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RESUMO

Objetivo: comparacdo entre a acurdcia dos marcadores de células endoteliais anti-CD34 e
anti-fator VIII em neoplasia cervical uterina, em lesées intra-epiteliais e no colo normal.
Métodos: os antigenos CD34 e o fator VIII foram identificados, por meio de técnicas de imuno-
histoquimica, em 18 fragmentos de neoplasia invasiva, 15 de lesdo intra-epitelial de alto
grau e 15 de baixo grau e 10 de colos normais, tidos como grupo controle. Fez-se a contagem
dos vasos em 10 campos com aumento de 400X, na drea de maior densidade vascular. O
total de vasos de cada caso resultou da soma dos 10 campos.

Resultados: as médias dos vasos corados com anti-CD34 no carcinoma invasivo, em lesdo de
alto grau, de baixo grau e no colo uterino normal foram 154, 135, 112 e 93 vasos,
respectivamente. Com o uso do anti-fator VIII as médias das densidades vasculares foram
56, 44, 33 e 30 vasos, seguindo a mesma ordem das amostras. Lesées de alto grau e
carcinomas invasivos do colo apresentaram médias de vasos maiores do que as de colos
normais.

Conclusodes: o emprego do anti-CD34 permite deteccdo de maior nimero de vasos do que o
uso de anti-fator VIII. Confirmou-se a utilidade de ambos os marcadores na avaliagdo da
angiogénese. A angiogénese diferencia lesées de baixo e alto grau, utilizando-se anti-fator
VIII, o que ndo ocorre com anti-CD34.

PALAVRAS-CHAVE: Angiogénese. Colo: lesées pré-neopldsicas. Colo: carcinoma. Imuno-
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histoquimica.

Introducéo

Tumores malignos dependem da angiogéne-
se local para proliferar, segundo estudos recen-
tes!. A neo-angiogénese ocorre na transicao do
processo hiperplasico para neoplasia, portanto
antes da formacao tumoral propriamente dita. Este
fato sugere que a inducao da angiogénese consti-
tui etapa importante na carcinogénese, também
confirmado em estudos realizados em colo
uterino®3.

A neoformacao vascular, além de ocorrer em
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neoplasias malignas, também o faz nos processos
fisiolégicos como, por exemplo, na maturacao dos
foliculos ovarianos, na formacao do corpo lateo e
no reparo do endométrio funcional. Surge, ainda,
nos processos patologicos benignos como reparo
de feridas, osteoartrite, em varias doencas oftal-
micas e na reacdo imunoloégica®*.

O mecanismo pelo qual os tumores malig-
nos induzem e regulam a angiogénese ainda nao
€é de todo conhecido. Em 1968, Greenblatt e
Shubik®, utilizando transplante de melanoma
maligno, separado da rede vascular estromal do
hospedeiro por fina membrana, demonstraram que
fatores especificos produzidos pelas células
tumorais induzem o desenvolvimento de novos
vasos no hospedeiro. O fator angiogénico tumoral,
isolado pela primeira vez no comeco da década de
1970, revelou ser mitogénico sobre as células
endoteliais®.
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A partir de entao, varios fatores angiogénicos
foram descritos, dentre eles o fator de crescimen-
to dos fibroblastos (variedade basica e acida). Ou-
tros fatores angiogénicos, ja bem identificados, sao:
a angiogenina, o fator de crescimento transfor-
mante d, o fator de crescimento transformante 3,
o fator de crescimento endotelial produzido pelas
plaquetas e o fator de necrose tumoral a. O fator
de permeabilidade vascular ou fator de crescimen-
to do endotélio vascular é importante fator
angiogénico na neoplasia cervical™®.

Estudos recentes comprovam que a ativida-
de angiogénica & determinada pelo equilibrio en-
tre a producao de fatores indutores e inibidores. O
o interferon e o fator 4 plaquetario sao elementos
que podem coibir a angiogénese. Sao descritos
ainda, como fatores inibidores, a trombospondina
1 e a angiostatina®.

A primeira evidéncia de que o numero de
vasos neoformados pode ser empregado como fa-
tor prognostico foi observada no melanoma cutéaneo
humano. Descreve-se uma fase inicial, sem
neovascularizacao, associada a auséncia de
metatases, seguindo-se um estagio com
neovascularizacao crescente, que se correlaciona
com o aumento do nimero de metastases'®. Va-
rios outros estudos confirmam a neoformacao
vascular como importante fator prognostico do can-
cer de mama'!, do carcinoma ovariano'? e do can-
cer do colo uterino'313,

Entre os varios procedimentos descritos nos
ultimos anos para o estudo da angiogénese, assi-
nalam-se os implantes tumorais em cornea de
coelho, os implantes tumorais em membrana
corio-alantéide de ovos de galinha e a cultura de
células endoteliais®. Esses métodos sdo dinami-
cos e possibilitam o estudo direto da angiogénese,
entretanto, sdo de dificil execucado na pratica dia-
ria.

A mensuracao da densidade vascular em
cancer de mama, por meio da identificacdo imuno-
histoquimica do antigeno relacionado ao fator VIII
das células endoteliais, foi sugerido por Weidner
et al.'’. A partir de entdo, a técnica imuno-
histoquimica para a identificacao de vasos
neoformados, utilizando a formacao de complexo
antigeno-anticorpo especifico, vem sendo larga-
mente utilizada por ser de facil reprodutibilidade
na maioria dos laboratérios e por apresentar re-
sultados bastante satisfatorios.

Estudos com imunofluorescéncia e cultura
de tecidos demonstram que células endoteliais
sintetizam o antigeno relacionado ao fator VIII. A
microscopia eletrénica evidencia o fator VIII tam-
bém em plaquetas humanas e em megacarioci-
tos!®. Por outro lado, Hollingsworth et al.'? deram
preferéncia ao anti-CD34, entre os varios
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anticorpos testados para demonstrar a angiogéne-
Se no carcinoma ovariano.

Fina et al.!” mostraram a presenca de
antigeno CD34 em células endoteliais e sugerem
que a molécula CD34 poderia participar da adesao
celular tanto nas células endoteliais como nas
progenitoras hematopoiéticas.

Também Schlingemann et al.'®, investigan-
do a precisa localizacao do antigeno CD34 nos va-
sos, observaram com o uso da microscopia eletro-
nica coloracdo para o antigeno mais forte na mem-
brana proxima ao limen dos vasos, nos tecidos
normais. Ja nos tumores a identificacao
antigénica ocorre nos microprocessos, formados
pela membrana celular do endotélio, voltada para
o estroma.

Fina et al.!” chamaram a atencado para os
diferentes comportamentos dos anticorpos anti-
CD34 e anti-fator VIII como marcadores
vasculares, nao s6 nos diversos tecidos como tam-
bém dentro de um determinado tecido.
Hollingsworth et al.'? e Tanigawa et al.'?, estudan-
do ovario e estdbmago, respectivamente, observa-
ram maior nimero de vasos corados com o
anticorpo anti-CD34 do que com o anti-fator VIII.

Compulsando a literatura pertinente, nao
encontramos qualquer estudo no qual se compa-
rassem as diferencas de contagem entre anti-
CD34 e anti-fator VIII para avaliar a angiogénese
da neoplasia de colo uterino, fato que nos motivou
para esta pesquisa.

Material e Métodos

Foram selecionadas biopsias e pecas cirar-
gicas de colo uterino pertencentes a 58 pacientes
atendidas no Departamento de Ginecologia da
Universidade Federal de Sao Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP — EPM), no periodo
de maio de 1989 a abril de 1997. O estudo foi apro-
vado pela Comissao de Etica da UNIFESP.

Do total de 58 mulheres, 18 tinham diag-
nostico anatomopatologico de neoplasia escamosa
invasiva (grupo A) e 30 de neoplasia intra-epitelial,
sendo 15 de alto grau (grupo B) e 15, de baixo grau
(grupo C). As 10 pacientes restantes nao apresen-
tavam qualquer processo neoplasico, sendo assim
consideradas como controle (grupo D).

As pacientes com neoplasia invasiva apre-
sentavam a doenca em estadio clinico I, conforme
estadiamento preconizado pela Federacao Inter-
nacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)%°,
sendo excluidas as pacientes com diagnéstico de
adenocarcinoma, assim como aquelas com trata-
mento prévio por irradiacdao e /ou drogas
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antiblasticas. O grupo controle (D) foi constituido
por pacientes submetidas a procedimento cirtur-
gico por lesdo benigna.

O material, encaminhado para processa-
mento imuno-histoquimico, foi constituido por
duas laminas de cada uma das 58 pacientes. A
primeira foi preparada para a pesquisa de fator VIII
e a segunda, para a do antigeno CD34. Para tanto,
foram utilizados anticorpos primarios, monoclo-
nais, obtidos por imunizac¢do de animais de labo-
ratorio com antigenos humanos.

Anticorpos séricos de coelho (Rabbit anti-
human Von Willebrand factor, Dako Polyclonal, Sta.
Barbara, CA, USA - Lote 094 [021] Codigo M 0616),
na diluicdo de 1:16.000, foram utilizados para a
deteccao do fator VIII.

Para identificar as células que expressavam
o marcador CD 34 com CD34 empregamos
anticorpos séricos de camundongos (Mouse anti-
human CD34, Novocastra, clone Q B End 10, lote
512), na diluicao de 1:50.

Para ambos os conjuntos usaram-se
anticorpos secundarios a partir do método Estrepto-
avidina-biotina-peroxidase (Strepto ABC, Dako,
Cadigo KO 492 lote 105 [102]), na diluicao de 1:500.

As células endoteliais, assim tratadas, ad-
quiriram coloragdo acastanhada com ambos os
anticorpos, o que permitiu identifica-las (Figura
1). Simultaneamente realizou-se um “controle
positivo”, para a avaliacdo da eficacia do anticorpo
primario, utilizando-se, para tanto, espécimes
teciduais de amigdalas humanas.

Figura 1 - Fotomicrografia de fraentocervi com carcinoma invasivo, mostrando
imunoexpressdo do CD34 (400X).

Para a contagem dos vasos utilizou-se mi-
croscopio de luz com objetivas de 10X e 40X e ocu-
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lares de 10X, perfazendo aumentos de 100X e 400X,
respectivamente. A objetiva de menor aumento
foi usada para selecionar, nos casos do grupo con-
trole e naqueles com neoplasia intra-epitelial, a
area estromal subjacente ao epitélio normal ou
atipico com maior densidade vascular®. Nos casos
com neoplasia invasiva o mesmo recurso foi em-
pregado para localizar a area mais vascularizada
da interface tumor-cérion''. Selecionada a area
em cada caso, procedeu-se a contagem dos vasos
em aumento de 400X.

Estabeleceu-se que o namero total de vasos,
obtidos em cada caso, seria o resultado do
somatério do numero de vasos contados em cada
um dos 10 campos histolégicos avaliados.
Convencionou-se, ainda, considerar como unida-
de vascular a presenca obrigatéria de células co-
radas em castanho margeando o espac¢o luminal.
Os vasos parcialmente identificados, ndo contidos
por inteiro nos campos analisados, nao foram com-
putados. A contagem foi realizada por leitura dire-
ta nos aumentos citados, sem auxilio de qualquer
dispositivo.

Dois observadores independentes,
concomitantemente e obedecendo aos critérios
citados, procederam a leitura das laminas e cole-
ta dos dados. Somente quando houve a concor-
dancia de ambos, o elemento identificado foi con-
siderado como vascular.

Em virtude da natureza da variavel, conta-
gem do numero de vasos, usamos para avaliacao
estatistica nao-parameétrica o teste de Wilcoxon
para médias nao-independentes e o teste de
Kruskal-Wallis para médias independentes,
complementado pelo teste de comparacoes multi-
plas sempre que necessario.

O nivel de significancia foi sempre igual ou
menor do que 0,05 (5%).

Resultados

Os resultados obtidos na contagem dos ele-
mentos vasculares utilizando-se dois marcadores
imuno-histoquimicos (anti-CD34 e anti-fator VIII)
estdo expostos nas Tabelas 1 e 2. A média dos va-
sos corados com anti-CD34 no carcinoma invasivo,
em lesdo de alto grau, de baixo grau e no colo
uterino normal foi de 154, 135, 112 e 93 vasos,
respectivamente, ao passo que com o uso do anti-
fator VIII os nimeros foram 56, 44, 33 e 30 vasos,
seguindo a mesma ordem das amostras.

A média de vasos foi maior nos casos cora-
dos com os anticorpos anti-CD34 do que a obtida
com anti-fator VIII (teste de Wilcoxon: p<0,05).
Quando comparamos os quatro grupos (A, B, Ce D)
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corados com o marcador vascular anti-CD34 en-
tre si, usando o teste de Kruskal-Wallis
complementado com o teste de comparacoes mul-
tiplas (Tabela 1), notamos que o nimero de vasos
dos casos normais nao difere de maneira
significante daquele das portadoras de neoplasia
intra-epitelial de baixo grau. Por outro lado, quan-
do se comparou o grupo sem neoplasia com os gru-
pos com neoplasia intra-epitelial de alto grau e
com carcinoma invasivo, o nimero de vasos nas
epiteliopatias relacionadas com malignidade foi
maior, com comprovada significancia estatistica.

Tabela 1 - Distribuicdo dos valores correspondentes ao nimero de vasos avaliados nos
carcinomas invasivos de colo uterino (A), lesdes intra-epiteliais de alto grau (B) e de
baixo grau (C) e colos uterinos normais (D) utilizando-se técnica imuno-histoquimica
para identificagdo de estruturas vasculares com anti-CD34, médias e resultado da
estatistica.

Caso (n°) Grupo A Grupo B Grupo C  Grupo D
1 161 128 121 109
2 160 131 98 65
3 128 125 81 97
4 168 141 128 96
5 131 157 91 110
6 107 132 17 67
7 219 143 136 106
8 147 112 95 102
9 175 131 105 80
10 119 128 128 96
1" 190 139 90
12 203 135 151
13 107 127 129
14 153 121 95
15 128 168 112
16 209
17 142
18 124
Média 154 135 112 93
Teste de Kruskal-Wallis H,, =7815
H,,. = 29,586 Hpr = 29,628
Teste de Comparagdes Multiplas
Pares VADMP DMS
(D, C) 10,50 N.S. 18,19
(D,B) 26,40 * 18,19
(D, A) 31,76 * 17,57
(C,B) 15,90 N.S. 16,27
(C,A) 21,26 * 15,58
(B,A) 5,36 N.S. 15,58
VAMDP: Valor absoluto da diferenga entre as médias dos postos; DMS: diferenca minima
significante;

* significante; N.S.: ndo significante
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Tabela 2 - Distribuigao dos valores correspondentes ao niimero de vasos avaliados nos
carcinomas invasivos de colo uterino (A), lesées intra-epiteliais de alto grau (B) e de
baixo grau (C) e colos uterinos normais (D) utilizando-se técnica imuno-histoquimica
para identificagéo de estruturas vasculares com anti-fator VIIl, médias e resultado da
estatistica.

Caso (n°)  Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
1 50 39 34 39
2 53 44 28 31
3 53 40 31 35
4 54 50 30 34
5 59 44 27 21
6 50 43 40 21
7 61 42 37 32
8 49 44 34 29
9 58 47 33 32
10 48 51 33 28
1 49 38 29
12 57 41 38
13 54 39 33
14 57 44 29
15 o7 95 37
16 82
17 55
18 59
Média 56 44 33 30
Teste de Kruskal-Wallis Hw| =7.815
H,, =47,084* H,, = 47,151
Teste de Comparagdes Mltiplas
Pares VADMP DMS
(D, C) 3,07 N.S. 18,19
(D,B) 22,47 * 18,19
(D, A) 37,07 * 17,57
(C,B) 19,37 * 16,27
(C,A) 34,01 * 15,58
(B,A) 14,64 N.S. 15,58
VAMDP: Valor absoluto da diferenga entre as médias dos postos; DMS: diferenga minima
significante;

* significante; N.S.: ndo significante

Considerando ainda a técnica imuno-
histoquimica para CD34 e comparando o nimero
de vasos contados nos grupos A, B e C, evidencia-
se que o grupo C, ou seja, casos com neoplasia
intra-epitelial de baixo grau, nao apresentou dife-
renca estatistica significante quando comparado
ao grupo B (neoplasia intra-epitelial de alto grau).
Entretanto, quando a comparacao € feita entre os
grupos C (lesdao de baixo grau) e A (carcinoma
invasivo), a diferenca é significante. Finalmente,
quando se compara o numero de vasos contados
no grupo B (lesdo de alto grau) com o do grupo A
(carcinoma invasivo) também néo se observa di-
ferenca.

Utilizando-se a coloracao anti-fator VIII (Ta-
bela 2) , verificou-se, mais uma vez, que o grupo D
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(grupo controle), quando comparado aos grupos A,
B e C, s6 é diferente dos grupos A (carcinoma
invasivo) e B (lesdo de alto grau), sendo pois se-
melhante ao C (lesdo de baixo grau) (teste de
Kruskal-Wallis: V = 7,8).

Os exemplares de neoplasia intra-epitelial
de baixo grau (C) possuem numero de vasos me-
nor do que os encontrados na neoplasia intra-
epitelial de alto grau (B) e na neoplasia invasora
(A). Nao ocorre diferenca quando comparamos o
numero de vasos dos grupos A e B.

Discussao

Apesar de opinides contrarias, como as de
Kainz et al.'*, alguns autores demonstraram que,
no carcinoma invasivo de colo uterino, a densida-
de vascular aumentada esta relacionada com pior
prognostico!®13.

A neoformacao vascular tem sido, ainda,
quantificada nas neoplasias intra-epiteliais, vi-
sando estabelecer quando realmente esse proces-
so tem inicio e, talvez, transportar o conceito vin-
do dos estudos com carcinomas invasivos, para os
quais se pode inferir que quanto maior o nimero
de vasos, mais agressiva seria a neoplasia.
Parametros para decisdes terapéuticas e de se-
guimento estariam assim adequadamente funda-
mentados, uma vez que lesdes pré-neoplasicas
intra-epiteliais, ditas de alto grau, podem progre-
dir.

Ja Ziche e Gullino?! em experimentos in vitro
demonstraram que a capacidade angiogénica ocor-
re durante a transformacao neoplasica, firmando
a hipoétese de que, quando células normais tém
capacidade de formar novos vasos, possuem tam-
bém maior risco de transformacao neoplasica, ra-
tificando o que Stafl e Mattingly** evidenciaram
no colo uterino, ou seja, as mudancas vasculares
precedem as alteracdes histopatologicas.

No colo uterino, o fator VIII tem sido com fre-
quéncia utilizado na pesquisa de fatores prognos-
ticos para o carcinoma espinocelular. Na avalia-
cao da literatura, concernente ao emprego de
anticorpos anti-CD34 em colos uterinos, encon-
tramos o estudo de Miettinen et al.*® realizado em
colos normais, descrevendo a identificacao de va-
sos e de algumas células estromais, pela colora-
cao acastanhada dessa prova imuno-histoquimica.

Observamos, ao comparar os valores encon-
trados nas avaliacoes de vasos marcados com
anticorpos anti-CD34 e os corados com o anti-fa-
tor VIII, que o primeiro € capaz de evidenciar maior
numero de vasos do que o segundo, tanto em le-
soes de baixo ou alto grau, quanto em carcinomas
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invasivos ou no colo uterino normal.

Os valores menores computados com o uso
do anti-fator VIII, comparados aos do anti-CD34,
também foram notados por Hollingsworth et al.!?
ao estudar a angiogénese tumoral em carcinoma
ovariano em estadio avancado. Na contagem de
microvasos com anti-CD34 e anti-fator VIII em
carcinomas gastricos, o nimero obtido com o pri-
meiro corante foi aproximadamente trés vezes
maior que o notado com o segundo anticorpo?®.

Acreditamos que a diferenca numeérica dos
vasos seja consequéncia da presenca de estrutu-
ras vasculares nao coradas, no campo das lami-
nas preparadas com anti-fator VIII e, portanto,
excluidas da contagem. Por outro lado, poder-se-ia
dizer que, nas laminas coradas pelo anti-CD34,
foram contadas estruturas nao vasculares, ja que
esse marcador cora também fibroblastos. Mais uma
vez, acreditamos que esta falta ndao ocorre quando
se tem o cuidado de cotejar apenas estruturas que
tém limen. Por outro lado, vasos linfaticos nao sao
corados pelo anti-CD34, nem pelo anti-fator VIII,
sendo portanto excluidos de falsa avaliacao?3.

Ao analisar nossos resultados nos quatro
grupos A, B, C e D, nas laminas coradas com anti-
fator VIII, notamos que o comportamento da lesao
de baixo grau é semelhante ao do colo normal.
Notamos ainda que o numero de vasos aumenta a
partir da lesao de alto grau, até se tornar seme-
lhante ao do carcinoma invasivo. Isto nos leva a
concluir que a neoformacao vascular acontece nas
lesdes de alto grau, ou seja, nas formas pré-
invasivas mais préximas do desencadear da inva-
sdo.

Todos os trabalhos referentes a angiogéne-
se e colo uterino usam o anti-fator VIII para a
quantificacao dos vasos, e nossos resultados es-
tao de acordo com os de Smith-McCune e Weidner?,
Guidi et al.® e Ravazoula et al.?2. Esses autores
asseguram que a angiogénese comeca na fase
pré-invasiva e pode ser importante evento na con-
versao do epitélio normal a neoplasico.

Por outro lado, Abulafia et al.?* nao encon-
traram maior numero de vasos na neoplasia intra-
epitelial, ao passo que Soini et al.?®> embora sem
visualizar maior quantidade de vasos na lesao pré-
invasiva, demonstraram atividade proliferativa
mais intensa nas células endoteliais de lesées NIC
IT e IIl em comparacado aos condilomas e NIC I,
valendo-se da positividade do antigeno nuclear de
proliferacao celular na célula endotelial como
marcador da proliferacao vascular.

Quando analisamos nossos resultados nas
laminas coradas pelo anti-CD34 notamos que, tal
como ocorreu com o anti-fator VIII, a
neovascularizacdo aconteceu realmente a partir
da lesao de alto grau até a lesdo francamente in-
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vasora.

Com a coloracao anti-CD34 notamos, entre-
tanto, novo pormenor que nos sinaliza uma dis-
creta tendéncia de aumento da angiogénese nas
lesdes de baixo grau (grupo C), ja que o numero de
vasos contados nesse grupo nao foi estatisticamen-
te diferente do numero de vasos encontrados no
grupo B (neoplasia intra-epitelial de alto grau), di-
ferenciando-se apenas do grupo A (carcinoma
invasivo).

Esse achado pode ser explicado pelo estudo
de Schlingemann et al.'®* em cultura de células
endoteliais de veia umbilical humana, onde a ex-
pressao de CD34 foi preferencialmente encontra-
da em células com aparéncia morfologica daque-
las em migracao, sugerindo que o CD34 é um
marcador citolégico endotelial no inicio do proces-
so dindmico da angiogénese. Vasos seriam cora-
dos desde o inicio da neovascularizacao e nao so-
mente aqueles ja formados. Somos assim induzi-
dos a afirmar que o anti-CD34 é mais sensivel que
o anti-fator VIII, traduzindo-se em melhor
marcador funcional do que apenas morfolégico.

Reforcam esta assertiva as observacoes
realizadas por Guidi et al.® ao detectar, em frag-
mentos de mucosa cervical com alteracodes
epiteliais benignas e de baixo grau, leves e mode-
rados niveis de expressao do RNA mensageiro do
fator de permeabilidade vascular, reconhecido
como um dos importantes fatores angiogénicos.
Afirmam, esses autores, que tais resultados esta-
riam indicando resposta a fenémeno reativo fisio-
légico, ou reacao inflamatoéria a agressao morbida
ou, ainda, processo epitelial neoplasico em inicio
de progressao.

Outra ilacado possivel, observada entre os
valores de anti-CD34, dos grupos com neoplasia
intra-epitelial de baixo (C) e de alto grau (B), se-
ria: a falta de diferenca entre os grupos B e C es-
taria traduzindo heterogeneidade de agentes
desencadeadores do processo hiperplasico (HPV 6,
11, 16, 18 e outros) e, quica, de tendéncias
prognoésticas diferentes.

Apesar de a angiogénese diferenciar lesao
de baixo e alto grau, utilizando-se o anti-fator VIII,
o0 mesmo nao acontece quando empregamos o anti-
CD34. Isso nos faz acreditar que talvez fosse inte-
ressante associar outros marcadores prognosticos,
em especial a identificacao do tipo viral e a quan-
tificacdo da carga viral para o papilomavirus hu-
mano. Assim, uma lesdo s6 teria potencial para
malignidade se tivesse elevado ntumero de vasos
neoformados, HPV de alto risco e com alta carga
viral. Mais uma vez afiancam esta hipotese os tra-
balhos de Guidi et al.® anteriormente citados.

Outra possibilidade a ser aventada poderia
ser que o grupo B (lesdo intra-epitelial de alto grau),

Angiogénese

por sua composicao, integrando as anteriormente
chamadas displasias moderadas, displasias gra-
ves e carcinoma in situ, seria também heterogé-
neo. Estariamos assim reunindo em um sé grupo
processos proliferativos de comportamentos dife-
rentes e probabilidades distintas de evolucéao e /
ou de regressao.

Nosso estudo permite-nos supor que even-
tuais enzimas que rompem a membrana basal dos
vasos, no inicio da neovascularizacao, seriam as
mesmas capazes de romper a membrana basal do
epitélio e assim facilitar o processo de invasao.
Pesquisas prospectivas deverao ser desenvolvidas
para que esse topico da biologia tumoral seja es-
clarecido.

SUMMARY

Purpose: to compare the efficiency of anti-factor VIII and
anti-CD34 antibodies as vascular makers in cervical cancer,
in cervical intraepithelial neoplasia and in normal cervix.

Methods: using an immunohistochemical method, factor VIII-
related antigen and leukocyte antigen CD34, we performed
microvascular counts in 18 squamous cell carcinomas, in 15
cervical high-grade intraepithelial neoplasia, in 15 low-
grade intraepithelial lesions and in 10 normal cervices.
Using light microscopy we counted microvessels per 400X

field in the most active areas of neovascularization with higher

microvessel density in each case.

Results: the average of microvessels stained with anti-CD34
in invasive carcinoma, high-grade intraepithelial lesions,
low-grade intraepithelial lesions and in the normal cervices
was 154, 134, 112 and 93, respectively. When we used anti-

factor VIII the average was 56, 44, 33 and 30 vessels,
following the same order. High-grade intraepithelial lesions

and invasive carcinomas showed greater means number of
vessels than normal tissue.

Conclusions: the use of anti-CD34 allowed the detection of a

greater number of vessels when compared to anti-factor VIIIL.

However, we could observe that anti-factor VIII staining was

able to significantly discriminate high-grade from low-grade

lesions.

KEY WORDS: Angiogenesis. Cervix: precursor lesions.
Cervix: carcinoma. Immunohistochemistry.
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