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RESUMO. A importancia do tabagismo na oncogénese do colo uterino ¢ conhecida, ¢ a
elevada concentragdo de derivados de tabaco como a nicotina tem sido associada a depressao
das células de Langerhans (CL). A alta taxa de regressdo da infec¢do por HPV e a evolugéo
de alguns casos para malignizagdo sugerem a existéncia de multiplos fatores associados na
imunodepressdo. Objetivou-se estudar a influéncia do fumo nas alteracdes das CLs em
mulheres com Captura Hibrida negativa. Foram estudadas 30 mulheres por meio do método
clinico colposcopico. histopatologico, imuno-histoquimico, histométrico e teste de
hibridiza¢do molecular. Dividiu-se a amostra em dois grupos: fumantes (n=8) e nao-fumantes
(n=22). Utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Ran sun test). As médias das
densidade das CLs no epitélio foram de 232,41 células/mm’ para fumantes ¢ de 221,08
células/mm? para ndo-fumantes, sendo estes valores ndo significativos. Concluiu-se nio haver
diferenca significativa na densidade dessas células entre fumantes e nao-fumantes.
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ABSTRACT. Effects of smoking on the density of the uterine cervix Langerhans’ cells.
The role of smoking in the chemical carcinogenesis is well-known, and the high concentration
of tobacco derivatives such as nicotine has been associated with the depression of the
Langerhans’cells (LCs). The high regression rate of the human papilomavirus (HPV)
infection and the evolution of some cases into malignancy suggest the existence of multiple
associated factors in the neoplasic imunosurveillance . A study was undertaken on the effects
of the smoking on the alterations of LCs in women with negative Hybrid Capture. Thirty
women were studied through the clinical method, colposcopy, histopatology,
immunohistochestry, histometry and hibridization assay. The sample was divided into two
groups: smokers (n=8) and non-smokers (n=22). The nonparametric Wilcoxon rank-sum test
was employed for statistical analysis. The averages of LCs densities in the epithelium were of
232.41 cells/mm? for smokers, and 221.08 cells/mm? for non smokers (p>0,05). Results did

not show significant difference in LCs densities between smokers and non smokers.
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Introducao

O cancer do colo uterino continua sendo uma das
mais freqiientes neoplasias da mulher nos paises em
desenvolvimento. Com incidéncia de 18,86 casos
novos por 100 mil mulheres-ano, a neoplasia cervical
uterina constitui, no Brasil, o segundo tumor mais
freqiiente da mulher (Inca, 2001).

Multiplos fatores estdo relacionados com a
etiopatogenia do cancer do colo uterino, destacando-
se o papel fundamental da atividade sexual e dos
multiplos parceiros. Acrescente-se que o inicio
precoce da atividade sexual na adolescéncia seria
susceptivel aos microtraumas do coito, por apresentar
o epitélio do colo imaturo (Shew et al., 1994).

H4 um consenso do importante papel que o
Papilomavirus humano (HPV) desempenha para o
desenvolvimento do cancer de colo uterino (Zur
Hausen, 1994). Por outro lado, dentre os fatores
comportamentais de importdncia na sociedade
moderna, pela sua popularizagdo e pelo interesse
econdmico, estd o tabagismo. Seu efeito na
oncogénese ja ¢ conhecido, sendo Winkelstein (1977)
o primeiro a correlacionar o tabaco ao cancer de colo
uterino. A alta concentracdo de derivados de tabaco,
como a nicotina, tem sido isolada em muco cervical
(Sasson et al., 1985).

O tabagismo ¢ um fator de risco associado tanto
para a infec¢do genital de HPV como para o céncer
de colo uterino (Nufiez et al., 2002; Winer et al.,
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2003). A regressdo espontanea da infec¢cdo do HPV,
na maioria dos casos, e a evolucdo para malignizagdo,
somente em alguns casos, sugere a necessidade de
outros fatores, além do HPV, para desencadear o
processo de oncogénese, tais como: fumo,
anticoncepcionais orais e a infeccdo por Herpes
simples tipo 2 (Dalling et al., 1996).

Acrescente-se que o tabaco e seus derivados
podem induzir diversas alteragdes no sistema
imunologico, principalmente nas células natural
killer e nas células de Langerhans (Sasson, 1985;
Barton et al., 1988). Em estudos experimentais, Zeid
e Muller (1995) verificaram que solugdo de tabaco
aplicada na pele de camundongo desencadeou o
aparecimento de células de Langerhans (LCs)
arredondadas ou alongadas com poucos dendritos e
desenvolvimento de neoplasia; enquanto a supressdo
do tabaco apresentou LCs com numerosos dendritos
associados ao infiltrado linfocitario e a regressdo da
neoplasia. As células de Langerhans sdo
componentes importantes no sistema de vigilancia
imunologica celular pois sdo apresentadoras de
antigeno e ativam especificamente os linfocitos T-
CD4. Assim, as alteragdes nessas células, sugerem
uma imunodeficiéncia localizada de grande
importancia na carcinogénese (Poppe et al., 1995).

Diversos métodos podem ser utilizados para a
deteccdo de DNA do HPV, tais como: hibridizacdo in
situ, captura hibrida e reagdo de polimerase em cadeia
(PCR), todos com sensibilidade e especificidade
equivalentes em mais de 90% (Uchimura, 2002).

Diante da importancia do tabaco como fator de
risco, associado ao desenvolvimento de cancer de
colo uterino, este trabalho objetivou estudar a
influéncia do fumo nas alteragdes das células de
Langerhans do colo uterino em mulheres com captura
hibrida negativa, isto é, sem a acdo oncogénica do
HPV.

Material e métodos

Foram estudadas 30 mulheres, atendidas no
ambulatério da Clinica da Mulher, da Secretaria de
Satde do Municipio de Maringd, Estado do Parana,
que apresentavam amostras de bidpsias de colo
uterino negativas para HPV. A auséncia de DNA do
HPV foi confirmada pela Captura Hibrida. As
pacientes, com idade variavel de 18 a 46 anos e
média de 30 anos, foram examinadas no periodo de
agosto de 1999 a novembro de 2001.
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Foram excluidas as gestantes, as lactantes, e as
menopausadas, as usuarias de imunossupressores ¢ de
imunoestimuladores nos ultimos 3 meses, bem como
as usudrias de drogas e de narcoticos e as portadoras
de doengas autoimunes, de neoplasias e diabetes.

Foi realizado atendimento inicial com o
preenchimento da Ficha Clinica especifica para
estudo e agendamento de retorno para a primeira fase
do ciclo menstrual, a fim de efetuar a biopsia dirigida
pela colposcopia.

Foram estudadas as variaveis: idade, menarca,
idade da primeira relagdo sexual, nimero de parceiros
sexuais, idade da primeira gestacdo, nimero de
gestacdes, uso de hormonios independente do tipo e
do tempo de uso, antecedentes de cauterizagdes de
colo uterino e niimero de cigarros consumidos por
dia, independente do tempo de uso (Tabela 1).

Cada uma das amostras da bidpsia foi subdividida
em outras duas partes: a primeira foi encaminhada ao
exame anatomopatoldgico e imuno-histoquimico, ¢ a
segunda foi colocada em conservante, congelada a —
20°C e encaminhada para exame de Captura Hibrida
para HPV.

Para o método histopatologico, os fragmentos
cervicais obtidos foram fixados em formalina a 10% e
encaminhados para processamento e impregnagdo em
parafina. O bloco de material parafinado foi cortado
em microtomo rotativo manual, em espessura de 4 a 5
pm, colocado em lamina e corado com hematoxilina
de Harris e eosina. A lamina preparada foi analisada
em microscépio de luz.

No método imuno-histoquimico cada amostra
teve, em média, cinco cortes histologicos de 3 a 4
um, distribuidos em laminas silanizadas e incubadas
com anticorpo S-100 (Dako), em solugdo 1/5000,
durante 16 horas, a 4°C, e foram incubadas com
anticorpo de cabra anti-coelho (Vector Laboratories),
por 30 minutos, a 37°C. A reagdo anticorpo-antigeno
foi localizada pelo método do complexo
Estreptavidina-biotina-peroxidase, usando substrato
cromogénico preparado com diaminobenzidina
(Sigma, USA) 0,6%, perdxido de hidrogénio a 0,06%,
dimetilsulfoxido a 1% em PBS. Os cortes assim
preparados foram contracorados com hematoxilina de
Harris e avaliados por meio de microscopio de luz,
com 400 vezes de aumento, adaptado a microcdmera
sua imagem foi digitalizada pelo software
Cytoviewer. A contagem das células foram
expressadas em niimero de nucleos / mm’® ou

Tabela 1. Distribuicdo das 30 pacientes segundo as variaveis estudadas. Maringd, Estado do Parana, 2001.

Idade (anos) Menarca (anos) Idade 1° coito (anos) N° parceiros Idade 1* Gestagdo (anos) N° gestagdo Uso Hormdnio Antecedentes Cauterizagdo N° Cigarros/dia

28 13 21 3 24
40 13 17 1 18
25 13 16 10 16
23 13 22 1 -
32 15 15 2 16

1 0
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46 14 17 17

1
31 14 19 1 23
37 13 18 1 19
22 13 17 3 18
32 13 23 1 24
31 13 19 3 26
34 12 22 1 23
38 14 18 1 18
19 12 18 1 19
27 13 22 1 -
37 14 28 1 29
27 12 18 1 22
19 15 18 1 -
34 12 17 1 29
36 12 25 2 30
28 13 17 2 17
27 16 16 1 17
34 13 18 1 18
18 12 18 1 -
36 13 20 2 20
42 11 18 1 20
37 13 15 4 19
30 10 13 3 14
19 13 15 4 -
27 12 19 1 21

9 N N 0
2 N N 0
2 N N 0
1 N N 0
4 N N 0
1 N N 0
2 N N 0
3 N N 0
1 S N 0
0 S N 0
1 S N 1
2 N N 0
0 N N 0
1 S N 0
1 S N 3
2 N N 0
3 N S 0
2 N N 8
0 N N 0
2 N N 7
2 N N 0
3 N N 10
5 N N 10
0 S N 3
2 N N 0

S=sim N=ndo

perfis citoplasmaticos / mm® de cortes histologicos
(medido pela camara graduada de Neubauer). As
células de Langerhans S-100 positivas foram
identificadas pela coloragdo marrom de seus
citoplasmas, que se apresentavam, conforme o eixo
de corte histologico, em perfis citoplasmaticos de
diversas formas, como ponto, virgula, filiformes ou
mesmo arboriformes. Quantificaram-se os perfis
citoplasmaticos e os nucleos da células de
Langerhans separadamente, segundo sua localizagdo
nas camadas do epitélio escamoso (superficial,
intermediaria e basal) e do estroma.

O presente estudo foi aprovado pela Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital
Sao Paulo — Universidade Federal de Sao Paulo,
conforme resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude.

Foram realizados os testes de diferencas das
médias das variaveis fumante (n=8) e ndo-fumante
(n=22), com as variaveis independentes (idade,
menarca, idade da 1* relagdo sexual, numero de
parceiros sexuais, idade da 1? gestacdo e numero de
gestagdes) pormeio do teste de Mann-Whitney. Para
as variaveis qualitativas (uso de hormdnios e
antecedentes de cauteriz¢ao de colo uterino), utilizou-
se o teste de associacdo de Fisher. Calcularam-se a
média aritmética e os respectivos desvio padrdo do
nimero das células de Langerhans por milimetro
quadrado. Utilizou-se o teste ndo-paramétrico de
soma das ordens de Wilcoxon (Rank-sum test). Para
todos os testes estatisticos, considerou-se o nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e discussao

As caracteristicas das variaveis estudadas nos
grupos fumantes e ndo-fumantes, com respectivas
médias e desvio padrdo, estdo representados na
Tabela 2. Observou-se homogeneidade dos grupos
quanto a essas variaveis, com exce¢do de numero de
parceiros, em que as médias entre fumantes e ndo
fumantes foi de 3,37 (DP +2,92) e 1,36 (DP +0,72),
diferenca estatisticamente significante (p=0,0050).

Na Tabela 3, observou-se homogeneidade na
distribui¢do das variaveis qualitativas (uso de
horménios e numero de cauterizagcdes) nos dois
grupos.

O fumo e seus derivados aumentam a densidade
das células de Langerhans, tornando-as arredondadas
ou alongadas com poucos dendritos, e, na auséncia
dos efeitos da nicotina e de seus derivados, as células
dendriticas se apresentam bem desenvolvidas (Zeid e
Muller, 1995). Alteragdes semelhantes foram
descritas por Barton et al. (1988) em tecido de colo
uterino com lesdo intraepitelial de baixo grau. Neste
estudo, ndo se observaram alteragdes morfologicas
significativas, sendo que as LCs se localizavam
principalmente nas camadas intermedidrias do
epitélio, tanto em fumantes como em ndo-fumantes.

O tabagismo e sua importancia na oncogénese do
colo uterino ja é conhecido, e a alta concentragéo de
derivados de tabaco, como a nicotina, tem sido
associada a reducdo das densidades das células de
Langerhans, tanto em fumantes e ex-fumantes quanto
em mulheres com HPV e em mulheres sem alteragoes
imuno-histoquimica para HPV. Verificaram-se
também uma dose de dependéncia com o numero de
cigarros e a diminui¢do da densidade das células de
Langerhans (Barton er al, 1988). Resultados
semelhantes foram observados por Nuiez et al.
(2002), em que as profissionais do sexo, fumantes ha
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mais de 5 anos ou que fumam mais de 20
cigarros/dia, apresentaram um risco elevado de
desenvolver neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou
cancer invasor. Os estudos de Poppe et al. (1995)
também confirmaram esses resultados, tanto em
ectocérvice quanto em zona de transformagdo do colo
uterino das fumantes, porém, ndo encontraram a
correlagdo com a dose-dependéncia.

Neste estudo, as células de Langerhans foram
evidenciadas pelo método imuno-histoquimico e
histométrico. Dessa forma, as médias das densidade
das células de Langerhans no epitélio foram de
232,41 células/mm? para fumantes e de 221,08
células/mm’ para nio-fumantes. Esses valores ndo
apresentaram diferencas estatisticamente
significativas, tanto no estudo do epitélio total quanto
em camadas histologicas (Tabela 4), confirmando as
observagdes de Derchain (1996), que estudou 20
adolescentes fumantes e 29 ndo-fumantes com
condiloma cervical ou neoplasia intraepitelial
cervical, ndo observando redugdo significativa da
densidade das LCs, mesmo entre pacientes com e sem
NIC. A dose dependéncia ndo pdde ser estudada neste
trabalho, devido ao tamanho pequeno da amostra.

Os beneficios da interrupcdo do tabaco foram
citados por Szarewski et al. (2001), ao observarem a
regressdo significativa da lesdo cervical de baixo
grau, apos 6 meses, estando associada com a reducdo
do ntimero das células de Langerhans, dos linfocitos
CD8 e de linfocitos totais no tecido cervical. Do
mesmo modo, os estudos de Poppe et al. (1995)
demonstraram uma redugdo significativa dos
linfocitos CD4 na zona de transformagdo do colo
uterino das fumantes, confirmando a existéncia de um
estado de imuno-depressdo, localizado ao nivel do
colo uterino em fumantes. Estes resultados sdo de
aplicagdo clinica, pois a interrup¢do do consumo de
cigarro pode reverter a imunocompetencia local
mediada por essas células, com melhoria no sistema
de vigilancia anti-tumoral e anti-viral.

Tabela 2. Distribui¢ao das médias, desvio padrdo, valores minimo
€ maximo para as varidveis relacionadas ao uso de fumo. Maringa,
Estado do Parana, 2001.

Variavel Pardmetro FLEr:jg;es Nao(—rfinga)ntes p*
] Média (DP**) 31,75 (6,62) 30,09 (7,55) 0,480

Idade (anos) Min -Max*** 1937 18- 46 4
Média (DP**) 12,62 (1,18) 13,09 (1,19) 0,653

Menarea (@nos) g npaess 10— 14 11-16 4
Idade I*relagio  Média (DP**) 18,75 (5,28) 18,59 (2,13) 0,505

Sexual (anos) ~ Min-Max***  13-28 15-23 8
N° parceiros Média (DP**)  337(2,92)  1,36(0,72) 0,005

Min —Méax*** 1-10 1-3 0
Idade 1° Média (DP**) 20,85 (6,22) 20,61 (3,61) 0,807

gestagdo (anos)  Min —Max*** 14-30 16 -29 8
NP gestagio Média (DP**)  1,87(1,55)  2,04(1,96) 0,885

Min —Max*** 0-5 0-9 0

*p - nivel descritivo do teste de diferenga das médias de Mann-Whitney. **DP - desvio
padrdo. *** valores minimo ¢ méaximo.
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Tabela 3. Distribui¢do do niimero e percentagem de mulheres
segundo variaveis independentes ¢ o uso de fumo. Maringa, Estado
do Parana, 2001.

R Fumantes Nao-fumantes
Parametro p*
n=8) % (n=22) %

Variavel

- Sim 3 37,5 3 13,6
Uso hormonios Nio 5 625 19 86.4 0,1746
o N Sim 1 12,5 3 13,6
N° cauterizagdes Nio 7 86.5 19 86.4 0,7165

*p - nivel descritivo do teste de Fisher.

Tabela 4. Distribui¢do das médias e desvio padrdo das densidades
de células de Langerhans (/mm?) no epitélio e camadas
histologicas. Maringa, Estado do Parana, 2001.

Tabagismo
Nao (n=22) Sim (n=8) p=

Epitélio Média DP Média DP

Total 221,08 145,78 232,41 191,52 0,3991
Camadas histologicas

Superficial 9,15 17,92 2,62 3,46 0,2547
Intermediaria 108,33 93,71 126,62 104,81 0,2967
Basal 28,03 31,83 31,47 29,18 0,3723

*p — nivel descritivo do teste de diferenga das médias de Wilcoxon rank-sum test.

Conclusio

O tabagismo atua na oncogénese de epitélio
cervical pela depressdo da imunocompeténcia local,
apesar de este trabalho ndo ter encontrado diferenca
significante na densidade das células de Langerhans
em colo uterino entre fumantes e ndo-fumantes. O
resultado controverso em relagdo a literatura se deve
provavelmente a dose de nicotina absorvida pelo
organismo e ao tempo de exposicdo a seus derivados.
Novos estudos deverdo ser conduzidos com um
nimero maior de casos para resultados definitivos
quanto ao efeito adverso do tabaco sobre as células de
Langerhans.
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