposcopia e ao tratamento em seus estadios iniciais tem resultado em uma
reducao das taxas de incidéncia de carcinoma cervical invasor que pode chegar a
80%, segundo a Organizacao Mundial da Saude — OMS, quando realizado dentro
dos padrées de qualidade (BRASIL,2003).

Para a realizagdo deste exame pode-se utilizar a coloracédo de
Papanicolaou e a coloragdao de Shorr, igualmente aplicadas na avaliagcao
citolégica de material cervical uterino. Estas coloragdées tém como fundamento a
diferenciacdo das células escamosas normais e neoplasicas manifestadas por
alteracbes do citoplasma e do nucleo. Nesse estudo foram avaliadas ambas as

coloragdes e a técnica de Shorr mostrou-se um bom método de coloragao.

Estima-se, entretanto, que no mundo 500.000 novos casos de cancer de
colo de utero ocorram a cada ano, e em nosso pais as taxa apresentadas sao
ainda alarmantes, sendo um dos canceres que mais acometem as mulheres e um
dos principais canceres ginecolégicos. Apesar de ser mais freqiiente nas regides
menos favorecida do pais, outras regides vém apresentando incidéncias
crescentes, como a regido sul (FERRIGNO & FARIA, 1992: ABRAO, 1994;
LOPES et al, 1995; BEZERRA & BRANDT, 1996; BRASIL,2003).

Alguns casos sao de dificil conclusdo e necessitam de acompanhamento e
realizacdo de novos exames citologicos, em intervalo de tempo que variam
conforme a gravidade (INCA, 2002), com isso, dificultando o tratamento e muitas

vezes a perda da paciente. Desta forma, apesar dos procedimentos padrao serem
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executados de maneira efetiva, dificuldades diagnésticas sao relatadas, e para

estes casos o emprego de outras técnicas auxiliares é indispensavel.

Atualmente, varios trabalhos descrevem o emprego da técnica de AQNOR
e sua aplicagdo em morfometria quantitativa, como método auxiliar na distingao
entre células benignas e malignas, em diversos tecidos (MAKINEN, et al., 1993;
KRUGER, et al., 2000). Sao considerados parédmetros de area e perimetro
nuclear, relacao nucleocitoplasmatica e area absoluta e fracional das regides
organizadoras de nucléolo (BIBBO & LONGATTO FILHO, 2001).

Esta técnica, foi primeiramente descrita no inicio dos anos 30 e empregada
na identificacgo de NORs em células na interfase, em citogenética,
posteriormente foi adaptada em parafina para estudo da expressao de material
NORs em bidpsias. Baseado nestes dados esta técnica foi utilizada na
investigacao da taxa de proliferacado celular em processos malignos (PLOTON, et
al, 1985; CALORE et al., 1997; CALORE et al., 1997a).

A formacao dos NORs é constante em todas as células e, em relacao a
cérvice uterina o numero deles esta relacionado com a intensidade da ploidia,
transcricdo nucleolar e ciclo celular podendo agir como um determinante de
replicacao celular (VIDAL, et al., 1994).

UNDERWOOD & GIRI, (1995) realizaram estudo histologico em material
cervical uterino e descreveram os pontos de AQNOR como estruturas redondas
solitarias argerofilicas, correspondendo a nucléolos pequenos, vistas em células
na fase GO; e os grupos de NOR dentro da matriz nucleolar, correspondendo aos
nucléolos como pontos pequenos AgNORs verdadeiros espalhados por todo o
nucleoplasma. Com o aperfeicoamento da técnica de AgNOR, o procedimento
tem sido aplicado no estudo de interfase das células neoplasicas para orientagéo

diagndstica e prognéstica.

Portanto novas técnicas estdo sendo estudadas com o objetivo de auxiliar
no diagndstico desta doenca. BARROS (1999), avaliou a confiabilidade da técnica

de AgNOR para estabelecer diagnésticos diferenciais de lesdes pré-neoplasicas,
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de graus de malignidade entre neoplasias benignas e malignas e auxiliar no
prognostico e terapéutica do cancer de boca. Concluiu que a contagem das
NORs/nucleo pela técnica de AQNOR mostra a proliferacao celular e pode ser
indicativo de comportamento tumoral, além de ser um método de facil realizacao e
interpretacdo. O aumento do numero de NORs/nucleo, de forma irregular,
tamanho diminuido e dispersas no nucleo, sao indicativos caracteristicos de um
pior diagnéstico. Desta forma, a técnica de AQNOR tem sido estudada desde esta

época em varios tecidos.

Esta técnica baseia-se na suposicao de que todos os corpos argerofilicos
sdo AgNORs e seu numero esteja positivamente relacionado a atividade dos
genes que codificam RNA e a proliferagcao celular. Portanto tem sido sugerido que
o numero de AgNOR por célula pode ser uma marca de atividade celular incluindo
malignidade, e seu estudo quantitativo viavel no campo oncolégico, citolégico e
histolégico, sendo que o numero, tamanho e posicdo dos AgNORs podem
fornecer dados morfolégicos como critérios de malignidade (REEVES, et al.,
1982; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001).

Os pontos sao vistos ao microscopio ético com objetiva de 100 vezes como
nucleos negros em citoplasma amarelo (HOWELL, & BLACK, 1980). Os
resultados mostram que a interagao prata-ibnica com os grupos carboxilas das
proteinas acidas, as quais sdo envolvidas no processo de transcricao do RNA-r
sdo responsaveis pela seletividade da coloracdo de prata dos NORs, que séo
proteinas argirofilicas nao histonas (OLERT, 1979; FAKAN & HERNANDEZ-
VERDUN, 1986; SMITH, et al, 1988). O numero e localizagcdo dos NORs séao
geralmente especificos nas espécies, e sao caracterizados pelos centros fibrilares
e estruturas de cromatinas in situ e pela localizagdao de genes ribossomais e
certas proteinas como B23 e C23 associadas a eles, ativadas no nucléolo durante
a interfase (HUBBELL, et al. 1979; HERNANDEZ-VERDUN, 1983).

Na leitura dos casos deste estudo observou-se variagdao na quantidade,
forma e tamanho dos pontos de AgNOR, demonstrando alteragao significativa
destes parametros, de acordo com a avaliacdo citolégica das pacientes. O

numero de AgNOR e sua area relativa variaram consideravelmente: nos casos
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normais e/ou inflamatérios encontrou-se valores médios de numero de 2,1 e area
de 2,7; em HPV o nimero médio foi de 2,2 e area de 3,7; para ASCUS valores
numero médio foi de 2,8 e area de 4,1; enquanto que em NIC | (LSIL) o numero
meédio foi de 3,7 e area de 4,9; em NIC Il (HSIL) o numero médio foi de 5,9 e area
de 6,1; em NIC lll (HSIL) o nUmero médio foi de 6,3 e area de 7,8 e em carcinoma

numero médio foi de 9,4 e area de 8,9.

Os valores apresentados para o numero e area de AgNOR foram
significativos para os quadros citolégicos segundo a classificacdo de Richad e
Bethesda, aumentando com a gravidade da lesdo, como mostra as figuras 22 e
23. Segundo CALORE et al. (1997), este método de contagem de AgNOR pode
ser usado na identificacao e classificacao de casos de NIC e sua diferenciacao
nos casos de dificuldade diagnéstica, em seus estudos também observou que a

variagao de forma e tamanho é crescente de acordo com o grau de malignidade.

Verificou-se nesta pesquisa que o numero de AGNOR encontrado nas
pacientes diagnosticadas como inflamatério, que constitui o nosso grupo controle,
um numero de AgNOR abaixo de 4 pontos como refere a literatura, os quais sao
considerados como normais (SAKAI, et al.,, 2001); entretanto estes valores
aumentam discretamente nos casos de presenca de efeitos citopaticos para HPV,

mas nao sao considerados significantes.

Segundo CALORE e colaboradores (1997), nas células do epitélio cervical
até mesmo em processos inflamatérios podem apresentar numero aumentado de
AgNOR. Em nossos resultados observamos o mesmo comportamento, como se
observa na figura 24 (A), que demonstra uma variagado entre os pontos AgNOR,
no entanto a média manteve-se nos padrées de normalidade. Outra observacao,
entretanto, que pode ser feita € que estes pontos mantém a forma arredondada

especifica propria dos pontos no interior do nucleo (figura 9).

Para os resultados observados nas pacientes classificadas como
apresentando alteragdes citologicas para o virus HPV, figura 24 (B), embora sem
alteracdes citolégicas caracteristicas para NIC |, como aumento relagéo

nucleo/citoplasma, hipercromasia, alteracdo de cromatina entre outros, mostrou
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uma variacao significativa para o numero e valores de area de AgNOR entre si,
mas com valores bem proximos das pacientes que nao apresentam lesées no
colo uterino, demonstrando que a invasao celular pelo virus que ainda/ou que nao
apresentou alteracbées celulares nao faculta um aumento de atividade celular,
sugerindo que esta invasao celular possa ser eliminada ou tornar-se
possivelmente latente (figura 11). Observa-se assim, que a presenca do virus
HPV nao necessariamente determina que a paciente venha a desenvolver uma
displasia. Para que isto venha a ocorre é necessario a presenca de varios fatores
concomitante como: presenca de virus altamente oncogénico, alta carga viral,
baixa imunidade da paciente, e principalmente a presenca de areas metaplasicas
que favorecem a invasao do virus, propiciando assim o desenvolvimento das
displasias. Segundo EIFEL & LEVENBACK (2005), a infeccdo por HPV é
freqlientemente transitéria, e a histéria da infecgao pelo virus HPV nao foi ainda

completamente compreendida.

A alteracdo dos AQNORs no ASCUS, (figura 13) quando comparados com
os inflamatérios mostram que as discretas diferencas, no numero e tamanho
indicam que a célula esta reativa. O numero de AgNOR ¢ significante quando
comparado com NIC |, (tabela 2), demonstrando que ASCUS figura 24 (C) apesar
de apresentar uma atividade celular mais intensa nao qualifica suas células como
uma lesdao incipiente pré-maligna. Portanto considera-se ASCUS como
classificacao de dificil diagnéstico e prognostico como refere a literatura, onde

estas devem ser acompanhadas como pacientes de risco (MORIN, 2000).

Nos casos de lesdo de baixo grau (NIC I) observou-se valor mais elevado
de numero e area de AgNOR, que os encontrados nos normais. Esta diferenca é
relatada nos estudos de CALORE e colaboradores (1997), que descreve uma
diferenca mais evidente entre os graus de displasia e os casos de cervicite

cronica.

Nas pacientes com diagnéstico citologico de NIC I, figura 24 (D), verifica-se
uma uniformidade nos valores de pontos de AQNOR além de valores médios mais
elevados que os normais, tanto para o numero como para a relacao area de

AgNOR. Outra caracteristica relevante € que estes pontos AQNOR em alguns
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casos apresentaram uma alteracdo de forma, ndo sendo totalmente
arredondados, mas alongados ou espiculados, assim verifica-se que o método de
AgNOR pode ser referido como um bom método auxiliar diagnéstico para os
casos de lesdes de baixo grau (figura 15). Embora, em contradicdo com a
literatura (ROWLANDS, 1988; CALORE et al., 1997) que referem que as
pacientes sem alteragdes no colo uterino e/ou com cervicite apresentam numero
de AgNOR néao significativos em relagcdo a NIC |, observou-se em nosso estudo
um aumento significativo nos valores de AQNOR nas pacientes NIC | em relacao

as pacientes normais.

Nos casos de lesao de alto grau, observam-se valores mais expressivos,
com uniformidade de pontos em NIC Il figura 24 (E), entretanto a diferenca do
numero e area de AgNORs entre os diagnosticos de NIC Il e NIC Ill ndo sao
significantes, (tabela 2 e 3) enquanto que os valores entre NIC | e NIC Il sédo
extremamente significantes para o numero e significantes para a area (tabela 2 e
3). A nao significancia observada entre os diagnosticos NIC Il e NIC Il favorecem
realmente a unificacdo destas duas classificagdes em HSIL como ocorre na
classificacdo de Bethesda. E NIC | em LSIL segundo Bethesda em um grau

isolado.

Contudo os valores observados nas lesbes para carcinoma escamoso
invasivo sdo extremamente elevados em relacao a numero e area de AgNOR se
comparados com os observados nos casos de lesdo de alto grau. Esses dados
sao correspondentes com os da literatura que expressam valores de numero de
AgNOR crescentes de acordo com a gravidade da lesdao (EGAN, et al., 1988;
EGAN, et al., 1990).

Estes dados também sao relatados por (ROWLANDS, 1988) onde refere
que em neoplasia cervical podem ser observados pequenos aumentos de AQNOR
em NIC | e NIC Il, mas o aumento torna-se significante em NIC Ill e Carcinoma in
situ. O aumento néo ocorre somente em numero, mas, em tamanho e sdo mais
proeminentes, dados também relatados por YOKOYAMA, et al. (1990), onde
relata que o numero de AgNOR em displasia moderada e displasia severa é

significativamente mais alto que seu numero em células escamosas cervicais
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normais. No entanto, segundo estes autores, a diferengca entre o numero de

AgNORs em carcinoma in situ e carcinoma escamoso invasivo nao é significante.

Nos casos de pacientes NIC Il diagnosticados citologicamente, verifica-se
um aumento significativo de numero e area de AgNOR, bem como uma
uniformidade entre estes pontos como mostra a figura 24 (E), e também uma
maior deformidade morfolégica dos mesmos, mostrando-se categoricamente
alongados ou espiculados (figura 17), onde verificamos que o método de AgNOR
pode ser auxiliar diagnéstico da diferenciacao dos casos de lesdo de baixo e alto

grau também por este aspecto.

Segundo YOKOYAMA e colaboradores (1990) e SAKAI (2001), os pontos
de AgNOR sao significativamente mais elevados nos casos de lesao de alto grau
quando comparados com pacientes normais e refere que nos casos de displasia
que progrediram os pontos sao significativamente mais elevados que os casos

que regrediram.

Nos casos de NIC Ill, figura 24 (F), os pontos referentes ao numero de
AgNOR e a relacdo area apresentam-se pouco uniformes desqualificando a
tendéncia de que apresentavam que com o aumento da gravidade da lesao
melhor era a uniformidade de valores. Isto se deve ao fato de que, por estarmos
seguindo a classificagéo citolégica de Richard, e esta unifica em NIC Il os casos
de displasia severa e cancer in situ, os valores apresentados para os dados de
pontos AQNORs apresentam-se mais dispersos. O que pudemos observar € que
em displasia severa (NIC Ill), os AgNORs seguem os mesmos parametros
apresentados nos casos anteriores, somente que com valores de pior
prognéstico; mas nos casos de cancer in situ (NIC 1ll) os AQNORs s&o maiores e
em menor numero do que os esperados sequencialmente, ocupando
consequentemente, uma area de AQNOR maior (figura 19). Portanto, na figura 22,
observa-se os valores de média de numero de AgNOR em NIC Ill, onde sao
relativamente iguais aos valores de NIC Il (NIC Il 5,97 = NIC Ill 6,31), pois a
média torna-se mais baixa quando sao contados os pontos dos casos cancer in

situ juntamente com os de displasia severa (NIC Ill). Esta técnica de contagem é
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recomendada segundo CROCKER et al., (1989) que menciona que os AgNOR
podem ser contados unitariamente e quando aparecem em grupos sobrepostos

também sao contados unitariamente.

Contudo, na figura 24 (G), verificamos os pontos referentes aos valores de
numero e area de AgNOR dos casos de carcinoma escamoso invasivo. Neste
caso, observamos uma linearidade de valores com média elevada, muito acima
dos valores dos casos de lesbes pré-malignas. Os pontos tornam-se muitos
pequenos e alterados em sua forma, apresentou-se pulverizados pelo nucleo,
demonstrando uma total desorganizagdo nuclear (figura 21). O numero de
AgNOR é muito significante quando comparado com NIC Ill (tabela 2). Estes
aspectos creditam a técnica de AgNOR como mais um referencial auxiliar

diagndstico nos casos de alteracdes cervicais escamosas.

Os pontos AgNOR aumentam com o numero de cromossomos
acroscéntricos, pois estdo presentes no brago curto destes cromossomos.
Quando em casos de tumor os AQNOR nao aparecem somente nos bragos curtos
dos cromossomos acroscéntricos, devido a irregularidades no nucléolo,
encontrados nestas células malignas, aparecendo portanto pulverizados pelo
nucleo. Assim sendo, em contraste com as células normais, as células malignas
freqientemente demonstram alteragées de AQNOR em numero, forma e tamanho
(TRENT, et al., 1981).

Os valores apresentados para o numero e area de AgNOR, em todos os
casos analisados, refletem uma tendéncia progressiva para esses parametros,
demonstrando ser esta Técnica um método valido e util como auxilio diagnéstico,

nas lesdes de colo uterino.

Em uma segunda analise reorganizamos os dados de todos os pacientes
de maneira a estuda-los de acordo com as alteragcbes observadas no exame
colpocépico. Através do teste com acido acético realizado durante a colposcopia,
no qual ocorre a coagulacdo das proteinas e o epitélio escamoso torna-se

progressivamente opaco, de acordo com a gravidade da lesao.
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Observa-se na figura 25 e 26 um aumento crescente do numero e area de
AgNOR, em relacao as alteragcbdes colposcopicas observadas. Verifica-se um
discreto aumento dos valores nos casos de epitélio acéto-branco em referéncia ao
padrao normal, pois este tipo de epitélio somente demonstra a presencga do virus
HPV, sem normalmente referirem necessariamente a presenca de uma lesao de
baixo ou alto grau, como ocorre normalmente em epitélio em pontilhado.
Entretanto no caso de epitélio em mosaico o aumento dos valores de numero e
area de AgNOR torna-se mais evidentes demonstrando uma leséo aparente e de
maior gravidade. No caso de presencga de epitélio com vasos atipicos, demonstra
notoriamente uma intensa atividade celular irregular e normalmente a presencga de
uma lesao caracteristica de malignidade, corroborando pelo maior numero de
pontos de AgNOR pulverizados pelo nucleo com aumento conseqiiente da area
ocupada pelos mesmos. Segundo EGAN & CROCKER (1988), o numero de
AgNOR pode ser correlacionado com o conteudo de DNA, tendo um numero
baixo de AGQNOR em células normais e HPV , embora ligeiramente maiores e um

aumento progressivo de AGQNOR em displasicas e neoplasicas.

Na figura 27 (A) temos os pontos dos valores dos numeros e de area de
AgNOR em pacientes avaliadas como normais pelo exame colposcoépico.
Observa-se que os valores de numero de pontos de AQNORs mantém-se sempre
abaixo dos valores tidos como normais para células escamosas de acordo com a
literatura, (BUCKLEY, et al., 1982) no epitélio aceto-branco, como mostra a figura
27 (B), verifica-se uma maior proximidade dos pontos, embora ainda mantendo-se
préximo dos valores normais, pois estas alteragcbes conotam a presenga do virus
HPV e, normalmente sem alteragdes citolégicas relevantes. A diferenca de
numero de AgNOR entre epitélio aceto-branco e normal s&o significantes,

demonstrando portanto a presencga de lesao (tabela 4).

A figura 27 (C) mostra numero e area de AQNOR nos casos classificados
como epitélio em pontilhado, estes valores s&do mais elevados que no caso

anterior, e provavelmente classificados citologicamente como lesédo de baixo grau.

Nos epitélios em mosaico, apresentados na figura 27 (D), verifica-se uma

maior homogeneidade dos pontos e um aumento progressivo dos valores de
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numero e area de AgNOR em relagdo ao epitélio em pontilhado. Este tipo de
epitélio normalmente € observado em pacientes classificados citologicamente
como de alto grau. Os valores de numero e area AQNOR sao muito significativos
quando comparados com pontilhado (tabela 4 e 5). Em relacdo a forma dos

AgNOR, estas se apresentam alteradas, perdendo o padrao arredondado.

Nas alteragcbes colposcopicas com presengca de vasos atipicos sao
classificadas citologicamente como cancer in situ e carcinoma escamoso invasivo.
Observa-se que o numero e area de AGNOR sao mais elevados, apesar destes
serem menores e dispersos pelo nucleo, demonstrando uma grande
desorganizagao celular bem como uma atividade celular intensa. Estes valores
sdo nitidamente diferentes em relagdo aos valores demonstrados nos casos
apresentados com colposcopia normal e significante (tabela 4 e 5) quando
comparados com epitélio em mosaico, portanto devem ser considerados e

observados durante a avaliagao diagnoéstica.

Segundo MUSCARA (1996), os AgNORs sao vistos como simples pontos
em células nao malignas, enquanto que em células malignas sao irregulares e
disformes e em maior nimero. Concluindo que a area e a distribuicdo dos pontos
sao parametro que contribuem para um diagnostico clinico patolégico mais

preciso e util como prognéstico, influenciando a subseqiiente terapéutica.

Reorganizamos novamente os dados das pacientes, de acordo com os
resultados histolégicos, preconizado como diagnéstico de certeza. Verificamos
que o numero e a area dos pontos AQNOR aumenta de maneira crescente a
produzir uma reta linear, onde o maior numero de pontos € a maior area sao
observados nos casos de lesdao de maior gravidade. Estes resultados podem ser

observados nas figuras 28 e 29.

Na figura 30 (A), verifica-se os pontos de niumero e area de AQNOR em
pacientes com resultados de HPV pela histologia. Observamos que os pontos
estao relativamente dispersos o que corresponde aos mesmos dados observados
nos casos de pacientes de HPV pela citologia, isto sugere novamente que em

alguns casos ndo ha uma desestruturacdo a nivel celular com aumento da

85



atividade celular, mas somente uma invasao da célula pelo virus que
subseqientemente pode ser eliminado ou tornar-se latente sem provocar doenga.
Desta maneira algumas destas células apresentam pouca atividade celular,
portanto menor numero de AQNOR e em menor tamanho, enquanto que outros ja
apresentam uma maior atividade celular resultante de um inicio de progressao a

displasia.

Pois segundo PLOTON et al.,, (1984); GIRI et al., (1989); DERENZINI et al.,
(1990), a relacao entre atividade proliferativa celular e AgNOR, €& assim
demonstrada através dos pontos AgNOR, sendo portanto esta técnica util como

uma chave da atividade celular e seu controle.

Entretanto na figura 30 (B), observa-se uma uniformidade maior no numero
de pontos e relacdo area de AgNOR, pois estes dados refletem pacientes
diagnosticadas como NIC | pela histologia, onde se tem material celular com
alteracdes significativas e portanto maior atividade celular. Observa-se também
que o numero de pontos de AQNOR supera o valor para células normais que € de
4 pontos, segundo literatura e, considerado extremamente significante quando
comparados com os casos HPV e muito significantes quando comparados com
NIC Il (tabela 6), em relacdo a area sao significantes quando comparados com
NIC Il (tabela 7).

DONG (1997), em seus estudos mostra que a investigacao por AgNOR
pode ser correlacionada com o diagnéstico histolégico, onde o método de AQNOR
revela a atividade celular biolégica do tumor através das alteragbes do numero,

tamanho e forma dos pontos de impregnacgéao por prata.

Nos pacientes diagnosticados como NIC Il pela histologia, figura 30 (D),
observa-se uma uniformidade de pontos, com valores elevados para o nhumero e
area de AgNOR. Estes valores sao significantes quando comparados com NIC |l
em relagdo ao numero de AgNOR e néo significantes em relagéo a area (Tabelas
6 e 7) e, portanto, podem ser agrupados como acontece em HSIL no Sisitema

Bethesda para o diagnéstico citolégico.
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Em relagdo a forma dos pontos de AgNOR (figura 31, e figuras
15,17,19,21) observamos que estes se tornam irregulares e espiculados,
perdendo sua forma padrédo que é redonda, de acordo com o aumento da

gravidade da leséo, demonstrando uma desestruturacao da organizacao celular.

Nos casos de cancer in situ (NIC Ill, HSIL), os pontos tornam-se em média
menos espiculados e retomam o padrdo arredondado (figura 19), s6 que em
tamanho muito maior; sem teste estatistico para este grau de lesao. Verifica-se
também uma queda na percentagem de formas espiculadas no caso de cancer in
situ, retornando a aumentar drasticamente para os casos de carcinoma escamoso
invasivo, onde os pontos sao multiplos, espiculados e pequenos, apresentando-se

de forma pulverizada no interior no nucleo.

Portanto o uso adicional deste método seria de valia no estudo de lesdes
pré-malignas cervicais, pois de acordo com o Primeiro Consenso Brasileiro de
HPV (2000), marcadores como o de AgNOR estéao sendo estudados para sinalizar
a tendéncia evolutiva das lesbGes neoplasicas intra-epiteliais (CARVALHO &
OYAKAWA, 2000).

A analise de imagem citolégica deve ser considerada como um método
caracterizado por uma alta precisao e reprodutibilidade na determinacao da area
total de AgQNOR por célula. O método de contagem é imprescindivel e deve ser
realizado conjuntamente com a analise da area do AQNOR (AUBELE, et al,,
1994; MAHOVLIC, et al., 1999).

Avaliando as dados referentes ao material que apresenta metaplasia
escamosa, observou-se, que estas células apresentam um numero mais
expressivo de pontos de AQNOR e um valor area maior que as células escamosas
normais e inflamatérias, pois estas células apresentam maior atividade celular por
estarem em transformacao de tecido cilindrico em escamoso. Entretanto estes
pontos de AgNOR apresentam menor area e numero que os encontrados em
lesdes pré-malignas. Verifica-se, portanto, que o emprego da técnica de AQNOR

em metaplasia deve ser melhor avaliado.
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Assim segundo COLORE et al, (1997); ROCHER (2002), significativas
diferencas sao encontradas entre esfregacos normais, inflamatérios, com
metaplasia escamosa e cada grau de displasia, onde se pode concluir que a
técnica de AgNOR pode ser util para evolucao de interpretagdes duvidosas nos
esfregacos vaginais. Esta técnica pode ser util na histologia e importante na
citologia cervical onde a contagem de AgNORs para diferenciar inflamatério de
células metaplasicas e de células pré-malignas e para diferenciar os graus de
displasia em esfregacos vaginais. Este método pode ser util em casos individuais
aumentando a sensibilidade e especificidade da leitura da rotina de citologia

cervical.

Observou-se também em analise posterior, embora nao se tenha feito um
estudo aprofundado, que o método de coloracao de Shorr, por ser uma técnica
que melhor evidencia a cromatina nuclear sua condensacao e suas alteragdes,
melhor mostrou os pontos negros intranucleares de depédsito de proteina
associadas as regides organizadoras nucleares (NORs) que s&o corados pela
prata reduzidas a micronucleos. Os pontos observados na técnica de coloragao
de Shorr como pontos avermelhados no interior do nucleo, provavelmente
correspondem em forma e tamanho aos mesmos pontos que seriam impregnados

pela prata na técnica de AQNOR.

Portanto, se ap6s minuciosa analise do material cervical uterino, através da
técnica citolégica, a conclusdo diagnéstica for duvidosa, pode-se empregar o

técnica de AQNOR como método auxiliar mais objetivo.

Atualmente, novas técnicas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
melhorar a acuracia do exame citopatoldgico, destacando-se entre elas a citologia
em meio liquido ou citologia em camada delgada, que diminui a sobreposi¢céao
celular, obtendo-se uma amostra mais uniforme, facilitando o emprego de outras
técnicas diagnésticas (EIFEL & LEVENBACK, 2005).

Assim, além da técnica de AgNOR ser de facil execugcao e baixo custo,
este procedimento torna-se ainda mais simples quando se emprega o método de

camada delgada na execucao da analise citolégica. Pois, além da maior
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quantidade de material disponivel, esta metodologia em camada delgada, facilita
a analise de imagem permitindo uma contagem automatizada dos AQNORs bem
como a medida de sua area relativa mais aprimorada. Portanto, com o advento da
citologia em camada delgada o emprego da técnica de AQNOR busca sanar de
maneira rapida, segura e objetiva as dificuldades encontradas na realizagao deste

importante exame laboratorial.
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7 — CONCLUSAO

90



A Técnica de AgNOR em material citolégico do epitélio cervical uterino
mostrou indices de correlagao positiva, associadas as metodologias de
Diagnostico Citolégico, Diagnostico Colposcopico e Diagnostico Histologico.
Considerando-se a progressao das lesbées, demonstrou ser util na diferenciacao

entre:
Diagnéstico Citolégico
o ASCUS e NICI;
o NICleNIC Il
o NIC Ill e carcinoma escamoso invasivo.
Diagnéstico Colposcopico
o Epitélio normal e epitélio aceto-branco;
o Epitélio em pontilhado e epitélio em mosaico;
o Epitélio em mosaico e vasos atipicos.
Diagnéstico Histolégico
o HPVeNICI;
o NICleNICII
o NIC Il eNIC Il

Portanto, conclui-se que a Técnica de AGNOR ¢ eficiente, e que apresenta
resultados que propicia uma melhor analise do material cervical uterino e que
pode ser empregada com maior énfase naqueles casos onde os demais exames

possam gerar duvidas.
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