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1. O cancer do colo uterino

H4 50 anos o carcinoma cervical era a principal causa de morte por cancer nos
Estados Unidos. Entretanto, a taxas de incidéncia e de mortalidade declinaram
significativamente desde 1960 (KUMAR et al., 2005). Acredita-se que a diminui¢do da
incidéncia, bem como da morbidade e da mortalidade, decorrem em parte do rastreio
através da citologia esfoliativa, que permitiu o diagndstico de lesdes precursoras trataveis
(GRAY,1995).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) aponta o cancer de colo do ttero
como a terceira neoplasia maligna mais comum entre as mulheres, sendo superado apenas
pelo cancer de pele (ndo melanoma) e pelo cancer de mama, constituindo a quarta principal
causa de morte por cancer em mulheres. Estimam-se ainda cerca de 19.260 novos casos
dessa doenga para o ano de 2006 no Brasil (INCA, 2007).

A American Cancer Society (ACS) estima em 11.150 o ndmero de novos casos de
cancer cervical invasivo nos Estados Unidos para 2007, e em 3.670 o nimero de mortes
(ACS, 2007). Nos casos de estadiamento inicial o progndstico é bom, porém geralmente
um terco das pacientes evolui para a morte (SAUER et al., 2003).

As neoplasias escamosas intra-epiteliais cervicais representam por ano quase 1
milhao de novos casos nos Estados Unidos (KUMAR et al., 2005).

Desde 1974, um possivel papel do papilomavirus humano (HPV) na etiologia do
cancer ano-genital tem sido suspeitado, reconhecendo-se sua capacidade de induzir lesdes
no trato genital feminino, que podem evoluir como neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)
e posteriormente carcinoma invasivo (ZEHBE et al., 1996; MOTA et al., 1999; CHENG et

al., 2005).
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O HPV ¢ considerado agente causal do cancer cervical em mulheres, bem como de
outros 6rgdos genitais, mucosas e pele (FEOLI — FONSECA et al., 2001). E um écido
desoxirribonucléico (DNA) virus epiteliotrofico, pertencente a familia Papovaviridae, na
maioria das vezes transmitido sexualmente, que causa cerca de 30 milhdes de novas
infec¢des por ano (BOSCH et al., 1992; MERKELBACH-BRUSE et al., 1999).

A infeccio pelo HPV € reconhecida como uma das doencgas sexualmente
transmissiveis mais comuns (MUNOZ et al. 1994; GJOEN et al., 1996). Ha significante
varia¢do na prevaléncia da infeccdo pelo HPV, de 4 a 70% em pacientes com citologia
normal, e de 25 a 100% em mulheres com citologia positiva para HPV e/ou displasia
(GJOEN et al., 1997).

Pacientes que entram em contato com o HPV, na sua maioria, apresentam-se livres
do virus dentro de um ano, devido a resposta imune (DE JONG et al., 2004; AULT, 2006).

A NIC pode permanecer em um estigio ndao invasivo por até vinte anos e
desprender células anormais que podem ser detectadas pelo exame citologico, o que
aumenta a eficdcia da citologia na preven¢do desse cincer. Ndo evolui necessariamente
para um cancer, podendo inclusive regredir espontaneamente. O risco de persistir ou
evoluir para um cincer aumenta de acordo com a gravidade da displasia (KUMAR et al.,
2005). Além disso, varios estudos indicam que a persisténcia da infec¢do pelo HPV,
principalmente de alto risco, é necessdria para o desenvolvimento e progressio da NIC
para carcinoma invasivo (MONNIER-BENOIT ez al., 2006).

Nas neoplasias intra-epiteliais, o arranjo das células escamosas da ectocérvice fica
desorganizado, e as células, atipicas. Quando a desorganizacdo ocorre apenas no terco
profundo, temos a displasia leve ou NIC grau I. Quando a desordenacdo envolve os dois

tercos profundos da espessura do epitélio, preservando apenas as camadas mais
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superficiais, temos a displasia moderada ou NIC II. Se o desarranjo é observado em toda a
espessura, envolvendo mais de dois ter¢os do epitélio, temos a NIC III ou o carcinoma in
situ. A lesdo intra-epitelial escamosa cervical de alto grau compreende as NIC graus II, III

e carcinoma in situ (NEVES et al., 2005).

2. A infeccao pelo HPV

A infecgao pelo HPV € o maior fator de risco para o desenvolvimento de NIC e do
carcinoma invasivo. Clinicamente os virus tém sido subdivididos entre grupos de baixo
risco (HPV 6, 11, 42, 44) e de alto risco (HPV 16, 18, 31, 33). O grupo de baixo risco nao
tem sido associado ao carcinoma cervical e NIC de alto grau (SHEPHERD et al., 1996;
LERTWORAPREECHA et al, 1998; KLEINE-LOWINSKI et al, 1999;
MERKELBACH-BRUSE et al., 1999; TER HARMSEL et al., 1999). Os subtipos 16 e 18
sdo detectados em 93% dos casos de cancer cervical e 65% dos casos de NIC III
(NIMAKO et al., 1997). Infeccdo por HPV de alto risco tem sido reconhecida como
principal fator de risco para desenvolvimento de NIC e carcinoma invasivo (MONNIER-
BENOIT et al., 2006). TER HARMSEL et al. (1999) detectaram o HPV em torno de 93%
dos esfregacos cervicais de pacientes com NIC I, 95% com NIC II e 96% com NIC III; e
nos carcinomas cervicais, o HPV foi detectado entre 84 ¢ 100% dos casos.

A presenca do HPV como infec¢io do colo uterino por si s6 ndo € suficiente para a
oncogenese, sendo necessarias mudancas adicionais na célula hospedeira (BOS, 1995; LIN
et al., 2000; MUNOZ, 2000). Processos genéticos multiplos levam a transformacgdo da
célula e ao desenvolvimento de tumores malignos. No entanto, hd necessidade de alguns
eventos moleculares ocorrerem, para que se dé a progressao da doenca (JOHNSON et al.,

1991).
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Apesar dos carcinomas in situ e invasivo serem sem sombra de dividas ligados a
infeccdo pelo HPV 16 e outros HPV de alto risco, a aten¢do médica para o HPV ndo é
muito realcada nesses casos avancados. A maior importancia € dada as neoplasias intra-
epiteliais cervicais. A tipagem do HPV tem um importante significado no progndstico e
terapéutica das NIC pela distin¢@o entre os tipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico
(FEOLI-FONSECA et al., 2001).

O papel do HPV na carcinogénese e progressao de lesdes cervicais de baixo grau
para alto grau, apesar de muito estudado, ainda € controverso, necessitando investigacao
por técnicas sensiveis e especificas para deteccdo e tipagem do HPV, por vezes
considerada pré-requisito essencial para estudos clinicos que associam o HPV a
carcinogénese (ZEHBE et al., 1996; GJOEN et al., 1997, MERKELBACH-BRUSE et al.,
1999).

As técnicas de biologia molecular modificaram o conhecimento sobre o perfil
epidemioldgico da infec¢do por HPV e permitiram seqiienciar o DNA-HPV, bem como
reconhecer os diferentes subtipos do virus (KOUTSKY et al., 1988).

A hibridizacdo in situ, a captura hibrida e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
sdo técnicas moleculares comumente usadas para deteccio e tipagem do HPV.
Atualmente, a PCR € considerada o método mais sensivel para a detec¢do da infecc¢io pelo
HPV, uma vez que a hibridizacdo in situ € limitada pelo nimero de cépias de HPV
(ZEHBE et al., 1996; GJOEN et al., 1997; MERKELBACH-BRUSE et al., 1999).

A captura hibrida é um método de facil realizacdo e com boa sensibilidade.
Entretanto, uma das limitacdes para seu emprego rotineiramente é o alto custo JORDAO
et al., 2003). NOMELINI (2005), em estudo realizado em nosso servigo, observou que a

PCR detectou mais HPV de alto risco em relacdo a captura hibrida. Observou ainda que
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tanto a PCR quanto a captura hibrida tém alto valor preditivo negativo para lesdes de alto
grau, porém a sensibilidade da PCR € melhor e o custo é menor.

Nao € possivel prever, com base nos aspectos cito e histoldgico, qual € o tipo de
HPV responsével pela infec¢dao. Os estudos sobre a relacdo entre o HPV e o cancer do colo
uterino concentram-se principalmente nos subtipos 16 e 18, que sdo os mais prevalentes.
Por outro lado, € comum observar infeccio por mais de um tipo de HPV em um mesmo
epitélio, particularmente em lesdes de baixo grau (RICHART et al., 1998; VERAS et al.,
2005). Em material de coniza¢do por NIC III em nosso servigo, detectou-se, através da
PCR, DNA-HPV 16 e/ou 18 na maioria dos casos positivos (87,9%) e, apenas em 9,1%
dos casos havia HPV 6 e 11 concomitantemente. Nesse estudo, o HPV 18 foi o mais
frequente (78,79% dos casos), porém muitas vezes associado ao HPV 16 e raramente ao
HPV 6/11 (TERRA et al., 2002; TERRA, 2003). OLIVEIRA et al. (2003), em estudo
utilizando PCR, encontraram alta taxa de HPV de alto risco tanto em lesdes benignas como
em lesdes malignas e integracio do DNA do HPV 16 em quase todos os casos de cancer
cervical.

CAMARA et al. (2003), encontraram HPV 16 em 43,8% dos casos de NIC de alto
grau e neoplasias do colo uterino. O subtipo 58 foi encontrado em 12,5% dos casos, o 31
em 10%, 0 53 em 6,3% e 0 18 e 0 33 em 3,8% dos casos.

RABELO-SANTOS et al. (2003), em estudo realizado em Goids, Brasil,
detectaram DNA-HPV através da PCR em casos de NIC III e de cancer de colo uterino. O
HPV 16 foi o subtipo mais freqiientemente encontrado, seguido dos subtipos 33, 18 e 31. A
prevaléncia de HPV com subtipo nao classificado foi de 6%.

ROBERTS et al. (2006) encontraram, através da PCR, prevaléncia de 32,3% de

HPV 16, e 6 % de HPV 18 em 1848 bidpsias cervicais. O HPV 16 foi detectado em 47,5%
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e o0 HPV 18 em 5,9% dos casos de NIC II e NIC III. Cerca de 12% dos casos continha
HPYV de dois subtipos e 2,5% trés subtipos. Os autores concluiram ainda que a prevaléncia
do HPV 16 aumenta paralelamente com o grau da NIC. Por outro lado, a prevaléncia do
HPV 18 nao se altera significativamente com o aumento do grau da NIC.

3. Fatores relacionados com a recidiva da displasia apés conizacao

A conizagdo do colo uterino é uma cirurgia realizada para o tratamento de NIC III
(WONG & CLARK, 1969). Freqiientemente, também ¢ utilizada para diagndstico com a
finalidade de exclusdo de invasao (HUSSEINZADEH et al., 1989). Apds a conizagdo, o
comprometimento das margens cirurgicas de resseccao por NIC ou carcinoma pode ocorrer
em 10 a 45% das vezes (ENTERLINE et al., 1963; SALUM et al., 1995). A variabilidade
desta porcentagem deve-se principalmente a experi€ncia do cirurgido e a ndo visualizacao
da margem endocervical de resseccdo, sendo esta ultima de importancia para o seguimento
da paciente (SALUM et al., 1995).

O envolvimento das margens cirtirgicas por NIC no resultado andtomo-patoldgico é
freqlientemente usado para predizer clinicamente a presenca de lesdo residual. Um dos
tratamentos propostos quando isso ocorre € a realizacdo da histerectomia total. Alguns autores
encontraram uma correlacdo direta entre o envolvimento das margens do cone e a presenca de
NIC residual na peca da histerectomia (ENTERLINE ez al., 1963; AHLGREN et al.., 1975;
BURGHART & HOLZER, 1980; MALUF et al., 2004). Entretanto, outros autores nao
detectaram nenhuma correlacdo entre estes fatores (MOORE et al., 1961; SCHULMAN &
CAVANAGH, 1961; OSTERGARD, 1980).

DEMOPOULOS et al. (1991) estudaram a influéncia da extensdo da NIC III para

as criptas e verificaram um aumento no indice de recidiva de NIC a histerectomia nessas
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pacientes. Seus achados sugerem que o envolvimento glandular tem potencial de recidiva
em NIC III, tendo assim valor preditivo na recidiva e/ou na doenga residual.

MOURITIS et al. (1992) verificaram que mitoses atipicas tripolares podem ser
consideradas como um critério morfolégico para a progressao da NIC e por isso podem ter
valor pratico. Em édreas de NIC, adjacentes a carcinoma microinvasivo do colo uterino de
28 mulheres submetidas a conizagdes, identificaram mitoses tripolares em 93% dos casos.
Nosso grupo de pesquisa em trabalho prévio verificou que o maior nimero de mitoses esta
relacionado ao maior indice de recidiva da NIC. Entretanto, ndo foi possivel demonstrar se
existe relacdo entre a extensdo as criptas e a recidiva, como sugerem alguns autores
(MALUEF et al., 2004).

MOORE et al. (1995) realizaram estudo cohort com 1.272 mulheres submetidas a
conizacdes, das quais 311 foram levadas a histerectomia dentro de até um ano por doenca
residual. Avaliaram como possiveis fatores preditivos de doenga residual os seguintes
parametros: grau de NIC, envolvimento de margens, envolvimento de glandulas, status da
curetagem endocervical, idade, raga, gestacOes e partos, status sécio-econdmico, tabagismo e
estado civil. Concluiram que o aumento da idade e da gravidade da doenca foram fatores
preditivos para doenca residual. Em estudo semelhante, os achados de PIRES et al. (2000)
corroboram os dados anteriores e acrescentam a associacdo de NIC com HPV como fator
preditivo de doenca residual.

Um dos motivos pelos quais ndo se encontra lesdo residual em algumas pecas de
histerectomia pds-conizacdo com margens comprometidas poderia ser o trauma cirurgico,
que pelo processo regenerativo suscitaria uma resposta imunolégica (WHITE et al.,1991;

PHELPS et al., 1994).
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Nao encontramos em revisao bibliogréfica trabalhos que correlacionem a resposta

imune local com recidiva de NIC III.

4. A resposta imunolégica

O sistema imune ¢é parcialmente derivado dos componentes do sistema
hematopoiético. Estes componentes sdo divididos em linfécitos que especificamente
reconhecem antigenos, e células efetoras que atacam microorganismos estranhos ou
produtos celulares oriundos de células infectadas e estimuladas por linfécitos. Os linfécitos
podem ser classificados em células B e células T. A funcdo das células B € a secrecdo de
anticorpos. As células T, por sua vez, sdo divididas em dois tipos principais que sao
identificadas na superficie por moléculas de diferenciacdo — “cluster of diferentiation”
(CD) — auxiliares (T helper/Th ou T CD4) e citotéxicos (Tc ou T CDS8). Os linfécitos T
CD4 auxiliam na resposta imune promovendo a secre¢ao de citocinas e mediadores que
ativam células da resposta imune, tais como os macréfagos e linfocitos B. Os linfécitos T
citotoxicos promovem a morte de células infectadas ou tumorais, através de granulos
toxicos (TERR & STITES, 1992). As células T CD4 reconhecem antigenos presentes no
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) II. As células TCD8 reconhecem
antigenos presentes no MHC I. Enquanto as moléculas do MHC 1 sdo ativadas por
antigenos enddgenos, as do MHC II sdo ativadas por antigenos exdgenos (STANLEY,
2005).

Existem dois tipos principais de imunidade adaptativa: a imunidade celular,
responsdvel pela defesa contra microbios intracelulares e a imunidade humoral, que
protege contra microbios extracelulares e suas toxinas. A imunidade celular é mediada por

linfécitos T e a imunidade humoral é mediada por linfécitos B e por seus produtos



29

secretados, os anticorpos. Cada célula T € programada geneticamente para reconhecer um
antigeno especifico ligado a uma célula por intermédio de um receptor de célula T (TCR)
antigeno-especifico (ABBAS et al., 2005).

A imunidade inata reconhece alteragdes, como por exemplo, aquelas causadas por
células infectadas por um determinado microorganismo, € suscita a resposta imune
adaptativa (antigeno-especifica) (ABBAS et al., 2005).

As células T citotoxicas e as células natural killers (NK) reconhecem e lisam as
células do hospedeiro que sdo infectadas (DIEFENBACH & RAULET, 2002). Somado a
isso, células dendriticas imaturas estdo prontas para completar seu desenvolvimento sob
ativacdo pela exposicdo aos antigenos (WALKER & ABBAS, 2002). Essas células sao
responsaveis pela apresentacdo de antigenos para ativagao das células T, por diferentes
meios que resultam em apresentacdo de antigenos mediados pelo MHC classes I e II. Ao
contrario, as células somadticas podem apresentar somente antigenos enddgenos no
contexto do MHC classe I. As células T CD4 auxiliam a potencializacdo da resposta
humoral mediada pelos linfécitos B, e a intensidade e durabilidade da resposta das células
T CD8 pela sintese de citocinas (GERMAIN, 1995).

A integracdo da resposta imune por imunoglobulinas antigeno-especificas com
receptores especificos em neutréfilos, células NK e macréfagos, promove um caminho
alternativo para a resposta citotoxica mediada por células (anticorpos ou complemento).
Esta integracdo da imunidade inata e adaptativa por células dendriticas e moléculas de
imunoglobulina sugere que a associacdo sinérgica entre os efetores do sistema imune
antigeno-especifico e o inato certamente resultem na efetiva resposta de rejeicdo as

neoplasias (EMENS et al., 2005).
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O CD20 ¢ o mais usado marcador de linfécitos B, altamente especifico e sensivel
(ALVES et al., 1999), e representa a maioria ou todos os linfécitos B (ABBAS et al.
2005).

Na linhagem T, além da expressdo da proteina CD3, sdo expressas também as
chamadas moléculas acessorias, que incluem as CD4 e CD8. A CD4 é expressa em
aproximadamente 60% das células T maduras CD3 positivas, enquanto a CD8 € expressa
em cerca de 30% das células T (KUMAR et al., 2005). A molécula CD3 é um dos
marcadores mais sensiveis e especificos para demonstracdo de diferenciacio T (ALVES et
al., 1999). O CD45, também conhecido como antigeno comum leucocitdrio, € especifico
das células hematopoiéticas e sua expressao estd associada a resposta a doencas infecciosas
e auto-imunes (TCHILIAN & BEVERLY, 2006). Em roedores, a expressao da isoforma
do CD45 de baixo peso molecular (CD45RO) esta associada as células T de memoria e a
uma maior diferenciacdo de fungdo dessas células. Sua expressao insuficiente relaciona-se
com diversas formas de imunodeficiéncias. A expressio do CD45 € importante para a
funcdo imune. Estudos sugerem que a alteracio na sua expressdao poderia mediar
modificagdes nos receptores antigé€nicos dos linfécitos, desencadeando a produgdo de
citocinas ou agindo no controle da apoptose (TCHILIAN & BEVERLY, 2006).

A memoria imunoldgica pode ser definida como uma répida e forte resposta de um
animal que foi re-exposto a um mesmo antigeno. Por esta definicdo, € uma propriedade
operacional de todo animal ou sistema imune. As células de memoria expressam um
padrdo diferente de marcadores de superficie, e respondem de diversas maneiras, sendo
funcionalmente diferentes das desenvolvidas pelas células maduras (naive). As células T

de memdria nos seres humanos sdo CD45RO positivas (DUTTON et al., 1998).
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O macréfago € uma das principais células na inflamacgao cronica e integra o sistema
fagocitario mononuclear (sistema reticuloendotelial). Produzidos na medula éssea, os
macréfagos estdo difusamente espalhados no tecido conjuntivo ou localizados em 6rgaos
como por exemplo o figado e os pulmdes. O macréfago tissular sobrevive por varios meses
ou anos, diferentemente dos mondcitos sanguineos, que tém meia-vida curta, cerca de um
dia. Quando o mondcito chega ao tecido extravascular, transforma-se em uma célula
fagocitaria maior, o macréfago. A sua ativacdo ocorre por uma variedade de estimulos,
incluindo as citocinas como a interferon (IFN) v, secretadas pelos linfocitos T ativados e
pelas células NK, endotoxinas bacterianas e outros mediadores quimicos. Os macréfagos
ativados apresentam metabolismo mais ativo e uma maior habilidade em fagocitar e matar
os microrganismos ingeridos. Também secretam uma variedade de produtos
biologicamente ativos que, se ndo forem controlados, resultam na lesdo tecidual e fibrose,
caracteristicas da inflamacdo cronica. Os macréfagos exercem papéis importantes tanto na
indu¢do das respostas imunes quanto em sua fase efetora. Atuam tanto nas respostas
mediadas por células quanto nas respostas mediadas pela imunidade humoral (ABBAS et
al., 2005). O CD68 é um dos marcadores de macréfagos mais usados e € muito sensivel

(ALVES et al., 1999).

5. Mecanismos efetores imunoldgicos anti-tumorais

Os tumores expressam moléculas que estdo normalmente presentes nas células de
origem. Estes antigenos sdo chamados de antigenos de diferenciacdo porque sao
especificos para linhagens particulares ou estdgios de diferenciacdo dos diversos tipos
celulares. Sao muito importantes como alvos potenciais para imunoterapia e para

identificar o tecido de origem dos tumores. Por exemplo, alguns linfomas sao identificados
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como derivados das células B pela deteccdo dos marcadores de superficie caracteristicos
desta linhagem, como o CD20 (KUMAR et al., 2005).

Muito do conhecimento atual sobre antigenos tumorais € limitado aos antigenos
reconhecidos pelos linfécitos T CDS8 positivos (citoliticos ou citotéxicos) e apenas
recentemente foram feitas tentativas de identificacdo de antigenos reconhecidos pelas
células auxiliares CD4 positivas (ABBAS et al., 2005).

Tanto a imunidade mediada por células como a imunidade humoral demonstram
atividade anti-tumoral. Entretanto, o principal mecanismo de imunidade tumoral é a
eliminacdo das células tumorais pelas células T CD8 positivas (KUMAR et al., 2005).

O efeito anti-tumoral das células T citotéxicas que reagem contra os antigenos
tumorais ja foi bem estabelecido em tumores induzidos. Nos humanos, desempenham um
papel protetor contra os tumores associados com os virus Epstein Barr e o HPV. As células
NK sao linfécitos capazes de destruir células tumorais sem uma sensibiliza¢do anterior. As
células T e NK produzem a IFN 7y, uma citocina que ativa os macréfagos colaborando,
assim, com a reatividade anti-tumoral. Os macréfagos ativados sao eficazes na destruicao
de células tumorais in vitro. Os hospedeiros portadores de tumores podem produzir

anticorpos contra diversos antigenos tumorais (KUMAR et al., 2005)

6. A resposta imunoldgica e o cincer do colo uterino

O papel da imunidade mediada por células no controle da infec¢ao pelo HPV foi
avaliado em vérias observagdes clinicas concernentes a lesdes de pele e do trato genital.
Estes incluem a regressdo espontanea das lesdes apds uma infiltracio de células

mononucleares na derme e epiderme, ¢ um aumento na incidéncia de HPV relacionado a
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lesdes de pele e do trato genital em pacientes com baixa imunidade (SHEPHERD et al.,
1996).

Ap6s a infeccao da célula epitelial pelo virus, ele € replicado dentro dela. O efeito
da infeccdo viral € a ativac@o de citocinas e dos genes dos receptores das citocinas, como
por exemplo, a [IFN-oo (PEAKMAN & VERGANI, 1999).

A IFN-« inibe a replicacdo viral e a regulacdo das moléculas da classe I do MHC.
A infeccdo viral resulta na morte da célula e na replicacdo do virus. As citocinas liberadas
localmente ativam os macréfagos e as células apresentadoras de antigenos (APC). Estas
fagocitam o virus e apresentam as proteinas virais, assim como os restos celulares.
Algumas APC profissionais transportam o antigeno para os linfonodos locais via linféticos.
As citocinas regulam a expressao das moléculas de adesdao nas células endoteliais. As
citocinas locais com atividade quimiotatica, como a interleucina (IL) 8, também estdo
presentes. Os macréfagos liberam algumas citocinas como a IL 1, e o fator de necrose
tumoral o0 que entram na corrente sangiiinea, desencadeando um efeito sist€émico. As
células que estdo apresentando o antigeno entram nos linfonodos. A resposta inflamatéria
local leva a regulacdo das moléculas de adesdo. Muitos linfécitos ficam presos no
linfonodo e, conseqiientemente, surgem sinais de flogose (PEAKMAN & VERGANI,
1999).

As células dendriticas e outras APC sdo circundadas no centro germinativo do
linfonodo pelas células T CD4, onde ocorre a apresentacdo dos peptideos virais. As células
T CD4 que possuem TCR complementares sdao ativadas. As células B virgens, adquirindo
particulas virais através de ligacdo a imunoglobulina (Ig) M ou IgD de superficie,
processam e apresentam os peptideos virais as células Th2. Como resultado, o anticorpo

IgM antiviral € produzido (resposta priméria de anticorpos), enquanto algumas células B se
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diferenciam e mudam de classe, levando, mais tarde, a producdo de IgG antiviral de alta
afinidade (PEAKMAN & VERGANI, 1999).

Um peptideo viral é apresentado pelas moléculas da classe II do MHC a um TCR
complementar na célula T CD4. A interacdo € estabilizada pelas ligacdes CD4/molécula da
classe II do MHC, que também fornecem sinais co-estimuladores para as células T CD4
(PEAKMAN & VERGANI, 1999).

Os linfécitos T CD4 e T CD8 deixam o linfonodo e entram no sangue. Nesse
estagio, exibem TCR virus especificos e promovem regulacdo positiva das moléculas de
adesdo, permitindo a migracdo para os tecidos inflamados e mantém a atividade celular. As
células NK podem ser recrutadas. Inicialmente elas tém um papel antiviral inato, quando
da ativagdo pelas citocinas derivadas do epitélio. Posteriormente elas sdo ativadas pelas
células Th1 especificas para o virus (PEAKMAN & VERGANI, 1999).

As células T citotéxicas ativadas mostram as células infectadas com virus. As
células Thl e Th2 locais organizam, em seguida, a resposta imune antiviral (PEAKMAN
& VERGANI, 1999).

As células infectadas pelo virus secretam e expressam proteinas virais, as quais
podem ser neutralizadas ou removidas pelo anticorpo na forma de imunocomplexos,
eliminados pelo sistema fagocitico mononuclear, ou o anticorpo pode ser usado para guiar
as células NK, expressando o receptor de superficie celular especifica (PEAKMAN &
VERGANI, 1999; ABBAS, et al., 2005).

Apdés a cura da infeccdo, as células T e B de memoria virus-especificas
permanecem por longo periodo nos linfonodos, baco e medula dssea. Os plasmocitos
garantem, por um tempo prolongado, a circulagdo de anticorpos protetores, virus-

neutralizantes (PEAKMAN & VERGANI, 1999).
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Por outro lado, a imunidade mucosa contra a infec¢do pelo HPV é pouco
compreendida (KOBAYASHI et al., 2004).

A infeccdo pelo HPV pode ser pobre imunologicamente. Metade das pacientes com
deteccio do HPV 16 no céancer cervical ndao exibe anticorpos precocemente contra
proteinas do HPV. Mesmo quando os anticorpos sdao detectados cedo ou tardiamente, eles
nio se correlacionam com o resultado clinico. Entretanto, linfécitos T citotdxicos sao
protetores contra células tumorais transplantadas com genes de HPV - E6 e E7 - em
modelos animais. Estas observagdes, somadas a alta incidéncia de HPV e a malignidade
em pacientes imunocomprometidas, sugerem um importante papel protetor da resposta
mediada por linfécitos T citotéxicos (NIMAKO et al., 1997; TINDLE, 2002).

Num estudo recente em 2005, DANIEL et al., verificaram uma diminui¢do de
cancer cervical e de NIC em modelos animais submetidos a imunoterapia.

O sistema imune, apesar de apresentar capacidade para controlar um tumor,
freqlientemente falha em prevenir a progressdao tumoral (PINZON-CHARRY et al., 2005).
Estudos t€m proposto que o microambiente tumoral € capaz de controlar a resposta imune
local, por meio da liberacdo de mediadores especificos, pela migracdo de leucdcitos e por
outras funcdes desempenhadas por essas células apds sua chegada ao sitio do tumor (FINE
et al. 2001; BALKWILL & MANTOVANI, 2001).

BUCK et al. (2006) mostrou recentemente que O-defensinas, conhecidas como
peptideos de neutréfilos humanos, bloqueiam a infecgcao pelo HPV, o que leva a crer que a

presenca local dessas substancias seria uma barreira natural a transmissao sexual do HPV.

Estudos sobre a resposta inflamatéria nas NIC sdo controversos. Uma diminui¢ao
do nimero de células T CD4 positivas e uma inversao na razao CD4/CDS8 foram relatadas

na infec¢do cervical pelo HPV e em todos os graus de NIC. Inversamente, um aumento do
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ndmero total dos linfécitos foi relatado em 18 casos de NIC II e NIC III. Além disso, trés
estudos usando diferentes marcadores mostraram diminui¢do de macréfagos, quando

comparados com controles normais (DAVIDSON et al., 1997).

MONNIER-BENOIT et al. (2006) demonstraram, através de imunoistoquimica,
que a distribui¢do dos linfécitos T difere nas NIC e no carcinoma do colo uterino. Em
pacientes com regressdo de NIC grau I havia predominio de células T CD4 positivas no
estroma e no epitélio, sugerindo que os linfécitos T CD4 possam representar um marcador
de regressdo. Além disso, observaram um infiltrado CD8 e CD45RO no estroma mais
intenso nos casos de NIC I que progrediram para lesdes mais graves. Demonstraram
também que had predominio de linfécitos T CD8 e CD45RO no estroma de carcinoma
invasivo e diminui¢ao das células T CD4 positivas.

SILVA (2006) observou, através da imunoistoquimica, infiltrado inflamatério em
todos os casos de NIC IIl e carcinoma invasivo. Observou ainda que o infiltrado
inflamatoério peritumoral era maior que o intratumoral nos casos de carcinoma invasivo.
Demonstrou também uma expressdao crescente de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS),
sugerindo a producdo de grandes quantidades de Oxido nitrico (NO) durante a
carcinogénese e envolvimento deste mediador nesse processo, € um aumento da populacao
de linfécitos T CD3 positivos no cérion de pacientes com NIC III em relagdo ao grupo
controle.

LEE et al. (2004), em um estudo com 98 mulheres portadoras de lesdao de alto grau,
verificaram uma porcentagem significativamente menor na ativacdo de células T CD4,
quando comparadas com grupo controle negativo.

A infeccdo pelo HPV leva a alteragdo da cinética celular e da maturagdo do epitélio

escamoso in vivo. Anticorpos monoclonais relacionados com antigenos tais como o Ki-67



37

(MIB-1) e o antigeno nuclear de proliferacdo celular tém sido identificados através da
imunoistoquimica, permitindo identificar proliferacao celular em tecidos humanos fixados
em formol. Estudos com estes marcadores tém sido descritos, relacionando atividade
proliferativa, grau de NIC e expressao do HPV (RESNICK et al., 1996).

FERNANDES JUNIOR (2006), em nosso meio, estudando alteragdes no nimero e
capacidade funcional dos neutréfilos circulantes em pacientes portadoras de neoplasia de
colo uterino, verificou que estas alteracdes estdo associadas ao estadiamento invasivo e
indicam a participagao daquelas células na resposta imune ao tumor. Acrescenta ainda que,
mesmo em estadiamentos pré-invasivos, o cancer do colo uterino deveria ser visto como
uma doenca com repercussoes sist€émicas. BAIS et al. (2005) demonstraram que a displasia
severa apresenta alteracdes sistémicas semelhantes ao cancer invasivo e que isso reforcaria
a evolucdo para carcinoma invasivo se nao tratadas.

Em outro estudo semelhante, também em pacientes com neoplasia de colo uterino
em diferentes estadiamentos, GARCIA (2006) analisou alteracdes no nimero e funcdo de
células mononucleares circulantes. Verificou que no momento do diagnostico os valores
absolutos de linfécitos num grupo de portadoras de NIC III ou carcinoma microinvasivo
apresentavam-se normais, diferentemente do grupo com carcinoma invasivo que
apresentavam alteracdes. Nesse estudo a autora verificou que, apds o tratamento cirdrgico
ou quimioterdpico, houve alteracdes no nimero e na capacidade funcional das células
mononucleares apenas nos casos com estadiamento avancado, sugerindo a producdo de
fatores circulantes pelas células neopldsicas.

Estudos sobre a resposta imune local em pacientes portadoras de NIC III, quando se

considera a evolucdo pods-tratamento por conizagcdo do colo uterino, sdo controversos e
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escassos. Assim, resolvemos avaliar a resposta imune na evolucio de pacientes conizadas

por NIC III.

7. Oxido Nitrico

O NO ¢é um mediador pleiotrépico da inflamacdo, descoberto como um fator
liberado pelas células endoteliais que causava vasodilatacdo, relaxando o musculo liso
vascular. O NO € um gas solivel produzido por células endoteliais, macréfagos e alguns
neurdnios do cérebro. A meia-vida do NO in vivo é de apenas alguns segundos, por isso ele
age somente nas células préximas ao local em que € produzido (KUMAR et al., 2005).

O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS).
Existem 3 tipos diferentes de NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel
(iNOS), que se expressam de 2 maneiras: a eNOS e a nNOS sdo expressas
constitutivamente em niveis baixos e podem ser ativadas rapidamente pelo aumento do
calcio intracelular. O influxo de cdlcio nas células causa a rdpida producdo de NO; a iNOS
¢ induzida quando os macréfagos e outras células sdao ativados pelas citocinas ou outros
agentes (KUMAR et al., 2005).

O NO desempenha um papel importante nos componentes vascular e celular das
reacOes inflamatodrias. Ele € um importante vasodilatador pela sua acdo no musculo liso
vascular. Age ainda reduzindo a agregacdo e a adesdo plaquetdrias, inibindo algumas
atividades inflamatérias dos mastécitos e regulando o recrutamento leucocitdrio. A
producdo de NO ¢ um mecanismo compensatorio enddgeno que reduz as respostas
inflamatérias. Na aterosclerose, diabete melito e hipertensdo arterial ocorrem

anormalidades na produ¢do de NO (KUMAR et al., 2005).
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O NO e seus derivados também sdo microbicidas e, assim, o NO também € um
mediador de defesa do hospedeiro contra infec¢des e, provavelmente, neoplasias (KUMAR
et al., 2005).

A participagdao do NO na infec¢do cervical pelo HPV, na carcinogénese do colo
uterino e na evolugdo das lesdes precursoras € pouco conhecida.

Dessa forma, resolvemos verificar se ha diferenca na positividade para NO entre as

pacientes com NIC III submetidas a conizacao com e sem recidiva.
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HIPOTESE
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Testamos no presente estudo a hipétese de que haja diferenca entre a resposta
imunolégica local em mulheres portadoras de NIC III submetidas a conizagdes do colo
uterino com e sem recidiva apds o seguimento. Testamos ainda a hipétese de que o tipo de

HPYV influencia na recidiva da NIC III ap6s a conizacao.
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OBJETIVOS



43

1. Objetivo geral
Determinar o tipo de HPV e caracterizar o infiltrado inflamatério local em mulheres

portadoras de NIC III submetidas a conizacao com e sem recidiva.

[\*)

. Objetivos especificos

1. Verificar através da utilizacdo de PCR a presenca de HPV 6/11, 16 e 18 em mulheres
portadoras de NIC III com e sem recidiva.

2. Verificar se o tipo de HPV relaciona-se ou ndo com a recidiva.

3. Identificar através da imunoistoquimica e quantificar a presenc¢a de linfécitos B,

macréfagos, linfocitos T CD45RO, CD3 e CDS8 positivos e a presenca de células que

expressam a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em mulheres portadoras de

NIC III com e sem recidiva.

4. Verificar se o tipo do infiltrado inflamatério local relaciona-se ou ndo com a recidiva.
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MATERIAL E METODO
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1. Material

No periodo de janeiro de 1985 a dezembro 1991, foram realizadas 79 cirurgias de
conizacdo do colo uterino no Servi¢o de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro em mulheres com diagnéstico prévio de NIC III pela citologia oncética
e bidpsias cervicais guiadas por colposcopia. Dessas, 63 tiveram o mesmo diagndstico no
exame andtomo-patolégico da peca do cone e 16 apresentaram diagndstico diferente da
bidpsia inicial, sendo excluidas desse estudo. Dos 63 casos restantes, 5 pacientes nao
realizaram controle ambulatorial e também foram excluidas. Excluimos ainda 8 pacientes
que apresentaram, a época do tratamento, peca operatéria com margens comprometidas e
submetidas a histerectomia total complementar, ndo sendo possivel avaliar recidiva
cervical com o seguimento, restando assim 50 pacientes. Outras 15 pacientes foram
também excluidas em fun¢@o de ndo apresentarem focos suficientes de lesdo para avaliagao
imunoistoquimica apds processamento histoquimico e revisdo das laminas. Com isso,
restaram 35 pacientes que constituiram o numero final avaliado nesse estudo e que
apresentaram seguimento por um periodo minimo de 4 anos. A idade dessas pacientes
variou de 22 a 62 anos, com média e desvio padrio de 34,85 = 9,78 (Intervalo de
Confianga de 95% variando de 31,49 a 38,22).

Realizamos andlise dos prontudrios de todas as pacientes, buscando citologias,
biopsias e os exames andtomo-patolégicos de re-conizacdes ou histerectomias
eventualmente realizadas no seguimento das pacientes. Com estes dados buscamos a
caracterizacdo da cura ou da recidiva da doenca. A seguir, correlacionamos a evolucao
com a resposta imune de cada caso. O seguimento clinico foi feito durante um periodo

maior ou igual a quatro anos.
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2. Selecao do material

Precedendo a avaliacdo imunoistoquimica, foi feita a andlise de todos os casos,
analisando-se laminas coradas, pela coloracdo de hematoxilina-eosina para caracterizar os
melhores focos de NIC III, para posterior avaliagdo do infiltrado linfocitario estromal
subjacente. Foram utilizadas para essa finalidade as amostras de tecidos que se
encontravam arquivadas emblocadas em parafinas. Esses blocos foram separados,
desparafinados em estufa e novamente incluidos em parafina para o estudo histolégico
proposto. Realizou-se em cada caso um corte histolégico com Sum de espessura e corados

segundo a técnica de hematoxilina-eosina.

3. Método imunoistoquimico

Em nosso estudo, utilizamos os anticorpos CD20, CD68, CD45RO, CD3, CDS8 e a
enzima Oxido nitrico sintase induzida (iINOS) para caracterizar a resposta inflamatéria
local. Realizamos cortes histologicos com 4um de espessura, em laminas silanizadas ATPS
(Silano), Sigma® A3648, e estes corados empregando-se a técnica da estreptoavidina-
biotina-peroxidase (ALVES et al., 1999). O quadro 1 mostra os anticorpos utilizados, seus
clones, subclasses, diluicdo utilizada e células marcadas.

Quadro 1. Anticorpos utilizados, classes, subclasses, dilui¢des e marca¢io proposta

Anticorpo Clone Subclasse Diluicao Marcacao
CD20 L26 IgG1, Kappa 1:600 PAN Linfécito B
CD68 KP1 IgG1, Kappa 1:1000 Macrofago

CD45RO OPD4 IgG1, Kappa 1:50 Linfécito T
CD3 Policlonal | IgGl, Kappa 1:400 PAN Linfécito T
CD8 1AS IgG1, Kappa 1:50 Linfécito T citotéxico
NOS2 Policlonal IgG 1:250 Enzima NOS Induzida
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3.1. Técnica de imunoistoquimica
A resposta inflamatéria local foi verificada através da técnica de imunoistoquimica
nas amostras emblocadas em parafina, conforme ALVES et al. (1999).

As laminas contendo cortes histoldgicos com 4um de espessura permaneceram na
estufa a 56°C por um periodo de 24 horas, em seguida foram desparafinizadas em 3 banhos
de xilol, permanecendo cerca de 5 minutos em cada, e hidratadas em 3 banhos de dlcool
absoluto e 1 banho de dlcool a 80%, cerca de 10 segundos em cada.

Posteriormente as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina
tamponada, o phosat busser saline (PBS) — pH 7,2, durante 5 minutos para hidratagao.
Logo depois, o excesso de tampdo foi removido e a borda do corte secada,
cuidadosamente, com papel absorvente. As laminas foram colocadas em uma bandeja,
onde foi adicionada dgua oxigenada a 3% sobre cada corte, durante 10 minutos, para que
houvesse bloqueio da peroxidase endégena. Novamente procedeu-se a lavagem em PBS.

A seguir foi realizada a recuperacdo dos antigenos, colocando as ldminas em tubos
de citologia contendo solu¢@o tampao citrato 10mM (pH 6,0), que foram vedados com
papel aluminio e colocados dentro de uma panela a vapor (marca ARNO®), durante 30
minutos. A seguir, os tubos foram retirados da panela e colocados sobre a bancada para seu
resfriamento. Apds esta etapa as laminas foram novamente lavadas em 3 banhos de tampao
PBS e incubadas com seus devidos anticorpos primdrios em torno de 18 horas, em camara
umida com temperatura entre 3°C e 4°C.

Os anticorpos foram diluidos em soro de albumina bovina (Sigma®) de acordo
com as indicagdes presentes em suas especificacoes.

Apés a incubagdo overnight, as laminas foram colocadas em temperatura

ambiente, em torno de 15 minutos, lavadas em PBS e secadas como anteriormente. O
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anticorpo secunddrio biotinilado (marca DAKO LSAB+Peroxidase) foi adicionado em
cada lamina por 30 minutos, a temperatura ambiente em camara umida. Em seguida
ocorreram lavagens em PBS, as laminas foram secadas e o complexo estreptoavidina
peroxidase (marca DAKO LSAB+Peroxidase) foi adicionado por 30 minutos nas mesmas
condic¢des acima.

Ap6s lavagem em PBS, as laminas foram reveladas, através da adi¢do de uma
solucdo cromégena, o diaminobenzidine — DAB (marca DAKO) , por 5 minutos.
Concluido o tempo, as laminas foram lavadas em 4gua corrente e contra-coradas em
hematoxilina de Harris, por 2 segundos.

Finalmente as 1aminas foram imersas em 3 banhos de dlcool absoluto por cerca de
10 segundos cada, para retirada do excesso de dgua, 1 banho de xilol fenicado e 3 banhos
de xilol, por 5 minutos cada. Foi adicionado sobre as laminas as laminulas com entellan

para andlise.

3.2. Critério de analise

Através da técnica de imunoistoquimica foram avaliados os linfécitos, os
macrofagos e a iNOS presentes no tecido subjacente a displasia em um microscopio de luz
comum. Para a contagem das células linf6ides utilizamos o critério de pontuagdes descrito
por GEORGIANNOS et al. (2003), que gradua a quantidade de células inflamatérias em:
0 - auséncia de células inflamatdrias;
1 - raras células inflamatorias;
2 - moderado nimero de células inflamatorias;
3 - numerosas células inflamatorias.

Para fins estatisticos, consideramos como marcagdo fraca as pontuacdes 0 e 1 e
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como marcagao forte as pontuacgdes 2 e 3.

Inicialmente as células foram observadas em pequeno aumento (100 vezes) para
avaliarmos a distribui¢do geral, e em seguida, examinada em detalhes (aumento de 400
vezes) no estroma subjacente a um foco de NIC III para obtermos a pontuagdo final. A
andlise de todos os casos foi realizada por dois observadores independentes. A
concordancia entre os dois observadores foi calculada utilizando o coeficiente de Kappa
(ARANGO, 2001). O coeficiente de Kappa para os 6 marcadores foi de 0,83. O resultado
final foi obtido apds avaliagdo conjunta dos casos discordantes, mostrando um valor tinico

Ppor consenso.

4. Método da reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para identificagao e tipagem dos HPV oncogénicos 6/11, 16 e
18. Utilizou-se técnica de extracdo de DNA do HPV contido em material parafinado.
Realizamos extracio de DNA dos fragmentos incluidos em parafina de 14 casos para
realizacdo de PCR para 3-globina e HPV. Vinte e um casos foram excluidos por problemas

técnicos e/ou escassez do material.

4.1. Extracao de DNA das amostras parafinadas

Para extracdo de DNA dos fragmentos incluidos em parafina, utilizamos a técnica
de fenol-cloroférmio proposta por FONG et al. (1994). As amostras emblocadas em
parafina foram submetidas a microtomia, obtendo-se cortes seriados com Sum de
espessura, que foram colocados em tubos eppendorfs de 2ml. Posteriormente foi feita
microdissec¢do para a eliminacdo de grande parte do tecido normal dos blocos, obtendo-se

material mais rico em epitélio displdsico. As amostras foram mantidas em temperatura
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ambiente até o processamento.

4.2. Reacido em cadeia da polimerase (PCR)
A PCR foi realizada segundo o método descrito por CABALLERO et al. (1995). O
termociclador utilizado para as ciclagens foi o miniciclador — modelo PTC — 150-16/1993

— MJ Research, INC. United States of América.

4.3. Ciclo de amplificacao

Realizou-se amplificacdo do fragmento genérico do gene E6 e E7 do genoma do
HPYV, usando-se os iniciadores especificos para os tipos de HPV 6/11 amplificando 157bp,
HPV 16 amplificando 98bp ¢ HPV 18 amplificando 80bp. Nas amostras que resultaram
negativas para estes tipos testados, usaram-se os iniciadores genéricos para HPV GP5 e
GP6. A reacdo iniciou com uma desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, o emparelhamento e a
extensdo a 72°C por 2 minutos e a partir dai foram realizados 34 ciclos de 94°C por 30
segundos e 72°C por 2 minutos e 1 ciclo de 94°C por 30 segundos e 72°C por 8 minutos.
As condicdes de PCR incluiram um aquecimento inicial mediado por parafina (utilizando o
Kit Hot Start 50™, da MPP), procedimento para impedir o inicio da reacio antes que a
mistura atinja 80°C, para aumentar a especificidade da reacdo (CHOU et al., 1992). Todos
os experimentos foram feitos com dois controles negativos, um sem DNA e o outro com
um DNA humano negativo para HPV. Foram usados como controle positivo, DNA de
Caski e Hila. Quatro microlitros dos produtos amplificados ap6s a PCR foram submetidos

a eletroforese em géis de poliacrilamida a 8% e corados pela prata.



51

4.4. Método de deteccao dos produtos amplificados
Ap6s a PCR, os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 8% e corado com prata (SANGUINETE et al., 1994).

Preparo do gel de poliacrilamida a 8% para o volume final de 10ml:

Bis-acrilamida 30% 1,99ml
Persulfato de amonio 100uL
Temed 10uLL
TBE 10x Iml
Agua destilada e deionizada 5,93ml

4.5. Método de coloracao do gel de poliacrilamida a 8% pela prata (DNA)

O gel foi fixado apds a corrida eletroforética em solugdo fixadora (10% etanol,
0,5% acido acético) por 3 minutos. A seguir, o fixador foi desprezado e o gel colocado em
solucdo corante (0,2% nitrato de prata) por 5 minutos. Em seguida foi lavado com édgua
Milli-Q por 2 minutos e depois colocado por aproximadamente 5 minutos em solugdo
reveladora (3% de NaOH e 0,1% de formaldeido). Logo em seguida o gel foi retornado a
solucdo fixadora por mais 5 minutos e enxaguado com agua Milli-Q. O gel com o
experimento foi colocado sobre uma placa de vidro com papel celofane hidrofilico por
aproximadamente 24 horas (clima quente) para a secagem.

O gel foi analisado quanto a presenca de bandas do gene da B-globina e do HPV.
No primeiro gel, com a B-globina apresentando 110bp, verificou-se a amplificacdo e a
qualidade do DNA extraido. J4 no segundo gel, foi analisada e observada a presenca de
bandas do gene de HPV.

Nas figuras 1 a 3 observam-se alguns aspectos técnicos descritos anteriormente.
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Figura 1. Ilustracio de peca cirdrgica de cone do colo uterino, ainda sem fixacao,
apresentando mucosa avermelhada, lisa e brilhante e face cruenta

predominantemente branco-rosada e esfarpada. Ponto com fio de sutura colocado as
12 horas para orientacgao.

52
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Figuras 2 e 3. Fotomicrografias de cortes histolégicos de colo uterino com neoplasia intra-
epitelial escamosa cervical grau III (NIC III). Hematoxilina-eosina — aumentos de 100 e
400X, respectivamente.
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5. Analise estatistica

Para andlise estatistica foi elaborado um banco de dados eletronico. As varidveis
foram analisadas através do programa GRAPHPAD INSTAT versao 3.0. As proporcdes
foram comparadas através do teste do Qui-quadrado. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade de rejeicao da hipétese de nulidade

foi menor que 5% (p<0,05).

6. Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFTM (ANEXO C) em

01/11/2002 sob o n® 313.
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RESULTADOS



56

Das 35 pacientes que compuseram esse estudo, 26 (74,3%) nao apresentaram recidiva,
enquanto 9 (25,7%) apresentaram. Dentre estes 9 casos, o intervalo de ocorréncia da recidiva
apos o tratamento cirdrgico inicial foi menor que 4 anos em 8 casos (88,88%).

Ap6s o diagndstico cirdrgico, a opgao terapéutica escolhida na época estd ilustrada no

Quadro 2.

Quadro 2. Opcao terapéutica nos 9 casos que apresentaram recidiva do NIC III durante o
seguimento clinico.

TERAPIA NUMERO DE CASOS
Histerectomia 5
Reconizagio 1
Nenhuma 2
Cauterizagao 1
TOTAL 9

O resultado do exame andtomo-patologico das bidpsias guiadas por colposcopia

nas pacientes que apresentaram recidiva esta descrito no Quadro 3.

Quadro 3. Resultados dos exames andtomo-patoldgicos dos 9 casos que apresentaram
recidiva durante o seguimento clinico.

DIAGNOSTICO NUMERO DE CASOS
Neoplasia intra-epitelial cervical grau III 8
Carcinoma microinvasivo 1

No Anexo A estdo descritas individualmente as quantificacdes dos linfécitos B
(CD20), macréfagos (CD68), linfécitos T (CD45RO, CD3 E CDS8) e das células que
expressam a iNOS das pacientes portadoras de NIC IIl com e sem recidiva.

O coeficiente de Kappa para os 6 marcadores foi de 0,83. O resultado final foi
obtido apds avaliagdo conjunta dos casos discordantes, mostrando um valor Gnico por

consenso.
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A Tabela 1 mostra a distribui¢ao da quantificacao forte e fraca de linfécitos B CD20
positivos em pacientes com diagndstico de NIC III que apresentaram ou ndo recidiva no

periodo de seguimento.

Tabela 1. Distribui¢cdo das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
marcagao imunoistoquimica forte e fraca para CD20, marcador de linfécitos B.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
CD20 Forte 01 (11,1) 05 (19,2)
CD20 Fraco 8 (88,9) 21 (80,8)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): p=0,96

A andlise dessa Tabela mostra que ndo houve diferenga estatistica em relacdo a
marcacao forte e fraca para linfécitos B CD20 positivos em pacientes com e sem recidiva
de NIC III apés a conizagao.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo da quantificacio forte e fraca de macréfagos (CD68)
em pacientes com diagnostico de NIC III que apresentaram ou nao recidiva no periodo de

seguimento.

Tabela 2. Distribuicdo das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
marca¢do imunoistoquimica forte e fraca para macréfagos (CD68).

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
CD68 Forte 0 (0) 0 (0)
CD68 Fraco 9 (100) 26 (100)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): p=1
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A andlise dessa Tabela mostra que nao houve diferenga estatistica em relacdo a
marcacao forte e fraca para macréfagos CD68 em pacientes com e sem recidiva de NIC IIIL.

A Tabela 3 mostra a distribuicdo da quantificacdo forte e fraca de linfécitos T
CD45RO0 positivo em pacientes com diagnéstico de NIC III que apresentaram ou nao recidiva
no periodo de seguimento.

Tabela 3. Distribuicdo das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
marcagao imunoistoquimica forte e fraca de células T CD45RO positivas.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
CD45RO+ Forte 08 (88,9) 18 (69,2)
CD45RO+ Fraco 1(11,1) 8 (30,8)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): p=0,47
A andlise dessa Tabela mostra que ndo houve diferenga estatistica em relacdo a
marcacdo forte e fraca para linfécitos T CD45RO positivos em pacientes com e sem
recidiva de NIC III.
A Tabela 4 mostra a distribuicdo da quantificagc@o forte e fraca de linfécitos T CD3
positivos em pacientes com diagndstico de NIC III que apresentaram ou ndo recidiva no
periodo de seguimento.

Tabela 4. Distribui¢do das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
marcagao imunoistoquimica forte e fraca de células T CD3 positivas.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
CD3 Forte 09 (100)* 13 (50)*
CD3 Fraco 0 (0) 13 (50)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): *p=0,022
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A andlise dessa Tabela mostra que houve diferenga estatistica entre o infiltrado
forte de linfécitos T CD3 positivos em pacientes que apresentaram recidiva de NIC III em
relacdo as pacientes sem recidiva, havendo maior marcagdo nas pacientes com recidiva.

A Tabela 5 mostra a distribuicdo da quantificag@o forte e fraca de linfécitos T CD8
positivos em pacientes com diagndstico de NIC III que apresentaram ou ndo recidiva no
periodo de seguimento.

Tabela S. Distribui¢do das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
marcagao imunoistoquimica forte e fraca de células T CD8 positivas.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
N (%) n (%)
CDS Forte 0 (0) 05 (19,2)
CDS8 Fraco 9 (100) 21 (80,8)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): p=0,38

A andlise dessa Tabela mostra que nao houve diferenga estatistica em relacdo a
marcacao forte e fraca para linfécitos T CDS positivos em pacientes com e sem recidiva de
NIC III.

A Tabela 6 mostra a distribuicio da quantificacdo forte e fraca de células que
expressam iNOS em pacientes com diagndstico de NIC III que apresentaram ou ndo recidiva
no periodo de seguimento.

Tabela 6. Distribuicao das mulheres portadoras de NIC IIl com e sem recidiva segundo a
marcagao imunoistoquimica forte e fraca de células que expressam iNOS.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
iNOS Forte 0 (0) 01 (3,8)
iNOS Fraco 9 (100) 25 (96,2)
TOTAL 9 (100) 26 (100)

x2 (Yates): p=1
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A andlise dessa Tabela mostra que nao houve diferenga estatistica em relacdo a
marcacao forte e fraca para células que expressam iNOS em pacientes com e sem recidiva
de NIC IIL

O Gréfico abaixo resume a marcacao forte para todos os marcadores estudados nas

mulheres com NIC III que apresentaram ou nao recidiva.

== NIC Il CR
20.07 = NIC 11l SR

17.54
15.04
12.54

10.0

recidiva

7.54

5.0

mulheres portadoras de NIC Il com e sem

2.5+

Distribuicao de marcacao forte de linfécitos B e
T, macrofagos e células que expressam iNOS em

CD20+ CD68+ CD45RO+ CD3+ CD8+ iNOS

x2 (Yates):

p = 0,96 (CD20)
p=1(CD68)

p = 0,47 (CD45RO)
"p=0,022 (CD3)

p = 0,38 (CDS8)

p =1 (iNOS)

Figura 4. Gréfico da distribuicdo de marcacdo forte de linfécitos B (CD20), linfécitos T
(CD3, CD45RO e CDS8), macréfagos (CD68) e células que expressam iNOS em mulheres
portadoras de NIC III com e sem recidiva.

Nas figuras 5 a 10 ilustramos alguns aspectos microscopicos dos resultados de

imunoistoquimica descritos anteriormente.



61

Figura 5. Lamina prépria subjacente a foco de NIC III. Notar linf6citos B corados através
da imunoistoquimica em marrom pelo anticorpo CD20, grau 3 — aumento de 200X.

Figura 6. Lamina prépria subjacente a foco de NIC III. Notar macréfagos corados através
da imunoistoquimica em marrom pelo anticorpo CD68, grau 1 — aumento de 200X.

Figura 7. Lamina prépria subjacente a foco de NIC III. Notar linfécitos T corados através
da imunoistoquimica em marrom pelo anticorpo CD45 RO, grau 3 — aumento de 200X.

Figura 8. Lamina prépria subjacente a foco de NIC III. Notar linfécitos T CD3 positivos
corados através da imunoistoquimica em marrom pelo anticorpo CD3, grau 2 — aumento de
200X.

Figura 9. Lamina prépria subjacente a foco de NIC III. Notar auséncia de linfécitos T

CD8 positivos corados através da imunoistoquimica pelo anticorpo CDS, grau 0 — aumento
de 200X.

Figura 10. Lamina propria subjacente a foco de NIC III. Notar auséncia de células coradas
através da imunoistoquimica pelo anticorpo iNOS, grau 0 — aumento de 200X.
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Das 14 pacientes em que houve a extracdo de DNA para realizacdo da PCR com o
objetivo de identificar os HPV 6/11, 16 e 18, 9 (64,3%) nao apresentaram recidiva durante
o periodo de seguimento, enquanto que os 5 casos restantes (35,7%) apresentaram recidiva.

A Tabela 7 mostra a distribui¢do das mulheres portadoras de NIC III com e sem
recidiva em relacdo a tipagem de HPV.

Tabela 7. Distribuicao das mulheres portadoras de NIC III com e sem recidiva segundo a
tipagem do HPV 6/11, 16 e 18.

NIC III com recidiva NIC III sem recidiva
n (%) n (%)
HPV 6/11 0 (0) 2(22,2)
HPV 6/11 e 16 0 (0) 2(22,2)
HPV 6/11 e 18* 2 (40) 0 (0)
HPV 16 0 (0) 4 (44,5)
HPV 16 e 18* 2 (40) 1(11,1)
HPV 18* 1 (20) 0(0)
TOTAL 5 (100) 9(100)

Fisher: *p=0,003

A andlise dessa Tabela mostra que o DNA-HPV ¢é mais encontrado nas pacientes
que apresentaram recidiva da NIC III (estatisticamente significante), particularmente o
subtipo 18, de alto risco, em relacdo as mulheres onde nao houve recidiva apds o
seguimento. Mostra ainda que o subtipo 16 foi encontrado em 9 dos 14 casos (64,29%) e o
subtipo 18 em 6 dos 14 casos (42,86%).

As figuras 10 a 14 ilustram alguns resultados da tipagem do HPV descritos

anteriormente.
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110bp

Figura 11. Gel de poliacrilamida a 8% corada pela prata. Observamos na
canaleta 1, ¢X Hae III, e nas outras canaletas, amplificacdo do fragmento
de 110bp do gene da B-globina.

150bp

Figura 12. Gel de poliacrilamida a 8% corada pela prata. Observamos na

canaleta 1, ¢X Hae III, e na penultima canaleta, amplificagdo do fragmento
de 150bp GP5/GP6 (controle positivo).

157bp

Figura 13. Gel de poliacrilamida a 8% corada pela prata. Observamos na

canaleta 2, ¢X Hae III, e nas outras canaletas, amplificacio do DNA do
HPV 6/11.

98bp

Figura 14. Gel de poliacrilamida a 8% corada pela prata. Observamos na

canaleta 1, X Hae III, e nas outras canaletas, amplificacio do DNA do
HPV 16.

80bp

Figura 15. Gel de poliacrilamida a 8% corada pela prata. Observamos na

canaleta 1, ¢X Hae III, e nas outras canaletas, amplificacio do DNA do
HPV 18.
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DISCUSSAO



66

A incidéncia, a morbidade e a mortalidade do cancer do colo uterino tém
apresentado diminuicdo nas ultimas décadas. Acredita-se que essa diminuicdo decorra em
grande parte do rastreio das lesdes precursoras tratdveis, pela citologia esfoliativa. Apesar
disso, ainda € a terceira neoplasia mais comum e a quarta causa de morte por cancer entre
as mulheres brasileiras (GRAY, 1995; KUMAR et al., 2005; INCA, 2007).

O papilomavirus humano € relacionado com o cancer do colo uterino desde a
década de 70, podendo induzir lesdes que podem ou ndo evoluir como NIC e
posteriormente carcinoma invasivo (ZEHBE et al., 1996; MOTA et al., 1999; CHENG et
al., 2005).

A NIC pode permanecer em um estdgio nao invasivo por até 20 anos e nao evoluir
necessariamente para um cancer, podendo, inclusive, regredir espontaneamente (KUMAR
et al., 2005). Os fatores associados com a regressao ou progressao das NIC para carcinoma
invasivo t€m sido objeto de estudos ha décadas. Sabe-se que quanto maior o grau da NIC,
menor a chance de regressdao espontinea. Varios estudos indicam que a persisténcia da
infec¢do pelo HPV, principalmente de alto risco, € necessdria para o desenvolvimento de
NIC para carcinoma invasivo.

A conizacdo € uma técnica cirirgica empregada para o tratamento de lesdes intra-
epiteliais de alto grau/NIC III, para diagndstico ou para exclusdo de carcinoma invasivo
(WONG & CLARK, 1969; HUSSEINZADEH et al., 1989).

O envolvimento das margens cirdrgicas na conizacdo por NIC é considerado um
dos fatores relacionados com a recidiva da displasia (ENTERLINE et al., 1963; MALUF et
al., 2004). Além disso, extensdo da NIC III para as criptas € 0 maior nimero de mitoses
sdo relacionados ao maior indice de recidiva da NIC (DEMOPOULOS et al., 1991;

MALUEF et al., 2004).
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A resposta imune local e sist€émica em pacientes com cancer de colo uterino e suas
lesdes precursoras t€m sido estudadas hd algum tempo e € motivo de controvérsias.
DANIEL et al. (2005), verificaram uma diminuicdo de cancer cervical e de NIC em
modelos animais submetidos a imunoterapia, sugerindo importante papel protetor do
sistema imune. Por outro lado, outros autores observaram que o sistema imune, apesar de
apresentar capacidade para controlar um tumor, freqiientemente falha em prevenir a
progressao tumoral (PINZON-CHARRY et al. 2005).

Em revisdo bibliografica, ndo foram encontrados trabalhos correlacionando a
resposta imune local com a recidiva de NIC IIl apds conizagdo. Assim, realizamos o
presente estudo buscando comparar a resposta imune local e o tipo de HPV em pacientes
submetidas a conizacdo por NIC IIl com e sem recidiva apdés acompanhamento clinico
durante pelo menos 4 anos.

A idade de nossas pacientes variou de 22 a 62 anos, com média e desvio padrio de
34,85 = 9,78 (Intervalo de Confianca de 95% variando de 31,49 a 38,22).

Em estudo epidemioldgico realizado no Brasil, CAVALCANTI et al. (2000)
encontraram média de 36,7 anos para as mulheres com diagndstico de lesdo intra-epitelial
de alto grau (NIC II e III) e de 47,3 anos para as pacientes com carcinoma invasivo.
MOUGEN et al. (2001) observaram que os diagndsticos de NIC II e NIC III ocorrem
preferencialmente em mulheres com idade entre 35 e 40 anos. Essas idades descritas na
literatura sdo semelhantes as encontradas em nosso estudo.

Virios estudos publicados na literatura, inclusive realizados em nossa Instituicao,

demonstraram alteragdes imunes sist€émicas no cancer do colo uterino (BAIS et al., 2005;

FERNANDES JfJNIOR, 2006; GARCIA, 2006). Outros autores, porém, propdoem que o
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microambiente tumoral seja capaz de controlar a resposta imune local e assim interferir na
evolugdo da doenga (FINE et al., 2001; BALKWILL & MANTOVANI, 2001).

Em nosso estudo encontramos maior positividade forte para linfécitos T CD3
positivos no corion das pacientes que apresentaram recidiva de NIC III apds a conizagao.
Todas as pacientes com recidiva apresentaram positividade forte para CD3.

A maior expressao forte de linfocitos T CD3 positivos nas pacientes com NIC III
que apresentaram recidiva no seguimento clinico apds a conizagdo, observada em nosso
estudo, sugere que a positividade forte para esse anticorpo poderia ser um fator de pior
evolucdo. Apesar de presentes em grande nimero, estes linfocitos T CD3 positivos falham
em impedir a recidiva da NIC. Talvez haja alguma falha na sua ativa¢do ou na produgao de
citocinas.

A proteina CD3 é um dos marcadores mais sensiveis e especificos de diferenciacio
T. Cerca de 60% dos linfécitos T CD4 positivos expressam o CD3. Por outro lado, a CDS8 é
expressa em cerca de 30% das células T (ALVES et al., 1999; KUMAR et al., 2005).

MONNIER-BENOIT et al. (2006), em estudo utilizando imunoistoquimica em
pacientes com lesdes precursoras do cancer do colo uterino, e com bidpsias sem NIC,
demonstraram predominio de linfécitos T CD4 positivos em pacientes com NIC grau I que
apresentaram regressao da lesdo, sugerindo que os linfécitos T CD4 positivos possam ser
um marcador de regressdo em lesdes de baixo grau. Apontaram ainda diferenca na
distribuicao dos linfécitos T nas NIC e no carcinoma invasivo. Entretanto, esses autores
estudaram pacientes com diferentes graus de NIC, com carcinoma invasivo e com bidpsias
sem NIC (controles). Utilizaram os anticorpos CD4, CD8 e CD45RO em material de

bidpsia do colo uterino guiada pela colposcopia. Nao estudaram apenas pacientes com NIC
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III submetidas a conizagdo como em nosso estudo. Além disso, os autores nao
compararam o infiltrado inflamatério nos casos tratados com e sem recidiva.

NIMAKO et al. (1997) e TINDLE (2002) observaram que os linfécitos T sdo
protetores contra células tumorais transplantadas com genes de HPV em modelos animais.
Essas observacdes, somadas a alta incidéncia de infeccdo pelo HPV e malignidade em
pacientes imunocomprometidas, sugeriam um importante papel protetor da resposta imune
mediada por linfécitos T.

SILVA (2006) observou, através da imunoistoquimica, infiltrado inflamatério em
todos os casos de NIC IIl e carcinoma invasivo. Observou ainda que o infiltrado
inflamatério peritumoral era maior que o intra-tumoral nos casos de carcinoma invasivo.
Demonstrou também uma expressdo crescente de iNOS, sugerindo a producdo de grandes
quantidade de NO durante a carcinogénese e envolvimento deste mediador nesse processo.
Verificou também um aumento da populagdo de linfécitos T CD3 positivos no cérion de
pacientes com NIC III e carcinoma invasivo em relacdo ao grupo controle. Esse achado
coincide em parte com os resultados verificados em nosso trabalho, em que aquelas células
apresentaram maior ocorréncia de marcagdo forte nos casos de pior evolugdo (NIC III com
recidiva).

Em nosso estudo ndo encontramos diferenca estatisticamente significante na
expressao da iNOS entre as pacientes com NIC III com e sem recidiva.

Nao encontramos diferenca estatistica na expressao de CD20 (linfécitos B), CD68
(macrofagos), CD45RO e CDS (linfécitos T) e de iNOS entre as pacientes com NIC III que
apresentaram ou nao recidiva apds conizagao.

O HPV ¢ considerado agente causal do cancer cervical em mulheres, bem como de

outros o6rgdos genitais, mucosas e pele (FEOLI-FONSECA efr al., 2001). Como ji
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mencionamos anteriormente, estudos indicam que a persisténcia da infec¢do pelo HPV,
particularmente os de alto risco, é necessaria para o desenvolvimento e a progressao de
NIC para carcinoma invasivo (MONNIER-BENOIT et al., 2006).

Os subtipos 16 e 18 do HPV de alto risco, sdo detectados em 93% dos casos de
cancer cervical e em 65% dos casos de NIC III (NIMAKO et al., 1997), e sdo considerados
os mais prevalentes nos casos de cancer do colo uterino (VERAS et al., 2005). Infeccao
por HPV de alto risco tem sido reconhecida como o principal fator de risco para o
desenvolvimento de NIC e de carcinoma invasivo (MONNIER-BENOIT, et al. 2006).

OLIVEIRA et al. (2003) encontraram integracdo do DNA-HPV subtipo 16 em
quase todos os casos de cancer cervical através de PCR.

CAMARA et al. (2003) observaram positividade para HPV 16 em 43,8% dos casos
de NIC de alto grau e de cancer do colo uterino, e apenas 3,8% dos casos para o subtipo
18.

Em nosso estudo encontramos positividade para DNA-HPV 16 em 9 dos 14 casos
estudados através da PCR (64,29%) e para o subtipo 18 em 6 dos 14 casos (42,86%). A
positividade para o subtipo 18 foi maior que a observada por CAMARA et al. (2003),
estudo também realizado no Brasil (Brasilia, DF) e utilizando a técnica de PCR.

ROBERTS et al. (2006) encontraram o subtipo 16 em 47,5% dos casos de NIC de
alto grau estudados, e o subtipo 18 em 5,9% dos casos. Nosso percentual de positividade
para os subtipos 16 e 18 foi maior que o encontrado por esses autores.

RABELO-SANTOS et al. (2003), em outro estudo brasileiro, também encontraram
o subtipo 16 mais freqiientemente nos casos de NIC III e de cancer do colo uterino através

da PCR.
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TERRA et al. (2002) e TERRA (2003), utilizando material de conizacdo por NIC
III em nosso Servigo, através da PCR, encontraram DNA-HPV 16 e/ou 18 em todos os
casos positivos (cerca de 90%) e, em apenas 9,1% dos casos encontraram HPV 6 e 11
concomitantemente. Nesse estudo, o HPV 18 foi o subtipo mais freqiientemente
encontrado (78,79% dos casos).

Resolvemos verificar se o tipo de HPV relaciona-se ou ndo com a recidiva em
pacientes com NIC III submetidas a conizacdo. Nossos resultados apontaram que, das 14
pacientes em que houve extracio de DNA-HPV para os subtipos 6, 11, 16 e 18 através da
PCR, 64,3% (9 casos) ndo apresentaram recidiva durante o seguimento clinico. Os 35,7%
(5 casos) restantes apresentaram recidiva. Apontaram ainda que a deteccao do DNA-HPV,
particularmente o subtipo 18, correlaciona-se, de modo estatisticamente significante, com a
recidiva da NIC apds a conizacdo. Nao encontramos, em nossa revisdo bibliogréfica,
trabalhos correlacionando a positividade para DNA-HPV, particularmente o subtipo 18,
com a recidiva da NIC apds a conizacdo

Observamos maior prevaléncia do HPV 18, de alto risco, através da PCR em
pacientes conizadas que apresentaram recidiva do NIC III apds seguimento clinico durante,
no minimo, 4 anos. Esses dados sugerem que a positividade para o HPV 18 pode ser

considerada um fator de risco para recidiva do NIC III apds a conizagdo.
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A andlise desse trabalho nos permite concluir que:

1.

A maioria das pacientes com positividade para DNA-HPV subtipos 6/11, 16 e
18 (64,3%) nao apresentou recidiva da NIC durante o acompanhamento clinico,
enquanto que 35,7% dos casos apresentaram recidiva.

A infeccdo por HPV de alto risco, particularmente o subtipo 18, correlaciona-se
com a recidiva da NIC apds a conizagdo, podendo ser considerado um marcador

de pior evolugdo.

. Nao encontramos diferenca estatisticamente significante na expressdo dos

anticorpos CD20 (linfécitos B), CD68 (macréfagos), CD45RO e CDS8
(linfécitos T), e de iNOS entre as pacientes com NIC III que apresentaram ou
ndo recidiva.

H4 uma maior positividade forte (expressdo) para linfécitos T CD3 positivos
nas pacientes com NIC III com recidiva apds a conizagdo, sugerindo que a

positividade forte para esse anticorpo seja um fator indicativo de pior evolugdo.
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O cancer do colo uterino ainda € a terceira neoplasia mais comum e a quarta causa
de morte por cancer entre as mulheres brasileiras, apesar de ter apresentado diminuicao da
incidéncia, da morbidade e da mortalidade nas dltimas décadas. O HPV tem sido apontado
como seu principal fator causal.

A resposta imune local e sistémica parece desempenhar importante papel no
controle da infeccao pelo HPV e na progressao das NIC.

Analisamos 35 casos de NIC III de pacientes que foram submetidas a conizacdo
utilizando a imunoistoquimica para pesquisar os anticorpos CD3, CD8, CD45RO, CD20,
CD68 e a enzima iNOS. As laminas foram avaliadas por 2 observadores e a concordancia
entre eles, calculada através do coeficiente de Kappa, foi de 0,83. Realizamos ainda PCR
para detectar o DNA-HPV subtipos 6, 11, 16 e 18 em 14 das 35 pacientes.

Encontramos uma maior positividade forte (expressdo) para linfécitos T CD3
positivos nas pacientes com NIC III com recidiva apés a conizagdo, sugerindo que possa
ser um fator indicativo de pior evolucdo. Nao encontramos diferenca estatistica na
expressao de CD20, CD68, CD45R0O, CD8 e iNOS.

Observamos ainda que a infec¢ao por HPV de alto risco, particularmente o subtipo
18, correlaciona-se com a recidiva da NIC apds a conizacdo, podendo ser considerado um

marcador de pior evolucdo.

Palavras-chave: neoplasia de colo uterino, infiltrado inflamatério, NIC III, CD3, tipos de

HPV.
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Uterine cervix cancer remains the third most common neoplasia and the fourth
cause of death due to cancer among Brazilian women, althougth a decreasin incidence,
morbidity and mortality have been observed over the last decades. Human papillomavirus
(HPV) has been indicated as its most important causal factor.

The local and systemic host immune response seem to play an important role in
controlling HPV infection and the progression to cervical intraepithelial neoplasia (CIN).

We analyzed 35 cases of CIN III in patients who have been undergone conization.
Immunohistochemistry was used to detect CD3, CD8, CD45RO, CD20 and CD68
antibodies and the iNOS enzyme. The slides were evaluated by two observers and the
agreement between them was calculated by means of the Kappa coefficient and stablished
as 0,83. We also performed the polymerase chain reaction (PCR) to detect HPV DNA
subtypes 6, 11, 16 and 18, in 14 out of the 35 patients.

We found a stronger expression of CD3-positive T lymphocytes in patients with
CIN I who relapsed after conization, suggesting that this may be a predictive factor of a
worse outcome evolution. We did not find any statistical differences in the expression of
CD20, CD68, CD45R0O, CD8 and iNOS.

We also observed correlation with high-risk HPV infection, particularly subtype 18,
and relapse recurrence of CIN after conization, and this may also be considered a predictor

of a worse outcome.

Key words: neoplasia of the uterine cervix, inflammatory infiltrate, CIN III, CD3, HPV

types.
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ANEXO A. Distribuicao dos 35 casos de NIC III demonstrando a idade das pacientes, os
achados imunoistoquimicos, a tipagem de HPV e a evolugdo clinica.

MARCADORES DA RESPOSTA TIPAGEM |EVOLU-
IMUNE HPV CAO

N° ID | CD20 | CD68 | CD45RO | CD3 | CD8 | iNOS | 6/11 | 16 | 18 | CR | SR
1 36 1 1 3 3 0 0 X X
2 27 1 0 1 2 1 1 X
3 33 1 1 3 2 2 0 X
4 34 1 1 1 1 0 0 X | X X
5 31 2 1 1 1 0 1 X X
6 27 0 0 3 3 1 1 X
7 22 2 1 1 2 1 0 X X
8 26 2 1 2 2 0 0 X[ X | X

9 49 1 0 2 3 1 1 X X | X

10 | 29 3 0 3 1 0 0 X
11 44 1 1 3 2 0 1 X
12 | 27 1 1 3 3 0 0 X [ X

13 | 22 1 0 2 3 1 1 X X | X

14 | 40 0 1 2 3 0 1 X

15 | 36 1 0 3 2 1 1 X[ X | X

16 | 54 0 0 2 2 0 0 X

17 | 31 1 1 1 1 0 1 X X
18 | 27 1 0 2 1 2 0 X | X X
19 | 46 0 1 2 2 0 0 X X
20 | 33 0 0 1 1 0 0 X
21 31 0 0 2 0 2 0 X
22 | 62 1 1 3 1 1 1 X X
23 | 24 1 1 3 1 0 1 X
24 | 47 0 1 2 2 1 0 X
25 | 40 2 1 3 3 0 0 X
26 | 40 2 0 1 2 1 1 X
27 | 27 1 0 1 3 0 0 X

28 | 28 1 0 3 2 1 1 X
29 | 54 0 0 2 1 1 0 X | X X
30 | 30 0 1 3 2 2 1 X
31 39 1 1 3 1 1 2 X
32 | 32 1 0 2 2 1 1 X

33 | 32 0 0 1 0 0 0 X
34 | 36 1 0 2 1 2 1 X
35 | 24 1 1 3 2 1 0 X

CR: Com recidiva — SR: Sem recidiva.
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ANEXO B. Referéncias normativas.
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