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RESUMO

Objetivo: quantificar os vasos neoformados e a proliferacdo do epitélio, por meio dos
marcadores imuno-histoquimicos anti-CD34 e anti-PCNA, na neoplasia intra-epitelial do colo
do titero.

Métodos: foram incluidas 16 pacientes com NIC Ill e 16 com NIC II (alto grau), 21 pacientes
com NIC I (baixo grau) e ainda 11 pacientes com colos normais (grupo controle). A avalia¢do
das laminas foi feita por dois observadores, concomitantemente, em 10 campos consecutivos,
com aumento de 100X e de 400X, na regido de maior densidade vascular (CD34) e na regido
de maior atividade proliferativa (PCNA).

Resultados: as médias de células positivas obtidas com o emprego do anti-PCNA em neoplasias
intra-epiteliais foram: 78,2% (NIC I1I), 52,1% (NIC II), 33,3% (NIC I) e 4,6% (grupo controle), ao
passo que com o marcador vascular anti-CD34 as médias foram: 199, 1 vasos (NIC III), 162,0
vasos (NICII), 111,7 vasos (NIC I) e 124,4 vasos (grupo controle).

Conclusoes: os resultados mostram que os dois marcadores, o anti-PCNA e anti-CD34, séo
uteis na avaliagdo da atividade proliferativa e angiogénica, respectivamente. O uso do anti-
PCNA permite diferenciar as neoplasias intra-epiteliais com mais clareza do que o do anti-
CD34.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasias intra-epiteliais cervicais. Angiogénese. Proliferacdo celular.

Introducao

O cancer de colo uterino representa ainda,
na atualidade, uma entidade das mais importan-
tes e danosas, constituindo grande problema de
saude publica. Estima-se a prevaléncia em meio
milh&do de casos novos ao ano, principalmente em
paises em desenvolvimento (WHO)!. No Brasil, se-
gundo os dados do Instituto Nacional de Cancer
(INCA)?, 21.725 novos casos foram diagnosticados
no ano de 1998, ocorrendo 6.815 6bitos.

Na ultima década, multiplos ensaios suge-
riram que o papilomavirus humano (HPV) desem-
penha papel central na sua etiopatogenia, bem
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como na de suas lesdes precursoras*?.

A histéria natural desta neoplasia, ja bem
estabelecida, indica haver a progressao de lesoes
intra-epiteliais para a doenca francamente inva-
sora. Porém, a progressdo nado € impositiva, po-
dendo ocorrer regressdo em alguns casos e, em
outros, a persisténcia da lesao*.

O diagnostico das neoplasias intra-epiteliais
e do carcinoma invasor baseia-se nos exames
citologico e colposcoépico, sempre complementados
pelo exame anatomopatologico das bidpsias reali-
zadas sob orientacao colposcépica.

O padrao vascular do colo uterino represen-
ta um dos mais importantes critérios de diagnos-
tico em colposcopia, método indispensavel para
localizar as areas alteradas e orientar as eventu-
ais biopsias®.

Hinselmann® descreveu aspectos vascula-
res associados a alteracdes epiteliais, hoje co-
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nhecidos como mosaico e pontilhado, sendo o
primeiro a mostrar que o carcinoma cervical apre-
senta modificacoes vasculares caracteristicas,
que denominou hiperplasia vascular adaptativa.
Considerando que as alteracdes vasculares re-
fletem o inicio da mudanca do metabolismo ce-
lular, Stafl e Mattingly’” mostraram, na neoplasia
intra-epitelial, a compressdo dos vasos pré-exis-
tentes do estroma pela proliferacao celular, for-
mando assim o substrato histopatologico do pon-
tilhado e/ou mosaico.

Entende-se por angiogénese a neovascula-
rizacado ou formacao de novos vasos sangliineos a
partir da microvasculatura pré-existente®. Sabe-
se que a angiogénese ocorre durante a vida em-
brionaria e também em intmeros processos fisi-
ologicos e em situacodes inflamatoérias, como tam-
bém em condicoes patologicas®. Stafl e Mattingly”
sugeriram que a neovascularizacao seria obser-
vada em todos os estagios de neoplasia intra-epi-
telial, sendo um pequeno aumento da densidade
vascular ja detectado no grau I.

Subsequientemente, Sillman et al.!° obser-
varam que 28% das pacientes com neoplasia intra-
epitelial, 50% das pacientes com carcinoma
microinvasor e 100% das pacientes com carcino-
ma invasor teriam neovascularizacao atipica. Uti-
lizando anticorpos anti-fator VIII, Schindler!! ava-
liou a densidade vascular nas neoplasias intra-
epiteliais escamosas de graus I, II e III. Demons-
trou existir uma tendéncia de aproximacao entre
as variedades II e III, reforcando assim o conceito
de Richart!?, o qual considerava que as neoplasias
intra-epiteliais de graus II e III teriam potencial
de evolucao semelhante.

Utilizando outro marcador vascular, o anti-
CD34, mais sensivel na avaliacdo da angiogénese
do colo, Calux!® concluiu néo haver diferenca sig-
nificante entre lesoes intra-epiteliais cervicais de
baixo e alto grau. O marcador acima referido € uma
glicoproteina de 110 kDa, presente em células
progenitoras hematopoéticas, expressando-se em
leucemias mieléide e linfoblastica agudas!*. Do
exposto, pode-se observar que o estudo da
neoangiogénese esta intimamente ligado ao do
desenvolvimento neoplasico.

Por outro lado, recentes ensaios tém relata-
do a relacao entre o potencial maligno dos neo-
plasmas e a atividade de proliferacao celular,
usando-se o antigeno nuclear de proliferacdo ce-
lular (PCNA), marcador que pode ser empregado
em material em parafina ou naqueles resultan-
tes de puncéao aspiratival!>16. Assim, pormenores
sobre a proliferacao celular poderiam ser uteis
para predizer o potencial metastatico, a recidiva
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e, enfim, o prognoéstico em varias neoplasias hu-
manas?'’.

Inicialmente, o PCNA foi identificado como
antigeno de proliferacao celular in vitro e in vivo,
em pacientes com lupus eritematoso, podendo
servir como marcador biolégico para o estudo de
células em proliferacao!®2°. O PCNA é uma prote-
ina de 36 kDa, com papel critico na fase inicial da
proliferacao celular, atuando como cofator da
enzima DNA polimerase delta. Aparece no nucleo
durante a fase G1, imediatamente antes da sin-
tese de DNA, atinge o maximo durante esta fase
(S), declinando durante a fase G2 e apresenta ni-
veis nao-detectaveis na fase M?!.

De modo geral, a literatura concernente tan-
to as variacoes de densidade vascular quanto aos
diferentes indices de proliferacao celular, relacio-
nados com as neoplasias intra-epiteliais escamosas
de colo, indica haver comportamentos semelhan-
tes entre as lesoes de graus II e III, atualmente
consideradas como sendo de alto grau'®22.

Para esclarecer a existéncia de uma possi-
vel diferenciacao entre as lesoes precursoras das
neoplasias cervicais, propusemo-nos a estudar a
relacdo entre a angiogénese e o comportamento
proliferativo do epitélio, utilizando os anticorpos
anti-CD34 e anti-PCNA, nos diferentes graus de
neoplasias intra-epiteliais do colo uterino huma-
no. Os objetivos deste estudo sdo: quantificar a
atividade angiogénica nos diferentes graus de
neoplasia intra-epitelial do colo uterino, por meio
da avaliacdo imuno-histoquimica para CD34, e
diferenciar a densidade proliferativa dos epitélios
com neoplasia intra-epitelial de graus I, II e III,
pela técnica imuno-histoquimica para PCNA.

Pacientes e Métodos

Foram selecionados fragmentos histolégicos
obtidos de 64 pacientes com neoplasias intra-
epiteliais e de colos sem processo neoplasico, aten-
didas no Setor de Patologia do Trato Genital Infe-
rior e Colposcopia e na enfermaria da Disciplina
de Ginecologia do Departamento de Tocoginecolo-
gia da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP —
EPM), no periodo de marco de 1994 a agosto de 1998.

Os espécimes foram obtidos por meio de
biopsia dirigida sob visdo colposcoépica, com pinca
do tipo saca-bocado ou alca de alta freqiiéncia;
conizacao cervical classica ou cirurgia com alca
de alta freqtiéncia ou cirurgias com retirada total
do uitero.

A faixa etaria variou de 19 a 77 anos com-
pletos. Do total de 64 mulheres, 21 tinham NIC I
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(grupo B), 16 NIC II (grupo C) e 16 NIC III (grupo
D). As 11 pacientes restantes ndo apresentavam
qualquer processo neoplasico, sendo assim con-
sideradas como controle (grupo A). As laminas
preparadas a partir de tecidos obtidos por
biopsias e pecas cirurgicas foram selecionadas
do arquivo do Departamento de Patologia da
UNIFESP - EPM. O grupo controle (A) foi consti-
tuido de pacientes submetidas a procedimento
cirargico por lesdo benigna. Apés fixacdo em so-
lucdo de formol a 10% por periodo de 24 a 48
horas, o material foi desidratado em alcool etilico,
diafanizado pelo xilol e incluido em parafina por
processador automatico de tecido.

Histopatologia

A seguir foram obtidos trés cortes histol6-
gicos para cada caso, com micrétomo tipo Minot
(American Optical, modelo 820) ajustado para cin-
co micrometros, perfazendo 192 espécimes.

Apbs o processamento histologico e monta-
gem em lamina de vidro, um dos trés cortes de
cada caso foi corado pela hematoxilina-eosina (HE)
segundo a técnica de Michalany?®, concluindo-se
a montagem entre lamina e laminula com
Entellan. Os demais foram reservados para o exa-
me imuno-histoquimico.

Imuno-histoquimica

Para a avaliacdo imuno-histoquimica foram
utilizados anticorpos primarios, monoclonais, ob-
tidos por imunizacdo de animais em laboratoério
com antigenos humanos. Para identificar as cé-
lulas com CD34 empregaram-se anticorpos séricos
de camundongos (mouse anti human CD34,
Novocastra, clone Q B End 10, lote 07-201, DAKO/
M 7165) na diluicao de 1:100. Identificou-se a ex-
pressao do PCNA, por meio de anticorpos séricos
de camundongos (mouse anti human x PCNA,
clone PC 10, DAKO/MO 879 /lote 064-305), na di-
luicdo de 1:6000. Para ambos os conjuntos usa-
ram-se anticorpos secundarios a partir do método
estrepto-avidina-biotina-peroxidase (Strepto ABC,
Dako, Cédigo KO 492 lote 105[102]), na diluicao de
1:500, de acordo com Hsu et al.?*.

As laminas histolégicas, previamente tra-
tadas com 3-aminopropiltrietoxisilana (APTS), fo-
ram colocadas em estufa a 57°C por aproximada-
mente 12 horas, para melhor adesdo do tecido.
Apos a desparafinizacao e hidratacao (xilol-alcool-
agua), imersao em tampao citrato (pH 6,0) e irra-
diacdo por microondas na poténcia maxima por 45
minutos, procedeu-se ao bloqueio da peroxidase
endogena, com quatro banhos de agua oxigenada
a 20 volumes, de cinco minutos cada. Novos ba-
nhos em agua corrente e em solucdo de tampao
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fosfato (pH 7,4-7,6) foram feitos, precedendo a
imersao em soro albumina bovina a 1%. Depois
as laminas foram incubadas com anticorpo prima-
rio em camara umida, por cerca de 12 horas, se-
guindo-se de incubacao com o anticorpo secunda-
rio por 30 minutos. Apos a amplificacao das rea-
coes, os espécimes foram novamente lavados e re-
velados com 3-3’-diaminobenzidina por cinco mi-
nutos. Para contra-coloracdo, empregou-se a
hematoxilina de Harrys e, finalizando, procedeu-
se a desidratacdo, a diafanizacao e montagem
entre lamina e laminula com Entellan.

As células endoteliais assim tratadas adqui-
riram coloracdo acastanhada quando ambos os
anticorpos estavam presentes, o que permitiu
identifica-las.

Simultaneamente, preparou-se um “controle
positivo” para a avaliacao da eficacia do anticorpo
primario, utilizando-se para tanto espécimes
teciduais de amigdalas humanas.

Para a contagem dos vasos nos servimos de
microscopio 6pticos com aumentos de 100X e 400X.
Foram avaliados 10 campos histolégicos consecu-
tivos em cada lamina, perfazendo um total de 640
campos avaliados, tomando-se o cuidado de mar-
car o ultimo vaso, computado no campo anterior,
para nao conta-lo duas vezes. Considerou-se ain-
da como unidade vascular a presenca obrigatoéria
de células coradas em castanho margeando o es-
paco luminal. Os vasos parcialmente identifica-
dos, nao-contidos por inteiro nos campos analisa-
dos, nao foram considerados.

Para a contagem das células coradas pelo
marcador imuno-histoquimico PCNA, utilizamos
programa de analise grafica por computador, o
Imagelab (Softium), no Laboratoério de Ginecologia
Experimental da Disciplina de Ginecologia da Uni-
versidade Federal de Sao Paulo. Utilizou-se o mi-
croscopio 6ptico com objetiva de 100X para a loca-
lizacao das areas positivas ao anti-PCNA.

Uma vez localizado, passou-se a utilizar ob-
jetiva de 400X, com a qual se contou o numero
total de células presentes, desde a superficie até
a membrana basal, perfazendo um minimo de 1000
células por lamina. Do total de células contadas
em cada campo, avaliaram-se quantas eram posi-
tivas ao marcador imuno-histoquimico PCNA.

Dois observadores independentes, concomi-
tantemente e obedecendo aos critérios ja citados,
procederam a coleta dos dados. Somente quando
houve a concordancia de ambos, os dados foram
registrados.

Andadlise estatistica

Para a avaliacao dos resultados obtidos com
o emprego dos marcadores imuno-histoquimicos
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anti-CD34 e anti-PCNA, inicialmente fez-se ana-
lise descritiva dos dados por meio do calculo de
medidas-resumo?®.

Para a analise inferencial, empregou-se a
técnica de analise de variancias (ANOVA) para
comparar as médias dos quatro grupos em relacao
aos marcadores imuno-histoquimicos anti-PCNA
e anti-CD34. Quando a analise de variancias de-
tectou a existéncia de diferencas entre as médi-
as para o anti-PCNA e, posteriormente, para o anti-
CD34, utilizou-se o teste de comparacoes multi-
plas de médias, duas a duas, de Fisher.

Nesta parte da analise foram construidos
intervalos de confianca para as médias de cada
marcador imuno-histoquimico (anti-PCNA e anti-
CD34), com coeficiente de confianca de 95% (g =
0,95), segundo Bravo et al.?!. Em todos os testes,
fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hi-
potese de nulidade.

Resultados

Usando-se o marcador endotelial anti-
CD34, observa-se que a média de vasos no gru-
po A (controle) foi de 124,4 (erro-padrao de 15,5).
No grupo B, neoplasias intra-epiteliais grau I, foi
de 111,7 vasos (erro-padrao de 13,0). Ja entre as
lesdées de alto grau, no grupo C (NIC II) a média
foi de 162,0 figuras vasculares (erro-padrao de
19,3) e no grupo D (NIC III) a média atingiu 199,1
vasos (erro-padrao de 12,1) (Tabela 1 e Figura 1).

Utilizando-se a técnica de analise de
varidancia, concluimos que existem diferencas
estatisticamente significantes entre as médias
dos grupos avaliados pelo anti-CD34, com p<0,001
(Tabela 1 e Figura 1).

Devido a esta diferenca empregamos a téc-
nica de comparacoes de médias, duas a duas de
Fisher, em relacao ao anti-CD34, e confirmamos
que A<DeB<D.

Na analise dos resultados obtidos com o anti-
PCNA, observou-se que a média do grupo A (con-
trole) foi de 4,6% (erro-padrao de 1,1) e no grupo B
(NICI) foi de 33,3% (erro-padréo de 2,3). Ja entre
as neoplasias intra-epiteliais de grau II e III o
percentual médio foi de 52,1% (erro-padrao de 3,2)
no grupo C e de 78,2% (erro-padrao de 1,8) no gru-
po D (Tabela 2 e Figura 2). Segundo a analise de
variancia, concluimos que existe alguma diferen-
ca entre as médias de anti-PCNA, com significan-
cia estatistica (p<0,001). Em decorréncia desta
diferenca e utilizando a técnica de comparacoes
de médias, duas a duas de Fisher, em relacao ao
anti-PCNA confirmamos serem os grupos diferen-
tes entre si: A<B < C<D.

Angiogénese na NIC

Tabela 1 - Distribuigdo dos valores de médias, erros-padréo e resultado da estatistica
correspondentes ao nimero de vasos avaliados no grupo controle (grupo A), neoplasia intra-
epitelial grau | (grupo B), neoplasia intra-epitelial grau Il (grupo C) e neoplasia intra-epitelial
grau Il (grupo D) utilizando-se técnica imuno-histoquimica para identificagéo de estruturas
vasculares com o anti-CD34.

Grupo

Caso (n°) A B c D

1 98 176 110 236

2 110 145 82 215

3 65 163 131 152

4 188 188 86 181

5 85 204 155 200

6 90 193 168 166

7 76 89 133 240

8 118 125 177 110

9 156 135 249 165

10 229 20 176 176

1" 154 51 114 312

12 94 175 220

13 164 381 247

14 66 236 221

15 80 69 199

16 95 150 146
17 59
18 11
19 171
20 68
21 48

Média 1244 M1,7 162,0 199,1
Erro-padrdo 15,5 13,0 19,3 12,1

Andlise de Variancia (ANOVA) Teste de Comparagdes, duas a duas, de Fisher
AxBxCxD AxB (47,1, 728) A=B

AxC (-100,5;  25/4) A=C
p<0,001* AxD (-137,6; -11,7) A<D
BxC (-103,7; 3,0 B=C
BxD (-140,8; -34,1)* B<D
CxD 94,0, 197 C=D
* Significante X ( )
200 —
<t —
(92
A 150 —
O
100 —
T T T T
Controle NIC | NIC Il NIC 1l

Figura 1 - Representago gréfica da distribuicao de intervalos de confianga (j =95%) paraas
médias dos quatro grupos avaliados com 0 marcador imuno-histoquimico anti-CD34.
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Tabela 2 - Distribuicao dos valores de médias, erros-padréo e resultado da estatistica
correspondentes a atividade proliferativa do epitélio ectocervical avaliados no grupo controle
(grupo A), neoplasia intra-epitelial grau | (grupo B), neoplasia intra-epitelial grau Il (grupo C) e
neoplasia intra-epitelial grau |1l (grupo D) utilizando-se técnica imuno-histoquimica para
identificacdo de proliferagao celular com o anti-PCNA.

Grupo
Caso (n°) A B c D
1 7.9 16,9 19,2 63,6
2 9,8 29,2 48,8 85,6
3 10,4 19,9 34,2 84,5
4 0,5 32,7 55,5 72,3
5 6,5 34 67,0 78,1
6 0,4 31,9 51,0 74,3
7 6,8 44 62,4 74,6
8 21 311 57,0 70,9
9 2,8 40,9 60,3 78,8
10 29 15,2 50,9 82,9
1 1,2 37,1 46,4 775
12 20,5 457 91,4
13 424 62,9 85,9
14 13,7 42,8 80,5
15 42 68,9 69,8
16 42,1 514 80,3
17 40
18 36,5
19 50,4
20 41,7
21 36,2
Média 4,6 33,3 52,1 78,2
Erro-padrédo 1,1 2,3 3,2 1,8
Andlise de Variancia (ANOVA) Teste de Comparagdes, duas a duas, de Fisher
AxBxCxD AxB (-38,1; -19,1)* A<B
AxC (67,4; -375)" A<C
p<0,0001* AxD (-835; -63,6) A<D
BxC (-27,3; -10,4)* B<C
BxD (-534; -36,5)" B<D
*Significante CxD (-35,1;  -17,1)* C<D

T

70 —
60 —
0 4
40 —

o t

20 —

o :E
0 —

T T T T
Controle NIC | NIC Il NIC 1l

Figura 2 - Representago grafica da distribuigéo de intervalos de confianga (j =95%) para as
médias dos quatro grupos avaliados com 0 marcador imuno-histoquimico anti-PCNA.

PCNA

Angiogénese na NIC

Discussao

A angiogénese e a identificacdo de protei-
nas celulares envolvidas no controle da prolifera-
cao celular revestem-se de importancia para a
compreensao dos mecanismos reguladores do cres-
cimento e da transformacao celular. Prestam-se
ainda para predizer o potencial metastatico, a re-
corréncia e o prognéstico nao sé da paciente com
carcinoma cervical mas também com suas lesbdes
precursoras?®.

Esse fato nos incentivou a quantificar a
angiogénese e a proliferacdo celular no colo nor-
mal e nas neoplasias intra-epiteliais, com o in-
tuito de trazer, eventualmente, novos conheci-
mentos neste campo.

Com relacao a contagem dos vasos, obser-
vamos sempre a area de maior concentracio
vascular, segundo a metodologia proposta por
Weidner et al.?® e modificada por Smith-McCune
e Weidner® para lesbes nao-invasivas.

Na avaliacdo da atividade proliferativa, con-
sideramos o numero de células coradas pelo
anti-PCNA, contanto pelo menos 1.000 por lami-
na. Todas as laminas foram submetidas a colo-
racdo imuno-histoquimica em uma s6 oportuni-
dade, para cada um dos marcadores utilizados.
Objetivou-se, com esse cuidado, diminuir qual-
quer irregularidade na coloracdo em decorrén-
cia de variacoes técnicas.

Considerando a técnica imuno-histoquimi-
ca para o CD34 e comparando o numero de va-
sos corados nos grupos A, B, C e D, evidencia-se
que as neoplasias intra-epiteliais de grau I nao
apresentaram diferenca estatisticamente signifi-
cante em comparacao ao grau II. Porém, a signi-
ficancia estatistica surge quando comparamos o
grupo de neoplasias intra-epiteliais de grau I com
o de grau III.

Estes resultados mostram uma tendéncia
de aproximacdo das NIC II ao grupo de lesdes
de baixo grau e também ao grupo controle. Em
contrapartida, o grupo de neoplasias intra-
epiteliais de grau III distancia-se dos grupos con-
trole e do de neoplasias intra-epiteliais de grau
I. Isto nos faz refletir que talvez a passagem para
o estado neoangiogénico ocorra na transicdo de
NIC II para III.

Curiosamente, observamos que o erro-pa-
drao no grupo da neoplasia intra-epitelial de grau
I foi maior (19,3) do que nos demais grupos. Este
dado deixa entrever uma heterogeneidade dos ele-
mentos que compdem este grupo, pelo menos do
ponto de vista funcional. Assim, as alteracodes
vasculares poderiam representar a primeira evi-
déncia morfologica de neoplasia cervical e ocor-
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reriam antes que modificacdes significantes da
morfologia tecidual fossem detectadas’.

Notamos que a média de anti-PCNA do gru-
po B (NIC I) aumentou 7 vezes em relacdo ao
controle, denunciando o inicio do processo
proliferativo. Ainda nessa mesma linha de raci-
ocinio, observamos, em relacdo ao grupo contro-
le, um aumento de 11 vezes na média do grupo
C (NIC 1II) e de 16 vezes na do grupo D (NIC III);
isto mostra, claramente, que houve uma acele-
racdo do processo proliferativo.

O grupo C (NIC II) apresentou aumento da
média de anti-PCNA de 1,5 vezes em relacao ao
B (NIC I). Curiosamente, o grupo D (NIC III) mos-
tra exatamente o mesmo aumento (1,5 vezes) em
relacdao ao C (NIC II). Em outras palavras, o gru-
po C revela um comportamento mais constante,
diferindo igualmente do grupo B e do D no que
tange a média. Este fato sugere que talvez a co-
locacdo de neoplasia intra-epitelial de graus II e
IIT em um mesmo grupo como preconiza o Siste-
ma Bethesda, de lesdes de alto grau, nao esteja
adequadamente fundamentado.

Ao analisarmos os resultados obtidos com
o uso do anti-PCNA observamos que todos os
grupos foram significantemente diferentes entre
si, porém, evidenciou-se ser o erro-padrdo mai-
or entre os constituintes do grupo C (NIC II), re-
velando provavelmente um processo proliferativo
mais variavel.

Observamos ainda, nos trés grupos de
neoplasias intra-epiteliais, o aumento de 63% da
proliferacao epitelial no grupo C em relacdo ao B e
de 66% em relacao ao D (NIC III). Novamente pode-
se questionar a reuniao de NIC II e NIC III em um
mesmo grupo, ou seja, de lesdes de alto grau. Por
outro lado, a angiogénese no grupo C (NIC II) ndo
foi significantemente diferente da do B (NIC I), nem
em relacdo a do D (NIC III). Isto nos leva a imagi-
nar que as neoplasias intra-epiteliais de grau II
seriam realmente o marco divisério do potencial
de malignizacao de uma lesao pré-neoplasica, di-
ferindo das neoplasias de grau III.

Os limites deste estudo nédo permitem des-
vendar as razoes da aparente disparidade entre
o aumento da atividade proliferativa e a menor
proliferacao vascular. Acreditamos que elemen-
tos de outras fases do ciclo de divisao, efeitos
funcionais, como, por exemplo, acao de fatores
de crescimento, ou ainda a inducdo promovida
pelo agente etiologico dessas neoplasias possam
ser responsaveis por este achado.

Do exposto € licito concluir que: a ativida-
de proliferativa consegue diferenciar as neopla-
sias intra-epiteliais de grau III da neoplasia intra-
epitelial grau II, ou seja, a neoplasia intra-
epitelial grau III apresenta maior atividade
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proliferativa do que a de grau II, havendo signifi-
cancia estatistica; as neoplasias intra-epiteliais
de alto grau (NIC II e III) mostram densidades
vasculares maiores que as neoplasias intra-
epiteliais de grau I e que os colos normais, ha-
vendo significancia estatistica.

Por sua importancia, o tema em apreco,
além de justificar esta pesquisa, deve merecer
futuras investigacoes para se tentar estabelecer
outros marcadores que melhor exprimam o com-
portamento dessa tdo freqliente neoplasia.

SUMMARY

Purpose: to quantify the vessels and epithelial
proliferation, applying immunohistochemical staining with
anti-CD34 as well as anti-PCNA markers, in intra-
epithelial neoplasia of the uterine cervix.

Methods: in the present study, 16 patients with CIN IlI, 16
with CIN II, 21 with CIN I and 11 with normal cervix (control
group) were investigated. Slide analysis was performed
at the same time by two observers, in 10 consecutive sites
using 100X and 400X magnification, both in the highest
vascularization (CD34) and proliferative activity sites
(PCNA).

Results: the means obtained with the use of anti-PCNA in
intraepithelial neoplasias were: 78.2% (CIN III), 52.1%
(CIN 1I), 33.3% (CIN I) and 4.6% (control group), while
199.1 vessels (CIN 1II), 162.0 vessels (CIN II), 111.7 vessels
(CIN 1) and 124.4 vessels (control group) were quantified
using anti-CD34 as a vascular marker.

Conclusion: the results showed that both markers, anti-
PCNA and anti-CD34, are useful for investigating
proliferative and angiogenic activity, respectively.
However, anti-PCNA showed better and more accurate
results than anti-CD34 in differentiating intraepithelial
neoplasias.

KEY WORDS: Cervical intraepithelial neoplasia.
Angiogenesis. Cell proliferation marker.
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