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PREFACIO

FUNDAMENTOS E JUSTIFICACOES

O cancro do colo do Gtero & a neoplasia maligna mais comum do aparelho genital feminino e a
segunda neoplasia maligna mais comum na mulher em todo o mundo (incidéncia estimada de 440
mil novos casos por anc), apesar da diminuigdo da incidéncia nos paises em que foram
implementados programas de rastreio populacional por citologia cervical. Oitenta por cento dos
casos provém de paises em desenvolvimento (incluindo Mogambique), onde os programas de
rastreio ainda ndo estfio disponiveis.

Os factores que consistentemente tém sido apontados como sendo de risco para o cancro do colo do
fitero est3o em regra ligados ao comportamento sexual da mulher. Este facto sugere o envolvimento
na etiopatogénese do cancro do colo uterino de um {ou mais) agente(s) transmitido (s) sexualmente.

Apesar de haver varios factores implicados na oncogénese do cancro do colo uterino (tais como virus
Herpes, hébitos tabagicos, uso de contraceptivos orais, multiparidade, etc), s6 o virus do papiloma
humano (HPV) se considera directamente envolvido no processo de cancerizagio, estando presente
em quase 100% dos carcinomas cervicais (Braly, 1996; Meijer et al, 1998). A identificagdio do virus
a partir de técnicas cada vez mais sensiveis (das quais a técnica de PCR — “Polimerase Chain
Reaction” é a mais sensivel) reduz os casos de carcinomas cervicais HPV-negativos a menos de 5%
(Bosch et al, 1993; Meijer et al, 1998).

O carcinoma do colo do ttero € assim uma das raras neoplasias humanas em que se consideram
satisfeitos os critérios de causalidade por um agente virico (Franco, 1995). Acredita-se gque as
proteinas E6 ¢ E7 do virus, que interactuam com dois produtos de genes ONCOSSUPTESSOTEs nas
células (a proteina p53 e o produto. do gene do retinoblastoma), serdo responsdveis pelo efeito
oncogénico do virus quando ocorre infecgdo das células epiteliais do colo uterino (interferindo com o
processo de controlo nommal da proliferagéo e diferenciagio celulares).

Dos cerca de 70 tipos de HPV até agora identificados sé alguns parecem possuir efeito oncogénico
(tipos de alto risco). Na maioria dos estudos sdo os tipos HPV 16 ¢ HPV 18 os que mais
frequentemente se encontram em carcinomas invasores (Bosch et al, 1993; Meijer et al, 1998).

A caracterizagio epidemiolégica da infecgdo por HPV em diferentes areas geograficas ndo estd
totalmente feita, o que dificulta a identificagdo dos “HPV-de-risco” através de processos de rastreio
de massas. Esta informagdio é indispensével para elaboragio de estratégias ndo s6 de prevengao
como também de intervengdo terapéutica, que sejam ao mesmo tempo eficazes, mais econdmicas e
adequadas ao local onde vdo ser implementadas. Recentemente, a utilizagdio de vacinas profilaticas
e/ou terapéuticas contra a infecgdio por HPV tem sido apontada como a forma mais promissora de
erradicar ou pelo menos controlar a elevada incidéncia de cancro do colo do utero. Em paises
desenvolvidos e com programas de rastreio bem estabelecidos, as vacinas terapéuticas e profilaticas
reduziriam o custo ndo sé do rastreio de massas como também do tratamento, ja que a terapéutica
existente ¢ extremamente cara e na maior parte das vezes de eficicia limitada.

Nos paises em desenvolvimento, com pobres recursos € com um baixo nivel socioeconémico, a
utiliza¢dio de vacinas profilaticas é ainda mais aliciante, ja que pode mesmo servir de alternativa
eficaz aos programas de rastreio populacionais incomportaveis pelo seu elevado custo (Braly, 1996;
Schiller e Lowy, 1996).




Oitenta por cento das infecgdes por HPV regridem e apenas 12,5% dos carcinomas in sifu progridem
para carcinomas invasores. Continuam por esclarecer as razdes que determinam essa progressdo das
lesdes in situ para o estadio invasor.

Acredita-se que a integragfio do virus no genoma celular serd determinante, mas desconhecem-se as
modificagdes dai resultantes, nomeadamente na estrutura de glicoproteinas da superficie das células.
A experiéncia em outros modelos sugere que as mucinas ¢ os antigénios a elas associados (Tn,
Sialosil =Tn ou STn, T e Sialosil =T ou ST) s3o marcadores tumorais e poderdo ter um-papel central
nos processo de invasfio e metastizagio. Poucos estudos estdio descritos em relagdo a acumulagdo
destes “antigénios precursores” no colo do utero. Num estudo recente sobre a expressdo destes
antigénios das mucinas no epitélio cervical normal e em neoplasias cervicais, demonstrou-se a
existéncia de uma associagio significativa entre a expressio de Tn e STn e pardmetros clinicos de
agressividade das neoplasias (Terasawa et al, 1996). Por outro Jado, foi recentemente identificada
uma glicoproteina de membrana (gp230), provavelmente uma mucina, cuja expressao estd diminuida
nas fases iniciais da invasdo neoplasica (Nielsen et al, 1997).

Finalmente, ndo € claro o papel desempenhado por agentes parasitirios como factor de risco para o
cancro do colo do utero. Outros modelos, tais como a bexiga e a prostata, tém mostrado um papel
importante da schistosomiase na iniciagdo e/ou progressio do carcinoma pavimentoso da bexiga e do
carcinoma da prostata (Badawi et al, 1995; Cohen et al, 1995; Cooper et al, 1997; Bedwani et al,
1998). Alguns autores referem uma associagdo entre a schistosomiase e o cancro do colo do 1utero
(Schwartz e Hyg, 1984), embora outros estudos ndo tenham encontrado tal associagdo, mesmo em
areas onde a schistosomiase ¢ endémica (Szela et al, 1993; Moubayed et al, 1994 e 1993).

Dados do Registo do Cancro do Servigo de Anatomia Patolégica (SAP) do Hospital Central de
Maputo (HCM) indicam que o cancro do colo do titero em Mogambique € a segunda neoplasia mais
frequente da populagdo em geral e a neoplasia maligna mais frequente na mulher adulta,
representando mais de um quarto de todos os cancros diagnosticados em doentes do sexo feminino.
A grande maioria dos casos apresenta-se em estadios muito avangados.

Neste trabalho, procuramos avangar no conhecimento dos factores envolvidos na etiopatogenia do
carcinoma do colo do Gtero em Mogambique, complementando o estudo histolégico com os estudos
molecular (PCR) e imunocitoquimico, nomeadamente para avaliar a presenga de HPV e sub-
caracterizar os seus diferentes tipos e para caracterizar o perfil de expressdo dos antigénios simples
das mucinas no processo de transformagdo e progress3o neoplasica. Pretendemos ainda comparar
estes pardmetros nas neoplasias do colo do utero em mulheres com € sem schistosomiase.

O trabalho esta organizado nos seguintes capitulos: I — Introdugdo; II — Material ¢ Métodos; IIT —
Resultados; IV — Discussdo; V — Conclusdes; VI — Propostas para estudos futuros a curto prazo; VII
-~ Bibliografia; Resumo.



I. INTRODUCAO

1. EPIDEMIOLOGIA

O carcinoma do colo do ttero é a neoplasia maligna mais frequente do aparetho genital feminino e a
segunda neoplasia maligna mais frequente na mulher em todo o mundo, sendo responsivel por
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. A incidéncia mundial estimada em cada ano € de 440
mil novos casos, ¢ a mortalidade de 200 mil casos por ano. Estima-se para o ano 2000 uma
mortalidade de 276 mil casos (Parkin et al, 1993). Cerca de 80% dos casos ocorrem em paises em
desenvolvimento (Parkin et al, 1993).

A incidéncia do cancro do colo do ttero € varidvel em diferentes dreas geograficas (Tabela 1). As
menores incidéncias registam-se na América do Norte, na Europa e em algumas areas da Asia, onde
a estimativa anual de novos casos é de 10, 9 e 8 casos por 100 000 habitantes, respectivamente. As
dreas de maior incidéncia registam-se na Africa Sub-Sahariana e América Central e do Sul, onde
atinge respectivamente os 36 e 26,5 novos casos/ano/100000 habitantes (Parkin et al, 1993).

Tabela 1. Cancro do colo do itero:
Incidéncia anual por 100.000 habitantes (ajustada por idade)

Pais Incidéncia Referéncia
Europa
Suécia 8,7 a
Franga 1,6 a
Reino Unido 11,9 a
Espanha (Zaragosa) 4,8 a
Portugal (Gaia) 17,8 a
Asia
Taildndia 29,2 a
India 19,3 a
China (Shangai) 43 a
Israel (judeus) 42 a
" Filipinas 25,8 a
América
Brazil (Goidnia) 48,9 a
Colombia (Cali) 42,2 a
Peri (Tryjilo) 54.6 a
Estados Unidos (SEER)
Negros/brancos 11,7/71,3 a
Africa
Guiné Conakry 46,0 b
Gémbia 10,5 a
Uganda 43,6 c
Zimbabwe (Harare) 67,0 d
Mogcambique 18,5 e

a-Parkin et al, 1992; b-Koulibaly et al, 1997; c-Wabinga et al, 1995; d-Basset et al, 1995; e-Torres, 1969




Estas diferengas na distribuigio geografica estdo em grande parte relacionadas com a instituigio de
programas de rastreio de massa por citologia exfoliativa cervico-vaginal (o teste de Papanicolau).

Nos paises desenvolvidos, onde os programas de rastreio por citologia estio bem estabelecidos, a
incidéncia de carcinoma invasor diminuiu significativamente. Nos paises em desenvolvimento, onde
o0s programas de rastreio de massa ainda ndo estio disponiveis, o carcinoma do colo do itero
representa um problema de saiide publica, sendo responsével por cerca de um quarto de todas as
neoplasias malignas da mulher adulta.

Situaciio em Mog¢ambique

Mogambique situa-se entre os paises com elevada incidéncia de cancro do colo do itero. Os poucos
estudos realizados na década de 60 apontam para uma incidéncia de 18,5 a 40 por 100 mil mulheres
africanas, sendo de longe a neoplasia maligna mais frequente da mulher adulta (Prates, 1961; Torres,
1969).

Dados do Registo do Cancro indicam que o cancro do colo do titero € a segunda neoplasia maligna
mais frequente na populagio em geral, seguindo apenas o carcinoma hepatocelular, e a neoplasia
maligna mais frequente na mulher adulta, com frequéncias entre 18,5% e 26,8% (Tabela 2).

No periodo entre 1970 ¢ 1990 o carcinoma do colo do ttero representa mais de um quarto de todos
os cancros diagnosticados em doentes do sexo feminino (Tabela 2). Neste periodo, a frequéncia
média de carcinomas do colo do ttero diagnosticados foi de 1 caso em cada 6 dias. Esta frequéncia
de carcinoma do colo uterino esta no entanto subestimada, uma vez que contempla apenas os casos
com diagnéstico andtomo-patolégico no Hospital Central de Maputo, que possui o tnico Servigo de
Anatomia Patolégica do pais. Adiciona-se a estes aspectos a inexisténcia de um programa de
rastreio de massa por citologia cervico-vaginal em Mogambique, o que condiciona o baixo nimero
deste tipo de analise (cerca de 3000 em 1997).

Tabela 2. Frequéncia do cancro do colo uterino
em relacgiio ao total de cancros no sexo femininino (HCM)

Periodo N° de casos Frequéncia (%)
1944 - 56 58 19,8
1956 — 61 122 19,4
1961 — 65 95 20,0

1965 — 66 26 18,5
1970 -90 1163 : 26,8

2. ASPECTOS MORFOLOGICOS (Kurman et al, 1992; Fu e Sherman, 1997).

O colo ou cérvix, representa o segmento mais inferior do Gtero da mulher. E dividido em exocervix
e endocervix. O exocervix exterioriza-se no tergo superior da vagina e por isso € de facil acesso ¢
evidente 3 inspecgio. E separado anatomicamente do endocervix pelo orificio externo. O endocervix
é uma cavidade fusiforme também designada por canal endocervical. Estas duas partes sdo revestidas
por diferentes tipos de epitélio:
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o exocervix é revestido por epitélio pavimentoso estratificado néo queratinizado constituido por 4
camadas: basal (mais profunda), parabasal, intermediria e superficial. O endocervix é revestido por
epitélio colunar, constituido por uma camada unica de células cilindricas altas, secretoras de muco,
que também revestem as gléndulas endocervicais.

A jungo entre os dois epitélios € designada de jungio escamocolunar e a sua localizagdo anatémica
¢ dependente da idade, fungdo hormonal, paridade e forma do colo uterino. Na vida fetal e neonatal o
epitélio colunar est4 presente no exocervix. Na infancia a jungdio escamocolunar situa-se préximo ao
orificio externo cervical. Na adolescéncia, o tecido endocervical exterioriza-se € pode envolver o
exocervix (ectropion). Com o inicio da actividade sexual, o epitélio colunar ¢ substituido por epitélio
escamoso metaplésico e esta area é designada de zona de transformagdo. Esta zona € da maior
importincia, j4 que ali se originam as lesdes préneoplésicas intraepiteliais € as lesGes invasoras.

A grande maioria dos cancros do colo do ttero sdo epiteliais (carcinomas) e tém origem na zona de
transformagdo. De acordo com esta origem a maioria dos carcinomas cervicais (cerca de 80%) sdo
carcinomas pavimentosos, representando os adenocarcinomas € os carcinomas adenoescamosos
apenas uma pequena parte. Qutros tipos de neoplasia maligna que nfo carcinomas (ex: sarcomas;
linfomas) sdo extremamente raros no colo uterino.

Lesdes precursoras — Lesdes intraepiteliais (Gombel e Silverberg, 1994; Neto, 1998)

H4 evidéncias epidemiol6gicas e patolégicas apontando no sentido de que a maioria dos casos de
cancro invasivo do colo do utero é precedida por uma fase intraepitelial . A caracterizagfo destas
lesdes tem sido no entanto dificil. As lesGes intraepiteliais sfio caracterizadas morfologicamente por
desorganizagiio da arquitectura e da maturagdo do epitélio, bem como por alteragdes nucleares. Estas
lesdes foram inicialmente designadas genericamente por displasia, que foi classificada por
Papanicolau em cinco graus, desde lesdes benignas até as lesSes malignas invasoras. A classificagdo
de Papanicolau foi usada durante muito tempo no rastreio do cancro do colo do itero por citologia
cervico-vaginal (teste de Papanicolau), niio tendo, no entanto, paralelismo com o estudo histologico,
razdo pela qual veio a ser abandonada.

Estas lesdes foram posteriormente categorizadas como lesdes intraepiteliais, em dois grupos — as
displasias (caracterizadas por vérios graus de maturagio epitelial anormal) e o carcinoma in situ
(quando as anomalias atingiam toda a espessura do epitélio, representando um carcinoma confinado
2 mucosa). A maioria das displasias tendia a regredir, enquanto o carcinoma in situ frequentemente
progredia. Estudos epidemiolégicos prospectivos mostraram que algumas displasias leves
progrediam para carcinoma in situ (Ambros e Kurman, 1990).

Estudos moleculares posteriores evidenciaram que tanto as lesdes intraepiteliais como as invasoras
eram frequentemente monoclonais, com factores de risco semelhantes, representando, portanto, um
continuo da mesma doenga. Dai a introdugdo do termo neoplasia intraepitelial cervical (CIN), por
Richart € Barron, para designar este grupo de leses, considerando assim a displasia também como
uma entidade neoplasica (Ambros € Kurman, 1990).

Esta classificagdo é dividida em trés graus: CIN I (diplasia leve), quando a lesdo € limitada ao tergo
inferior do epitélio; CIN II (displasia moderada), quando ocupa os dois tergos inferiores e CIN HI,
quando envolve toda a espessura do epitélio. Nesta classificagdo a displasia grave € colocada junto
com o carcinoma in situ no grau IIL. Esta classificagdio foi adoptada pela Organizagio Mundial de
Saide (OMS) na classificagdo histolégica das lesdes intraepiteliais (Scully et al, 1994).




Mais recentemente foi introduzida a classificagdo de Bethesda para citologia cervical (National
Cancer Institute Workshop, 1989) que divide as lesdes atris descritas em lesdes escamosas
intraepiteliais de baixo grau (correspondendo histologicamente & displasia leve da classificagdo de
CIN; este grupo inclui as alteragbes coilociticas associadas ao HPV) e lesdes escamosas
intraepiteliais de alto grau (que correspondem as lesdes classificadas com os graus IT ¢ III da
classificagdo de CIN) (Figura 1).

Para efeitos préticos, a classificagio de CIN € frequentemente usada no estudo histolégico. A
classificagdo de Bethesda € usada mais frequentemente no estudo citoldgico, substituindo assim a
anterior classificagio de Papanicolau, embora também seja usada no estudo histologico.

CIN Cléssica Bethesda (]
CINI Displasia leve———— Les#o intaepitelial de baixo grau
: (HPV com ou sem displasia leve)
CINTI Displasia moderada
CIN I Displasia grav Lesdo intraepitelial de alto grau
\ (com ou sem HPV)

Carcinoma in situ

Figura 1, Correlagfio das vérias classificacdes de lesdes escamosas intraepiteliais {adaptado de
Gombel e Silverberg, 1997)

3. ETIOLOGIA - O HPV

Varios factores tém sido referidos como sendo de risco para o desenvolvimento do cancro cervical:
factores socio-econdmicos (baixo nivel sdcio-econdémico e baixo indice de escolaridade), idade, raga,
factores ginecologicos e obstétricos (o estado hormonal e a multiparidade), uso de contraceptivos
orais, héabitos tabagicos, deficiéncias nutricionais € estado de imunossupressdo (Neto et al, 1994;
Petry et al, 1994; Schiffman e Brinton, 1995; Braly, 1996; Chichareon et al, 1998; Ho et al, 1998;
Ngelangel et al, 1998; Parazzini et al, 1998).

No entanto, os factores mais consistentemente apontados como sendo de risco para o
desenvolvimento do cancro cervical, estdo geralmente ligados ao comportamento sexual da mulher
(Schiffman e Schatzkin, 1994; Franco, 1995).

Desses factores salientam-se a idade mais jovem do primeiro contacto sexual € o numero de
parceiros sexuais. O risco € duas vezes mais alto em mulheres que iniciaram a actividade sexual
antes dos 16 anos, comparado com as que a iniciaram apés os 20 anos. Adicionalmente o risco € trés
ou mais vezes superior em mulheres com mais de 6 parceiros sexuais (Schiffman e Brinton, 1995).
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Tem sido apontada ainda como factor de risco a presenga de doencas de transmissdo sexual tendo
como vector o parceiro sexual masculino (Baken et al, 1995; Bosch et al, 1996; Mufloz et al, 1996).

Estes factos sugerem o envolvimento na etiopatogénese do cancro do colo uterino de um {ou mais)
agente (s) transmitido (s) sexualmente. Apesar de terem sido descritos varios agentes potencialmente
implicados na oncogénese do cancro do colo uterino (tais como virus Herpes simples-2 e Chlamidea
trachomatis), s6 o virus do papiloma humano (HPV) se considera directamente envolvido no
processo de cancerizagdo.

A presenga de HPV esta descrita em 75 a 100% dos carcinomas cervicais e suas lesdes precursoras
(Bosch et al, 1993; Neto et al, 1994; Bosch et al, 1995; Suzuk et al, 1997; Zehbe e Wilander, 1997;
Chichareon et al, 1998; Ngelangel et al, 1998). Adicionalmente tem-se demonstrado que mulheres
com HPV tém maior risco de ter um esfregago cervical anormal, e que a persisténcia de infecgdo por
HPV precede em 67% dos casos o desenvolvimento de carcinoma do colo do utero e em 75% o
desenvolvimento das suas lesdes precursoras (Mufioz et al, 1992; Chua e Hierpe, 1996; Richart et al,
1998). Estudos in vitro demonstram que © HPV em combinagiio com outros factores € capaz de
imortalizar ou transformar células em cultura. Referéncias a estudos serologicos descrevem que
anticorpos que reconhecem antigénios de HPV geralmente estdo ausentes em mulheres virgens e
aparecem com a actividade sexual {Sherman et al, 1998).

O desenvolvimento de técnicas moleculares cada vez mais sensiveis e especificas para a detecg@o do
HPV, das quais a técnica de PCR (reac¢do da polimerase em cadeia) parece ser a mais sensivel,
demonstra a presenga de HPV em virtualmente todos os carcinomas do colo do utero (Franco, 1995;
Braly, 1996; Walboomers e Meijer, 1997; Meijer et al, 1998).

O carcinoma do colo do ttero é assim uma das raras neoplasias humanas em que se consideram
satisfeitos os critérios de causalidade por um agente virico (Howley, 1991; Franco, 1995; Richart et
al, 1998).

A descrigiio do HPV

O HPV ¢é um Papilomavirus pertencente & familia Papovaviridae, e ¢ um virus icosaédrico ndo
capsulado. O genoma viral ¢ uma molécula de ADN circular de cadeia dupla, contendo 7800 a 7900
pares de bases. As proteinas da capside dos papilomavirus sdo antigenicamente similares e por isso
eles nio sdo divididos em serotipos com base nos antigénios estruturais. A classificagio € feita em
gendtipos e subtipos ¢ € baseada no grau de homologia dos seus 4cidos nucleicos.

Até a data sio conhecidos mais de 75 tipos. Considera-se um novo tipo de HPV quando a sequéncia
de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 difere em mais de 10% dos tipos conhecidos. Quando as
diferengas sdo menores que 2%, 0 novo isolado € designado variante do mesmo tipo. Os subtipos
virais correspondem a genomas cuja sequéncia de nucleotideos nessas regides génicas difere entre 2
a 10% relativamente aos tipos ja descritos (Villa, 1998).

O genoma viral contém trés regides: URR (“upstream regulatory region”), regifio precoce (“early”) e
regido tardia (“late”). A URR ¢ a regido ndo codificante do virus, cuja principal fungio é a regulagio
da replicagdo viral e a transcrigio de sequéncias na regidio precoce. As regides precoce € tardia s&o
regides codificantes conhecidas por “open reading frames” (ORF). A regido precoce codifica
proteinas nio estruturais criticas para o ciclo de vida precoce do virus. Estas proteinas interagem
com o genoma celular e programam as células hospedeiras a produzir novo ADN viral.
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A regido tardia é activada ap6s ter lugar a replicagdo do ADN viral e codifica proteinas estruturais
que vdo formar a capside do virus, produzindo-se assim o virifo completo. Importéincia particular
reside em genes da regido precoce (El, E2, E4, ES5, E6 ¢ E7), ja que estdo associados com o
desenvolvimento neopldsico. Estes genes controlam ndo sé a replicagdo viral como codificam
proteinas responsaveis pela regulago de genes de transcrigdo (os quais produzem proteinas que em
situacdes normais reprimem a transformagdo das células epiteliais normais em células neoplasicas —
proteinas oncossupressoras).

O ciclo de vida do HPV estd intimamente ligado & diferenciagdo escamosa cervical. A infecgdo é
transmitida sexualmente e inicia-se nas células basais. A formagdo das proteinas estruturais que
formam a cépside é regulada por proteinas presentes nas camadas superficiais mais diferenciadas do
epitélio pavimentoso, a partir das quais s3o libertadas as particulas virais formadas de novo. Esta
infecgio pode permanecer latente ou progredir para a sintese de novas particulas virais infecciosas.
Sob certas circunstincias, quando ocorre infec¢do, o genoma viral integra-se no genoma da célula
hospedeira, resultando na faléncia de transcrigdo de genes tardios € na transcrigdo descontrolada de
E6 e E7 (Ambros e Kurman, 1990).

A integragfio do genoma viral no genoma celular esta associada a transformag3o maligna. Acredita-
se que uma vez que o genoma virico ¢ integrado nas células, as proteinas E6 e E7 do virus
interactuam com dois produtos de genes oncossupressores — a proteina p53 ¢ o produto do gene do
retinoblastoma - inactivando estes genes celulares, ¢ portanto, inibindo as suas fung6es como genes
reguladores do crescimento. Ao interferir com o processo de controlo normal da proliferagio e
diferenciagfo celulares, as proteinas E6 e E7 serfio as responsaveis pelo efeito oncogénico do HPV
(Park et al, 1995; Hulbreztse e Beaudenon, 1996).

Dos cerca de 75 tipos de HPV ja caracterizados, apenas 23 tém sido descritos em associa¢@o com
infecgdes do aparelho genital feminino. No colo do ttero s alguns tipos parecem possuir efeito
oncogénico. Estes tipos sdo designados de “alto risco” em oposigio aos de “baixo risco”,
responsaveis por lesdes benignas (Tabela 3). Na maioria dos estudos s#o os tipos HPV 16 ¢ HPV 18
os que mais frequentemente se encontram em carcinomas invasores (Bosch et al, 1993; Neto et al,
1994; Bosch et al, 1995; Nonnenmacher et al, 1995; Suzuk et al, 1997; Chichareon et al, 1998,
Ngelangel et al, 1998; Meijer et al, 1998). Outros tipos também tém sido associados com carcinomas
invasores, embora menos frequentemente (Tabela 3).

Tabela 3. Classifica¢io dos papilomavirus humanos por risco oncogénico no colo do titero *

Categoria de Tipo de HPV Lesdes associadas no colo
risco uterino
Baixo risco 6, 11, 26, 42, 44, 54, 70, 73 CIN I ; condiloma
Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, CIN IL/CIN III; carcinoma
66, 68 invasor

* adaptado de Villa, 1998
Destacados a preto os tipos mais frequentes no colo uterino.
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4. PROGRESSAO DAS LESOES IN SITU PARA LESOES INVASORAS

Para além dos aspectos etiopatogénicos que foram focados, continuam por esclarecer as razdes que
determinam a progressdo das lesdes in situ para uma fase invasora. Cerca de 80% das infecgdes por
HPV s#o transitérias e as restantes 20% resultam em neoplasia intraepitelial (van OCortmarssen et al,
1991; Evander et al, 1995; Braly, 1996; Meijer, 1998). Apenas uma pequena percentagem das
mutheres infectadas com tipos de alto risco de HPV apresenta neoplasia intraepitelial persistente €
progressa para carcinoma invasor. Por um lado a persisténcia das lesdes in situ associa-se a
persisténcia da infecgdo por HPV de alto risco (Ho et al, 1995). Por outro lado, o tempo de
progressdo do carcinoma in situ para o carcinoma invasor ¢ longo, de 12 a 13 anos (Gustafsson e
Adami, 1989).

Este facto documenta que a integragio do virus no genoma da célula é determinante, mas que sdo
necessarios co-factores adicionais € eventos celulares para a carcinogénese cervical (Figura 2).
Alguns co-factores ja foram atris descritos, dos quais se destacam a persisténcia da infecgio, alta
carga viral e o aumento da idade (Ho et al, 1995), os habitos tabdgicos (Richart et al, 1998), resposta
linfoproliferativa diminuida para proteinas E6 e E7 do HPV (Kadish et al, 1997), a imunodeficiéncia
induzida por outros agentes infecciosos, destacando-se o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a
co-infecgfio por virus Herpes simples (HSV) (ter Meulen et al, 1992; Petry et al, 1994; Olsen et al,
1998). Estes co-factores seriam responsaveis por mutagdes somdticas adicionais que se encontram
associadas ao carcinoma invasor. H4 referéncias a alteragBes cromossomicas (mais frequentemente
no cromossoma 1 € menos frequentemente nos cromossomas 3, 5, 6, 11, 13,17, 18e 21). Igualmente
estdo referidas altera¢Bes em oncogenes celulares (c-myc e ras) associadas & progressdo neoplasica
(Park et al, 1995; Mullokandov et al, 1996).

Epitélio pavimentoso normal

llnfecgéo por HPV

Regressio q\ Infec¢do/Neoplasia //{? Progressdo

CIN I

‘

Normal
CIN IVCIN III
Infeccéio \
Regressdo parcial persistente

Infecgdo latente CINI Carcinoma invasor

Figura 2. Mecanismo de carcinogénese por miltiplas etapas a partir do HPV como agente
etiolégico primario (modificado de Ambros e Kurman, 1990)
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H4 evidéncia que as dreas de maior prevaléncia de carcinoma do colo uterino coincidem com as de
maior prevaléncia de infecgdo por HPV (Bosch et al, 1995). No entanto esta caracterizagio
epidemiolégica da infecgdo por HPV em diferentes areas geograficas, incluindo Mogambique, ndo
estd totalmente feita, o que dificulta a identificagiio dos “HPV-de-risco” através de processos de
rastreio populacional.

Parece claro que sem esta informagfio ndo ird ser possivel elaborar estratégias nio sé de prevenglo
como também de intervengdo terapéutica, que sejam ao mesmo tempo eficazes, mais econémicas e
adequadas ao local onde vio ser implementadas. Recentemente, a utilizagdo de vacinas profilticas
e/ou terapéuticas contra a infecgiio por HPV tem sido apontada como a forma mais promissora de
erradicar ou pelo menos controlar a elevada incidéncia de cancro do colo do Gtero. Admite-se que a
grande maioria dos cancros cervicais poderia ser prevenida com a utilizagdo de uma vacina para os
principais tipos oncogénicos de HPV (Schiller e Lowy, 1996; Sherman et al, 1998).

Em paises desenvolvidos € com programas de rastreio bem estabelecidos, as vacinas profilaticas e
terapéuticas poderiam reduzir o custo ndo s6 do rastreio de massas como também do tratamento, ja
que a terapéutica existente é extremamente cara e na maior parte das vezes de eficicia limitada. Nos
paises em desenvolvimento, com pobres recursos, com um baixo nivel socioeconémico, € com altas
taxas de mortalidade por cancro, a utilizagdo de vacinas profilaticas é ainda mais aliciante, j& que
poderia servir de alternativa eficaz aos programas de rastreio populacional incomportaveis pelo seu
elevado custo (Braly, 1996; Schiller e Lowy, 1996).

Por outro lado desconhecem-se as alteragdes resultantes da integragdo do genoma virico nas células
epiteliais, nomeadamente em relagio a estrutura dos carbohidratos, nas lesdes préneoplésicas e
neopléasicas.

5. MUCINAS E CARBOHIDRATOS ASSOCIADOS A MUCINAS NO COLO UTERINO

O desenvolvimento e a progressdo neoplasicas no colo do utero s@o um processo de multiplas
etapas. Assim, além das alteragGes descritas no genoma celular, ocorrem também alteragbes nas
estruturas moleculares das células, em particular na estrutura dos carbohidratos presentes na sua
superficie. Dois grupos de alteragdes sdo reconhecidos: 1) a sintese incompleta de cadeias de
carbohidratos existentes normalmente, com consequente acumulagiio dos seus precursores; € 2) a
neosintese de estruturas normalmente ausentes nos tecidos normais {(Hakomori, 1985; Dennis, 1991;
Ho et al, 1993). Estes “antigénios” sdo descritos como marcadores tumorais € tém sido utilizados no
diagnédstico, progndstico, monitorizagio e terapéutica do cancro, € sd0 na sua maioria carbohidratos
{Sell, 1990; Springer, 1984; Ho e Kim, 1995).

Aspectos da glicosila¢do normal

A glicosilagio é de suma importincia em processos biologicos de natureza fisica e quimica no
citoplasma, na membrana e na matriz pericelular e extracelular em geral (Hakomori, 1985). Nas
células, estruturas reconheciveis como “epitopes” de carbohidratos, ligam-se aos lipidos e proteinas
da membrana, bem como &s proteinas das secregdes, formando glicolipidos, glicoproteinas de
membrana ¢ mucinas.

16




Os aglicares importantes na construgiio dos oligossacaridos dos glicolipidos e glicoproteinas sdo a
D-glucose, N-acetilglucosamina, D-galactose, N-acetilgalactosamina, manose, 4cido sidlico (4cido
neuraminico) e L-fucose (Clausen e Hakomori, 1989; Sell, 1990).

Nas glicoproteinas, os monossacdridos ligam-se as proteinas através de uma ponte glicosamina entre
a N-acetilglucosamina e a asparagina (ligagGes-N), ou entre o grupo hidroxil da N-
acetilgalactosamina e o dtomo de oxigénio dos residuos de serina on treonina (ligagdes —O)
(Hakomori, 1985; Sell, 1990; Dennis, 1991).

Este processo ¢ catalizado por numerosas enzimas especificas — as glicosiltransferases - promovendo
a ligagdo de monossacéridos entre si e, portanto, o alongamento da cadeia de carbohidratos. Qutros
factores que influenciam a biossintese de carbo-hidratos sfo: a competigdo de duas ou mais
glicosiltransferases para um substrato comum; a cooperagio entre enzimas (0 produto de uma
reac¢do enzimdtica € o substrato para a reacgdo enzimética subsequente); a localizagdo das
transferases e dos agicares em compartimentos especificos do aparelho de Golgi e o seu transporte
naquela regido (Hakomori, 1985; Dennis, 1991).

Antigénios simples das mucinas — liga¢des-O

A glicosilago-O ¢ encontrada predominantemente em mucinas (glicoproteinas de alto peso
molecular com regides altamente glicosiladas, cujo contetido em carbohidratos varia de 50 a 80%),
em glicoproteinas de membrana com 0 mesmo dominio das mucinas, ou esporadicamente em muitas
outras glicoproteinas (Hakomori, 1985). A primeira etapa na sintese de oligossacaridos com
ligagbes-O € a adig@io da N-acetilgalactosamina com ligagio o ao dtomo de oxigénio do grupo
hidroxil dos residuos de serina e treonina presentes na regifio amino-terminal das proteinas,
resultando na formagdo de um carbohidrato de cadeia curta — o antigénio Tn (GalNAcal—>O-
Ser/Tre) — precursor mais imaturo dos carbohidratos simples das mucinas (Springer, 1984).

Uma vez sintetizado, a glicosilagdo subsequente do antigénio Tn prossegue por diferentes vias,
catalizadas por glicosiltransferases especificas (Figura 3). Na primeira via, a adi¢dio de um &cido
sidlico através de uma a2,6-sialiltransferase forma o antigénio Sialosil-Tn ou STn
(NeuAca2—6GalNAcal—»O-Ser/Tre). Esta estrutura ndo sofre subsequente glicosilagdo. Numa
segunda via pode ocorrer alongamento da cadeia do antigénio Tn por ligagio deste a uma galactose,
sob acgdo duma P1,3-galactosiltransferase, resultando na formagdo do antigénio de Thomsen-
Friedenreich ou antigénio T (Galpl1-3GalNAcal—O-Ser/Tre} (Kjeldsen et al, 1988; Clausen e
Hakomori, 1989; Itzkowitz et al, 1989). Este dissacarido forma a parte mais periférica da cadeia dos
carbohidratos que pode prosseguir na glicosilagdo, ligando-se ou ao acido sidlico ¢ formando o
antigénio Sialosil-T (ST), ou por acgdo de fucosiltransferases ligando-se aos determinantes
antigénicos do grupo sanguineo ABQ. Outras vias de glicosilagio do Tn podem ocorrer (ndo
representadas na figura) dando lugar a estruturas mais complexas e a cadeias mais longas (Itzowitz et
al, 1989).

Os antigénios Tn, STn, e T estio assim geralmente mascarados no tecido normal pelo 4cido sidlico
e/ou alongados e ramificados devido a ligagiio covalente com outros residuos de aglicares, tais como
os determinantes antigénicos do grupo sanguineo ABO, formando as cadeias de tipo 3 presentes na
parte mais periférica dos carbohidratos (Springer, 1984; Clausen ¢ Hakomori, 1989). Assim, estes
antigénios representam os produtos iniciais mais imaturos da glicosilagdo-O.

J4 que estas estruturas-sio fortemente imunogénicas, o uso de anticorpos monoclonais especificos
tem possibilitado o estudo do padrio de glicosilagdo normal e alterado em situagdes patologicas
(Itzkowitz et al, 1989; Dennis, 1991).
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a.2,6-sialiltransferase B1,3-galactosiltransferase
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Sialesil - To T (regido periférica 1)
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4! sialosil-T
\4 Estruturas
complexas

» ABO T

Figura 3. Esquema simplificado da biossintese de mucinas e glicoproteinas de tipo mucinas
(modificado de Itzowitz et al, 1989)

O padriio de glicosila¢dio normal nos epitélios esta relacionado com a maturagdo e diferenciagio. No
epitélio normal do colo do tutero, o padrio de glicosilagio ¢ diferente nas células escamosas
metaplasicas da zona de transformagdo em relago ao epitélio escamoso nativo. Esta variagdo de
expressio de carbohidratos no epitélio metaplasico pode ser importante no desenvolvimento dos
carcinomas nesta area. Adicionalmente, ji que os carbohidratos sio importantes para a adesdo de
microorganismos, alteragdes nos carbohidratos da superficie das células poderdo facilitar a adesdo
e/ou penetragio de virus. Esta podera ser uma das razdes pela qual as células metaplésicas da zona de
transformagiio do colo uterino sdo mais susceptiveis & infecgdo viral, nomeadamente i infecgdo por
HPV (Teglbjaerg et al, 1991).

A glicosilagdo aberrante tem sido frequentemente associada 4 transformagéo neoplésica, resultando
na sintese incompleta de cadeias de carbohidratos e consequente acumulagio dos seus precursores. A
expressdo dos determinantes antigénicos A ¢ B do grupo sanguineo ABO esta significativamente
diminuida ou ausente em lesdes pré-neopldsicas e neoplésicas, particularmente em tecidos epiteliais
tais como epitélio oral, laringeo, endometrial e do colo do ttero (Sakamoto et al, 1986; Dabelsteen et
el, 1988; Mandel et al, 1991; Teglbjaerg et al, 1991; Sternesen et al, 1992).
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Ultimamente tem sido depositado maior interesse no estudo dos antigénios do grupo TTn, (T, Tn e
Sialosil-Tn) ja que frequentemnente estes antigénios sdo expressos em cancros e lesdes pré-
neoplasicas € fracamente expressos ou ausentes nos tecidos normais (Kjeldsen et al, 1988;
Itzkowitz et al, 1989; Inoue et al, 1991; Inoue et al (b), 1991; Mandel et al, 1991; David et al, 1992;
Langkilde et al, 1992; Stenersen e Dabelsteen, 1992; Ikeda et al, 1993; Osako et al, 1993; Cameiro
et al, 1994; Schmitt et al, 1995 e 1998; Terasawa et al, 1996).

Poucos estudos tém sido feitos em relagdo A expressdo dos antigénios de carbohidratos das mucinas
no cancro do colo uterino e ao seu papel na invasio e metastizagio. Yonezawa et al (1992)
documentam que apenas em 1 de 17 casos houve expressdo fraca de Sialosil-Tn (STn) no epitélio
escamoso cervical normal. Um estudo posterior descreve o STn como um antigénio associado a
cancerizagio no colo uterino, ji que foi fracamente expresso no epitélio normal e fortemente
expresso nas células neoplésicas do carcinoma pavimentoso (Ogawa et al, 1992). Em 1993, Hirao et
al (1993) documentam uma associagdo significativa entre a expressdo de Tn e o potencial metastético
das neoplasias do colo uterino. Recentemente, observou-se que a expressdo de Tn e STn  se
comportava como um “marcador” especifico da progressdo neoplasica do carcinoma in situ para o
carcinoma invasor ¢ do epitélio normal para o carcinoma in situ, respectivamente (Terasawa et al,
1996).

Glicoproteinas de membrana de tipo mucinas ¢ colo do itero

Os maiores “reservatérios” de carbohidratos com ligagdes de tipo O sdo encontrados em mucinas e
glicoproteinas com dominios de mucinas, em especial glicoproteinas de membrana. Na epiderme o
maior reservatério sdo as isoformas de CD44, também descritas no epitélio da cavidade oral € na
camada basal do exocervix (Nielsen et al, 1997). O MUC 1 (também designado por Episialina,
EMA, PEM e antigénio MAM-6) é uma mucina ligada & membrana, expressa predominantemente
em epitélios secretores (tal como o da mama) (Hilkens et al, 1992; Verma e Davidson, 1994), que ¢
fracamente expressa no epitélio do colo uterino.

J4 que no epitélio do exocervix a glicosilagio-O é abundante nas camadas suprabasais € de acreditar
que glicoproteinas adicionais com dominios de mucinas, que ndo o MUCI e as variantes de CD44,
possam existir neste epitélio (Nielsen et al, 1997).

Foi identificada recentemente por Nielsen et al (1997) através de anticorpos monoclonais, uma
glicoproteina de alto peso molecular de tipo mucina (gp230), que parece ser o maior “reservatdrio”
de glicanos-O no epitélio exocervical. Esta glicoproteina é expressa em tecidos concomitantemente
com citoqueratinas 4/13. Nas lesdes prémalignas e malignas invasoras do colo do dtero, a expressdo
de gp 230 encontra-se significativamente alterada, com diminuigio ou mesmo auséncia de expressdo
(Nielsen et al 1997).

Estes dados sugerem que a gp 230 ¢ possivelmente um marcador tumoral e poderd ser 1til no
diagnéstico do cancro do colo do utero.
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6. SCHISTOSOMIASE E CANCRO DO COLO UTERINO

A schistosomiase tem sido apontada como candidata a co-factor adicional na carcinogénese no colo
do titero em éreas onde é endémica (Schwartz e Hyg, 1984; Feldmeier ¢ Krantz, 1993; Feldmeier et
al, 1996). A schistosomiase é uma doenga parasitiria comum que ocorre em muitos paises tropicais e
subtropicais, e afecta cerca de 10% da populagio mundial. A schistosomiase ¢ endémica na maior
parte dos paises do continente africano, incluindo Mogambique (Traquinho et al, 1994 ¢ 1998).

A infecgdo ¢ adquirida através da pele, a partir de 4guas contaminadas com cercérias de schistosoma.
Trés espécies predominantes tém sido descritas como responséveis pela infecgdo no Homem. Destas
trés, a que mais consistentemente tem sido associada ao desenvolvimento neoplésico ¢ a do
Schistosoma haematobium, causador de lesdo priméria no aparelho genitourinario. Acredita-se que a
infecgio por Schistosoma haematobium esti fortemente associada com o desenvolvimento do
carcinoma pavimentoso da bexiga, predominantemente em areas hiperendémicas (Feldmeier e
Krantz, 1993; Parkin et al, 1994; Badawi et al, 1995; Bedwani et al, 1998) e eventuvalmente com o
carcinoma da préstata em individuos com menos de 30 anos de idade (Cohen et al, 1995).

Sugere-se que o efeito oncogénico se relaciona com a  irritago fisica continua do epitélio, associada
2 inflamag@o cronica e aos produtos dela libertados, desencadeada pela presenga dos ovos do
parasita na bexiga. Estes factores estdo associados a danos genéticos nas células, entre eles mutagdes
da p53 e instabilidade de microssatélites, identificados em individuos com schistosomiase (Badawi et
al, 1995; Cooper et al, 1997). Co-factores adicionais estdo descritos, tais como produtos do tabaco ¢
nitrosaminas libertadas na urina do paciente (Badawi et al, 1995; Bedwani et al, 1998).

A infecgio do aparelho genital feminino ocorre em cerca de 50% das mulheres infectadas por
Schistosoma haematobium, das quais cerca de 75% envolvem a vulva, a vagina € o colo do utero
(Feldmeier e Krantz, 1993; Feldmeier et al, 1995).

Tem por isso sido levantada a possibilidade de uma associago da schistosomiase haematobium com
o cancro do colo do Utero, em areas onde ela é endémica (Schwartz e Hyg, 1984; Feldemeier et el,
1995 e 1996), embora os resultados de varios estudos ndo tenham encontrado uma relagio
significativa entre estes dois factos (Szela et al, 1993; Moubayed et al, 1995 ¢ 1994).

Adicionalmente tem sido levantada a possibilidade de uma associa¢iio patogénica entre 0 HPV ¢ a
schistosomiase no carcinoma do colo do ttero (Feldemeier et al, 1996). No entanto nos poucos
estudos realizados até hoje nio se encontrou associagio entre o HPV e a schistosomiase no
carcinoma do colo do ttero (Szela etal, 1993; Moubayed et al, 1995), como estd descrito no
carcinoma pavimentoso da bexiga (Cooper et al, 1997).
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7. OBJECTIVOS

Em resumo, tendo em conta que: 1) o carcinoma do colo do itero € a segunda neoplasia maligna
mais frequente na mulher em todo 0 mundo; 2) o carcinoma do colo do Utero € a neoplasia maligna
mais frequente na mulher adulta em Mogambique; 3) o HPV parece ser o factor determinante na
transformagdio neoplasica; 4) apesar de ndo haver qualquer estudo publicado em relagdio a
Mogambique, ha a convicgdo de que o carcinoma do colo do utero é diagnosticado em estadios
avangados; 5) o carcinoma do colo do Gitero pode ser prevenido através de um rastreio de massas;
pretendemos com este estudo contribuir para avangar no conhecimento da etiopatogenia do cancro
do colo do ttero em Mogambique.

Objectivos especificos

1. Determinar a frequéncia de infecgio por HPV nos carcinomas do colo do Utero numa populagdo
de Mogambique; determinar a frequéncia relativa dos tipos oncogénicos mais comuns de HPV.

2. Determinar a frequéncia de schistosomiase nos carcinomas do colo do itero numa populagio de
Mogambique.

3. Definir o perfil de expressdo dos antigénios simples das mucinas (Tn, Sialosil-Tn, T, Sialosil-T) e
da glicoproteina gp230 no epitélio do colo uterino normal ¢ em lesdes displasicas e neoplésicas,
prestando particular atengdo a eventual associa¢do entre a expressdo antigénica e a transformag8o e
progressio neoplasicas.

4. Estudar a expressdo dos antigénios referidos em 3. nos carcinomas invasores, no sentido de avaliar
se as alteragdes de expressdo destes antigénios se associam a infecglo por HPV (ou por algum dos
tipos especificos de HPV).

5. Comparar as caracteristicas anatomo-patoldgicas, o perfil glicoproteico, a presenga de infecgo
por HPV e a presenga de schistosomiase em carcinomas invasores.
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II. MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

Foram estudadas 57 amostras de neoplasias epiteliais do colo uterino, diagnosticadas no Servigo de
Anatomia Patolégica do Hospital Central de Maputo durante o ano de 1996. Estas amostras
correspondiam a carcinomas invasores (n = 47) e a lesdes displasicas graves/carcinomas in situ (n
= 10). Procedeu-se ainda ao estudo de amostras de colo uterino normal (n = 10). Em 16 casos
dispunhamos de pegas operatérias (3 carcinomas invasores, 3 lesdes displasicas graves/carcinomas in
situ e 10 colos uterinos normais), e em 51 casos (44 carcinomas invasores e 7 lesdes displasicas
graves/carcinomas in situ} apenas dispunhamos de material de biopsia. Do total das 67 amostras
estudadas, 63 pertenciam a pacientes de raga negra (44 carcinomas invasores, 10 lesdes displéasicas
graves/carcinomas in situ e 10 colos uterinos normais). Dos restantes 4 casos (todos de carcinomas
invasores), dois casos correspondiam a doentes de raga branca e mista, e nio se conhecia a raga dos
doentes nos outros dois casos.

2. METODOS
Dados relativos as idades das doentes foram obtidos das requisigdes dos pedidos de exame anatomo-
patoldgico.

2.1. Estudo histolégico

Todo o material estudado foi previamente fixado em formol a 10% , processado segundo os métodos
de rotina e incluido em blocos de parafina. Os cortes obtidos (4 pm de espessura), foram corados
com hematoxilina de Mayer e eosina. Nos 57 casos incluidos no presente trabalho o material
biopsado continha tumor em quantidade suficiente para estudo histologico, imunocitoquimico e
molecular.

Procedeu-se a:

Classificagdo histologica das lesdes neoplésicas (invasoras e intraepiteliais), segundo as
recomendagdes da Organizagdio Mundial da Satde - OMS (Scully et al, 1994).

Graduagio da diferenciacdo das lesdes neoplasicas invasoras, segundo critérios do Instituto de
Patologia das Forgas Armadas - AFIP (Kurman et al, 1992).

Categorizagdo do infiltrado inflamatdrio em ausente/minimo e moderado/marcado, ¢ em linfocitico,
neutrofilico e eosinofilico (consoante o tipo de célula predominante).

Pesquisa de schistosomiase, através da identificagio de vermes adultos ¢/ou ovos de Schistosoma.

2.2, Estudo imunocitoquimico

Anticorpos

Foram usados anticorpos monoclonais com especificidades bem definidas “para” os antigénios
simples das mucinas, ligados aos grupos hidroxil dos amino &cidos serina e treonina (Tn, Sialosil-Tn,
T ¢ Sialosil-T), bem como “para” uma glicoproteina de membrana, provavelmente uma nova
mugcina, recentemente descrita no epitélio pavimentoso do colo uterino (gp230). As especificidades
destes anticorpos, bem como os seus isotipos e a fonte de obtengdo, encontram-se descritos na
Tabela 4. Todos os anticorpos foram usados como sobrenadantes de culturas em diluigSes
especificadas na Tabela 4. Para a detecgdo do antigénio Sialosil-T foi usado o anticorpo dirigido para
o antigénio T apds tratamento dos cortes com a enzima neuraminidase. Foi usada a presenga de
Sialosil-T nos eritrécitos como controlo positivo interno dos cortes pré-tratados com neuraminidase.




TABELA 4. Estrutura dos epitopes e descrigio dos anticofpos usados

Antigénio Estrutura Anticorpo (isotipo)  Dilui¢do Fonte

Tn GalNacal—-0-Ser/Tre HB-Tn (IgM) 1:15 Dako {Copenhaga,
Dinamarca)

Sialosil-Tn  NeuAca2—6GalNAcal—>O-Ser/Tre HB-5Tn (1gG1) 1:8 Dako (Copenhaga,
Dinamarca)

T Galpl—>3GalNAcal>0-Ser/Tre HB-T (IgM) 1:10 Dako (Copenhaga,
Dinamarca)

gp 230 Glicoproteina de membrana PANH4 (IgM) 1:10 Nielsen at al, 1997

Procedimento imunocitogquimico

Foram feitos cortes seriados de 4um de espessura do mesmo material usado para estudo histolégico,
previamente fixado em formol a 10% e incluido em parafina. Os cortes foram colocados em 1aminas
tratadas com gelatina, para evitar o seu descolamento.

O procedimento imunocitoquimico foi realizado segundo o método do complexo Avidina-Biotina-
Peroxidase - ABC (Hsu et al, 1981):

Desparafinagéo , hidratagdo e pré-tratamento com neuraminidase

Todos os cortes foram desparafinados . Os cortes destinados ao pré-tratamento com neuraminidase
foram lavados em 4gua destilada e incubados com neuraminidase de Clostridium perfringens tipo V1
(Sigma), diluido em tampdo acetato de Sédio 0,2M, pH 5,5, para uma concentragdo final de
0,1U/ml. A incubagio (em estufa a 37°C, durante duas horas) foi seguida de trés lavagens em 4gua
destilada fria. Os cortes para os restantes anticorpos foram ainda rehidratados em alcool a
concentragdes decrescentes.

Blogueio da actividade da peroxidase enddogena, colocando os cortes numa solugio de peréxido de
hidrogénio (H202) a 3% em metanol absoluto, durante 10 minutos, e lavagem posterior duas vezes
em solugio salina tamponada de TRIS (TBS), pH 7,6.

Incubagdo com soro normal ndo imune, soro normal de coelho (Dako, Copenhaga, Dinamarca) com
uma diluigdo de 1:5 em solugdo de albumina sérica bovina (BSA) a 10% em TBS, durante 20
minutos em cdmara himida 4 temperatura ambiente, para eliminar ligagdes inespecificas. O excesso
de soro foi removido soprando sobre as laminas.

Incubagido com os anticorpos primdrios (descritos na Tabela 4), em cdmara himida a 4° C, durante
cerca de 18 horas, seguida de duas lavagens em TBS.

Incubagdo com anticorpo secunddrio biotinilado, anticorpo de coelho anti-ratinho biotinilado (Dako,
Copenhaga, Dinamarca) com uma diluigdo de 1:200 em solugio de BSA a 5% em TBS, em cimara
hiimida a temperatura ambiente, durante 30 minutos, seguida de duas lavagens em TBS.

Incubagéo com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Dako, Copenhaga, Dinamarca),lpl de
avidina e 1pl de biotina-peroxidase em 100 ml de BSA a 5% em TBS, em camara himida durante 30
minutos, seguida de duas lavagens em TBS.

Revelagdo da reacgdo com DAB (3,3’ tetracloreto de diaminobenzidina), numa concentragéo de 1
mg/ml, preparada com uma solug@io tamponada de Tris/HC1 0,05 M, pH 7,6 contendo H202 a 1%,
em cimara himida a temperatura ambiente, durante 7 minutos ; o contraste nuclear foi feito com
hematoxilina de Mayer durante 1 minuto.
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Desidratagdo, com alcool a concentragdes crescentes e montagem das ldminas.

Todas as séries incluiram controlos positivos. Controlos negativos foram obtidos usando anticorpo
monoclonal de rato com especificidade irrelevante, da mesma subclasse € na mesma concentragido
que os anticorpos primarios respectivos.

Avaliagdo da imunorreactividade

Foram considerados positivos todos os casos com células imunorreactivas. Procedeu-se a
classificagdo dos casos positivos de forma semi-quantitativa: + = raras células imunorreactivas (<
5%); ++ = dreas bem definidas mas minimas de imunorreactividade (5-25%); +++ = areas bem
definidas de imunorreactividade (225<75%); ++++ = areas extensas de células imunorreactivas (2
75%).

Procedeu-se também 2 classificagdo quanto 3 localizagdo da imunorreactividade em citoplasmatica
(granular ou difusa) e membranar.

2.3, Estudo Molecular
Foram estudadas as mesmas amostras descritas nos estudos histolégico e imunocitoquimico (47
carcinomas invasores, 10 lesdes de CIN III e 10 colos normais), incluidas em parafina.

Extrac¢do de ADN 7

Foram efectuados 2 a 4 cortes (5 pum de espessura) de cada amostra, dependendo do seu tamanho.
Foram tomadas precaugdes para minimizar a contaminagfo (limpeza da faca de micrétomo com
xilol, apos cada corte; cortes de casos alterados com cortes de parafina em branco). Estes cortes
foram colocados em tubos eppendorf sob condigdes estéreis, aos quais foram adicionados 150 pl de
uma solugéio de digestdo tamponada, contendo 0,01 M de Tris-HCI (pH = 8,0); solugdo detergente
Tween 20 a 0,45%; e 0,1 mg/ml de proteinase K (10 mg/ml). Foi efectuada uma centrifugagdo inicial
de 5 minutos a 14000 rotagbes/minuto (rpm). As amostras foram incubadas a 56°C durante a noite,
seguida de inactivag3o da proteinase K a 96°C durante 10 minutos ¢ nova centrifugagdo durante 4
minutos a 14000 rpm para remover residuos. Para realizar a reac¢@io de PCR foram retirados 10 ul
do preparado contido em cada tubo eppendorf.

PCR para actina |

Para testar a qualidade do ADN das amostras, foi realizada a reaccio PCR com “primers”
especificos para actina, para amplificar um produto final de 200 pares de bases (pb). Os “primers”
foram usados a uma concentragio de 50 pmol cada, em 25 pl de uma solugéio de PCR contendo 500
mM KCV/ 15 mM MgCi2/ 100 mM Tris-HCI, (pH=9,0); 200 uM de cada DNTP e 1U da enzima Taq
DNA Polimerase (Pharmacia Biotech). A reacgio de PCR foi realizada em 40 ciclos num
processador Perkin-Elmer 2400 e correspondeu a 1 minuto de desnaturagio a 94°C, 2 minutos de
emparelhamento a 40°C e 1,5 minutos de extensio a 72°C. Uma etapa de desnaturagdo inicial foi
feita a 4 minutos/ 94°C, e outra de extensdo final a 10 minutos/72°C. Usou-se agua destilada e ADN
de placenta humana como controles negativo e positivo, respectivamente. Os produtos de PCR
foram corridos num gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio (2 pg/ml) e visualizados num
transiluminador com UV.

Apenas as amostras que amplificaram para actina foram submetidas a PCR para detecgo de HPV.
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PCR para detec¢ao de HPV

Para a detec¢gdo de HPV por PCR foi usada uma combinagio de dois “primers” universais
GP5+/GP6+, este ultimo biotinilado (bio-GP6+) (Eurogentec — Liege, Bélgica). Esta combinagéo de
“primers” amplifica um fragmento de 150 pb da regidio L1 do virus e permite detectar um largo
espectro de tipos de HPV mucosotrépicos (14 tipos de alto risco e 6 de baixo risco) {Jacobs et al,
1997). As condig¢Bes e o procedimento de PCR foram semelhantes aos descritos para a actina, a
excepgo da concentrag3o dos “primers”, neste caso de 25 pmol cada um. Como controle positivo €
negativo foi usado ADN extraido da linha celular SiHa infectada com HPV16 e dgua destilada,
respectivamente. Para minimizar a contaminagdo e evitar falsos-positivos, controles negativos de
cada amostra (obtidos de blocos de parafina em branco ¢ cortados apds cada uma das amostras)
foram colocadas alternadamente entre cada caso. Os produtos obtidos foram corridos em gel de
agarose a 2%, como atrds descrito. Foram posteriormente retirados 5 pl dos produtos de PCR para
EIA (Enzyme immunoassay).

EIA para detecgdo de tipos especificos de HPV

O procedimento da EIA foi realizado segundo o descrito na literatura (Jacobs et al, 1996) e
esquematizado na Figura 4. Resumidamente, a EIA foi realizada em microplacas revestidas por
estreptavidina (Boehringer-Mannheim). Entre cada etapa foram realizadas lavagens manuais com
solugdio tampdo de hibridizagio (1 X SCC/0,5% de Tween 20). Foram adicionados as placas 5 pl de
cada produto de PCR biotinilado obtido com “primers” universais, os quais foram capturados em
pogos revestidos por streptavidina. Em seguida adicionaram-se 50 pl de solugfo tampdo de
hibridiza¢do. As placas foram incubadas a 37°C durante 1 hora, seguida de 3 lavagens. Foi realizada
uma etapa de desnaturagdo durante 15 minutos 4 temperatura ambiente, para a qual foram
adicionados 100 ul de NaOH a 0,2 N em cada pogo, seguida de mais 3 lavagens.

Para a hibridizagdo, adicionaram-se sondas especificas para HPV 16 e 18 e um “cocktail”
31/33/35/45, marcadas com digoxigenina (Eurogentec — Liege, Bélgica). O “cocktail” 31/33/35/45
foi usado apenas nos casos negativos para HPV 16 e 18. Estes dois tipos foram pesquisados em todos
0s casos. As sondas foram usadas a uma concentragio de 10 pmol/ml cada contidas em 50 pl de
solucfio tampéo de hibridizagdo. Ap6s 1 hora de hibridizagdio a 37°C, os pogos foram lavados 3
vezes. Realizou-se uma nova etapa de incubagdo com 50 pl do anticorpo anti-digoxigenina-11-
ddUTP conjugado com alcalinafosfatase (Boehringer-Mannheim: 150 U/200 pl), numa diluigéo de
1:10000 pl em Iml de solugdo tampfo de hibridizagdo. O excesso de anticorpo ndo ligado foi
removido através de 5 lavagens. Foi seguidamente adicionado como substracto quimiofluorescente o
p-nitrofenil fosfato (pNPP) (Sigma) numa concentragdo de 100 ul em 1 mg/ml de tampdo TRIS a
0,2 M, seguida de nova incubagdo a 37°C durante uma hora e durante a noite.

Os resultados foram lidos num leitor de densidade éptica (Hyperion Micro Reader 3), como descrito
na literatura (Jacobs et al, 1997).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em percentagens ou médias t+ desvio padrdo. A anilise estatistica foi
feita no programa Epiinfo6, usando os testes do qui-quadrado com a correcgdo de Yates, Fisher, t de
Student e analise de variincia. Os valores foram considerados significativamente diferentes quando p
foi menor que 0,05 e sugestivamente diferentes quando p foi menor que 0,10. Testes de sensibilidade
e especificidade foram usados quando aplicaveis.
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Figura 4 - llustragiio da técnica EIA (Enzyme immunoassay)




III. RESULTADOS

1. IDADE

Em trés casos ndo foi possivel obter informagio sobre a idade (1 caso de colo uterino normal, 1 caso
de CIN I (displasia grave/carcinoma in situ) e 1 caso de carcinoma invasor, respectivamente). Os
resultados estdo sumarizados na Tabela 5. As lesdes de CIN III aparecem mais cedo que os
carcinomas invasores, com um intervalo de cercade 11 anos.

Tabela 5. Distribui¢Zo das idades por histologia

Descriciio histolégica Idade média Desvio Mediana Total de casos
(anos) padrio (anos) (anos)
Colo utenino normal 39,9 7.5 40 9
CINII® 37,7 6,8 37 9
Carcinoma invasor 49,1 13,1 47 46

*p=10,014, quando comparada com a idade media das doentes com carcinoma invasor.

2. MORFOLOGIA
2.1. Carcinoma invasor em geral

Classificac¢do histolégica
No que se refere ao tipo histoldgico, a maior parte dos casos (n=44; 93,6%) € do tipo pavimentoso.

Os restantes 3 casos correspondem a 2 carcinomas adenoescamosos (4,3%) e a 1 adenocarcinoma
(2,1%).

Grau de diferenciagdo

Trinta e trés dos 44 carcinomas pavimentosos eram moderadamente ou pouco diferenciados (75%),
sendo os restantes 11 (25%) bem diferenciados. O adenocarcinoma era moderadamente diferenciado,
enquanto os 2 carcinomas adenoescamosos eram moderadamente e pouco diferenciado,
respectivamente.

Infiltrado inflamatério

Do total dos 47 casos, 35 (74,5%) tinham um infiltrado inflamatério de moderado a intenso,
enquanto nos restantes 12 casos (25,5%) o infiltrado era ausente ou minimo. Quanto ao tipo de
infiltrado inflamatério, em 41 casos (87,2%) € linfoide, seguido de neutrofilico em 4 casos (8,5%).
Em 2 casos (4,3%) o infiltrado ¢ eosinofilico.

2.2, Carcinoma pavimentoso ~ comparacdo dos subtipos histolégicos com outras caracteristicas
morfolégicas

Do total de 44 carcinomas pavimentosos, metade (n = 22, 50%) eram de grandes células ndo
queratinizantes, 19 (43,2%) pertenciam ao subtipo de grandes células queratinizantes e os restantes 3
(6,8%) eram de pequenas células ndo queratinizantes.

Os aspectos morfolégicos estdo sumarizados na Tabela 6. Todos os carcinomas bem diferenciados
eram do tipo pavimentoso de grandes células queratinizantes, enquanto a maioria dos carcinomas
pouco diferenciados era do tipo grandes células nio queratinizantes (82,4%). Todos os carcinomas
de pequenas células nfio queratinizantes eram pouco diferenciados. Apenas os carcinomas
queratinizantes eram bem diferenciados.
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A maioria (cerca de %) dos carcinomas de grandes células queratinizantes ou nio queratinizantes
tinham infiltrado inflamatério moderado/intenso ao contrdrio do sucedido nos carcinomas de
pequenas células nio queratinizantes (2/3 com infiltrado minimo) (Tabela 6).

Quase todos os casos com infiltrado linfoide predominante eram carcinomas de grandes células
queratinizantes ou ndio queratinizantes (97,4%). Todos os casos com infiltrado inflamatério
neutrofilico eram carcinomas ndo queratinizantes (2 carcinomas de grandes células ndo
queratinizantes ¢ 2 de pequenas células nio queratinizantes) e o infiltrado estava associado a
presenga de necrose tumoral. O infiltrado inflamatério eosinofilico foi predominante em apenas dois
casos, ambos do subtipo grandes células queratinizantes. Estes dois casos ndo apresentavam
schistosomiase concomitante. Em nenhum dos carcinomas associados a schistosomiase (n=4) se
observou infiltrado eosinofilico.

Tabela 6. Carcinoma pavimentoso — caracteristicas histolégicas por subtipo histolégico

GCQ GCNQ PCNQ
Grau histolégico *
Bem diferenciado 11 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Moderad. Diferenciado 8 (50%) 8 (50%) 0 (0%)
Pouco diferenciado 0 (0%) 14 (82,4%) 3(17,6%)
Infiltrado Inflamatério
Ausente/minimo 5(41,7%) 5(41,7%) 2(16,7%)
Moderado/intenso 14 (43,8%) 17 (53,1%) I (3,1%)
Linfoide 17 (44,7%) 20 (52,7%) 1(2,6%)
Neutrofilico 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%)
Eosinofilico 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Schistosomiase
Presente 1 (25%) 3(75%) 0(0%)
Ausente 18 (45%) 19 (47,5%) 3(7,5%)
Total de casos por subtipo 19 (43,2%) 22 (50%) 3 (6,8%)

GCQ — grandes células queratinizante; GCNQ — grandes células ndo queratinizante; PCNQ — pequenas células
ndo queratinizante.
*p = 0,00005, quando se compara o grau histolégico com o subtipo de carcinoma pavimentoso.

3. HPV

Em dezassete casos de um total de 67 (25,4%) nio houve amplificagio do ADN com “primers” para
a actina: 7/10 lesdes de CIN Il e 10/47 carcinomas invasores (9 carcinomas pavimentosos € o linico
adenocarcinoma). Estes casos ndo foram incluidos na analise dos resultados de HPV,

A presenca de HPV foi pesquisada nos 50 casos cujo ADN foi amplificado com “primers” para a
actina: 10 colos normais, 3 lesbes de CIN III e 37 carcinomas invasores {26 carcinomas
pavimentosos € 2 carcinomas adenoescamosos). Na Tabela 7 encontram-se resurmnidos os resultados
da detecgio de HPV pesquisada por PCR com “primers” GP5+/bio-GP6+.
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Tabela 7. Frequéncia de HPV em relagfio com a histologia

Descri¢do histoldgica HPYV — N* casos (%)
HPV-positivos HPV-negativos
Colo normal (n=10) 0(0,0) 10 (100,0)
CINIT {n=3) 3 (100,0) 0(0,0)
Carcinoma invasor {n=37) 26 (70,0) 11 (30,0)

A frequéncia geral de HPV foi de 100% nas lesdes de CIN III e de 70% nos carcinomas invasores.
Os 10 colos normais foram HPV negativos. A frequéncia de HPV no grupo de lesdes neoplasicas foi
significativamente maior do que no colo normal (p<0,0001). A frequéncia de HPV foi também
significativamente maior nas lesdes de CIN III quando comparada com os colos normais {p = 0,003),
e nas lesdes de carcinoma invasor quando comparada com os colos normais (p = 0,00007). A
frequéncia de HPV no carcinoma invasor foi menor que nas lesdes de CIN I embora a diferenga
ndo tenha sido significativa.

Os trés casos com lesdes de CIN III que revelaram positividade para HPV com os “primers”
GP5+/bio-GP6+ ndo foram positivos para HPV 16, 18 ou 31/33/35/45. Dado o seu reduzido nimero
decidimos exclui-los da analise de tipos especificos de HPV.

HPYV e carcinomas invasores

Os 26 casos positivos para ADN de HPV com GP5+/bio-GP6+ (70%), correspondiam a 25/35
carcinomas pavimentosos (71,4%) e a 1/2 carcinomas adenoescamosos (50%). Usando sondas
especificas de tipo, 81% dos casos com HPV foram positivos para HPV 16, 18 ou 31, 33,35e45. 0
HPV 16 foi o tipo mais frequente (14 casos, 54%), seguido de HPV 31/33/35/45 em 6 casos (23%).
O HPV 18 foi positivo apenas em um caso (4%), que correspondeu a | carcinoma adenoescamoso.
Cinco casos (19%) positivos com GP5+/bio-GP6+ ndo foram positivos para HPV16, 18 ou
31/33/35/45, e encontram-se descritos no nosso estudo como tipos “ndo classificados™. Nio se
observou dupla infecgdo com HPV 16 ¢ 18,

A figura 5 mostra produtos de amplificagio por PCR com “primers” GP5+/bio-GP6+ em gel de
agarose, de alguns dos carcinomas invasores.

Resultados relativos aos carcinomas pavimentosos encontram-se resumidos na Tabela 8. Dos 25
carcinomas pavimentosos HPV-positivos, 9 (36%) eram carcinomas de grandes células
queratinizantes, 14 (56%) eram de grandes células ndo queratinizantes e 2 (8%) eram de pequenas
células ndo queratinizantes. Nenhum carcinoma pavimentoso foi positivo para HPV 18. Os
carcinomas de grandes células queratinizantes e de pequenas células nio queratinizantes foram
apenas positivos para HPV 16 e HPV “ndo classificados”. Os carcinomas de grandes células ndo
queratinizantes tinham os trés grupos de HPV (Tabela 8). O grupo HPV 31/33/35/45 foi apenas
detectado neste subtipo histologico {Tabela 8).

A idade média das doentes com carcinomas pavimentosos HPV-positivos (47,6 £ 13,6 anos) ndo €
significativamente diferente da das doentes com carcinomas pavimentosos HPV-negativos (45,6 +
9,2 anos). No grupo dos carcinomas HPV-negativos predominam os carcinomnas de grandes células
queratinizantes (n=7) embora se tenham encontrado também alguns carcinomas de grandes células
nio queratinizantes (n=3). Esta distribui¢do nfo se afasta no entanto de forma estatisticamente
significativa (p=0,16) da observada nos carcinomas HPV-positivos (Tabela 8).
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Nio se observou igualmente associagdio significativa entre a detecgdio de HPV (incluindo subtipos
especificos) e o grau de diferenciagio, nem entre a detecgdo de HPV e o infiltrado inflamatério
(intensidade e tipo de infiltrado), em carcinomas invasores em geral e no grupo de carcinomas
pavimentosos em particular.

Tabela 8. Carcinoma pavimentoso:
Correlagiio de aspectos morfolégicos com tipos especificos de HPV.

Caracteristicas Tipo de HPV Total de HPV
anitomo-patoldgicas
16 31/33/35/45 Nio classificados Positivos
Idade Média + desvio 43,8+ 13,1 57,6 £ 13,7 46,21 10,9 47,61 13,6
padrdo (anos)*
Subtipo histolégico**
GCQ 6 (66,7) 00 3(33,3) 9
GCNQ 7 (50,0) 6 (42,6) 1(7,1) 14
PCNQ 1 (50,0) 0(0) 1 (50,0) 2
Grau histolégico
Bem diferenciado 4 (66,7) 0(0) 2 (33,3) 6
Moder. diferenciado 6 (66,7) 2(22,2) 1(11,1) 9
Pouco diferenciado 4 (40,0) 4 (40,0) 2 (20,0) 10
Schistosomiase
Presente 1 (100,0) 0(0) 0 1
Ausente 13 (54,2) 6 (25,0) 5(20,0) 24
Total 14 (56,0) 6 (24,0) 5(20,0) 25

GCQ - carcinoma pavimentoso de grandes células queratinizante; GCNQ — carcinoma pavimentoso de grandes
células n3o queratinizante; PCNQ — carcinoma pavimentoso de pequenas células nio queratinizante.

* p=10,1, quando comparada a idade média entre os casos com HPV 16 e os casos com HPV 31/33/35/45.

** Frequéncia de HPV 31/33/35/45 em carcinomas GCNQ) versus carcinomas GCQ (p = 0,04) ou PCNQ (p =
0,09).

Os dois carcinomas adenoescamosos (positivo € negativo para HPV), estavam ambos associados a
infiltrado inflamatério linfoide de moderado a intenso. O carcinoma adenoescamoso positivo para
HPV (HPV18) era moderadamente diferenciado e o negativo para HPV era pouco diferenciado.

Apenas 1 caso associado 4 schistosomiase estava presente na série de 37 carcinomas invasores

avaliados simultineamente para a co-existéncia de schistosomiase ¢ HPV, e correspondia a 1
carcinoma pavimentoso. Neste caso foi detectado HPV 16.
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Figura 5: Gel de agarose de produtos de PCR
com ‘“‘primers” GP5+/bio-GP6+ (produto de 150 pb):
M - marcador de peso molecular; 1 — SiHa (linha celular infectada com HPV 16 — controle positivo);
2 - caso 98 (negativo); 3 — controle negativo; 4 — caso 99 (positivo); 5 — controle negativo; 6 — caso
100 (positivo); 7 - contole negativo.
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4. SCHISTOSOMIASE

" Do total das 67 amostras, 11 (16,4%) revelaram presen¢a de schistosomiase, correspondendo a 4
colos normais, 3 lesdes de CIN Il e 4 carcinomas invasores (Tabela 9). A presenga de lesdes de
schistosomiase foi significativamente mais baixa (p=0,02) nos carcinomas invasores do que nos
colos *normais” (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia de schistosomiase em relagiio com a histologia

Descri¢fio histolégica Schistosomiase — N° casos (%)
Presente Ausente

Colo normal (n=10) 4 (40,0) 6 (60,0)
CINII (n=10) 3 (30,0) 7(70,0)
Carcinoma invasor (n=47) 4 (8,5) 43 (92,0)

5. EXPRESSAO DE ANTIGENIOS SIMPLES DAS MUCINAS E DE GP 230

A expressdo dos antigénios Tn, Sialosil-Tn (STn), T, Sialosil-T (ST) e gp 230 encontra-se resumida
na Tabela 10.

Tabela 10. Expressiio dos antigénios simples das mucinas e da gp 230
no colo normal, lesdes de CIN HI e carcinoma invasor — n® de casos positivos (%)

Descricio Tn STn T ST Gp 230
histolégica

Colonormal 1710 (10%) __ 8/10 (80%) 0710 (0%) 1710 (10%) 10710 (100%)
CIN III 3/10 (30%) 9710 (90%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 5/10 (50%)

Carcinoma 30/47 (63,8%) 31/47 (66%) 0/47 (0%) 24/47 (51,1%) 24/47 (51,1%)
invasor

5.1. Epitélio pavimentoso do colo uterino normal (10 casos)
O antigénio Tn foi expresso em apenas 1 caso (10%), no citoplasma de raras células das camadas
intermediaria e superficial (Figura 6A).

O antigénio STn foi expresso na maioria dos casos {n = 8; 80%). A expressio foi focal, em menos
de 25% das células (em 4 casos a expressdo ocorreu em menos de 5% das células). Em todos os
casos a expressdo ocorreu em células das camadas intermediaria e superficial (Figura 6B). Em um
caso houve também expressdo em raras células da camada parabasal. A localizagdo celular foi
predominantemente membranar,

O antigénio T ndo foi expresso em nenhum dos casos. Apos tratamento com neuraminidase, o
antigénio T sialilado (ST) foi expresso no citoplasma de raras células intermediarias (<5%) de
apenas 1 caso (10%).

A glicoproteina gp 230 foi forte e difusamente expressa em todos os casos, em pelo menos 75% das
células. Esta expressio localizou-se em todas as células das camadas intermediaria e superficial.
Apenas as células basais e parabasais nio mostraram expressio em nenhum dos casos. A localizagdo
nas células foi exclusivamente membranar (Figura 6C).
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5.2.CIN III — Displasia grave/carcinoma in situ (10 casos)

O antigénio Tn foi expresso em 3 casos (30%), em menos de 25% das células (“score” +t). A
positividade foi observada em células dispersas por todas as camadas, predominantemente em
localizagdo citoplasmiética difusa. Ocasionalmente observou-se positividade citoplasmatica granular
em 4reas paranucleares (Figura 6D).

O antigénio STn foi expresso em praticamente todos os casos (n = 9; 90%), com padrdo focal.
Quantitativamente a expressdo variou entre 5% a 25% das células (“score” ++), localizando-se no
citoplasma e na membrana. As células positivas estavam dispersas por todas as camadas mais
homogeneamente que o Tn, predominando nas camadas intermedidria e superficial (Figura 6E). A
expressio em células parabasais e basais foi mais fraca e ocasional.

Os antigénios T e ST néio foram expressos em nenhum dos casos.

A glicoproteina gp 230 foi focalmente expressa em 5 casos {50%), entre 5-25% das células das
camadas intermediaria e superficial. Como no colo normal, ndo houve expressao nas células basais e
parabasais. O padrdo de localizagdo nas células foi também citoplasmética, além de membranar

(Figura 6F) .

5.3.Carcinoma invasor (47 casos)

Todos os antigénios, 4 excepgdo do antigénio T, foram expressos em mais de metade dos casos
(Tabela 9). O antigénio Tn foi expresso em 30 casos {(63,8%) , o STn em 31 casos (66%) e o
antigénio ST e a glicoproteina gp 230 em 24 casos (51,1%). O grau de expressdo destes antigénios
foi no entanto varidvel, quer quantitativa quer qualitativamente.

O antigénio Tn foi predominantemente expresso em éreas focais, em cerca de 25% das células
(“score” ++), quer no centro quer na periferia dos ninhos neoplésicos, com padrdo citoplasmatico
forte e difuso e ocasionalmente também membranar (Figura 7A ¢ B).

O antigénio STn distribuiu-se difusamente nos ninhos de células neoplésicas, predominando em
alguns casos no centro. A imunorreactividade foi observada tanto na membrana como no citoplasma
(Figura 7C). Na maior parte dos casos o numero de células positivas situou-se no “score” ++ (5 -
25%). Em 8 casos, situou-se no “score” +++ (= 25% < 75%) ¢ em 4 casos no “score” ++++ (275%
das células). *

O antigénio T, a semelhanga do observado no colo normal € no CIN III, ndo foi expresso em nenhum
dos casos. Apos tratamento com neuraminidase, a distribuigdio da positividade foi semelhante a
observada com o STn (Figura 7D). A maior parte dos casos expressou ST em 5%-25% das células
(“score” ++).

A expressio de gp 230 foi sempre focal (em 5% - 25% das células), apenas nas células neoplasicas
com melhor diferenciagio situadas no centro dos ninhos de células neopldsicas, com padréo
membranar e citoplasmatico, € nas pérolas cémeas dos carcinomas queratinizantes (Figura 7 E e F).

O adenocarcinoma expressou Tn, STn ¢ ST difusamente nas membranas apicais e ocasionalmente no
citoplasma das células neoplasicas. Nos dois carcinomas adenoescamosos, identificou-se expressdo
difusa de Tn e ST nas membranas apicais das dreas de diferenciagio glandular, ¢ muito focal nas
dreas de diferenciagiio escamosa. Apenas ! deles (50%) expressou STn. Nenhum destes trés
carcinomas com diferenciagio glandular expressou gp 230, em contraste com os carcinomas
pavimentosos (p = 0,00035).
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Figura 6 (A a F): Expressido de Tn, STn e gp 230 (colo uterino normal ¢ CIN ITI):

A ~ Colo uterino normal. Expressio do antigénio Tn no tnico caso positivo. Expressdo focal nas
camadas intermedidria e superficial; padrio citoplasmaético granular. 400x.

B - Colo uterino normal. Expressdo membranar focal de STn nas camadas intermediaria e
superficial. Note-se a auséncia de expressio na camada basal. 200x.

C - Colo uterino normal. Expressdo difusa e exclusivamente membranar de gp 230 nas camadas
suprabasais. 100x.

D - CIN III. Expressdo de Tn dispersa por todas as camadas, num padrio citoplasmatico granular
perinuclear. 400x.

E - —CIN III. Expressdo de STn dispersa por todas as camadas. Expressdo membranar e
citoplasmaética. 100x.

F — CIN III. Expresséo de gp 230 nas camadas suprabasais do caso de CIN Il com maior expressao.
Note-se a aquisi¢fio de expressgo citoplasmatica. 100x.
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5.4.Coexpressiio dos antigénios simples das mucinas e de gp 230 no carcinoma invasor

24 casos (51,1%) coexpressaram Tn e STn, € 10 casos (21,2%) ndo expressaram STn e Tn; 7 casos
expressaram apenas STn e 6 casos expressaram apenas Tn (p = 0,01). Nunca se observou
coexpressdo de T e ST. A expressdo dos diferentes carbohidratos das mucinas (Tn, STn e ST) foi
independente da presenga ou auséncia de expresséo de gp 230 (Tabela 11).

Tabela 11. Coexpressio dos antigénios simples das mucinas
em carcinomas invasores com e sem expressio de glicoproteina gp 230 (n° casos)

N°Casos Tn + N°Casos STn + N° Casos ST +
N°Casos gp 230 + :
(n=24) 15 18 14
N°Casos gp 230 - 15 13 10

(n=23)

5.5. Comparagiio da expressido dos antigénios simples das mucinas e de gp 230 no carcinoma
pavimentoso invasor

Quando analisamos apenas o grupo dos carcinomas pavimentosos, observamos forte associagio entre
o subtipo histoldgico e a expressdo de gp 230, que foi significativamente superior nos carcinomas de
grandes células queratinizantes (89,5%}) (Tabela 12). Ndo se observou imunorreactividade de gp 230
nos carcinomas de pequenas células ndio queratinizantes. A expressdo dos restantes antigénios foi
semelhante nos diferentes subtipos histol6gicos (Tabela 12).

Os resultados sdo semelhantes aos descritos na globalidade quando se comparam os carcinomas
pavimentosos com diferentes graus de diferenciagiio. Apenas se observaram diferengas significativas
para a expressdo de gp 230: a expressdo diminui quanto menor € o grau de diferenciagfio - 9/11 casos
(90,9%) nos bem diferenciados, 11/16 casos (68,8%) nos moderadamente diferenciados € 3/17 casos
{17,6%) nos pouco diferenciados, respectivamente (p = 0,0002).

Tabela 12. Carcinoma Pavimentoso - Expresso dos antigénios simples
das mucinas ¢ de gp 230 por subtipo histolégico - n° de casos positivos (%)

Subtipo Tn STn T ST Gp 230
histolégico '

GCQ 12/19 (63,2%) 15/19 (78,9%) 0/19 (0%) 11/19 (57,9%) 17/19 (89,5%)
GCNQ 14/22 (63,6%) 13/22 (59,1%) 0/22 (0%) 10/22 (45,5%)  7/22 (31,8%)
PCNQ 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) 0/3 (0%) 0/3 (0%) 0/3 (0%)

Valor de p ns ns ns ns p = 0,0001

GCQ — grandes células queratinizante; GCNQ — grandes células ndo queratinizante; PCNQ - pequenas células
n#o queratinizante. Ns — valor de “p” ndo significativo

Nio se encontrou associagiio entre a expressio dos diversos antigénios e o infiltrado inflamatério
(quer na intensidade, quer no tipo de célula predominante) ou a presenga de schistosomiase, nos
casos de carcinomas invasores em geral e em casos de carcinomas pavimentosos em particular.
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Figura 7 (A a F): Expressio de Tn, STn, ST e gp 230 (carcinoma pavimentoso invasor):

A — Expressio forte e difusa de Tn no ninho neoplésico; expressio predominantemente membranar.
200x.

B — Expressio focal de Tn. Note-se a forte expressdo citoplasmatica, 400x.

C - Expressio difusa de STn no ninho neoplésico. Note-se a aquisigio de expressdo citoplasmatica,
além da membranar. 200x.

D - Expressio difusa de ST; padrio predominantemente membranar. 400x.

E - Perda de expresséo de gp 230, observando-se positividade em raras células. 100x.

F — Expressio de gp 230 numa pérola cornea em células com queratinizagdo individual, em oposigio
as dreas menos diferenciadas. Note-se a aquisigio de expressdo citoplasmatica. 200x.
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5.6. Comparagio da expressdo de antigénios simples das mucinas e gp 230 no colo normal,
lesdes de CIN ITI e carcinoma invasor

Os resultados estiio resumidos nas Tabelas 10 e 13.

Tabela 13. Comparago da expressio de antigénios simples das mucinas
e gp 230 no colo normal, lesdes de CIN III e carcinoma invasor

Valores de p entre Tn STo T ST Gp230
Colo normal vs CIN 11 ns ns ns ns 0,03
Colo normal vs Carcinoma invasor 0,003 ns ns 0,03 0,003
Colo normal vs (CIN III + Carcinoma invasor) 0,006 ns ns 0,07 0,003
CIN III vs Carcinoma invasor 0,07 ns ns 0,03 ns

ns — valor de “p" no significativo

A expressio do antigénio Tn ¢ rara no colo uterino normal (10%) e aumenta com a gravidade das
lesdes. Este antigénio é expresso em 30% das lesdes de CIN IIl e em mais de metade dos casos de
carcinoma invasor (63,8%) (Tabela 10). A diferenga de expressdo entre os trés grupos de lesdes ¢é
significativa (p = 0,003) (Tabela 10), assim como quando se compara 0 colo normal com o grupo de
lesdes neoplésicas (p = 0,006) (Tabela 13). Embora ndo haja diferengas significativas entre a
expressio de Tn nas lesdes de CIN I e no carcinoma invasor, a expressdo de Tn no carcinoma
invasor & sugestivamente maior do que nas lesdes de CIN Il (p = 0,07) (Tabela 13).

O STn é expresso em mais de metade dos casos de colo normal e de lesdes neoplasicas , ndo sendo
significativa a diferenga de expressdo (Tabelas 10 e 13).

O T nunca foi expresso em nenhuma das amostras (Tabelas 10 e 13). O ST foi expresso em apenas
um caso de colo normal (10%), n3o € expresso nas lesGes de CIN Il e € positivo em cerca de metade
dos casos de carcinoma invasor (Tabela 10). Esta diferenga € significativa quando se compara a
expressio de ST no colo normal € nos carcinomas invasores (p = 0,03) e entre as lesdes de CIN Il e
o carcinoma invasor (p = 0,03) (Tabela 13).

A glicoproteina gp 230 ¢ sempre expressa no colo do Utero normal. Esta expressdo diminui no grupo
das lesdes neoplasicas (CIN I e carcinoma invasor) para cerca de metade dos casos (p = 0,003)
(Tabelas 10 € 13). A expressdo de gp 230 é também significativamente maior nos colos normais
quando se compara apenas com as lesdes de CIN III (p = 0,03) (Tabela 13). A diferenga de express&o
de gp 230 entre as lesdes de CIN III e o carcinoma invasor ndo ¢ significativa (Tabela 13).

5.7. Especificidade e sensibilidade dos antigénios simples da mucinas e de gp 230 como
marcadores tumorais

O antigénio Tn é expresso mais frequentemente em lesdes de CIN 1II do que no colo normal. Apesar
de nio haver diferengas significativas na expressio de Tn das lesdes de CIN III para o carcinoma
invasor, ha uma expressdo sugestivamente maior nos carcinomas invasores. Quando se compara a
express3o no colo normal e no carcinoma invasor, 0 Tn ¢ um marcador de malignidade, com uma
especificidade de 0,96 e uma sensibilidade de 0,34 (Tabela 14).
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O antigénio ST ¢ altamente especifico como marcador de invas@io, observando-se expressido
significativamente maior no carcinoma invasor quando comparado com as lesdes de CIN III
(especificidade de 1 e sensibilidade de 0,30) (Tabela 14). A diminuig¢do de expressdo gp 230 inicia-se
nas etapas mais precoces de transformacgiio neopldsica, sendo um bom marcador de malignidade,
com ou sem invasio (Tabela 14). A presenca de gp 230 ¢ ainda um marcador de diferenciagdo no
colo normal € nos carcinomas pavimentosos, altamente especifico e sensivel. Todos os resultados
estdo resumidos na Tabela 14.

Tabela 14. Grau de especificidade e sensibilidade dos antigénios estudados

Significado Especificidade  Sensibilidade
Tn como marcador de Auséncia no colo normal e 0,96 0,34
carcinoma invasor presenga no carcinoma invasor
ST como marcador de Auséncia no CIN III e presenga 1 0,30
invasio no carcinoma invasor
Auséncia de gp 230 como Auséncia no grupo de lesdes 1 0,26
marcador de malignidade  neoplasicas e presenga no colo
normal
Auséncia de gp 230 como  Auséncia no CIN Il e presencga 1 0,66
marcador de malignidade no colo normal
precoce
Gp 230 como marcadorde  Presenca nos carcinomas bem 0,43 0,95
diferenciaciio nos diferenciados

carcinomas pavimentosos

5.8. Comparaciio entre a frequéncia de HPV e a expressdo de antigénios simplés das mucinas e
da gp 230 nos carcinomas invasores

Nio se observou associagio entre a presenga de HPV (HPV geral e tipos especificos) e a
presenga/auséncia de expressdo de antigénios simples das mucinas (Tn, STn, T € ST) ¢ de gp230
(resultados n#o apresentados). Quanto 4 intensidade de imunorreactividade, também ndo se verificou
qualquer associacio (resultados nfio apresentados). No entanto, quanto a citolocalizagdo, observou-se
uma maior expressio citoplasmatica dos antigénios Tn, STn e ST em casos HPV positivos:18 dos 20
casos positivos para o Tn e para 0 HPV tinham expressdo citoplasmatica deste antigénio (90%);
21/21 casos (100%) para o STn, 14/16 casos (88%) para o ST (p=0,04, p=0,01 e p=0,07,
respectivamente). Este achado nio estava significativamente relacionado com um tipo especifico de
HPV (resultados ndo apresentados).

Nio se observou qualquer associagio entre a expressdo de gp 230, quer com a frequéncia geral quer
com os tipos especificos de HPV.




IV. DISCUSSAO

O cancro do colo do Utero € a segunda neoplasia maligna mais frequente da mulher em todo o
mundo. Oitenta por cento dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento, dos quais Mogambique
faz parte. Dados do registo do cancro indicam que entre o periodo de 1970 e 1990 o cancro do colo
do uitero é a neoplasia maligna mais frequente da mulher adulta, responsével por mais de um quarto
de todas as neoplasias do sexo feminino diagnosticadas no HCM. Poucos estudos foram realizados
em Mogambique com relagio ao cancro do colo uterino e documentam uma incidéncia de
carcinomas invasores do colo do ttero entre 18,5 e 40 por 100000 mulheres africanas (Prates, 1961;
Torres, 1969). Neste estudo tentamos retomar o trabalho iniciado por Prates € Torres, utilizando
material de arquivo, complementando o estudo histolégico com o estudo imunocitoquimico e
molecular, na tentativa de caracterizar factores de causalidade, de transformagdo e de progresséo
neoplésicas no colo do ttero.

1. IDADE

No nosso estudo, a idade média das doentes com lesées de CIN III foi de 37 + 6,8 anos, menor que a
idade média nos carcinomas invasores, 49 + 13,1 anos. Os nossos resultados sfio concordantes com
os resultados encontrados na maioria dos estudos: as lesdes de CIN II sio diagnosticadas entre a 2° €
a 3* décadas de vida (Bosch et al, 1993) enquanto o carcinoma invasor ¢ diagnosticado mais
tardiamente entre a 4° e a 5° décadas (Neto et al, 1994; Bosch et al, 1995; Koulibaly et al, 1997,
Suzuk et al, 1997; Chichareon et al, 1998; Ngelangel et al, 1998). O intervalo de 12 anos entre o
diagnéstico de lesdes de CIN 111 e o diagndstico de carcinoma invasor sugere uma evolugdo temporal
lenta de lesBes in situ para o estadio invasor.

2, MORFOLOGIA DO CARCINOMA INVASOR

De uma maneira geral, a caracterizagio histologica dos casos da nossa série é similar a
caracterizagio dos carcinomas invasores de outras séries, em relagio ao tipo histolégico (maior
frequéncia de carcinomas pavimentosos), subtipos histologicos de carcinoma pavimentoso (maior
frequéncia do subtipo de grandes células ndo queratinizante), grau de diferenciagdo (predominio dos
graus moderadamente e pouco diferenciados) e presenga de infiltrado linfoide (moderado a intenso
na maioria dos casos). Estas caracteristicas tém sido estudadas quanto ao seu significado no
prognédstico dos carcinomas invasores do colo do ttero. Crissman et al (1985) n3o encontraram
associagiio entre o progndstico € o infiltrado inflamatdrio, o gran de queratinizagdo celular € o grau
de diferenciagio em 70 carcinomas pavimentosos no estadio Ib. No nosso estudo nio pudemos
avaliar o significado prognéstico dos vérios parimetros morfologicos por nés analisados devido 4
informag#io escassa obtida nos processos clinicos das doentes ¢ devido ao facto de a maior parte das
amostras <os nossos casos provir de material de bidpsia.

Na nossa séric o tipo histolégico mais frequente foi o carcinoma pavimentoso (93,6%),
representando os carcinomas com diferenciagdo glandular apenas 6,4%, resultados similares ao
descrito na literatura (Fu e Sherman, 1997). A maior frequéncia de carcinomas pavimentosos esta de
acordo com a origem dos carcinomas invasores do colo do utero na zona de transformagdo (Fu e
Sherman, 1997).

Frequéncias mais elevadas de carcinomas com diferenciago glandular foram recentemente referidas
por Fu e Sherman (1997) e poderdio ndo significar um verdadeiro aumento desse tipo de neoplasia
mas sim uma diminuigio da frequéncia relativa de carcinomas pavimentosos associada a
implementagdo do rastreio por citologia cervico-vaginal.
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No entanto, no grupo de carcinomas com diferenciagfo glandular observimos que a relagfo entre a
frequéncia de adenocarcinomas € carcinomas adenoescamosos se inverte no nosso estudo. Noés
obtivémos uma frequéncia maior de carcinomas adenoescamosos, em oposi¢do a maioria dos
autores, que documentam uma maior frequéncia de adenocarcinomas puros (Neto et al, 1994; Bosch
et al, 1995; Suzuk et al, 1997; Chichareon et al, 1998; Ngelangel et al, 1998). O baixo nimero de
casos da nossa série é a razdo mais plausivel para interpretar esta discrepancia.

Quanto ao grau de diferenciagdo, a maioria dos carcinomas invasores da nossa série corresponde aos
graus moderadamente e pouco diferenciados. Como era de esperar obviamente, o grau de
diferenciagdo correlaciona-se significativamente com o subtipo histolégico de carcinoma
pavimentoso (p= 0,00005). Todos os carcinomas bem diferenciados sfio queratinizantes, o que esta
de acordo com o conceito de que uma neoplasia é bem diferenciada quando as células neoplésicas se
assemelham as células do tecido normal em morfologia e em fungdo, sendo a fungfio mais
diferenciada no caso dos epitélios pavimentosos estratificados a produgdo de pérolas de queratina
(Gombel e Silverberg, 1997).

A maioria dos carcinomas invasores estava associada a um infiltrado inflamatéric moderado a
intenso, de predominio linfoide. Dois casos (4,3%) estavam associados a infiltrado eosinofilico
predominante. Estes resultados sdio similares aos valores descritos noutros estudos em carcinomas
invasores do colo do utero (van Nagell et al, 1978; Robert e Fu, 1990; Nakamo et al, 1992). A
frequéncia de infiltrado linfoide na nossa série foi de 74,5%, valor maior do gue o descrito por van
Nagell et al (1978), de 56%. No entanto, tal como nés, este autor ndo encontrou associagio entre a
presenga de infiltrado linfoide e todos os pardmetros histolégicos por nés analisados (tipo
histolégico, grau de queratinizagdo celular nos carcinomas pavimentosos e grau de diferenciaggo).
Na nossa série a frequéncia maior de infiltrado linfoide poderd ndo estar associada a uma resposta
imune maior do hospedeiro mas apenas representar wma resposta inespecifica no decurso de uma
invasdo tumoral eventualmente mais extensa (Davidson et al, 1997). A riqueza em infiltrado linfoide
tem sido associada a0 prognéstico de carcinomas invasores, em especial os linfocitos T e as células
de Langerhans (Nakamo et al 1992; Davidson et al, 1997). Alguns autores referem uma maior taxa
de sobrevida aos cinco anos em doentes com carcinoma invasor com intenso infiltrado linfoide no
colo do ttero (Nakamo et al, 1992) tal como no estdmago (Watanabe et al, 1976). Da mesma forma,
a sobrevida parece ser melhor nos raros casos associados ao infiltrado inflamatério eosinofilico
(Robert e Fu, 1990). Nos casos por nos estudados ndo foi possivel avaliar o papel do infiltrado
inflamatério estromal na sobrevida dos doentes j4 que nio dispunhamos de informacdo sobre o
“follow-up™ dos nossos casos.

3. FACTORES DE CAUSALIDADE

3.1. HPV

Esta bem documentado que o HPV € o factor causal determinante do carcinoma invasor do colo do
Gitero € suas lesdes precursoras (Franco, 1995; Braly, 1996; Meijer et al, 1998).

No nosso estudo avalizmos a prevaléncia de HPV em lesBes neoplasicas intraepiteliais e invasoras,
bem como em colos normais, usando o método de PCR com “primers” GP5+/bio-GP6+ e sondas
especificas para diferentes tipos de HPV.

Apenas 50 casos (3/10 CIN III, 37/47 carcinomas invasores ¢ 10/10 colos normais) da nossa série de

67 casos puderam ser amplificados com “primers” para actina. Este facto reduziu assim o nimero de
casos com ADN de qualidade para ser avaliada a presenga de HPV.
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A falha na amplificagdo de ADN para a actina traduzindo indirectamente a ma preservago do ADN,
poderd estar relacionada com modificagdes do ADN provocadas pelo formol durante a fixagéo dos
tecidos (Karlsen et al, 1994).

Os resultados do nosso estudo demonstram que o HPV esta presente na maioria dos carcinomas
invasores do colo do titero (70%) e das lesdes de CIN III (100%). Quando comparados os colos
normais com as lesdes de CIN HI ou com os carcinomas invasores (isoladamente ou em conjunto) a
frequéncia de HPV ¢ consistentemente maior nas lesdes neoplasicas, indicando uma forte associagéo
entre a presenga de HPV e a transformagdo neoplésica no colo do (tero, tal como foi demonstrado
por outros autores (Bosch et al, 1993; Neto et al, 1994; Bosch, et al, 1995; Suzuk et al, 1997; Zehbe e
Wilander, 1997; Chichareon et al, 1998; Ngelangel et al, 1998). Os nossos resultados, bem como os
dados da literatura sobre esta matéria, suportam que o HPV é o agente causal mais importante do
carcinoma do colo uterine.

No nosso estudo observamos uma frequéncia de 70% de HPV em carcinomas invasores do colo do
ttero. Esta frequéncia aproxima-se da descrita por Mufioz et al (1992) num estudo conduzido na
Espanha e Coldmbia, de 69% e 72,4% respectivamente, no qual foi utilizada a técnica de PCR com
“primers” diferentes dos usados no presente estudo. Num trabalho conduzido por Bosch et al (1995),
usando amostras de material congelado de 22 paises, a prevaléncia de HPV em carcinomas cervicais
invasores variou entre 75-100%.

Na Tabela 14 podemos observar que a prevaléncia de HPV no carcinoma pavimentoso varia entre
71% a 100% quando se comparam estudos utilizando o PCR como técnica de detecgdo
(isoladamente ou em combinagdo com outros métodos). A variago na frequéncia de HPV pode ser
devida ao uso de diferentes tipos de amostra (esfregagos cervicais, raspados cervicais, bidpsias ou
pecas cirirgicas), as diferentes técnicas de preservagdo tecidular das amostras estudadas (amostras a
fresco, congeladas ou fixadas em formol) ou ainda 2 sensibilidade e especificidade dos diferentes
“primers” utilizados para a amplificagio do ADN viral. E ainda possivel admitir que a frequéncia de
HPV seja variavel nas diferentes regides geograficas.

Apesar de os resultados dos estudos contidos na Tabela 14 ndio serem totalmente compardveis
essencialmente devido 2 metodologia de cada estudo, fica clara a elevada prevaléncia de HPV em
carcinomas invasores do colo do titero. A maioria dos estudos que realizaram a amplificagdo de
ADN de HPV com os “primers” GP5+/GP6+, que foram também utilizados no nosso trabalho,
documentam frequéncias de HPV mais elevadas e consequentemente menor numero de casos de
carcinoma invasor HPV- negativos (Zhebe e Willander, 1997; Chichareon et al 1998; Ngelangel et
al, 1998 — Tabela 14).

Varios factores poderdo estar relacionados com a presenca de 30% de casos HPV negativos na nossa
série usando os “primers” GP5+/GP6+ dirigidos a regido L1:

a) baixa representatividade do tecido neoplasico na maioria das amostras de material de bi6psia por
nods estudadas.

b) possivel presenga de baixa carga viral. Mesmo considerando os casos amplificados para a actina,
uma baixa carga viral podera resultar em “falsos-negativos” em PCR (Karlsen et al, 1995 e
1996; Walboomers e Meijer, 1997).

c) utilizagio de amostras fixadas em formol a 10% e incluidas em parafina. Estudos comparativos
de detecgiio de HPV demonstram que a sensibilidade de detecgdo por PCR é menor em material
incluido em parafina do que em material congelado {(Karlsen et al, 1995). Este aspecto tem sido
relacionado com as modificagdes do ADN celular e viral pelo processo de fixagdo em formol
(Karlsen et al, 1994; de Roda Husman et at, 1995).
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d)

€)

eventuais delecgBes pontuais na regifo L1 do virus, secundirias ao processo de integragdo do
genoma viral no genoma da célula hospedeira, j& descrita por alguns autores (Karlsen et al,
1996). Delecgdes na regido L1 do virus poderio explicar a perda de produtos detectdveis por
PCR com o uso de “primers” dirigidos a esta regido. Karlsen et al (1995 e 1996) documentam
um aumento de 20 % de detecgfo de HPV numa mesma série de carcinomas invasores do colo
do utero, apds a utilizagio de uma combinagfio de miltiplos “primers” universais, dirigidos a
diferentes ORF’s. '

possivel presenca de tipos de HPV que amplificam menos eficientemente. de Roda Husman et al
(1995) demonstraram e existéncia de tipos de HPV que amplificam menos eficientemente com

. 05 “primers” usados no nosso estudo.

f)

g

Set

possivel existéncia de estirpes de alto risco ainda nio detectdveis com GP5+/GP6+ (Zhebe e
Wilander, 1997), mesmo considerando que estes “primers” sHo dirigidos para regides altamente
conservadas num grande némero de tipos mucosotrépicos (de Roda Husman et al, 1995).
eventual existéncia de variagBes do .virus com perda de conservagio da regidio L1 nfic
reconhecidas com os “primers” GP5+/GP6+.

omarmos em consideragfio todos estes aspectos, a frequéncia de 70% de HPV nos carcinomas

invasores do nosso estudo serd mais provavelmente uma frequéncia subestimada do que verdadeira.
No entanto ndo podemos pdr de parte a existéncia de carcinomas invasores do colo do utero que
possam ser verdadeiramente negativos para HPV (Burger et al, 1996; Zhebe ¢ Wilander, 1997).

Tabela 14. Frequéncia de HPV em carcinomas invasores em diversos estudos

Méto Mate N°  Casos Area Referéncia
do rial total HPV+ HPV+ de alto  risco (%)*
de n° (%)
casos
Total HPV HPV HPV HPV  HPV
16 18 0 X M
PCR B 45 43 (95) 56 21 23 - - Suécia Zhebe e
Wilander, 1997
PCR C 932 866 (93) 54 15 30 | - 22 pajses** Bosch et al,
1995
PCR E+C 35 333099 34 23 23 11 9 Filipinas Ngelangel et
al, 1998
PCR+ E 27 161 (71) 68 6 12 14 - Espanha/ Mufioz et al,
SB+ Coldmbia 1992
VP
PCR B 68 55 (81) 56 2 11 31 - Cabo (Africa  Williamsom et
Sul) al, 1994
PCR B 146 129 (88) 43 21 36 0 - Toquio Nagakawa ct
al, 1996
PCR E+C 377 357095 55 20 12 9 4 Taildndia Chichareon et
al, 1998
PCR+ B 53 47 (89) 43 36 6 15 Tanzania ter Mculen et
SB al, 1992
PCR C 50 50 (100) 68 10 6 - 16 Holanda van den Brule
et al, 1991
PCR B 37 26 (70) 54 4 23 19 - Mogambique Presente
estudo
*percentagem calculada sobre o n° total de casos HPV positivos; ** inclui paises da Europa, América Central e

do S

ul, Africa e Asia; HPV O — outros tipos ; HPV X — tipos de HPV nfio classificados; HPV M — mitttiplos

tipos; PCR -Polimerase chain reaction; SB — Southem Blot; VP ~ ViraPap; HS — hibridizaglio in situ; B —
biépsia fixada em formol; C - biépsia processada por congelaco; E — esfregaco cervical;
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Apenas observamos 3 casos de lesdes de CIN III com ADN adequado para a detecgio de HPV. Nos
trés casos observdmos amplificag@o de ADN de HPV com os “primers” universais por nds usados.

A forte associago entre as lesdes de CIN III e carcinoma invasor com a presen¢a de HPV sugere
que as lesdes de CIN III representam apenas um estadio de progressio do mesmo processo
neoplasico. Esta associagio estd bem documentada se compararmos a prevaléncia de HPV € os
factores de risco das lesdes de CIN I e carcinomas invasores descritas em vérios estudos (Bosch et
al, 1992; Bosch et al, 1993; Schiffman et al, 1993).

Nio detectaimos HPV em nenhum dos colos normais da nossa série. A prevaléncia de HPV em colos
normais noutros estudos varia entre 3% a 45% (van den Brule et al, 1991; Bosch et al, 1993;
Schiffman et al, 1993; Eluf-Neto et al, 1994; Chua e Hjerpe, 1996; Chichareon et al, 1998; Ho et al,
1998; Ngelanget et al, 1998). A presenga de HPV em colos normais é dependente em parte da idade:
em grupos etérios abaixo dos 24 anos a prevaléncia de HPV em colos normais atinge os 20%, ¢ em
grupos etarios acima dos 35 anos a prevaléncia de HPV diminui para 3% (Meijer et al, 1998). O
factor idade poder4 explicar em parte a ndo detecgdio de HPV nos colos normais da nossa série, ja
que a maioria das amostras por nés estudadas pertenciam a mulheres com mais de 35 anos (mediana
de 40 anos).

Na maioria dos estudos os tipos mais frequentemente associados ao carcinoma invasor do colo do
Utero sdo os tipos 16, 18, 31 € 45 (van den Brule et al, 1991; Eluf-Neto et al, 1994; Williamson et al,
1994; Bosch et al, 1995; Zhebe e Wilander, 1997; Ngelangel et al, 1998). O tipo mais comum na
nossa série de carcinomas invasores HPV-positivos foi o HPV16, de acordo com a maioria do
estudos (Tabela 14). A frequéncia de HPV 16 em carcinomas invasores tem no entanto uma
distribui¢io geografica varidvel (Tabela 14). A frequéncia de carcinomas invasores positivos para
HPV 16 da nossa série (54%) € similar a frequéncia documentada por outros autores (Bosch et al,
1995; Zhebe e Wilander, 1997; Williamson et al, 1994; Chichareon et al, 1998). A frequéncia por
nos obtida ¢ igualmente similar 4 documentada por Bosch et al (1995) em carcinomas invasores de
paises da América Central ¢ do Sul e de alguns paises de Africa, e é menor do que em paises da
Europa. Suzuk et al (1997) documentam num estudo realizado em Uygur, China, uma prevaléncia
de perto de 100 % de carcinomas pavimentosos associados a HPV 16.

A baixa frequéncia de HPV 18 observada no nosso estudo (4%) poderé ser explicada também por
diferencas geogrificas. Em alguns palses de Africa, observou-se tal como no nosso trabalho uma
baixa frequéncia de HPV 18 em carcinomas invasores: 5,6% na Guiné (Bosch et al, 1995) € 2% em
na Africa do Sul (Williamsom et al, 1994). Os tipos 31/33/35/45 foram encontrados em 23% dos
nossos casos, também de acordo com o descrito por Bosch et al (1995). No estudo de Bosch et al
(1995) o0 HPV 31 ¢ mais frequentemente encontrado na Europa ¢ América Central e do Sul ¢ o HPV
45 em Africa.

Uma frequéncia de 25% de tipos de HPV *nfio classificados™ foi observada por Williamson et al
(1994), valor que é maior do que o observado na nossa série (19% ). A frequéncia elevada de tipos
de HPV “ndio classificados” pode ser explicada pelo nimero limitado de sondas especificas usadas
no nosso estudo.

3.2. Schistosomiase

Em paises onde a schistosomiase haemarobium é prevalente, esta doenga poderia constituir um factor
de risco adicional para o desenvolvimento neoplasico no colo do Wtero. A schistosomiase
haematobium afecta preferencialmente o aparelho genitourindrio, sendo as lesdes causadas pela
presenga de ovos nos tecidos. A frequéncia global de schistosomiase do colo do utero no nosso
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estudo foi de 16,4%. Este valor que encontrdmos ¢ inferior ao descrito em outros estudos realizados
em regides que, tal como em Mogambique, tém infeccg¢do endémica (Moubayed et al, 1994).

Embora nio seja possivel comparar directamente os nossos valores com os obtidos em outras séries,
ja que a selecgiio do material e o propésito dos diferentes estudos foram diversos, hé a sugestdo de
que perante a presenga de infecglio por Schistosoma haematobium o envolvimento do aparelho
genital feminino e do colo do Utero em particular sdio muito prevalentes. Numa revisdo feita por
Feldmeier et al, ficou demonstrado concretamente que 24 a 100% dos casos de schistosomiase do
aparelho genital feminino envolvem isoladamente o colo uterino (Feldmeier et al, 1995) e que 70%
dos casos de aut6psia com envolvimento genital afectam o colo do ttero, vagina e vulva (Feldmeier
et al, 1995). A menor frequéncia no nosso estudo deve-se provivelmente a um problema de
amostragem, j4 que em 76% dos casos dispiinhamos apenas de material de biépsia e apenas em 16
casos (24%) o material proveio de pegas cinirgicas. No colo normal, observamos 40% de casos com
schistosomiase, valor que é superior & frequéncia de 25% descrita em esfregagos cervicais normais
(Feldmeier et al, 1995). No entanto e mais uma vez os resultados dos dois estudos ndo sdo
comparaveis ja que a frequéncia de 25% se refere apenas a percentagem de ovos vidveis € 0 nosso
valor de 40% se refere 4 presenga de schistosomiase, independentemente da presenca ou auséncia de
ovos vidveis.

No nosso estudo a frequéncia de schistosomiase no carcinoma invasor foi de 8,5%, valor menor que
o observado na Tanzania, de 36% {(Moubayed et al, 1994). O papel da schistosomiase na
carcinogénese do colo do ttero ndio é claro, ao contrario das evidéncias consistentes desta associagio
com o carcinoma pavimentoso da bexiga (Badawi et al, 1995; Bedwani et al, 1998). A maior parte
dos estudos realizados usando grandes séries nfo encontraram associag¢o entre o carcinoma invasor
do colo do ftero ¢ a presenga de schistosomiase (Szela et al, 1993; Moubayed et al, 1995 e 1994),
embora Shwartz e Hyg (1984) tenham sugerido uma associag8o numa série de trés carcinomas
invasores.

No nosso estudo a frequéncia de schistosomiase diminuiu significativamente do colo normal para o
carcinoma invasor. Este resultado relaciona-se provavelmente, como descrito por Riffenburgh et al,
(1997) com um problema de amostragem ao invés de traduzir um efeito protector verdadeiro. Com
efeito, a maior parte dos carcinomas da nossa série foi diagnosticada por bidpsia, enquanto as
amostras de colo normal foram colhidas de pegas cinirgicas (ver “Material ¢ Métodos™). Estudos
adicionais com uma amostragem maior deverdo ser feitos para esclarecer esta questdo.

3.3. Comparagio entre o HPV, Schistosomiase e morfologia

No nosso estudo ndio encontrimos associagdes entre carcinomas com e sem schistosomiase € 0s
diversos aspectos morfologicos (tipo histologico, grau de diferenciagfo, tipo e intensidade do
infiltrado inflamatorio), ou a idade das doentes.

Quanto 2 associagio entre HPV e tipo histolégico, o HPV 16 foi apenas detectado em carcinomas
pavimentosos. O HPV 18 foi identificado apenas em um carcinoma adenoescamoso. A associagdo
entre HPV 16 e carcinoma pavimentoso e entre o HPV 18 e carcinomas com diferenciagdo glandular
(adenocarcinoma e carcinoma adenoescamoso) no colo do Utero estd bem documentada na literatura
(Bosch et al, 1995; Nakagawa et al, 1996; Suzuk et al, 1997).

Embora néo tenhamos observado diferengas entre a idade média das mulheres e o tipo de HPV nos

carcinomas pavimentosos, observamos uma tendéncia para a presenga de HPV 16 em mulheres mais
jovens (43,8 £ 13,lanos) e para a presen¢a de HPV 31/33/35/45 em mulheres mais idosas (57,6
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13,7 anos). A maior prevaléncia de HPV 16 em mulheres mais jovens em oposigdo a0s outros tipos
prevalentes em mulheres mais velhas foi também documentado por Nagakawa et al (1996). No
entanto a idade média dos nossos casos HPV 16 positivos € inferior ac valor descrito por este autor,
de 56,2 + 12,1 anos (Nagakawa et al, 1996). A presenga de HPV 31/33/35/45 em mulheres mais
idosas sugere um efeito oncogénico menor ou mais lento do que o do HPV 16.

Quanto ao subtipo histolégico de carcinoma pavimentoso, apesar de ndo haver diferengas
significativas, observou-se uma tendéncia para a associago entre a presenca de HPV 31/33/35/45 ¢
carcinomas de grandes células ndo queratinizantes. N3o se observou associagdo entre o subtipo
histolégico de carcinoma pavimentoso e os tipos 16 € 18 de HPV, em oposigdo ao estudo de Zhebe e
Wilander (1997) que encontraram associagio entre a presenga de HPV 16 e os carcinomas
pavimentosos queratinizantes. Bosch et al (1995) ndo encontraram qualquer associagdo entre o
subtipo histolégico e o tipo especifico de HPV.

A presenga de infiltrado linfoide e o grau de diferenciagdo foram também independentes da presenga
ou auséncia de HPV nos carcinomas invasores do nosso estudo. Bosch et al (1995) documentam a
associagdo entre a presenga de sinais inflamatdrios ¢ a presenga de HPV. Outros autores ndo
encontraram associagio entre o infiltrado inflamatério e a presenga ou auséncia de HPV em
carcinomas pavimentosos invasores (Davidson et al, 1997). Bosch et al (1995) descrevem um
aumento da frequéncia de HPV 18 com a diminui¢gdo do grau de diferenciagdo apenas em
adenocarcinomas.

Um tinico caso de schistosomiase estava presente na série de 37 casos de carcinomas invasores com
ADN adequado ao estudo por PCR. Este caso era simultaneamente HPV 16 positivo. A presenga de
um unico caso de schistosomiase nesta série ndo permite tirar conclusdes entre a possivel associagio
da schistosomiase com.a presenga ou auséncia de HPV. Moubayed et al, estudando
retrospectivamente uma grande série de carcinomas invasores com e sem schistosomiase de uma drea
endémica nfio observaram associagdo entre a presenga ou auséncia de HPV em carcinomas com €
sem schistosomiase, sugerindo que na auséncia de HPV a schistosomiase ndo ¢ um factor causal
para o cancro do colo do ttero (Moubayed et al, 1995). Na bexiga também ndo foi encontrada
associagfio entre a presenga de schistosomiase haematobium e o HPV (Cooper ¢t al, 1996).

3.4. Progressdo das lesdes in situ para lesdes invasoras

No nosso estudo, o intervalo entre o diagndstico das lesdes de CIN III e do carcinoma invasor foi de
12 anos, dentro dos valores previamente descritos na literatura (Chua e Hjerpe, 1996; Gustafsson e
Adami, 1989), e sugere a possibilidade de a infecgio por HPV, apesar de ser o factor determinante
comum das lesdes neoplésicas in situ e invasoras, ndo ser suficiente para a progressdo neoplisica.
Adicionalmente, 80 % das infecgdes sdo transitérias (Evander et al, 1995; Ho et al, 1998) e sabe-se
que a progressdo da doenga estd associada com a persisténcia da infecgdo (Ho et al, 1995; Remmink
et al, 1995; Chua e Hjerpe, 1996). Todos estes aspectos apontam para factores que causariam
mutagdes somaticas adicionais e actuariam como co-factores na carcinogénese, concomitantemente
com o HPV. Park et al fazem referéncia a estudos onde se encontraram alteragfes nos cromossoinas
4, 5,6, 11, 13, 17, 18 e 21. Perdas de heterozigotia tém sido observadas mais frequentemente nos
cromossomas 3, 5 e 11 de carcinomas cervicais e perda alélica do 5p em carcinomas invasores e em
lesdes precursoras que progrediram para o estadio invasor (Park et al, 1995; Mullokandov et al,
1996). Factores de risco adicionais tém sido descritos, entre eles os hébitos tabagicos (Chichareon et
al, 1998; Ngelangel et al, 1998), a diminuigdo da resposta linfoproliferativa as proteinas E6 e E7 do
HPV (Kadish et al, 1997), a imunodepress3o induzida por outros agentes infecciosos como o HIV ou
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por outros factores, e a co-infec¢o pelo HSV-2 (ter Meulen et al, 1992; Petry et al, 1994; Olsen et
al, 1998).

A multiparidade, o uso de contraceptivos orais, 0 niimero de parceiros sexuais e a idade da primeira
relagdo sexual, estio no fundo ligados ao comportamento sexual e indirectamente ao HPV
(Schiffinan e Schatzkin, 1994; Richart et al, 1998).

4. FACTORES DE TRANSFORMACAO E PROGRESSAO NEOPLASICAS
(Mucinas e carbohidratos associados a mucinas)

Para avaliar o padriio de glicosilagio e o seu significado na transformag@o e progressdo neoplasicas
no colo do ttero, estuddmos por imunocitoquimica usando anticorpos monoclonais especificos os
antigénios simples das mucinas Tn, Sialosil-Tn (STn), T e Sialosil-T (ST) e a glicoproteina gp230,
em amostras de colo uterino normal, CIN I e carcinoma invasor.

4.1. Tn,STn, T e ST

Os antigénios Tn, STn, T e ST representam os precursores mais iniciais na glicosilagdo dos
carbohidratos da superficie das células (Springer, 1984; Hakamori, 1985; Clausen ¢ Hakamori, 1989,
Dennis, 1991). Um dos fenémenos que tem sido descrito na transformagdo neoplisica € a
glicosilagiio aberrante, essencialmente devido & expressdo anormal dos genes que codificam as
glicosiltransferases. A glicosilagiio aberrante resulta na sintese incompleta de carbohidratos com
consequente acumulagio dos seus precursores.Tem sido depositado grande interesse no estudo dos
antigénios do grupo TTn, j4 que frequentemente se encontram expressos em lesdes neoplasicas e
préneopléasicas e fracamente expressos ou ausentes nos tecidos normais.

Os resultados encontrados no nosso estudo demonstram que o padrio de glicosilaglio se encontra
alterado na transformagfo e progressio neoplasicas do colo uterino.

O antigénio Tn foi expresso em raras células da camada intermediéria de apenas um caso de colo
normal (10%). A frequéncia de expressio do Tn em tecidos normais ¢ varidvel em diferentes
estudos. No epitélio pavimentoso estratificado normal, a auséncia de expressdo de Tn foi descrita no
esofago (Tkeda et al, 1993), na epiderme (Dabelsteen et al, 1990) e no colo do utero (Terasawa et al,
1996), ao contrario do descrito no epitélio pavimentoso normal da laringe (Stemesen e Dabelsteen,
1992) e da cavidade oral (Mandel et al, 1991), onde é expresso mais frequentemente.

As diferengas de expressdo de Tn nestes diferentes estudos poderdo reflectir diferengas na afinidade
dos diferentes anticorpos usados. A auséncia total de expressdo no exocolo normal foi documentada
por Terasawa et al (1996), usando o anticorpo HB-Tnl, e podera estar relacionada com a
concentragdo do anticorpo ou com o tipo de “score” usado, ja que ndo foram considerados positivos
0S Cas0s em que a expressdo ocorria em menos que 5 % das células. A localizagio da expressdo do
antigénio Tn no unico caso positivo de colo normal da nossa série foi observada no citoplasma de
células da camada intermedidria. A localiza¢do nas camadas mais superficiais do epitélio
pavimentoso é concordante com o descrito na cavidade oral (Mandel et al, 1991) e na laringe
(Stemesen e Dabelsteen, 1992). A localizagdio citoplasmatica sugere que o anticorpo visualiza o
carbohidrato no percurso biosintético inicial (Mandel et al, 1991).
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A expressdo significativamente aumentada de Tn nas lesdes de CIN II e carcinoma invasor (30% ¢
63,8%, respectivamente), indica que o Tn € um marcador de malignidade com alta especificidade no
colo uterino. Variag3es na expressdo entre as lesdes in situ e invasoras t€ém sido descritas.

Terasawa et al (1996) nio encontraram expressdo de Tn nas lesdes intraepiteliais de alto grau do colo
uterino e encontraram uma expressdo menor {20%) do que a observada no presente trabalho nos
carcinomas invasores. Estas diferengas poderfio estar relacionadas com a concentragdo do anticorpo,
muito menor no trabalho de Terasawa et al (1996), ja que o anticorpo usado foi 0 mesmo nos dois
trabalhos. Na laringe, estd descrita perda total de Tn quer nas lesdes in situ, quer nas invasoras
(Stemesen e Dabelsteen, 1992).

No nosso estudo, apesar da expressio de Tn ndo ser limitada as lesdes invasoras, ela €
sugestivamente mais frequente nos carcinomas invasores do que no CIN TII (p = 0,07). Os nossos
resultados sugerem que a expressdo aberrante do antigénio Tn ocorre precocemente, nas lesdes pré-
invasoras, mas que esta expressio aberrante ¢ ainda mais frequente em carcinomas invasores. Quanto
3 intensidade de expressdo e 4 citolocalizago, este antigénio é expresso mais frequentemente no
citoplasma, mas também adquire expressdo na membrana, sugerindo que a glicosilagdo na célula
neoplasica se encontra alterada a varios niveis.

Os resultados de estudos acerca da expressio de STn s3o mais controversos. Alguns autores
reportam fraca expressdo ou mesmo auséncia de expressdo do STn nos tecidos normais (Langkilde et
al, 1992; Yonezawa et al, 1992). A express3o de STn foi descrita no epitélio pavimentoso normal da
laringe (Sternesen e Dabelsteen, 1992) e da cavidade oral (Mandel et al, 1991) e ndo foi observada
no epitélio pavimentoso normal do esofago (Ikeda et al, 1993) e na epiderme (Dabelsteen et al,
1990). N6s encontramos uma expressdo elevada de STn no epitélio exocervical normal (80% dos
casos). Estes resultados sfo contraditérios com o descrito por alguns autores, que documentam que
no epitélio do exocervix a expressdo é muito fraca (Hirao et al, 1992), esporadica (Yonezawa et al,
1992) ou mesmo ausente (Terasawa et al, 1996). Mandel et al (1991) descrevem a expressio de STn
no epitélio pavimentoso da cavidade oral em 50% de 30 casos da sua série. Jass et al (1995),
sugerem que diferencas na expressio de STn em epitélios normais em diferentes estudos sdo
justificadas pelo tipo de ligagdo do acido sidlico ao Tn, conferindo diferente antigenicidade conforme
o tipo de anticorpo usado.

Quanto a localizagfio e intensidade, a expressdo de STn foi muito focal ¢ de fraca intensidade,
localizada s células das camadas intermediaria e superficial, e ausente na camada basal, tal como
descrevem Mandel et al (1991) na cavidade oral e Teglbjaerg et al (1991) no exocervix. Estas
diferengas de expressdo de STn nas diferentes camadas do epitélio pavimentoso poderdo estar
relacionadas com o processo de maturagfio das células epiteliais, sendo o STn expresso em células
com diferenciagfo terminal.

No nosso estudo a imunorreactividade do STn foi mais forte e difusa nos carcinomas invasores do
que nas lesdes de CIN III. A expressdo quantitativa de STn por nds encontrada no CIN III e
carcinomas invasores foi de 90% e 66%, respectivamente, valores que sio superiores aos descritos
por Terasawa et al (1996), de 64 a 54% (displasias graves/carcinoma in situ) e 58% (carcinomas
invasores), respectivamente. Uma vez mais, a menor concentragdo de anticorpo usada no estudo de
Terasawa et al (1996) poder justificar as diferengas em relagio & nossa série. No es6fago, Tkeda et al
(1993) ndo encontraram expressdo de STn em lesdes de displasia e encontraram uma expressdo de
47% em carcinomas pavimentosos invasores. Os resultados que obtivemnos de maior expressdo de
STn no carcinoma in situ do que nos carcinomas invasores, encontram paralelo em estudos
realizados na mama (Schmitt et al, 1995). A expressio quantitativa de STn ndo foi
significativamente diferente entre o colo normal e as lesGes neoplasicas (CIN III e carcinoma




invasor), nem entre o CIN III € o carcinoma invasor. Os nossos resultados sugerem que a expressdo
quantitativa de STn podera ter pouco ou nenhum valor como marcador de desenvolvimento
neoplasico no colo do titero, em contradigio com o descrito por Terasawa et al (1996). No entanto, a
distribuigdo deste antigénio foi diferente no colo normal e nas lesdes neoplasicas. No colo normal,
nunca foi expresso na camada basal, em oposig¢o ao que aconteceu no CIN Il e carcinoma invasor.
A auséncia de expressio de STn foi também observado por Bryne et al (1995) no epitélio
pavimentoso normal da regifio da cabega ¢ pescogo, indicando que em tltima insténcia, o padrdo de
glicosilagdo estd pelo menos alterado em relagiio & sua distribuicio em situagdes de proliferagio
anormal.

No carcinoma invasor, observimos expressdo difusa de STn nos ninhos neoplasicos, embora
predominando no centro, e localizado quer na membrana quer no citoplasma das células, de forma
semelhante ao descrito por Terasawa et al (1996).

A coexpressdo de Tn € STn em 51% dos carcinomas invasores foi menor do que a observada por
Terasawa et al (1996), de 89% dos casos. A circunstdncia de os antigénios Tn e STn serem na
maioria dos casos co-expressos ou ambos nio-expressos sugere que a desregulagiio do processo de
glicosilagdo que ocorre nas neoplasias afecta dristicamente o processo de alongamento das cadeias
de carbohidratos com acumulagio simultidnea de vérios antigénios precursores. Nos casos em que
nenhum dos carbohidratos (Tn e STn) é expresso duas interpretagdes sdo plausiveis: ou a
perturbagdo da glicosilagfio é tdo grave que nfo ha glicosilagio das proteinas ou a glicosilagdo €
préxima do normal, com alongamento das cadeias que mascara a exposigdo dos precursores. Os
estudos realizados neste trabalho nfio permitem esclarecer qual das alternativas é a mais plausivel j&
que ndio foram utilizados anticorpos que permitam descrever com precisio todo o processo de
biossintese das cadeias dos carbohidratos.

O antigénio T nunca foi expresso em casos de colo normal, CIN III e carcinoma invasor. Apenas um
caso (10%) da sua forma sialilada foi expresso no colo normal, apés tratamento com neuraminidase,
¢ ndo houve expressio de ST no CIN III. Estes resultados sugerem ou que o antigénio T podera estar
mascarado por adi¢do de outros aglicares ou determinantes antigénicos, tais como os do grupo
sanguineo ABO (Sakamoto et al, 1986; Teglbjaerg et al, 1991). A expressdo ocasional de ST na
mucosa normal foi descrita por outros autores na mucosa gastrica normal (David et al, 1992;
Carneiro et al, 1994), no colon (Itzkowitz et al, 1993) e na mucosa vesical (Langkilde, 1992).
Nielsen et al (1997) descrevem ainda a express3o de ST na camada basal de epitélio exocervical
normal e Dabelsteen et al (1990) na epiderme normal.

A expressdo do antigénio ST foi significativamente mais frequente no carcinoma invasor (51,1%).
Estes achados sugerem que 51% dos carcinomas possui a enzima [1,3-galactosiltransferase
necessaria a sintese do antigénio T € que em 100% destes casos este dissacarido estd coberto pelo
acido sidlico, tal como foi observado no estdmago, indicando uma sialilagio eficiente (David et al,
1992). Adicionalmente, a auséncia de expressdo de T e ST no colo normal e no CIN III, ¢ a presenga
consistente de ST em cerca de metade dos carcinomas invasores (51,1%) demonstra que este
antigénio é um marcador de invasdo com alta especificidade. A presenga de ST foi também referida
nos carcinomas pavimentosos do colo uterino e da cavidade oral (Nielsen et al, 1997) e em
carcinomas pavimentosos da laringe (Stemesen e Dabelsteen, 1992). O padrio de expressdo difuso
no centro e na periferia dos ninhos neoplésicos é semelhante ao encontrado na laringe (Stemnesen e
Dabelsteen, 1992). A citolocalizagiio por ndés observada, quer no citoplasma quer na membrana,
sugere uma interrupgdo da glicosilagdo celular a varios niveis, desde a altura de sintese ao transporte
até 3 membrana celular.
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Nio encontramos associagdo entre a expressdo dos antigénios Tn, STn, T e ST com nenhum dos
parimetros morfolégicos por nds analisados, tal como foi documentado por outros autores no colo do
utero (Hirao et al, 1993; Terasawa et al, 1996), no eséfago (Ikeda et al, 1993), no estomago (David et
al, 1992) e na mama {Schmitt et al, 1995). Este facto sugere que as alteragdes no padrdio de expressédo
dos antigénios simples das mucinas acompanham paralelamente mas de modo independente as
alteragbes morfoldgicas que ocorrem no processo de transformagdo e progressdo neopldsica no colo
do utero.

4.2. Gp 230

Sabe-se que a mucosa cervical expressa altos niveis de carbohibratos das mucinas com ligagdes-O.
No entanto pouco se sabe sobre as moléculas que as transportam. De entre as glicoproteinas com
dominio das mucinas (com regides altamente O-glicosiladas), as que estdo expressas no colo do
utero normal sfio o MUC1 e o CD 44 (Gipson et al, 1997; Nielsen et al 1997; Gum, 1992). O MUCI1
estd apenas fracamente expresso no exocervix normal, em células da camada intermedidria
(Tatemoto et al, 1987; Nielsen et al, 1997), enquanto o CD44 € fortemente expresso apenas na
camada basal do exocervix normal (Nielsen et al, 1997). Recentemente, Nielsen et al (1997)
sugeriram a presenga de outro “reservatério” de glicanos O-ligados nas camadas superiores do
epitélio cervical normal, nomeadamente a glicoproteina gp 230, reconhecida pelo anticorpo PANH4.

Nés encontramos forte expressdo de gp 230 em 100% dos casos de epitélio exocervical normal,
predominantemente na membrana de células das camadas suprabasais, de modo similar ao descrito
por Nielsen et al (1997), demonstrando que esta glicoproteina estd ligada ao processo de
diferenciagio e maturagdo no colo uterino normal. Igual padrio de expressdo foi também
documentado na mucosa normal da laringe, es6fago, vagina e cavidade oral (Nielsen et al, 1997). A
expressdo de gp 230 foi no nosso estudo significativamente menor nas lesdes de CIN III (50%). Esta
frequéncia de perda de expressdo difere no entanto da descrita em displasias graves do epitélio oral,
onde houve perda total de expresséo (Nielsen et al, 1997). No carcinoma invasor, a glicoproteina gp
230 ¢ expressa em 51,1% dos casos, frequéncia que ¢ superior a de 30% descrita por Nielsen et al
(1997). A expressdo de gp 230 foi diferente em relagdo ao tipo histolégico, sendo expressa apenas
nos carcinomas pavimentosos. Esta associagdo entre a expressdo de gp 230 e o tipo morfolégico
pode justificar as diferengas entre a percentagem de carcinomas com expressdo de gp 230 nos dois
estudos, j4 que as séries sdo diferentes quanto ao nimero de casos dos diferentes tipos morfologicos
(Nielsen et al, 1997). A perda de expressio de gp 230 € semelhante 3 descrita para outra
glicoproteina de tipo mucina {CD44) em cerca de 50% de lesbes escamosas de alto grau e
carcinomas pavimentosos do colo do Utero {Davidson et al, 1998).

A diminuigdo consistente de gp 230 no grupo de lesdes neoplasicas em relagdo ao colo normal indica
que esta glicoproteina € um marcador de malignidade. Uma vez que a diminuigio de gp 230 ja €
significativa nas lesdes de CIN III em relagiio ao colo nomal, este facto sugere que a perda de
expressdo de gp 230 esta ligada a estadios precoces de transformagdo neoplésica.

A expressio de gp 230 diminui com a perda de diferenciacdo, de 90,4% nos carcinomas
pavimentosos bem diferenciados a 68,8% e 17,6% nos carcinomas pavimentosos moderadamente e
pouco diferenciados respectivamente. A expressdo € também significativamente menor de acordo
com o grau de queratinizagio: 89,5% nos carcinomas de grandes células queratinizantes, 31,8% nos
de grandes células nfio queratinizantes e ausentes no de pequenas células n3o queratinizantes. Estes
dois achados conjugados, sugerem que a gp 230 é um marcador de diferenciagdo nos carcinomas
pavimentosos. De facto, a gp 230 foi apenas encontrada nas dreas melhor diferenciadas, no centro
dos ninhos neoplasicos. Encontramos também expresséo desta glicoproteina em pérolas comeas dos




carcinomas bem diferenciados. Este dado é contraditéric com o descrito por Nielsen et al (1997).
Nesse estudo os autores nunca encontraram express#o na camada de queratina da epiderme e muito
fracamente no epitélio queratinizado do palato (Nielsen et al, 1997). No entanto dados ndo
publicados documentam expressdo de gp 230 em corpisculos de Hassal de timo normal. A expressio
de gp 230 nas pérolas cérneas de carcinomas queratinizantes do colo uterino pode indicar em @ltima
analise, que estas neoplasias tém um padrio de queratinizagdo aberrante, eventualmente diferente da
queratina produzida pela pele. A expressio maior em 4reas queratinizadas ¢ pérolas corneas de
carcinomas pavimentosos invasores foi descrita também na cavidade oral para outra mucina — o
MUCI (Tatemoto et al, 1987).

A expressdo de gp 230 foi predominantemente membranar, mas ao contrério do colo normal, foi
também citoplasmética nas lesdes neopldsicas. A aquisi¢io de expressdio citoplasmitica, tal como
aconteceu em alguns carcinomas pavimentosos do nosso estudo, foi também descrita em carcinomas
pavimentosos da cavidade oral para 0 MUC1 (Tatemoto et al, 1987).

Nio encontrdmos associagdo entre a expressdo de gp 230 e a presenga ou auséncia concomitante de
infiltrado inflamatério nos carcinomas do colo uterino em geral, € nos carcinomas pavimentosos em
particular, sugerindo que a expressdo de gp 230 ndo influencia o padrio de resposta inflamatéria que
0COrTe NOS carcinomas invasores.

A glicoproteina gp 230 foi coexpressa com o Tn em 31,9% dos casos de carcinomas invasores, com
o STn em 38,3% dos casos, com o ST em 29,8% dos casos ¢ nio houve coexpressio com 0 T. A
presenga ou auséncia concomitante de gp 230 com qualquer um dos antigénios simples das mucinas
nio foi no entanto significativa, o que sugere que os antigénios Tn, STn, T ¢ ST estdo ligados
provavelmente com mais frequéncia ao processo de glicosilaglio de outras glicoprotefnas de tipo
mucina presentes no colo do Gtero, tal como o CD44. De facto, a confirmar este achado estd a
presenca simultinea de CD44 ¢ ST na camada basal do exocolo normal, descrita por Nielsen et al
(1997) e auséncia consistente de gp 230 na mesma ¢amada, documentada no estudo de Nielsen et al
(197) e no nosso estudo.

4.3.HPV, antigénios simples das mucinas ¢ gp 230

O padrio de glicosilagdo normal nos epitélios também estd relacionado com a maturagdo ¢
diferenciagiio. No epitélio normal do colo do Gtero, o padro de glicosilagdo ¢ diferente nas células
escamosas metapldsicas da zona de transformagéio em relagio ao epitélio escamoso nativo. Esta
poderd ser uma das razOes para que as células metaplésicas da zona de transformagéio do colo
uterino sejam mais susceptiveis 3 infecgdio viral, nomeadamente 4 infecgio por HPV (Teglbjaerg et
al, 1991), j4 que uma das fungdes dos carbohidratos se prende com a adesdo de microorganismos.
Esta variacdo de expressio de carbohidratos no epitélio metaplisico pode ser importante no
desenvolvimento dos carcinomas nesta drea.

Por outro lado, também estd demonstrado que o ciclo de vida do HPV estd intimanente ligado &
diferenciacdo escamosa cervical. Ndo seria portanto surpreendente se a alteraglio de expressdo dos
carbohidratos se associasse & presenga de HPV, em especial 3 expressio de gp 230 que se relacionou
no nosso estudo com o grau de diferenciagiio dos carcinomas invasores. No entanto n#o encontrdmos
associagdio entre a expressdo de nenhum dos antigénios simples das mucinas ou de gp 230 e o grau
de diferenciagfio ou de queratinizag#io em carcinomas invasores do colo do 1tero com a presenga ou
auséncia de HPV.
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Tanto quanto € do nosso conhecimento, nfio esta descrita na literatura a pesquisa de associagio entre
o HPV e os antigénios simples das mucinas Tn, STn, T e ST.

Nos casos de carcinomas invasores encontramos uma localizagio citoplasmaética mais frequente de
Tn, STn e ST em carcinomas invasores HPV-positivos independentemente do tipo especifico de
HPV. Este achado sugere que o HPV poderd interferir com a acgio de glicosiltransferases
especificas, provocando uma interrupgdo do processo de glicosilagdo dos carbohidratos em pontos
especificos imediatamente subsequentes & sintese dos seus precursores no aparelho de Golgi, com a
consequente acumulagdo destes precursores no citoplasma das células neopléasicas infectadas pelo
HPV,

No unico estudo onde € avaliada a expressdo de gp 230 (Nielsen et al, 1997) ndo foi pesquisada a
presenga de HPV. No nosso estudo ndio encontramos associagio entre a presenca ¢ auséncia de HPV
¢ a express#o de gp 230. Alguns autores que estudaram outras mucinas encontraram associagio entre
a presenca de HPV e o aumento de expressio de isoformas de CD44 nos carcinomas invasores do
colo do itero, indicando que a infecgdo por HPV de alto risco pode preceder a expressdo alterada
destas isoformas (Dall et al, 1996). Outros autores nfio encontraram associagdo entre a presenca de
HPYV e a expressdo alterada de CD44 {Davidson et al, 1998).

No nosso estudo documentdmos que tanto 0 HPV como a expressdo aberrante dos carbohidratos
associados a mucinas e de gp 230 se associam a transformagdo e progressio neoplasicas no cole do
utero. Quer a infecgiio por HPV quer a expressdo aberrante dos carbohidratos associados a mucinas e
da glicoproteina gp 230 sdo frequentes no processo de cancerizagio do colo do utero e, tanto quanto
pudémos observar, ndo estdo relacionadas entre si. Apenas a presenga de HPV poder4 ter um papel
na localizagio dos antigénios simples das mucinas no citoplasma das células neoplésicas.
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V. CONCLUSOES PRINCIPAIS

Os resultados obtidos no trabalho efectuado permitem a formulagdo de algumas conclusdes que
poderdo contribuir para o melhor entendimento dos processos de cancerizagio e progressdo
neoplasicas no colo do ttero:

1.

A prevaléncia de HPV tem uma distribuigfio diferente nos casos de colos normais (0%) e no
grupo das lesdes neoplasicas ndo invasoras e invasoras (100% e 70%, respectivamente). A
presenga de HPV de alto risco associa-se fortemente ao carcinoma invasor do colo uterino,
sugerindo o seu papel central como agente causal do cancro do colo uterino. O HPV 16 foi o tipo
oncogénico mais frequente em oposigio ao HPV 18. O HPV 16 é mais frequentemente
encontrado em carcinomas pavimentosos ¢ o HPV 18 em carcinomas com diferenciagdo
glandular. A frequéncia do grupo 31/33/35/45 parece ser maior em carcinomas de doentes com
idades mais avangadas que o HPV 16. Este facto poderd eventualmente indicar uma evolugio
mais lenta da transformagfo e progressdo neoplasicas dos carcinomas invasores associados ao
HPV 31/33/35/45.

A presenga de 30% de carcinomas invasores negativos para HPV, apesar de sugerir a
possibilidade de “falsos negativos” relacionados com a qualidade do material, levanta também a
possibilidade de haver na nossa série delecgdes da regidio L1 do HPV na zona seleccionada para
amplificagdo com os “primers” GP5+/bio-GP6+, naturalmente secundarias 3 integracio viral no
genoma do hospedeiro. E ainda possivel admitir a presenga de infecgdo por tipos de HPV nido
detectaveis pela metodologia utilizada,

A schistosomiase ndo parece estar associada ao processo de transformacdo neoplasica no colo do
atero de um modo geral e dessa transformagio na auséncia de HPV de forma particular. No
entanto a amostragem limitada de carcinoma invasor em pegas cirirgicas ndio permite extrair
conclusdes definitivas em relago a este ponto.

O padriio de glicosilagdo est4 alterado no processo de transformagio neoplasica do colo do utero,
quer quantitativamente quer fenotipicamente. A diminuigio de gp 230 é detectada desde estadios
precoces da transformagfo neopldsica; a expressio aumentada de Tn € observada em estadios
mais avancados da cancerizagdo e a expressdo de ST associa-se fortemente com o carcinoma
invasor. Adicionalmente a gp 230 est4 intimamente ligada ao processo de diferenciagio, quer no
colo normal, quer nos carcinomas pavimentosos invasores. A conjugagio do padrio dos
antigénios estudados, mostra que o Tn, ST e a gp 230 sdo marcadores de malignidade com alta
especificidade, podendo ser tteis na avaliag@o do diagndstico e da progressio neoplasicas.

A expressdo aberrante de antigénios simples das mucinas € da gp 230 ¢ independente da
presenga de HPV, e acompanha gradualmente as alteragdes morfoldgicas que se observam desde
o colo normal, aumentando nas lesbes neoplésicas in sity € nas lesbes invasoras.

A presenga de HPV nos carcinomas invasores podera interferir com etapas especificas de
glicosilagdio e justificar a localizagdo dos antigénios simples das mucinas no citoplasma das
células neopléasicas com infecgiio por HPV.

Com este trabatho acreditamos ter contribuido para o melhor entendimento do processo de
transformagdio neoplisica no colo uterino utilizando novos conhecimentos e técnicas actuais de
investigagdo na érea da oncobiologia.
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VI. PROPOSTAS PARA ESTUDOS A CURTO PRAZO

A exigua informagio que conseguimos obter dos aspectos clinico-patolégicos e em particular do
“follow-up” das doentes limita muito o estudo de factores de prognéstico e de agressividade
biolégica envolvidos no carcinoma do colo do utero. No entanto hé aspectos importantes para o
melhor entendimento biopatologico dos carcinomas do colo uterino que considerdmos relevante
avaliar.

Assim propomos:

1.

Estudar a frequéncia relativa dos tipos de HPV 31, 33, 35 e 45, utilizando sondas especificas
para cada tipo nos casos que foram positivos com o “cocktail” conjunto de sondas para este sub-
grupo de virus.

Estudar a frequéncia de infecglSes por mais que um tipo de HPV, utilizando nas diferentes
amostras com infecgdo vérias sondas especificas de tipo de forma sequencial.

Tentar identificar por sequenciagiio os tipos que nfo foram identificados através da utilizagio de
sondas especificas.

Tentar identificar a presenga de HPV nos casos que se revelaram negativos com a abordagem
utilizada, nomeadamente utilizando “primers” para outras regies do genoma virico.

Alargar o estudo do padrio de glicosilagio no colo normal, lesdes in situ e carcinomas
pavimentosos invasores através do estudo da expressdo dos determinantes antigénicos do grupo
sanguineo ABO.

Estudar as caracteristicas anatomo-patoldgicas ¢ o papel do HPV em uma série maior de
carcinomas invasores com ¢ sem schistosomiase disponiveis em arquivo no Registo do Cancro
do HCM.
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RESUMO

O cancro do colo do ttero ¢é a segunda neoplasia maligna mais comum na mulher em todo o mundo,
e 80% dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento. Esta bem documentado que tipos de alto
risco do virus do Papiloma humano (HPV) s3o o factor causal determinante, estando presentes numa
alta percentagem dos carcinomas invasores ¢ suas lesdes precursoras. Factores adicionais, tais como
outras doengas infecciosas, tém sido descritos como podendo ter um papel coadjuvante na
cancerizagdo do colo do litero. Alguns autores sugerem uma associagdo entre a schistosomiase € 0
cancro do colo do Utero em 4reas onde esta doen¢a parasitria é hiperendémica. Por outro lado
desconhecem-se as modificagGes resultantes da infecgdio por HPV e/ou da schistosomiase no padréo
de glicosilagdio, nomeadamente quanto & expressdio de antigénios simples das mucinas e de uma
glicoproteina de membrana do tipo mucina (gp 230).

Assim, foram objectivos do nosso estudo,

1. Determinagio da frequéncia de infecgdio por HPV em carcinomas do colo uterino numa
populacio de Mogambique e da frequéncia relativa dos principais tipos oncogénicos de HPV de
alto risco

Através da técnica de PCR com “primers” GP5+/bio-GP6+ , detectamos a presenga de HPV em
26/37 casos de carcinomas invasores (70% ) € em 3/3 casos de lesdes de CIN III (100%). O tipo
mais frequentemente encontrado foi 0 HPV 16 (54%), seguido do grupo HPV 31/33/35/45 (23%)
(quer o HPV 16 quer o grupo HPV 31/33/35/45 foram detectados apenas em carcinomas
pavimentosos) € finalmente do HPV 18 em 4% dos casos (1 caso de carcinoma adenoescamoso).
Dezanove por cento dos casos tinham HPV que ndo foi possivel sub-tipar com os métodos utilizados.
A presenga de HPV de alto risco na maioria dos carcinomas da nossa série reforga o papel central do
HPV como agente causal no processo de cancerizagio. A presenga de 30% de carcinomas invasores
negativos para HPV pode comresponder & presenga de “falsos-negativos” ou a existéncia de delecgBes
da regido L1 ou ainda 2 existéncia de tipos de HPV nio detectiveis pela metodologia utilizada.

2. Determinaciio da frequéncia de schistosomiase em carcinomas do colo uterino numa
populagiio de Mocambique

Detectdmos a presenga de schistosomiase, por estudo histolégico, em 4/10 colos normais (40%),
3/10 lesbes de CIN II (30%) e 4/47 carcinomas invasores (8,5%). A baixa frequéncia de
schistosomiase nos casos de carcinoma invasor, apesar de poder ser parcialmente justificada por
problemas de amostragem (quase todos os carcinomas invasores foram estudados apenas com
bidpsia), sugere que a schistosomiase ndo desempenha um papel relevante na transformagdo
neoplasica do colo do titero.

3. Defini¢dio do perfil de expressdo dos antigénios simples das mucinas (Tn, STn, T ¢ ST) e da
glicoproteina de tipo mucina gp 230 no epitélio do colo uterino normal ¢ em lesdes displasicas e
neoplasicas

Estudamos por imunocitoquimica a expressdo dos antigénios simples das mucinas Tn, STn, Te ST ¢
da glicoproteina gp 230 em 67 casos (10 colos normais, 10 lesSes de CIN Il e 47 carcinomas
invasores). O antigénio T ndo foi expresso em nenhum dos casos. Em relagio aos restantes
antigénios observamos no colo normal: expressdo citoplasmatica de Tn em 1 caso (10%); expressio
membranar de STn em 8 casos (80%) e expressdo citoplasmatica de ST em 1 caso (10%); a
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glicoproteina gp 230 foi expressa na membrana de todos os casos. Nas lesdes de CIN III
observimos: expressdo de Tn em 3 casos {30%) e de STn em 9 casos (90%), todos com localizagdo
citoplasmiética e membranar; auséncia de expressdo de ST; expressdo de gp 230 em 5 casos (50%).
No carcinoma invasor observamos: expressdo de Tn em 30 casos (63,8%), de STn em 31 casos
(66%) e de ST e gp 230 em 24 casos (51,1%), todos com localizag¢do citoplasmatica ¢ membranar.
Em resumo, a2 diminuigio de gp 230 € detectada desde estadios precoces da transformagdo
neoplasica; a expressdo aumentada de Tn é observada em estadios mais avangados da cancerizagio
¢ a expressdo de ST associa-se fortemente com os carcinomas invasores. Observou-se ainda que a
gp 230 estd intimamente ligada ao processo de diferenciagdo, quer no colo normal, quer nos
carcinomas pavimentosos invasores. A conjugacio do padrio de expressdo dos antigénios estudados
mostra que o Tn, ST e a gp 230 sd3o marcadores de malignidade com alta especificidade, podendo ser
tteis na avaliagdo do diagnéstico e da progressdo neoplasicas.

4. Estudo da expressio de Tn, STn, T, ST e gp 230 em carcinomas invasores com e sem
infecgiio por HPV

A expressdo aberrante dos antigénios Tn, STn, Te ST e da gp 230 ¢ independente da presenga de
HPV e acompanha gradualmente as alteragdes morfolégicas que se observam desde o colo normal,
aumentando nas lesGes neoplasicas in situ € atingindo o seu maximo nas lesdes invasoras. Observou-
se no entanto uma maior acumulagio citoplasmética de Tn, STn e ST em carcinomas invasores
positivos para HPV (independentemente do tipo de HPV) sugerindo que a presenga de HPV nos
carcinomas invasores podera interferir com etapas iniciais de glicosilagfio.

5. Comparagio das caracteristicas andtomo-patolégicas, do perfil glicoproteico e da infecgio
por HPV com a presenga de schistosomiase em carcinomas invasores

Através do estudo histolégico dos 47 carcinomas invasores observamos presenga de schistosomiase
em 4 casos (8,5%). As caracteristicas anitomo-patoldgicas dos carcinomas invasores € o seu padrio
de glicosilagfio ndo sdo influenciados pela presenga ou auséncia de schistosomiase. Apenas um caso
de schistosomiase estava presente na série de 37 casos de carcinomas invasores em que foi avaliada a
presenga de HPV. Este caso era simultaneamente HPV 16 positivo. A presenga de um tinico caso de
schistosomiase na série avaliada para HPV ndo permite tirar conclusdes sobre a possivel associagdo
da schistosomiase com a presenga ou auséncia de HPV.
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