PROLIFERACAO CELULAR E PLOIDIA EM ESFRE-
GACOS DO COLO UTERINO - ESTUDO EVOLUTIVO*

Fernando J. Costa, Maria J. Martins, Maria T. Bombas, Pedro P. Santos, Madalena Diniz,
Paula Agapito, Maria A. Manarte, Vitor Rodrigues, Carlos Oliveira,
Maria 1. Martins, Henrique M. Oliveira

Servico de Ginecologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra

Servigco de Anatomia Patoldgica dos Hospitais da Universidade de Coimbra

Instituto de Higiene e Medicina Social da Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra

Correspondéncia:
Fernando Jorge Costa,
Rua dos Covoes,

Bl. B—r/c, S. M. Bispo
3040 290 Coimbra

RESUMO

O estudo citomorfolégico do colo do dtero € o
unico exame de rastreio oncolégico com resul-
tados claramente positivos na redugéo das
taxas de morbilidade e mortalidade.

A citologia, ainda assim, ndo é isenta de davi-
das e algumas lesdes actualmente classificadas
como de baixo grau (LoSil), bem como algu-
mas atipias de significado indeterminado,
permanecem indefinidas quanto as possibili-
dades de evolugdo e uma fracgéo significativa
ira evoluir, irreversivelmente, para um maior
grau displasico. \

O estudo da ploidia e da_proliferagéo celular
tem uma aplicagéo crescente em oncologia. A
aneuploidia relaciona-se directamente com as
lesbes cervicais de alto grau.

Por outro lado, os tumores cervicais com pior
prognostico, independentemente da ploidia, sdo
0s que possuem o maior indice proliferativo.

Nesta perspectiva, os autores propuseram-se
efectuar um estudo prospectivo, acompanhan-
do um grupo de 45 mulheres com citologias
normais ou com lesdes de baixo grau, durante
um periodo de 9 meses. Com intervalos de 3
meses, cada participante efectuou 4 consultas
com co-lheitas por esfregaco para estudo
citomorfolégico, histografia por analise de
imagem e avaliagcao do indice de proliferagéo
celular por imunomarcagao do Ki67.

Iniciaram o estudo cerca de 80% de mulheres
com citologias normais, 20% com CIN | e uma
com atipias de significado indeterminado.

Verificaram-se algumas modificagdes evoluti-
vas nos resultados das citomorfologias, muito
embora sem ultrapassar CIN |. Houve duas
alteragdes da ploidia (peri-diploidias), contem-
pordneas com citomorfologias normais.
Verificaram-se também dois resultados

‘anormais da proliferagdo celular, representan-

do 4,4% dos casos, ambos coincidentes com
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citologias normais. Nao se exclui a possibili-
dade de poderem traduzir uma antecipagéo
as modificagbes morfocelulares identificaveis
pela microscopia classica.

Os autores concluem pela exequibilidade das
técnicas referidas as citologias, muito embo-
ra com resérvas para a técnica de colheita.
Verificaram-a possibilidade da coexisténcia
de alteragdes da ploidia e do indice de proli-
feragéo celular com citomorfologias normais,
o que mostra que estas nao reflectem
eventuais anomalias do ciclo celular. Nao
relacionaram as alteragdes dos parametros
estudados com as displasias ligeiras ou as
atipias de significado indeterminado.

Palavras-chave: Citologia, esfregago,
displasia, ploidia, proliferacao celular.

INTRODUCAO

As displasias cervicais estado longe de serem
uma entidade patoldgica de diagndstico sim-
ples ou facilmente classificavel. A prova-lo
temos o facto de ndo raro persistirem
duvidas quanto ao tipo de lesGes encontradas
em muitos esfregacgos cervicais e assim
denominados atipias de significado indeter-
minado (ASCUS / AGUS). Esta categoria

na classificagcéo de Bethesda ndo superou’

completamente as dificuldades existentes com
as anteriores atipias de grau | e Classe Il de
Papanicolaou (Stafl, in Abstracts da 102
Reunido Internacional da ESGO, Coimbra,
1997). Ainda assim, o estudo citomorfolégico
do esfregago do colo do utero mantém a
me-lhor relagédo custo / beneficio em termos
de rastreio de patologia cervical, como
procedimento isolado (di Paola, in Abstracts
da 102 Reunido Internacional da ESGO,
Coimbra, 1997), além de que & o Unico exame
de rastreio oncoldégico com resultados
claramente positivos na reduc¢édo das taxas
de morbilidade e mortalidade (1).

As lesbes actualmente classificadas como de
baixo grau (LoSil), bem como as ASCUS,
permanecem indefinidas quanto as possibi-
lidades de evolugdo e susceptibilidade a even-
tuais factores agravantes. Por outro lado,

é sabido que uma percentagem significativa
de doentes com lesdes classificadas como
moderadas vao evoluir, irreversivelmente, para
um maior grau displasico (Ostor et al, 1993;
Int J Gynecol Pathol, 12: 193 - 207).

A oncogenicidade do HPV (Human Papiloma
Virus) nas lesdes cervicais esta estabelecida.
Alem dos comportamentos sexuais e, por
arrastamento, da infecgdo cervical por HPV
ha, ainda assim, outros factores envolvidos
na progressado ou transformagao displasica.
O tabaco e outros produtos com propriedades
carcinogénicas provaram ja alguma respon-
sabilidade no problema: "a nicotina aumenta
a proliferagédo de células cervicais normais
bem como as infectadas com HPV in vitro"
(2); a poliamina espermina inibe a proliferagao
de células "natural-killer" e linfécitos T, liga-se
ao DNA e altera a ploidia celular, tendo um papel
supressivo importante na destruicao de células
displasicas pelos linfécitos (3).

A imunocompeténcia tem também um papel
muito importante e cada vez mais estabele-
cido na evolugédo das lesdes cervicais, sobre-
tudo na presenga de HPV, bem como o am-
biente hormonal e respectivas consequéncias
metabolico-proliferativas .

O estudo da ploidia e da proliferagao celular
tem uma aplicagdo crescente na area da
oncologia. Walsh et al, em 1995, sugerem que
0s mecanismos bioldgicos que levam a
invasao a partir de um CIN se processam pela
seleccéo de clones celulares hipodiploides (ja
apontado por Jacobsen: Eur J Cancer Clin
Oncol, 1988; 24, 969 - 72).

A aneuploidia, segundo outros autores,
relaciona-se positivamente com as displasias
cervicais de alto grau (4,5) e tem significado
prognéstico (6). Outros ainda demonstram
gue o tipo de aneuploidia permitiria predizer
a eventual progressao de uma lesdo CIN il
para uma microinvasao (Jacobsen et al, 1988;
Strang, 1988), muito embora haja estudos
contraditérios.

Havendo ja a demonstragédo da concordancia
entre os resultados do estudo da ploidia nos
esfregagos cervicais e respectivas biopsias
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(7), afigura-se-nos util o estudo das colheitas
citolégicas por esfregago para determinadas
situagbes clinico-patolégicas. Dentro destas
apontamos, como exemplo, mulheres de risco,
com resultados citomorfologicos de atipias
de significado indeterminado (ASCUS) sem
concordancia colposcépica, lesdes de baixo
grau (LoSil) de repeticao em mulheres com
antecedentes ou outros factores de risco e,
neste subgrupo, as infectadas imunodepri-
midas e as mulheres sujeitas a medicagao
imunossupressora.

Apoiando ainda a utilizagdo dos esfregagos
neste tipo de investigacao, junta-se o estudo
de Guillaud et al (8) onde ficou estabelecida
a relagéo entre a intensidade das "Malignancy
Associated Changes" (MAC) com a severi-
dade das lesdes adjacentes.

O estudo da proliferagéo celular visa encon-
trar, de igual modo, um apoio prognéstico
preditivo de evolugdo para uma displasia mais
grave.

Segundo Steinbeck (9) as atipias histopa-
tolégicas da mucosa cervical relacionam-se
com um aumento inicial do PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen: proteina nuclear, ndao
histona, cofactor para a DNA-polimerase
delta). Naus et al (Gynecol Oncol 1991; 43:
149 - 153) demonstrou que os tumores
cervicais com pior prognéstico, independen-
temente da ploidia, sdo 0s que possuem o
maior indice proliferativo.

No presente estudo pretendemos assim esta-
belecer a exequibilidade e eventual valor
diagnéstico e prognéstico da avaliagdo da
ploidia e da proliferagao celular em esfregagos
do colo do utero normais ou com lesbes de
baixo grau.

OBJECTIVOS

1 - Estudar a ploidia e a proliferagao celular
em esfregagos cervicais normais.

2 - Estudar a ploidia e a proliferagéo celular
em lesdes cervicais de baixo grau.

3 - Estudar a evolugéao citomorfolégica,
da ploidia e da proliferagao celular de

esfregacos cervicais normais e com lesbes
de baixo grau (LoSil) durante um periodo
de 9 meses.

4 - Estabelecer uma base de progndstico
evolutivo para as citomorfologias do colo
uterino, em fungéo da ploidia e da proli-
feragdo celular.

MATERIAL E METODOS

Para os objectivos propostos pretendemos
excluir, a partida, alguns factores que
pudessem ter influéncia variavel entre as par-
ticipantes no estudo. O tabaco, a infecgéo por
HPV, medica¢des hormonais ou oscilagbes
hormonais endégenas importantes, sdo alguns
dos exemplos que tomamos como referéncia.

Assim, usdmos como critérios de selecgao os
seguintes:

- Mulheres seguidas em consultas de gine-
cologia dos HUC, em idade reprodutiva, nao
gravidas, com idades compreendidas entre
0s 20 e os 48 anos, com utero e ovarios
conservados, nao submetidas anteriormente
a qualquer tratamento cirurgico cervical,
ciclos menstruais regulares, com interlineos
compreendidos entre os 25 e os 35 dias,
nao sujeitas a contracep¢édo hormonal ou
tratamentos hormonais sistémicos ou locais
(cervico-vaginais) nos ultimos 90 dias, sem
dispositivo intrauterino, ndo fumadoras ou
abaixo de 10 cigarros/dia, imunocompetentes
e sem neoplasias conhecidas, sem doencgas
sistémicas ou infec¢des genito-urinarias,
portadoras de citologias cervicais actuais sem
lesbes de alto grau e com auséncia
de Koilécitos (marcador indirecto da infecgao
pelo HPV). '

1 - Seleccdo de doentes e colheita
de material.

De 447 resultados de exames citomorfologi-
cos de potenciais candidatas, obtivemos 124
processos clinicos com dados obedecendo

_ aos critérios de inclusdo. Foram assim

convocadas 112 doentes (eliminadas 12 pela
distancia da area de residéncia), tendo com-
parecido a entrevista 74. Destas, 63 aceitaram
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participar no estudo. Apés novo controlo
citolégico foram rejeitadas 18 por infecgdes
cervico-vaginais, esfregago insatisfatorio ou
outros.

Iniciaram entdo o estudo 45 mulheres
obedecendo a todos os critérios referidos.
Todas assinaram o respectivo termo de
consentimento.

Cada participante efectuou 4 consultas com
intervalos de trés meses (x 2 semanas). Cada
consulta constava na colheita de trés amostras
citolégicas por esfregago do colo do utero, uti-
lizando Cervex brush*, para duas laminas
silanizadas e um frasco com 15cc de soro fisi-
olégico a temperatura ambiente. Uma das
laminas era fixada utilizando laca fixadora
e era destinada a leitura citomorfoldgica clas-
sica. A segunda lamina, néo fixada, era ime-
diatamente enviada para o servigo de
Anatomia Patologica para conservagao e
armazenamento controlados. O frasco com
soro fisiolégico destinava-se a preparagéo de
“cell-block" e andlise de DNA. Dado termos
verificado que esta ultima forma de colheita
e conservagao cursava frequentemente com
escassez de material, optamos por continuar
o estudo com colheita para trés laminas, das
quais duas nao fixadas.

Todas as colheitas dos esfregagos cervicais
foram efectuados entre 0 142 e 0 269 dias do
ciclo menstrual.

O estudo teve inicio em Dezembro de 1997,
tendo terminado em Margo de 1999.

2 - Preparagao dos esfregacos.

Os exames citomorfoldgicos foram efectua-
dos pela mesma pessoa e desconhecendo
os resultados do estudo da ploidia e do mar-
cador de proliferagao.

As laminas recebidas no SAP, néo fixadas,
eram armazenadas a 6° C. Esfregagos
destinados a leitura por analise de imagem
eram fixados 30 minutos em formol tampo-
nado a 10%, sujeitos a lavagem em agua
desionizada e secos ao ar, seguindo-se
armazenamento a temperatura ambiente, ao

abrigo da luz. A fixagao precedia em cerca
de 18 horas a técnica estequiométrica, col-
oragéo de Feulgen, que pée em evidéncia o
DNA nuclear, corando-o de azul.

3 - Coloragao para o DNA.

Sequindo estritamente o protocolo, todos os
espécimens e laminas de calibragéo, em gru-
pos de 19, foram hidrolizadas com 5N acido
cloridrico durante 1h, & temperatura ambiente.
Apés uma lavagem em H20, foram tratados
com coloragdo de Feulgen para o DNA
durante 60 minutos e sujeitos a 3 lavagens
sucessivas, com tempos crescentes, com o
reagente de lavagem que, tal como o reagente
de coloragao, fazem parte do "kit" de colo-
ragao para quantificagdo do DNA da Becton
Dickinson — "Cas DNA Staining Reagent".

As laminas foram tratadas com alcool &cido
a 1% durante 5 minutos, apds a lavagem em
agua desionizada durante 5 minutos.

O passo seguinte foi a lavagem em alcool a
100%, 3 mais 3 minutos, e por fim, em xilol
por igual periodo de tempo. Procedeu-se a
montagem das laminas com resina sintética.

4 - Sistema de andlise de imagem e
procedimento.

As leituras foram efectuadas num citdmetro
de imagem CAS 200/486 Image Analysis
System da Becton Dickinsosn Cellular Imaging
System que inclui microscopio éptico com
objectiva de 40¥ e outra de 10¥ para magni-
ficar a imagem para 400¥%. Inclui ainda duas
camaras de captagdo de imagem com um
filtro vermelho (comprimento de onda 650/10
nm) e outro verde (500/10 nm) que permitem
a leitura de diferentes densidades Opticas.
A imagem é digitalizada num dos dois moni-
tores TV acoplados ao sistema. Cada
subunidade do ecré ou pixel € expressa como
um valor de densidade 6ptica proporcional
a quantidade de DNA. Os valores numéricos
encontrados de densidade 6ptica (OD) e
a sua re-presentagao estatistica surgem
no 22 monitor sob a forma de um gréfico —
histograma.
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5 — Andlise de imagem.

A calibragdo do sistema foi efectuada usan-
do laminas de controlo contendo hepatécitos
de rato, fornecidas conjuntamente com o "kit"
de coloragéo, cujo coeficiente de variagédo
(CV) foi sempre inferior a 4%.

Cada leitura analisou no minimo 100 células
do esfregago bem preservadas e nao sobre-
postas, numa média de 12 campos. Os his-
togramas do DNA foram fornecidos pelo pro-
grama de software QDA (Quantitative DNA
Analysis) da Becton Dickinson, e o indice de
DNA (DI) de cada um calculado pelo com-
putador.

6 — Interpretagao dos histogramas.

Os critérios para classificagdo do conteudo
de DNA (ploidia) foram os seguintes:

Um histograma foi considerado dipléide quan-
do:

a) — Ocorreu um unico pico na regido dipléide
com DI entre 0,92 - 1,10.

b) — Menos de 15% das células se encon-
travam na regiao tetrapléide.

c) — A percentagem de células > 5C era infe-
riora1%.

A neuploidia foi considerada quando um pico
anormal distinto estava presente fora da regido
dipléide (2 C), ou quando mais de 15% das
células se localizavam na regido tetrapléide
(4 C).

Para a marcagéao pelo Ki67 utilizou-se uma
ldmina de colheita nao fixada. O anticorpo
usado foi o soro anti-Ki67 policlonal (Dako-A
0047), que marca as células que se
encontram nas fases G1, S, M e G2 do ciclo
celular. Utilizou-se a técnica imunocitoquimi-
ca da Streptavidina-biotina / HRP.

A lamina do esfregacgq, ndo fixada, foi
colocada em acetona a -20-C durante 10 min-
utos. Apos secagem colocou-se TBS
e tratou-se a lamina com peréxido de
hidrogénio a 3% durante 15 minutos
e lavou-se novamente com TBS. De seguida
colocou-se o soro de limpeza Porco

normal (Dako X0901) na diluigdo1/20 em TBS,
durante 20 minutos. Apés se escorrer a lami-
na, incubou-se no anticorpo primario
policlonal anti-Ki67 (Dako A 0047)
na diluigdo1/30 em TBS, durante 30 minutos.
Depois de nova lavagem em TBS, incubou-
se no soro secundario Porco anti-coelho bio-
tinilado (Dako E 0353) na diluigdo 1/200, em
TBS durante 30 minutos. Nova lavagem em
TBS e incubagéo no soro de Streptavidina /
peroxidase (Dako P-0397), na diluigao 1/400,
em TBS durante 30 minutos. A pe-roxidase
revelou-se com DAB (Merk ref. -1.02924.0001
3,3'-Diamino-benzidina-tetrahydrocloride), apos
lavagem em TBS.

Lavagem das laminas em agua corrente
e contraste dos nucleos com hematoxilina de
Mayer durante 5 minutos. O passo seguinte
foi azular as laminas em agua corrente,
desidratar em alcodis de graduagdes
progressivas e diafanizar em xilol. As lAminas
foram entdo montadas em meio sintético.

Os nucleos positivos para o anticorpo Ki67
ficam marcados a castanho.

RESULTADOS

Iniciaram o estudo 45 mulheres, cuja idade
média foi de 36,9 anos (22 — 47).

A menarca foi, em média, aos 13,1 anos (10
— 16), com um numero médio de gestagoes
de 2,3 (0 — 4) e 2 (0 — 4) de partos.

Todas as mulheres recrutadas e seleccionadas
tinham ciclos menstruais regulares, com inter-
lineos de 24 a 32 dias e cataménios de cerca
de 4 dias (3 a 7). O inicio médio da actividade
sexual foi aos 19 anos (16 — 24), com numero
de parceiros variando de 1 a 3 (média de 1,2).

Eram uniformes quanto a outros critérios de
ordem clinica e patolégica, nomeadamente
antecedentes pessoais e familiares. Em
nenhum caso houve tomada de medicagdes
hormo-nais ou com influéncia hormonal impor-
tante, nos 3 meses antes ou durante o
periodo do estudo.

Das 45 doentes que iniciaram o estudo sé 34
compareceram a segunda consulta (76%), 21
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(47%) a terceira e apenas 20 terminaram sem faltas o proposto inicialmente (44%). Destas, trés

colheitas finais nao puderam ser validadas por problemas técnicos (Quadro ).

Quadro | ~ Nimero de colheitas

12 COLHEITA 22 COLHEITA 32 COLHEITA 42 COLHEITA

Fez Nao fez Fez Nao fez Fez Nao fez | Fez Na&o fez
CcwMm 45 0 34 11 21 24 17 28
Ploidia?2| 33 12 29 16 16 20 | 14 3t
Ki67° | 19 26 17 28 14 \31 17 28

' 11% esfregagos insatisfatérios, ndo utilizados estatisticamente.
? idem, com restrigbes parciais a leitura em 29% dos casos.

% idem, com restrigdes parciais a leitura em 29,8% dos casos.

Vérias razdes explicam os sucessivos abandonos: gravidez (2), amenorreia (4), doenga grave

intercorrente ( 3), infecgdes cervico-vaginais (3), outras (13).

No total foram efectuadas 363 colheitas (repartidas para citomorfologia, estudo da ploidia e

imunomarcagéo pelo Ki67), ao longo de cerca de 14 meses.

Comecaram o estudo 20% de mulheres com lesdes de baixo grau, tendo as restantes exames

citomorfolégicos normais e uma atipias de significado indeterminado (ASCUS). -

Quadro Il - Resultados evolutivos das citomorfologias

12 COLHEITA 22 COLHEITA 32 COLHEITA 42 COLHEITA
N- 35 N-27 N-16 N-11
CINI-1
ASCUS -1
NF -3
NF - 10 NF - 10
NF -5 NF -5 NF -5
CINI-1 N-1 NF -1
ASCUS -3 N-1 ASCUS -1
[ASCUS—1 NF -1
NF -1 NF -1
CINI-9 N-3 N~- 2 N-1
' [ NF -1
NF -1 NF -1
NF -6 NF -6 NF -6
ASCUS -1 N-1 NF -1 ASCUS - 1
Total 45 35 21 17

Legenda: N — normal, NF — nio efectuado
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Ao longo do estudo houve 6 casos com alter-
acao do resultado citomorfolégico de normal
para CIN | ou ASCUS (5,8%). Nao obtivemos
nenhum agravamento acima de CIN |.

3 casos de CIN [ inicial normalizaram a
partir do exame seguinte (3 meses)(Quadro
I1). Também 3 casos de ASCUS intercorrente
provinham de citologias com idéntico resulta-
do, ou seja, em 3 de 4 casos de ASCUS
o resultado repetiu-se 3 a 9 meses apoés.

No total das colheitas obtivemos 84,5%
de citologias normais, 9,4% de CIN | e 6,8%
de ASCUS.

Em relagdo ao indice de DNA, s6 foi pos-
sivel a leitura como déscrito em 58,5% dos
esfregacgos totais recebidos (Quadro Ill). Os
motivos prenderam-se com falta de material
(pobreza celular) ou inviabilidade da leitura
pelo citometro, nomeadamente por fundo

Quadro il - Ploidia

sanguinolento ou com muco. Os resultados
mostraram 63 histogramas com D! com-
preendido no intervalo considerado como per-
tencente a um esfregaco dipléide, variando o
Dl entre 0,92 e 1,10.

Dois dos histogramas nao possuiam as ca-
racteristicas a preencher para diploidia, sendo
ambos correspondentes a segundas colheitas.
Ambos os casos, classificados como aneu-
ploides, correspondiam a localizagdes do pico
muito proximo da regiao dipléide permitindo
a sua integragao nos histogramas "quase-
dipidides" ou "peri-diploides". (Figuras 1 e 2).
Ambos 0s casos eram contemporéneos de
citomorfologias normais, muito embora um
deles procedesse um CIN | e 0 outro um
ASCUS, nos dois casos 3 meses antes. Em
ambos foram as uitimas colheitas na sequén-
cia do estudo, motivo pelo qual ndo existe
controlo ulterior.

PLOIDIA* 12 colheita 28 colheita 32 colheita 42 colheita

CMNORMAIS | N-17 N-19 N-13 N-7
NF -~ 16 A-2 NF -5 NF -1

NF - 11
CINI N-1 N-1 0 N-1

NF -8

ASCUS N-1 N- 2 NF -1 N-2
NF -1 N-1
NF 0 0 0 N-2

Legenda: N — normal , A - anormal , NF — ndo efectuado ; * excluidas todas as laminas sem condigdes de leitura

correcta.
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Area | Min. | Méx.| Modal D.I. | Mean D.I. | S.D.
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% Cells | # Cells | Description
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Figura 1 — Histograma dipléide
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# Cells | Description

0.89 | 1.16 | 1.00 0.99 0.05

4.62 |98.86 174

populagéo gse diploide

MmMMmMm|O({O || >»

Figura 2 — Histograma peri-dipléide

Tratando-se de uma amostra com um numero
limitado de casos, ndo estranhamos obter
margens estatisticas dilatadas para as
alteragbes da ploidia: valores percentuais de
11% (0 a 32%) com intervalos de confianga
de proporgdes a 95%, a 25% (0 a 74%), para
0 mesmo intervalo de confianga.

Em relagéo a avaliagdo da proliferagéo celu-
lar, através da imunomarcagéo com o Ki67,
a actividade proliferativa s6 é considerada
significativa quando existe marcagéo superi-
or a 10% dos nucleos observados. Neste estu-
do obtivemos dois resultados claramente anor-
mais — 4,4% dos casos: marcagao em mais
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Quadro IV - Proliferagéio celular (KI67)

Kie7* 12 colheita 28 colheita 32 colheita 42 colheita
CM NORMAIS N-8 N-8 N-12 N-8
NF - 27 NF - 22 NF -7 A-2
NF - 1
CIN | N -1 N -1 o N -1
NF - 8 '
ASCUS N -1 N-3 NF - 1 N-2
N-1
NF 0 0 0 N=-2

Legenda ~ N - normal , A - anormal, NF — nfio efectuado; * excluldas todas as laminas sem condigbes de lsitura correcta.

de 25% das células, com leitura minima entre
350 a 400 células, em esfregagos considera-
dos satisfat6rios — contendo células do endo
e exocolo. Ambos correspon-deram a quarta
colheita de duas doentes, néo existindo assim
outro resultado posterior (Quadro IV).

As alteragdes do Ki67 situaram-se em valores
de 13,3 a 18,2%, com intervalos de confianca
de proporgdes a 95% de 0 a 31 e 0 a 42,1%.

Todos os casos com alteragdes da ploidia ou
da proliferagao celular foram independentes,
isto &, nenhuma daquelas anomalias foi con-
temporanea de outra.

DISCUSSAO

Provavelmente o maior factor de risco para o
cancro do colo do atero é o facto de ndo se
fazer rastreio citomorfoldgico (1). A citologia,
ainda assim, ndo é isenta de davidas e coe-
xiste com uma faixa de resultados que ape-

sar de pouco frequentes obriga a repeticdes
de exames, custos acrescidos e ansiedades.

Se esta provada a exequibilidade técnica da
pesquisa e quaniificagio de DNA em citologias
do colo do atero em lesSes de alto grau (5),
bem como definida a nogio de aneuploidia ou
tetraploidia em 60 a 100% de lesdes Cin Il (3),

é compreensivel a aplicagéo deste estudo, com
intuitos prognésticos, a nivel de lesdes menos
graves ou de significado indeterminado.

Ja Walsh e outros autores (5, 3, 10, 11; 12,

13) propunham como de grande utilidade a

quantificagcdo do DNA em lesbes de baixo
grau depois de constatado o que se pas-
sava com lesdes cervicais CIN lil. O mesmo
autor pode confirmar a elevada concordan-
cia entre os resultados obtidos na analise
das citologias e as bi6psias cervicais das
mesmas doentes (3).

A maioria dos estudos, contudo, néo reflecte
uma preocupacgiio prospectiva, isto é, ao
dize-rem respeito a colheitas pontuais n&o
pos-sibilitam um controlo evolutivo de cada
mu-lher. Este foi um dos motivos pelos quais
uma sequéncia temporal de colheitas nas
mesmas mulheres se nos mostrou inovador.

Outro ponto de importancia inquestionavel
é a presenca ou ndo de HPV. nas lesdes
cervicais. No presente estudo este factor foi
considerado como de exclusio, afastando
assim o maior *transformador* oncogénico
(15).

A estabilidade da ploidia em citomoriclogias
novmais ja havia sido apontada por McDermott
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(10) que assim se contrapds a outros autores
na questao das "Malignancy associated
Changes" pela diferenga de perspectivas
(alteragdes regulares de acordo com o grau
de displasia, segundo Guillaud e colabo-
radores) (8).

Quanto a utilizagdo de parametros definidores
de proliferagéo celular, baseamo-nos em
varios trabalhos dos quais salientamos
Steinbeck (9) e outros (16), tendo aquele
encontrado uma relagao directa entre o
aumento das atipias histolégicas da mucosa
cervical e um aumento prévio do "prolifera-

ting cell nuclear antigen" (PCNA) e ploidia .

(independente), desde a mucosa normal a
lesdes progressivamente mais graves.

Naturalmente que o nimero de andlises nao
efectuadas em relagdo ao previsto foi o prin-
cipal inimigo para uma maior valoragao
numeérica. Questdes como o nimero de célu-
las legiveis e material ndo celular nos fundos
das laminas seriam sempre factores criticos
para a leitura em analise de imagem (6, 17).
Por outro lado ndo esperariamos obter tao
grande numero de células descamadas em
esfregagos de colos uterinos sem lesdes
quanto em casos com CIN | ou mais graves,o
que de resto pudemos confirmar. Acrescenta-
se ainda o facto de, em cada consulta, serem
feitos 3 esfregagos a cada doente, o que impli-
cava um dilema entre uma recolha de
células suficientes e evitar uma erosédo san-
grativa do colo, tornando a lamina ilegivel.
Verificamos como fundamental uma técnica
correcta de colheita, com vista a obten¢ao de
material suficiente e legivel.

Com citomorfologias normais e lesées
de baixo grau ndo obtivemos uma correlagao
tdo linear como propde, por exemplo,
Multhaupt et al (5). Ndo encontramos relagdo
contemporanea entre lesdes citolégicas CIN
| e correspondentes alteragdes da ploidia ou
prolife-ragao celular. Por outro lado, os nos-
sos resultados diferem dos de McDermott (10)

no sentido em que nao podemos afirmar uma
estabilidade da ploidia em esfregagos cervi-
cais normais.

- Nao excluimos que as modifica¢des da ploidia

ou do indice de proliferagédo celular possam
traduzir uma antecipag¢ao as modificagdes
morfoldgicas celulares identificaveis pela
microscopia classica. .

Consideramos limitativo para mais ilagoes
sobre os resultados, o0 pequeno numero de
casos e o periodo de tempo de seguimento
demasiado curto.

Permanece-nos o interesse pela investigagao
dos parametros em causa em relagao as
citologias relatadas como ASCUS. Em trés de
quatro doentes com ASCUS este resuitado
citolégico repetiu-se em colheitas posteriores
durante o periodo de 9 meses do estudo.
E precisamente pela observagdo do organi-
grama analitico (Quadro Il) que verificamos
uma certa continuidade nas alteragdes tipo
ASCUS, subli-nhando que foi num destes
casos que se veri-ficou um dos dois
histogramas néo dipldides.

Com respeito aos dois resultados anormais
do Ki67 poderemos especular tratarem-se
eventualmente de casos com evolugao futu-
ra desfavoravel, o que somente pela con-
tinuidade de observagao se podera confirmar.

Propdmo-nos ainda convocar posteriormente
as doentes referentes as alteragoes verifi-
cadas para controlo e eventual terapéutica.

CONCLUSOES

E possivel estudar a ploidia e a proliferagéo
celular, utilizando a andlise de imagem e a
imunomarcagao pelo Kié7, em esfregagos do
colo do utero citomorfologicamente normais
ou com lesdes de baixo grau.

Em mulheres com resultados citomorfolégicos
normais podem encontrar-se anomalias da
ploidia, identificadas por andlise de imagem.
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Verificamos alteragdes da proliferagao celu-
lar em mulheres sem anomalias citomor-
fologicas, através da imunomarcacgéo pelo
Ki67.

Em mulheres com displasias cervicais ligeiras
pode ndo haver alteragdes nos histogramas
correspondentes ou nos indicadores de pro-
liferagao celular.

Durante o periodo de estudo prospectivo
de 9 meses nao houve modificagdes signi-
ficativas nos resultados sequenciais dos trés
factores estudados, bem como alteragdes
relaciondveis entre os resultados das cito-
morfologias, o estudo da ploidia ou da proli-
feragao celular.

Assim sendo, o significado biolégico de um
exame citomorfolégico normal ndo é uriforme
e generalizavel, isto é, nao reflecte com rigor
alteracgdes do ciclo de reprodugéo celular. O
mesmo se aplica as lesdes cervicais de baixo
grau.

Propomos 0 mesmo tipo de estudo aplicado
a um periodo de tempo mais longo, a grupos
especificos de mulheres e as citomorfologias
com alteragdes atipicas de significado inde-
terminado.
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