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“Nao sO isso, mas nos gloriamos até das
tribulacbes. Pois sabemos que a tribulacéo
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RESUMO

A comparacéo entre os métodos de citologia em meio liquido (CML) e convencional
(CC) na identificacdo de pacientes portadoras de lesbes escamosas intra-epiteliais
(LEI) e invasoras do colo uterino associadas a infec¢ao pelo Papiloma Virus Humano
(HPV) foi o objetivo deste trabalho. Realizou-se a correlagcdo dos achados
citopatolégicos com os resultados da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
HPV e com o diagndstico histopatolégico. Foram estudadas 174 pacientes
provenientes dos Servigos de Propedéutica do Colo Uterino da Maternidade Odete
Valadares de Belo Horizonte (MOV) e do Centro de Tratamento de Doencas
Sexualmente Transmissiveis do Distrito Centro-Sul da Prefeitura de Belo Horizonte
(CTDST). A concordancia diagnostica entre os dois métodos citologicos foi de
89,7%. A CML detectou proporcionalmente mais LEIl e invasoras do que a CC,
resultando em um aumento de cerca de 20%. Dentre os casos discordantes, nao
houve nenhuma amostra cujo diagndstico foi positivo na CC e negativo na CML.
Pelo contrario, na maioria dos casos, a CML detectou lesbes mais graves que
aquelas identificadas na CC. Em 5,3% dos casos considerados negativos na CC, a
CML foi positiva (= células escamosas atipicas de significado indeterminado -
ASCUS). Dentre as pacientes com resultado citolégico positivo, 52,7% foram
positivas para a presenca do HPV na PCR. A presenca do HPV foi detectada em
todos os diagndsticos de carcinoma invasor e em torno de metade dos casos de
ASCUS e de LEI. A pesquisa de HPV através do método molecular constitui uma
ferramenta auxiliar importante na deteccdo das anormalidades epiteliais do colo

uterino.

Palavras-chave: HPV, PCR, citologia em meio liquido, cancer cervical, citologia



ABSTRACT

The evaluation of the performance of liquid-based cytology (LBC) in comparison with
conventionally prepared Papanicolaou smears (CS) in detecting cervical squamous
intraepithelial lesions (SIL) and carcinoma was the goal of this study. Cytological
findings have been correlated with Polimerase chain reaction (PCR) results for HPV
and histopathological findings. One hundred seventy four patients from Servigo de
Propedéutica do Colo Uterino da Maternidade Odete Valadares de Belo Horizonte
(MOV) and Centro de Tratamento de Doengas Sexualmente Transmissiveis do
Distrito Centro-Sul da Prefeitura de Belo Horizonte (CTDST) were studied. The two
methods reached an agreement of 89,7%. LBC detected proportionally more SIL and
invasor than CC resulting in an increase of 20%. Among the discordant cases, there
was no sample which result was positive in CS and negative in LBC. Instead, in most
of cases, LBC has detected more severe lesions than CS. LBC was positive (>
ASCUS) in 5,3% of negative CS cases. Among patients with positive cytological
results, 52,7% were positive for the presence of HPV in PCR. HPV was detected in
all cases of invasive carcinoma and for about half of ASCUS and SIL cases. HPV
finding through molecular methods is an important tool in the detection of epithelial

abnormalities of the cervix.

Key words: HP, PCR, liquid-based cytology, cervical cancer, Papanicolaou smear
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O cancer cervical constitui um grave problema de saude publica, com
aproximadamente 500.000 mulheres desenvolvendo esta doenga a cada ano
mundialmente (WAGGONER, 2003). No Brasil, estima-se que o cancer de colo do
utero seja o terceiro mais frequente (18,32/100.000) na populagéo feminina, sendo
superado apenas pelo cancer de pele ndo melanoma e pelo de mama (INCA, 2004).
De acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e mortalidade por cancer do
Instituto Nacional do Céncer (INCA), o cancer de colo uterino foi responsavel pela
morte de 3.953 mulheres em 2000. Para 2003, as estimativas sobre Incidéncia e
Mortalidade por Céancer foram de 16.480 novos casos e 4.110 ébitos (INCA, 2004).
Na regiao central do Brasil, o cancer cervical € a segunda causa de malignidade,
excluindo o cancer de pele, e a segunda causa de morte entre mulheres (RABELO-
SANTOS et al., 2003)

Apesar destes indices, tem havido uma diminuicdo no numero de mortes
devido ao cancer cervical nos ultimos tempos em decorréncia de sua detecgao
precoce através do exame citologico (TEZUKA et al.,1996). Dessa forma, é
fundamental que os servigos de saude orientem sobre o que é e qual a importancia
do exame preventivo, pois a sua realizagao periddica permite reduzir em até 70% a
mortalidade por cancer cervical na populagao de risco.

Entretanto, o método da CC nao ¢ infalivel, uma vez que muitas mortes ainda
ocorrem a cada ano devido ao cancer de colo uterino, mesmo entre mulheres que
foram examinadas em intervalos adequados, indicando problemas relacionados ao
método de analise (KOSS, 1989). Entre as causas de falhas deste método
destacam-se os resultados falso-negativos (FN), em sua maioria decorrentes de
erros na amostragem celular, fixacdo inadequada do material, informes clinicos
insuficientes e erros de interpretacdo e observagdao. Os erros de interpretacao
podem ser advindos da inexperiéncia de certos citologistas na leitura do esfregaco e
do tipo de les&o presente (PAIRWUTI, 1991; GUIMARAES & SILVA, 1995; WANG et
al., 1997). Segundo FRANCO et al. (2001), aproximadamente metade das amostras
coletadas produzem resultados FN; um terco destes resultados sdo devidos a erros
de interpretacdo e dois tergos, a pouca amostragem celular e preparagiao do
esfregaco. WEINTRAUB & MORABIA (2000) e GUIDOS & SELVAGGI (1999)
relatam que entre 5 a 50% dos esfregacos com resultado positivo sdo falsamente
relatados como negativos, apesar de corresponderem a casos verdadeiros de
ASCUS, LEI de baixo grau (LBG) ou LEI de alto grau (LAG).
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Dentre os métodos que surgiram para melhorar estes resultados estdo o
Papnet® - método automatizado de andlise citolégica usado para rescreening dos
esfregacos - e a CML (KEYHANI-ROFAGHAA, 1996; TEZUKA et al.,1996; LINDER
& ZAHNISER, 1997; BOLICK & HELLMAN, 1998; MCGOOGAN, 1998; BAANDRUP,
2000).

Ha alguns estudos que comprovam uma diminuigéo de casos FN, de 5,6% na
CC para 2,2% na CML (MCGOOGAN, 1998). Neste método, o material coletado a
partir da ecto e endocérvice € colocado inicialmente em um tubo contendo solugao
conservante que homogeneiza e "lava" as células, permitindo o preparo de laminas
contendo células concentradas em uma area de 20 mm, com redugdo da
sobreposicao celular (TEZUKA et al.,, 1996). A CML permite que as células
permanegcam na lamina em uma camada fina, sem sobreposi¢des, facilitando a
leitura das laminas (LINDER & ZAHNISER, 1997). De acordo com MCGOOGAN
(1998), ocorre uma melhora na visualizagao da amostra devido a remogao de alguns
elementos obscuros, como sangue, exsudato inflamatério, debris menstrual e muco.

Sabe-se que determinados tipos de HPV s&o responsaveis pelo
desenvolvimento do céncer cervical e de suas lesbes precursoras (RICHART et al.,
1998). A possibilidade de identificar o HPV em programas de screening de cancer do
colo uterino esta sob avaliagao ha varios anos. Em 2001, na cidade de Bethesda,
houve uma reunido de consenso cujo objetivo foi desenvolver protocolos de
condutas baseados em evidéncias para o tratamento de pacientes com
anormalidades citolégicas em amostras cervicais. Segundo este consenso (WRIGHT
et al.,, 2002), a pesquisa de HPV estaria indicada em pacientes que apresentam
resultados citolégicos com diagnostico de ASCUS, bem como em pacientes com
diagndstico citolégico de LEI de repeticdo cujas bidpsias falharam em confirmar o
diagndstico e a colposcopia foi insatisfatéria ou negativa.

WRIGHT et al. (2002) e KIM et al. (2002) ressaltam que, quando se utiliza a
CML, a mesma amostra pode ser usada para se fazer o esfregaco e também a
pesquisa de HPV por método molecular. Isto € muito util em mulheres com ASCUS,
pois retira o inconveniente retorno para nova coleta, além de potencialmente diminuir
0s custos.

Considerando a escassez de estudos brasileiros analisando a eficacia da
CML, foi proposto neste trabalho o estudo comparativo dos métodos de CML e CC

na identificagdo de pacientes portadoras de LEIl e invasoras do colo uterino
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associadas a infeccao pelo HPV, e correlacionar os achados citopatolégicos com os
resultados da PCR para HPV. A analise destes resultados permitiriam a
determinacgdo da acuracia de cada método utilizado para o diagnéstico, bem como a
identificacdo dos métodos e/ou critérios diagndsticos mais adequados para serem

usados rotineiramente no rastreamento de pacientes com infecgao por HPV.
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2.1.1 - Importancia e prevaléncia

O numero de casos de infecgao por HPV vem aumentando progressivamente
durante as ultimas décadas e a infecgcdo causada por este virus € considerada a
doenga sexualmente transmissivel mais prevalente por todo o mundo (CAVALCANTI
et al., 2000). Infecgdes assintomaticas causadas pelo HPV podem ser detectadas
em 5 a 40% das mulheres em idade reprodutiva (FRANCO et al., 2001). Segundo
MILDE-LANGOSH & RIETHDORF (2003), cerca de 40 tipos de HPV (de
aproximadamente 100 tipos ja descritos) possuem tropismo para o epitélio do trato
genital inferior (colo do utero, vulva, regido perianal e anal). Os tipos de HPV 6 e 11
estdo freqientemente associados as verrugas genitais benignas e sao classificados
como de baixo risco para desenvolvimento de tumores malignos. O grupo de risco
oncogénico intermediario inclui os tipos 31, 33, 35, 39, 51, 52 e 69. Entretanto, as
neoplasias malignas estdo mais frequentemente associadas com os tipos
oncogénicos 16 e 18, os quais sdo denominados de alto risco (CARTWRIGHT et al.,
1996; RICHART et al., 1998).

A causa primaria do desenvolvimento do cancer cervical € a presenca do
HPV. Mais de 90% das neoplasias escamosas invasoras cervicais contém o material
genético (DNA - acido desoxirribonucléico) do HPV (WAGGONER, 2003). FISHER
(1994) relata que, na América Latina, paises como Brasil e Colémbia possuem alta
incidéncia anual de cancer genital. Segundo NORONHA et al. (1999), no Brasil,
aproximadamente 40.000 novos casos sao diagnosticados a cada ano. A doenga é
normalmente diagnosticada por volta dos 40-45 anos, alguns anos mais cedo que
outros tipos de cancer, como os de mama, pulméao e ovario.

A infeccdo por HPVs de alto risco € frequente entre mulheres sexualmente
ativas, com uma incidéncia variando entre 15 a 40% (NORONHA et al., 1999).
HIDELSHEIM et al. (2001) relatam, entretanto, que a maioria das infeccbes sao
transitorias porque muitos individuos desenvolvem uma resposta imune especifica.
Quando a infeccdo persiste, lesdes pré-cancerosas podem se desenvolver.
Aproximadamente 1% da populagdo geral tem verrugas genitais e 4% de toda
populacdo feminina apresenta lesdes cervicais pré-cancerosas (MOUGIN et al.,
2001).
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CAVALCANTI et al. (2000) descreveram em sua pesquisa feita em um
hospital vinculado ao INCA que 343 (73,9%) de 514 bidpsias cervicais com
diagndsticos normais, pré-malignos e malignos, apresentaram HPV detectado pelo
método de Hibridagao in situ (ISH) e que um indice de prevaléncia similar havia sido
descrito anteriormente quando varios métodos de deteccdo foram usados.
NORONHA et al. (1999), em um estudo conduzido no Norte do Brasil, também
detectaram 66% de infeccdo pelo HPV em lesbes cervicais, utilizando a PCR e a
hibridizagao por dot-blot como métodos de diagndstico.

O Estudo Bioldgico Internacional sobre Cancer Cervical demonstrou que
92,9% das neoplasias cervicais de 22 paises continham DNA de HPV, variando de
75 a 100% (BOSCH et al., 1995). As variagdes na prevaléncia de DNA do HPV séo
altamente dependentes da técnica utilizada. Uma maior prevaléncia € encontrada
quando se utiliza a PCR ao invés de outros métodos (SYRJANEN & SYRJANEN,
2000). Estudos realizados em amostras cervicais e de bidpsias de pacientes
brasileiras mostraram uma prevaléncia do HPV em céancer cervical invasivo variando
de 55,2%, quando se empregava o método de ISH a 91%, com o uso da técnica de
PCR (LORENZATO et al., 2000; CAVALCANTI et al., 2000).

A prevaléncia dos tipos de HPV encontrados no céancer cervical mostram
variagdes geograficas em todo o mundo. No Brasil, o HPV 16 é o tipo predominante
no Nordeste, Norte, Sudeste e Sul, apesar de haver variagdes regionais (NORONHA
et al., 1999). Em um estudo conduzido por RABELO-SANTOS et al. (2003) na
cidade de Goiania, foi encontrada uma prevaléncia total do HPV em 76% dos casos
de biopsia de pacientes com cancer cervical. O tipo 16 foi o mais frequente, seguido
pelos tipos 33, 18 e 31.

Segundo CAVALCANTI et al. (2000), tipos oncogénicos de HPV (16 e 18)
foram os tipos mais comuns em lesdes malignas. HPVs 6 e 11 (de baixo risco)
parecem nao participar do processo de carcinogénese, pois raramente foram
encontrados em lesdes malignas. Estes resultados reforcam o papel dos HPVs 16 e

18 na patogénese do cancer cervical.
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2.1.2 - Caracteristicas gerais do HPV e sua participacao no

desenvolvimento do cancer cervical

O HPV é um virus de DNA dupla fita e possui um capsideo eicosaédrico.
Contém um genoma de aproximadamente 8 kb de extensdo. Seus genes dividem-se
em dois grupos funcionais: os genes early (E) e late (L) (CRUM, 2000; RIVOIRE et
al., 2001).

Os genes E estdo associados a replicagao viral e a produgao de proteinas
relacionadas com o desenvolvimento de neoplasias. Sao sete genes E, os quais tém
diferentes funcdes: E1 e E2 estdo envolvidos na replicacdo viral e controle da
transcricdo; a regidao E4 codifica um grupo de proteinas que regula a maturagao e
replicagéo viral, além de interagir com proteinas do hospedeiro, que alteram a matriz
de citoceratina, produzindo o coildcito. As proteinas E6 e E7 interagem com
proteinas do hospedeiro, que possibilitam a transformagao neoplasica das células
infectadas pelo virus (RICHART et al., 1998).

Os dois genes L codificam proteinas do capsidio viral. As proteinas
codificadas por L1 sdo semelhantes em todos os tipos de HPV. Por outro lado, as
proteinas codificadas por L2 sdo altamente variaveis e responsaveis pela diferencas
na antigenicidade viral. Todas as proteinas associadas a regidao L sdo reguladas por
proteinas produzidas apenas pelas células escamosas que sofrem maturagao
completa. Assim, a quantidade destas proteinas correlaciona-se com a diferenciagéo
das células escamosas. Entre os genes E e L ha uma regido com sequéncia néo
codificadora relacionada ao controle da transcricdo viral e conhecida como URR -
upstream regulatory region (regido acima da regido codificadora que regula a
expresséo do gene) (BIRLEY, 1995).

Segundo RIVOIRE et al. (2001), todos os tipos de HPV sé&o replicados
exclusivamente no nucleo da célula hospedeira. Em lesées benignas (HPVs de
baixo risco), o genoma viral separa-se do DNA celular, surgindo como um plasmideo
extracromossomal. Entretanto, HPVs de alto risco tém a capacidade de se integrar
ao genoma do hospedeiro e isto garante a expressao perpétua dos oncogenes virais
(CRUM, 2000). Para que isto ocorra, € necessario que haja uma quebra no genoma

viral, levando a uma perda da fung¢ao dos genes E1 e E2 do virus, acompanhada de
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desregulacdo dos genes E6 e E7 e consequente transformacdo da célula
hospedeira. Os produtos dos genes E6 e E7 inativam funcionalmente os produtos de
dois importantes genes supressores de tumores, as proteinas p53 e proteina do
Retinoblastoma (pRb), respectivamente, e dessa forma, E6 e E7 atuam como
oncogenes (FERENCZY & FRANCO, 2002). As fungbes dos genes supressores de
tumor incluem a regulagédo do ciclo celular e a resposta celular ao dano do DNA,
inicio do reparo do DNA e sua replicacido, indugcdo de apoptose e promocédo da
diferenciagao celular.

A importancia das proteinas reguladoras do ciclo celular no processo de
carcinogénese é claramente mostrada pelo fato de que a maioria delas tém sido
identificadas como protoncogenes ou genes supressores de tumor em estudos
experimentais (MILDE-LANGOSH & RIETHDORF, 2003).

Em muitos estudos sobre LEl cervicais e adenocarcinomas, a
imunorreatividade da pRb nao foi afetada pela infeccdo por HPVs de alto risco
(PARKER et al., 1997; SANO et al., 1998). Entretanto, segundo AMORTEGUI et al.,
(1995) a imunorreatividade por pRb foi mais frequentemente encontrada em LEI e
em carcinomas (93%) que em epitélio normal ou com atipia inflamatéria (78%).

A inativacdo do gene supressor de tumor p53 esta correlacionado ao
desenvolvimento de muitas neoplasias. Isto pode ser devido a um numero de
eventos que incluem mutagcdo do gene da p53 e sua ligagdo a proteinas virais ou
celulares. No cancer cervical, a perda da fungao da p53 pode ocorrer pela interagao
com a proteina E6 dos HPV de alto risco (BREMER et al., 1995).

2.1.3 - Fatores de risco para infeccdo por HPV e cancer cervical

Segundo SCHIFFMAN & CASTLE (2003), a infecgao pelo HPV é uma
condigcdo necessaria, porém nao suficiente para o desenvolvimento do cancer
cervical. Certamente, diferencas individuais na resposta imunologica ao HPV
participam na determinacdo do destino da infeccdo. Além disso, a associagao de

diferentes fatores de risco pode levar ao estabelecimento e progressao do cancer.
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Estudos epidemioldgicos tém mostrado que o desenvolvimento de cancer
cervical e suas lesdes precursoras esta relacionado ao numero de parceiros sexuais
e as condi¢gdes socio-econdmicas, sendo a incidéncia maior em mulheres com
multiplos parceiros e naquelas pertencentes a classes sociais menos favorecidas
(FERENCZY & FRANCO, 2002).

Segundo WAGGONER (2003), o fumo é um fator de risco independente na
génese do cancer cervical. Os carcindogenos especificos do tabaco (cotinina e
nicotina) e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos tém sido identificados no muco
cervical ou no epitélio de mulheres fumantes. O uso do cigarro pode aumentar o
risco de cancer por gerar residuos de desoxiguanosina capazes de induzir mutagao
génica em oncogenes como ras € myc ou genes supressores de tumor como p53 e
Rb. Em um estudo realizado por ROTELI-MARTINS et al. (1998), o fumo e a
deteccdo do DNA do HPV estavam significantemente associados a neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) 2 e 3, com uma incidéncia de 6,6 vezes maior em
mulheres fumantes quando comparadas com nao fumantes.

Uma maior incidéncia de carcinoma cervical tem sido relatada em mulheres
que utilizam anticoncepcional oral (AO) (CAVALCANTI et al., 2000). Estudos in vitro
e in vivo tém demonstrado que tanto o estradiol quanto a progesterona estimulam o
crescimento de células infectadas pelo HPV (KIM et al., 2000). Mas isto ainda n&o
estd bem esclarecido, pois segundo relatam FERENCZY & FRANCO (2002), a
associacdo de cancer do colo uterino com o uso de AO pode ser simplesmente
devido a uma atividade sexual sem o uso de preservativo ou também a uma maior
frequéncia de screening de mulheres que utilizam AO.

Outro fator de risco que tem sido associado ao desenvolvimento do cancer
cervical é a paridade. Existe uma tendéncia linear na associagao entre o numero de
partos e o risco de desenvolvimento de lesdao, como observado em estudos
realizados nas Américas Central, do Norte e do Sul (FRANCO et al., 2001).

A idade da primeira relacdo também tem sido apontada como um fator de
risco; alguns autores relatam que mulheres com inicio precoce da atividade sexual
sao mais vulneraveis ao desenvolvimento do cancer cervical. Entretanto, ROSSEAU
et al. (2000) relatam que a probabilidade da infecgcdo por HPVs dos tipos
oncogénicos diminuiram acentuadamente no tocante a idade da primeira relagéo

sexual.
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Segundo PLANT & KOHN-SPEYER (apud ROSEMBLATT et al.,, 2004),
parceiras de homens que possuem cancer de pénis mostraram uma incidéncia de
cancer cervical oito vezes maior, enquanto parceiros cujas mulheres tinham céncer
cervical mostraram um risco maior para o desenvolvimento do cancer de pénis,
indicando que a atividade sexual possui um papel importante na génese destas
neoplasias. Entretanto, em um estudo realizado por ROSEMBLATT et al. (2004),
parceiros de mulheres com lesdes pré-cancerosas foram investigados e nenhum
deles apresentou lesdes clinicas.

CAVALCANTI et al. (2000) sugerem ainda que as infecgbes por HIV e sifilis
podem contribuir como co-fatores para a progressao de lesées causadas por HPV,
através da ativacdo de mecanismos de transformacido celular ou depressédo da
imunidade local.

A infecgao por Chlamydia trachomatis tem sido considerada um possivel co-
fator para o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas do colo uterino.
Estudos recentes tém revelado a associacao do sorotipo G com o desenvolvimento
deste tumor (ANTTILA et al., 2001; SMITH et al., 2002). No entanto, os dados na
literatura sdo conflitantes, de forma que, a correlagdo exata entre a Chlamydia
trachomatis e a infeccéao pelo HPV permanece ainda desconhecida.

Segundo FERENCZY & FRANCO (2002), fatores como certas deficiéncias
nutricionais e multiparidade poderiam também estar relacionados ao cancer cervical.
Entretanto, FRANCO et al. (2001) descrevem que ha evidéncias de que uma alta
ingestao de alimentos contendo beta caroteno e vitamina C, e em menor extensao,

vitamina A, podem reduzir o risco de cancer cervical.
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2.2 - METODOS DE DETECCAO DA INFECCAO PELO HPV E
LESOES ESCAMOSAS CERVICAIS ASSOCIADAS

2.2.1 - Exame colposcépico

Os achados colposcépicos contribuem para o diagnostico da infecgdo por
HPV e das lesbGes epiteliais associadas. Mediante a colposcopia, pode-se
reconhecer, delimitar e diagnosticar os diferentes aspectos normais e anormais da
ectocérvice e vagina. Para melhor entendimento entre os médicos, tem-se proposto
a padronizagdo da terminologia colposcopica e, ainda, de varias classificagdes
colposcopicas, no sentido de unificar a linguagem desse método complementar.
Dentre essas classificagdes, destaca-se a classificagdo colposcopica internacional
aprovada em Roma em 1990 (ANEXO A).

O uso do colposcépio como parte da rotina basica de atendimento as
mulheres que frequentaram a Clinica de Medicina Genitourinaria, na Inglaterra,
melhorou a acuracia das observagdes clinicas do servico. MOSS et al. (1994)
relatam ainda que € instigante a experiéncia de identificar colposcopicamente
anormalidades de alto grau em mulheres jovens onde um resultado citolégico
recente foi negativo.

Em um trabalho realizado na india, BASU et al. (2003) descrevem os achados
colposcopicos mais comuns encontrados nesta populagédo e analisam a acuracia da
colposcopia em relagdo a biopsia. Entre os achados, pode-se citar: zona de
transformacao tipica (ZTT), epitélio acetobranco (EAB) fino ou em relevo, ectropio,
polipo, cisto de Naboth, sinais de inflamacéo e infeccéo, leucoplasia, condiloma e
crescimento Ulcero-proliferativo na cérvice. O resultado era considerado negativo
quando, ao se proceder a colposcopia, eram encontrados ZTT; EAB translucido ou
duvidoso; linha branca se assemelhando a uma jungdo escamo-colunar (JEC)
proeminente; EAB em pdlipos endocervicais ou em cistos de Naboth; lesdes
acetobrancas distantes da JEC. A colposcopia era considerada positiva quando
qualquer um destes achados eram observados: EAB bem definido, demarcado e
opaco; lesbes acetobrancas com ou sem margens tocando ou se aproximando da

JEC; lesdo acetobranca densa e circunferencial envolvendo os quatro quadrantes da
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cérvice; presenca de condiloma e leucoplasia proximo a JEC, tornando-se
intensamente brancos apds a aplicagao do acido aceético; ou EAB denso, opaco na
presenca de processo ulcero-proliferativo da cérvice. Como resultado, os autores
descrevem que a sensibilidade encontrada (60,7%) foi menor que em outros estudos
em Zimbabwe (76,1%) e na india (88,6%), porém a especificidade (77%) foi maior do
que as relatadas nestes mesmos estudos. Para BASU et al. (2003) isto poderia ser
devido ao fato de que a colposcopia era realizada por profissionais pouco treinados
e nao por medicos ginecologistas.

Num estudo realizado por LONKY et al. (2003), foi estimada a efetividade do
método de captura hibrida (CH) para a deteccdo de LAG em mulheres com resultado
de ASCUS na citologia. De um total de 278 pacientes, 150 tiveram resultado
negativo para CH; destas, 120 tiveram colposcopia negativa e 30 pacientes (6 com
LAG), colposcopia positiva. As 128 pacientes restantes obtiveram resultado positivo
na CH: 76 foram negativas na colposcopia e 56, positivas. Ao se somar um método
de visualizagdo ao teste citoldgico, pode-se observar um aumento na detecgao de
lesdes (principalmente as de alto grau) nas quais a citologia e os métodos
moleculares podem levar a resultados FN ressaltando o papel da colposcopia no

diagnostico das LEI e invasoras.

2.2.2 - Diagnostico histopatolégico

O cancer do colo invasivo é precedido por uma série de modificacbes do
epitélio original, que constituem as lesdes pré-cancerosas. Estas lesbes séao
chamadas LEI (antigamente denominadas displasias ou NICs) e sdo caracterizadas
por graus variados de proliferagdo e diferenciacdo anormais. Histologicamente,
ocorre uma desorganizagcdo da arquitetura do epitélio escamoso (diminuicdo ou
auséncia de maturagao celular e de estratificacdo do epitélio), atipias nucleares
(aumento de tamanho nuclear com aumento da relacdo nucleo/citoplasmatica,
hipercromasia e anisocariose), e figuras de mitose anormais (KURMAN &
SOLOMON, 1994).

Na maioria dos estudos em que se deseja avaliar a acuracia do método

citologico para a detecgao de lesbes escamosas, a biopsia € utilizada como padrao-
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ouro. Porém, com o advento das técnicas moleculares, muitos estudos tém sido
realizados na intengcdo de correlacionar o diagndstico histopatoloégico com a
presenca do HPV através da PCR. Em um estudo realizado por SALVIA et al.
(2004), 107 pacientes com resultado citologico anormal pertencentes a um servigo
publico de saude na cidade de Campinas, Brasil, foram submetidas a colposcopia e
a bidpsia foi realizada em areas suspeitas. A maioria das biopsias com NICs
apresentaram positividade para o HPV (77,42%) e alta sensibilidade (88,89%),
indicando que o diagndstico histopatoldgico esta altamente associado a presenga do
HPV.

2.2.3 - Diagnoéstico citopatolégico

O diagnéstico da infecgao por HPV é feito quando, no esfregago cérvico-

vaginal, sdo encontrados efeitos citopaticos produzidos por esse virus.

Dentre estes efeitos destaca-se a coilocitose, a qual caracteriza-se pela
presenca de uma cavidade citoplasmatica perinuclear clara e com borda
citoplasmatica periférica densa, associada a alteragdes nucleares. As alteracdes
nucleares sdo representadas por aumento do volume nuclear, irregularidade da
membrana nuclear, cromatina grosseira e mal distribuida. Uma outra alteragao
consiste na disceratose, caracterizada por células que apresentam ceratinizagao
anbémala ou prematura, nem sempre acompanhada de caracteristicas nucleares de
malignidade (KURMAN & SOLOMON, 1994).

A associacao de coilécitos e disceratose tem sido considerada como critério
citolégico patognoménico para o diagnostico da infecgao pelo HPV. Entretanto, com
0 uso desses sinais, a frequéncia do diagnéstico é de 1 a 2% em pacientes
assintomaticas (SCHNEIDER et al.,1987).

Devido ao grande numero de resultados FN nos exames citolégicos, alguns
autores, como SCHNEIDER et al. (1987), propuseram a utilizagdo de “sinais n&o
classicos” (SNC) para ampliar o numero de casos de infecgdo pelo HPV

diagnosticados pela citologia.
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Um estudo realizado por JORDAO et al. (2003), avalia os critérios
morfolodgicos para identificagdo do HPV e de acordo com o ja descrito na literatura,

estes critérios foram divididos em classicos e nao classicos.

Critérios Classicos:

e Coilocitose e disceratose (descritas acima)

Critérios nao classicos:

¢ Bi ou multinucleagao

e Nucleo hipercromatico: representado pelo hipercromatismo nuclear e
auséncia de irregularidades, tanto na cromatina como na membrana nuclear.

e Células gigantes: apresentam alteragbes como bi ou multinucleagao,
macronucleose e macrocitose, circundados por halo com borda concéntrica
que aparentemente separa estes nucleos do citoplasma.

e Escamas anucleadas: células escamosas com citoplasma queratinizado e
auséncia de nucleo.

e Halo perinuclear: apresenta-se como uma area clara nitida em volta do
nucleo, formando um halo. O nucleo freqientemente perde detalhes do

envelope nuclear e a cromatina pode estar agrupada irregularmente.

A freqiiéncia diagnéstica de HPV encontrada por JORDAO et al. (2003), apds
a inclusao dos critérios ndo-classicos, passou de 23,1% para 52,3%, ou seja, elevou-
se em 29,2%. Neste mesmo trabalho é relatado que outros autores, em estudos com
técnicas biologico-moleculares, ndo conseguiram provar uma relagédo significativa
entre a infec¢ao por HPV e os critérios nao-classicos.

Em 1961, NAIB & MASUKAWA publicaram um trabalho que continha
descricbes detalhadas de achados citolégicos de 19 pacientes com condiloma
acuminado na cérvice e na vagina. Entre os achados secundarios (ou ndo classicos)
estavam halo perinuclear, vacuolos degenerativos citoplasmaticos, binucleacéo,

picnose nuclear e cariorrexe. Outros autores como PUROLA & SAVIA (1977)
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descrevem o0s mesmos achados, além da presengca de corpos de inclusdao no
citoplasma.

SCHNEIDER et al. (1987) descrevem, em seu trabalho, 9 SNC: disceratose
leve, coilocitose leve (ou esbogo de coilocitose), citoplasma claro, grénulos de
queratoialina, condensagao dos filamentos citoplasmaticos, células spindle, nucleo
hipercromatico, bi ou multinucleacdo e halo perinuclear. A disceratose leve é
diferenciada da sua forma classica pelo tamanho e forma do nucleo enquanto a
coilocitose leve, pela auséncia de atipia nuclear e uma borda menos definida entre a
cavidade central e o citoplasma periférico. Entretanto, os resultados do seu estudo
indicaram que a coilocitose e a disceratose classicas ndo séo critérios altamente
sensiveis na detecgdo da presengca de infeccdo pelo HPV, identificando
corretamente somente 15% de casos HPV-DNA positivos.

BORGES et al. (1989) relatam que a presenga de células epiteliais em
esfregacos cervicais de pacientes infectadas por HPV podem apresentar uma
caracteristica adicional, originalmente descrita como "uma célula dentro de outra
célula". Esta caracteristica era frequentemente acompanhada por células
apresentando coilocitose.

A hiperceratose é listada como uma das indicagdes citolégicas da infeccao
pelo HPV, mas ndo é considerada como altamente preditiva por esta infecgao por si
sO; binucleacdo, células disceratéticas e coilocitos sao variaveis muito mais
independentes para a detecgdo de condiloma em material citolégico (BORAS &
DUGGAN, 1989).

Em seu trabalho, KERN (1991) relata que em 13 de um total de 304 casos
com diagnéstico de condiloma ou lesdo mais grave (confirmados pela bidpsia) foram
identificadas escamas anucleadas. O HPV foi responsavel (em 10 dos 13 casos)
pelas lesdes epiteliais detectadas devido a presenca de escamas nos esfregacos
cervicais. Dados similares foram relatados por ANDREWS & MYIASAWA (1989).

Paraceratose € outro SNC descrito na literatura e pode estar associada a
presenca de HPV. Aparece como células escamosas superficiais com nucleos
pequenos, picnoticos e hipercromaticos. A hiperceratose e a paraceratose podem
ser detectadas de 0,47% a 8% em esfregagos cervicais, sem a presenga de HPV
(KERN,1991).
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2.2.3.1 - Citologia em meio Liquido (CML)

A primeira metodologia a ser langada foi o ThinPrep® Pap test (TP) (Cytic
Corporation), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1996, como um
teste que poderia substituir a CC. O uso do TP em estudos de populagdes
diferentes tem resultado em um aumento significante na detec¢cédo de LBG e LAG e
melhorado a adequabilidade da amostra quando comparado a citologia convencional
(CARPENTER & DAVEY, 1999; WEINTRAUB & MORABIA, 2000). Trés anos
depois, outro método denominado AutoCyte PREP™ (TriPath Imaging) foi também
aprovado pelo FDA, e numerosos estudos publicados comparando esta técnica e o
TP com o método convencional geralmente indicam um aumento na detecgéo de LEI
com o uso da CML (BAKER, 2002).

Vantagens da Citologia em Meio Liquido- Na CML, ha maior possibilidade
de uniformidade da amostra, uma vez que esta é transferida para a lamina de
maneira randomizada (MCGOOGAN, 1998). Além disso, virtualmente, todas as
células colhidas podem estar presentes na amostra a ser examinada, ou seja, parte
da amostra coletada ndo permanece retida na espatula, como pode acontecer na
CC.

MCGOOGAN (1998) descreve que, a principio, € um método mais oneroso
para o laboratério e também para a paciente; mas, este aumento no custo pode ser
contrabalanceado com a redugdo do numero de exames repetidos, além do
encaminhamento desnecessario de pacientes para a colposcopia.

Segundo BOLICK & HELLMAN (1998), a longo prazo, este método tera um
impacto positivo de custo através da redugdo na morbidade e mortalidade e na
reducido de visitas repetidas aos consultérios médicos devido a ma preparacdo do
espécime ou diagndstico equivocado. Outra vantagem relatada por BUR et al. (1995)
€ a diminuicdo do tempo gasto com o screening dos esfregagos, provavelmente
devido a redugao da area observada e da disposi¢ao das células.

Diversos trabalhos (TEZUKA et al.,, 1996; LINDER & ZAHNISER, 1997;
BOLICK & HELLMAN, 1998) tém comparado a eficacia da CML com a CC
demonstrando que a detecgdo de ASCUS, LBG ou lesdo mais grave € maior na
CML, resultando em maior precisdo no diagnéstico das lesbes epiteliais precursoras

e neoplasicas do colo uterino.
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WEINTRAUB & MORABIA (2000) encontraram uma chance 2,2 vezes maior
de a CML diagnosticar lesées do que a CC. Por outro lado, a eficacia no diagndstico
de alteracdes inflamatérias € reduzida, uma vez que a area de leitura na lamina é
menor, com menor numero de leucocitos, hemacias e de microorganismos (TEZUKA
et al., 1996).

Comparando 10.694 amostras de células em suspensdao com 39.408
esfregacos convencionais, BOLICK & HELLMAN (1998) demonstraram que o novo
método aumenta em mais de duas vezes o numero de casos corretamente
diagnosticados como NIC e que a relagdo ASCUS/NIC é reduzida em 55 %.

Segundo GUIDOS & SELVAGGI (1999), o TP mostra um aumento de 70% na
detecgdo de casos indeterminados quando comparada com a CC; a taxa de
ASCUS/NIC para o grupo do TP (0.73%) foi 54% menor do que o grupo do método
convencional (1,57%)

A adequacao do espécime esta significativamente aumentada em relagcéao a
citologia convencional. CARPENTER & DAVEY (1999), em um estudo realizado
comparando 2.727 TP com 5.000 esfregagos convencionais, encontraram um
aumento de 80% para 89,2% em relagdo a adequabilidade total da amostra com a
implementagcéo da CML, com melhora de 11,5%. Os autores relatam uma diminuigao
na taxa de "satisfatorio porém limitado" de 46%, e isto provavelmente € devido a
diminui¢ao da presenca de fatores obscuros.

Além de potencialmente diminuir a taxa de casos FN, as células em meio
liquido permitem testes adicionais, como a pesquisa de HPV através de diversos
métodos moleculares, tais como a PCR e CH (LINDER & ZAHNISER, 1997;
PEYTON et al., 1998, WEINTRAUB & MORABIA, 2000).

Desvantagens da Citologia em Meio Liquido - MCGOOGAN (1998)
descreve que a avaliagdo de preparados citolégicos em meio liquido requer
familiaridade com muitos parametros morfolégicos diferentes da CC. Sugere
também que os colhedores devem receber treinamento apropriado para coletar a
amostra cervical, garantindo que toda a JEC foi atingida, bem como parte da ecto e
endocérvice.

Alguns estudos recentes indicam que a transferéncia de células do
instrumento de coleta para o liquido pode ser variavel e incompleto. Este processo

critico de transferéncia de células requer mais estudos, pois este processo foi
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creditado como um dos grandes beneficios em relagdo ao método convencional
(BAANDRUP, 2000).

Outro fator observado foi a auséncia de componentes da JEC quando se
realizava a citologia em meio liquido. CARPENTER & DAVEY (1999) relatam que a
taxa de amostras satisfatérias, porém limitadas por auséncia de elementos da JEC,
foi maior na TP do que na citologia convencional (9,8% versus 5,5%).

MCGOOGAN (1998) avalia que a CML apresenta custo superior ao método
convencional, podendo ser este um dos principais fatores que impecam sua

utilizacao na rotina de um laboratério.

Em um estudo de metanalise realizado por ABULAFIA et al. (2003) foram
avaliados dez trabalhos (de 1995 a 2001) que comparavam a CC com a CML em
termos de sensibilidade e especificidade, considerando o resultado de biépsia como
padrao-ouro. Foi observada uma grande variagéo de sensibilidade (de 50 a 90%)
entre os estudos para ambos os métodos, com uma sensibilidade total maior (76%)
na CML do que na CC (68%). A CML também foi mais especifica (86%) que a CC
(79%), com especificidade variando de 80 a 90%.

Na comparagdao de ambos métodos citologicos, a literatura tem relatado dois
tipos de estudo: split-sample (amostras pareadas) e direct-to-vial  (coletas
separadas).

No estudo do tipo split-sample, as duas citologias sdo colhidas da paciente
em um mesmo momento. No outro, sdo avaliadas amostras de dois grupos distintos
de pacientes (um de CC e o outro, CML). Segundo BERNSTEIN et al. (2001), com a
coleta de amostras pareadas pode ocorrer uma diminuicdo potencial da
transferéncia de células suficientemente necessarias para se realizar um diagndstico
correto. Apesar dos estudos do tipo direct-to-vial serem incapazes de comparar
diretamente amostras da mesma paciente, tém indicado uma melhora
estatisticamente significativa na detecgao de células endocervicais.

Em um estudo do tipo split-sample realizado por HUTCHINSON et al. (1999),
foram avaliadas a sensibilidade e a especificidade dos dois métodos citoldgicos. A
CML se mostrou mais sensivel (55,6%) que a CC (44,3%). Entretanto, a
especificidade da CC foi ligeiramente maior (98%) que a da em meio liquido (93%),

mas pode-se observar que ambos os métodos sido bastante especificos.
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Alguns autores também relatam uma superioridade da sensibilidade da CML
em relagcao a CC em estudos realizados a partir da analise de amostras de pacientes
diferentes (GUIDOS & SELVAGGI, 1999; VASSILAKOS et al., 2000; WEINTRAUB &
MORABIA, 2000; BAKER, 2002).

2.2.4 — Diagnoéstico molecular

Os membros da familia do HPV n&o se desenvolvem em meios de cultura in
vitro; sendo assim, a deteccdo do HPV depende estritamente de analises
moleculares da sequéncia do seu DNA. Testes para o HPV utilizando sondas de
acidos nucléicos vém sendo disponibilizadas comercialmente desde o inicio da
década de 80, mas estes testes iniciais eram de dificil realizacdo, em muitos casos
envolvendo sondas de acidos nucléicos marcadas com fésforo radioativo (*P) em
uma hibridacédo do tipo slot-blot. Estes testes nao tiveram seu uso muito difundido,
devido ao fato de ndo detectarem todos os tipos oncogénicos do HPV e, além disso,
tinham baixa sensibilidade. Ja no final dos anos 80, uma variedade de outros testes
envolvendo ISH do DNA do HPV foram desenvolvidos (HUBBARD, 2003).

O padrao-ouro para analise genémica do HPV é o Southern blot, utilizada nos
primeiros testes para a detecgdo do virus (SOUTHERN, 1975). Ja o ISH é uma
técnica muito semelhante a imuno-histoquimica (HUANG et al., 1998). Estes testes
sdo chamados de "ensaios de sonda diretos" e apresentam desvantagens como
baixa sensibilidade, tempo longo para realizagéo e utilizagdo de quantidade elevada
de DNA purificado.

Métodos bastante sensiveis para detectar a infeccdo pelo HPV tém sido
recentemente desenvolvidos, destacando-se os de hibridagdo como a CH e os de
amplificacdo do DNA como PCR.

A CH é um ensaio de hibridagdo molecular de captura do tipo “sanduiche” que
usa a deteccdo quimioluminescente. Amostras contendo o DNA pesquisado (no
caso, DNA do HPV) s&o hibridadas com um acido ribonucléico especifico. O hibrido
resultante é capturado pela superficie do tubo de ensaio previamente marcado com

um anticorpo anti-hibrido acido ribonucléico/DNA. O hibrido imobilizado reage com
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um anticorpo conjugado a fosfatase alcalina e é detectado com um substrato
quimioluminescente. Como o substrato é clivado pela fosfatase alcalina, uma luz é
emitida a qual é medida como unidades relativas de luz em um lumindmetro. A
intensidade da luz emitida é proporcional a quantidade de DNA pesquisado na
amostra da paciente (PEYTON et al., 1998). A CH € um método de amplificagdo de
sinal, a qual € uma extensdo do ensaio de sonda direto, porém mais sensivel por
causa da adicdo de camadas de moléculas sinalizadoras presentes em sondas de
DNA (SAMBROOK, 2001). O teste comercial atualmente utilizado na detec¢do do
HPV é o kit HC2 da Digene, o qual detecta virtualmente todos os tipos oncogénicos
de HPV de alto risco, assim como a maioria dos HPVs ndo oncogénicos (baixo
risco). Neste teste, sondas genotipo-especificas sdo misturadas em um coquetel de
baixo-alto e alto-baixo riscos (HUBBARD, 2003); isto permite que este teste seja
uma excelente ferramenta para a triagem de pacientes com anormalidades no
exame de Papanicolaou, mas, em contrapartida, ndo determina o tipo especifico do
HPV presente.

Os métodos de amplificacdo do acido nucléico alvo, mais notavelmente a
PCR, sao tecnologias promissoras no que tange os aspectos dos testes para a
deteccdo do HPV (MONK et al., 1994). A PCR é uma valiosa ferramenta porque
permite a multiplicagéo in vitro de regides unicas do DNA em questao, além de ser a
técnica existente mais sensivel de analise do DNA. Segundo GRAVITT et al. (2000),
a PCR pode ser usada na detecgao, quantificacdo da carga viral, sequenciamento
do DNA e analise de mutagdes, em amostras de lavado cervicovaginal. Porém, a
técnica de PCR esta sujeita a contaminacdo do ambiente porque o material
anteriormente amplificado (amplicons) pode contaminar amostras potencialmente
negativas levando a resultados falso-positivos (FP) (HUBBARD, 2003).

Para a deteccdo do HPV, os oligonucleotideos de consenso MY09 e MY 11
sdo os mais utilizados, porque flanqueiam a regido L1 do genoma viral. Esta regi&o é
conservada na maioria dos HPVs, variando somente em algumas sequéncias, as
quais determinam o tipo viral. Ao contrario do método de CH, a PCR é uma
tecnologia capaz de genotipar o HPV, através da técnica de Polimorfismo de
tamanho de fragmentos de restrigdo (RFLP), por exemplo (WANG et al., 1999).
Outra alternativa € a utilizagdo de oligonucleotideos gendtipo-especificos, os quais
identificam tipos individuais de HPV baseados no polimorfismo das regides E6 e E7
(KADO et al., 2001).
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A técnica de PCR tem se mostrado extremamente sensivel na detecgao do
DNA de HPV em pacientes portadoras de lesdes cancerosas ou pré-cancerosas €
também em pacientes portadoras de infecgdes assintomaticas ou subclinicas. Além
da grande sensibilidade, esta técnica é capaz de detectar o tipo e
consequentemente o potencial carcinogénico do virus. A técnica de PCR também
pode ser um método de escolha para a confirmacao de resultados conflitantes entre
a colpocitologia, a colposcopia e a histopatologia (GOMES et al., 2002).

O custo ao se avaliar uma paciente utilizando um protocolo no qual se
combina citologia e detecgao de HPV por PCR representa somente 0,6% do custo
de um unico tratamento de cancer cervical avangado (LORENZATO et al., 2000).
Neste estudo, concluiu-se que a detec¢cao do HPV por métodos moleculares € um
método mais seguro e efetivo que o screening citolégico na identificagcdo de

pacientes em risco de desenvolver neoplasia cervical.
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3.1 - OBJETIVO GERAL

Verificar a acuracia da CC e da CML na identificagao de pacientes portadoras
de LEIl e invasoras do colo uterino, e correlacionar estes achados com os resultados
da PCR para a infecgao do HPV.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica de PCR a partir do espécime coletado

e Determinar a prevaléncia da infec¢céo por HPV na populacao estudada

e Verificar a associagao entre os dados epidemioldgicos e a infecgéo por HPV

e Analisar, microscopicamente, os esfregacos quanto a amostragem celular,
presenca de microorganismos, alteragdes inflamatérias e anormalidades

epiteliais

e Correlacionar oS dados clinico-colposcopicos, citopatoldgicos,

histopatolégicos e moleculares.
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4.1 - POPULACAO ESTUDADA

coleta

Participaram deste estudo pacientes encaminhadas a dois servigos distintos:
Pacientes do Servigo de Propedéutica do Colo Uterino da Maternidade Odete
Valadares (MOV) de Belo Horizonte por apresentarem alguma alteragao

clinica, colposcopica e/ou citolégica do colo uterino;

Pacientes do Centro de Tratamento de Doencgas Sexualmente Transmissiveis
(CTDST) do Distrito Centro-Sul da Prefeitura de Belo Horizonte, as quais
procuraram espontaneamente o servico ou foram encaminhadas dos postos
de saude municipais, pelo fato de elas proprias ou seus parceiros
apresentarem sintomas relacionados a doengas sexualmente transmissiveis
(DST).

As pacientes foram alocadas em grupos de acordo com o procedimento de

das amostras adotado, como descrito a seguir:

Grupo 1: constituido por pacientes encaminhadas aos Servicos em primeira
consulta, cujas amostras citologicas foram coletadas através da técnica

utilizada habitualmente na CC;

Grupo 2: constituido por pacientes encaminhadas aos Servicos em primeira
consulta, cujas amostras citologicas foram coletadas através da técnica
utilizada na CML,;

Grupo 3: constituido por pacientes que retornaram ao Servico da MOV com
resultados histopatolégicos negativos para infeccdo pelo HPV. Estas
pacientes foram subdivididas em dois grupos: pacientes com amostras
coletadas através da técnica da CC e outras com amostras colhidas através
da CML.
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No decorrer da execugao do trabalho, foi observado um numero reduzido de

pacientes com as caracteristicas descritas acima, o que prejudicaria a finalizagcado do

trabalho no tempo previsto. Dessa forma, iniciou-se a coleta de um outro grupo (4):

Grupo 4: constituido por pacientes encaminhadas aos Servigcos em primeira
consulta, cujas amostras citologicas foram coletadas através da técnica

utilizada na CML e CC, em um mesmo momento (amostras pareadas).

A coleta referente as amostras das pacientes do grupo 3 foi interrompida e

seus dados nao foram utilizados nas analises posteriores.

Em todas as pacientes foram realizados testes moleculares através da PCR

para deteccdo da infeccdo por HPV, variando-se a forma de coleta, conforme

especificado adiante.

O projeto do presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2 - COLETA DO MATERIAL

Grupo 1: Com a utilizagao da cytobrush, foi coletado inicialmente material da
endoceérvice, JEC e ectocérvice para ser submetido ao teste molecular (PCR).
Este material foi esgotado em 1 mL de PBS pH 7,4 estéril em tubo eppendorf.
Apds nova coleta nas mesmas regides, porém utilizando-se a espatula de
Ayre para a coleta do ectocérvice e a cytobrush para endocérvice e JEC, foi
confeccionado um esfregaco sobre Iamina de vidro e posteriormente corado

pelo método de Papanicolaou.

Grupo 2: O material foi coletado segundo as instru¢des fornecidas pelo kit
para realizacao da técnica da CML descrita abaixo. A coleta habitualmente é
feita com uma “escova”, que atinge a endocérvice, JEC e ectocérvice. A
"escova" contendo o material € colocada num tubo com 1 mL de solugao que
preserva as celulas, possibilitando tanto o estudo molecular como a

preparagao do esfregacgo para a coloragao de Papanicolaou.
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e Grupo 3: O material das pacientes foi coletado conforme descrito nos Grupos
1e?2.

e Grupo 4: Primeiramente, o material foi coletado para a CML na endocérvice,
JEC e ectocérvice e apds nova coleta nas mesmas regides, porém utilizando-
se a espatula de Ayre para a coleta do ectocérvice e a cytobrush para
endocérvice e JEC, foi confeccionado um esfregagco sobre lamina de vidro
posteriormente corado pelo método de Papanicolaou. O estudo molecular foi

realizado a partir do material coletado para a CML.

4.3 - PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

Os esfregacos colhidos de forma convencional foram fixados em alcool etilico
a 95% e, posteriormente, corados pelo método de Papanicolaou (GOMPEL & KOSS,
1997).

A técnica de CML empregada no trabalho foi a do Sistema DNA-CITOLIQ®
(Digene do Brasil). Esta técnica tem como principio transferir todo material celular
coletado para um meio liquido, com propriedade de preservar as estruturas
morfolégicas e as moleculares, como as proteinas e os acidos nucléicos. Para a
preparagao da lédmina citolégica, o material € submetido a processos técnico-
laboratoriais, como homogeneizagao e filtragem, que visam retirar hemacias, debris,
muco e infiltrado inflamatdrio. Para o material colhido em meio liquido, procedia-se
da seguinte maneira: homogeneizava-se o tubo; pipetava-se a amostra; dispensava-
se sobre uma membrana de policarbonato; realizava-se imprint, transferindo-se, para
a lamina, todo o material n&o filtrado pela membrana. Esta lamina era fixada e
corada da mesma forma que na CC. Para a realizagdo do diagnéstico molecular
através da PCR, homogeneizava-se o tubo novamente e retirava-se uma aliquota da

amostra.
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4.4 - DIAGNOSTICO CLINICO-COLPOSCOPICO

A anamnese das pacientes foi realizada pelo médico ginecologista e os dados
clinicos anotados em um protocolo para posterior analise. O APENDICE A
corresponde ao protocolo utilizado na MOV e o APENDICE B do CTDST. A seguir, 0
meédico procedeu ao exame ginecologico e as coletas necessarias.

O exame colposcopico foi realizado apenas no servico da MOV. Anotou-se o0s
aspectos observados no APENDICE A. A classificacdo utilizada foi aquela
preconizada pelo Congresso de Roma (ANEXO A). A hipdtese diagndstica era

formulada segundo os parametros clinicos e colposcopicos observados.

4.5 - DIAGNOSTICO MOLECULAR

4.5.1- Extracdo de DNA

A extragao de DNA foi conduzida de acordo com o protocolo descrito a seguir
(VILLA et al.,1995). Este protocolo foi aplicado tanto para as amostras contidas em

PBS quanto em meio liquido.

1- Homogeneizar por alguns segundos as amostras.
2
3
4

Pipetar 30 uL de cada amostra e transferir para tubo eppendorf estéril.
Adicionar 370 pL de solugao Tris-EDTA (TE).

Adicionar 100 uL da solugao de lise:
Proteinase K 20mg/mL 0,5 uL
SDS a 10% 5,0 uL
Solugao TE gsp 100 uL
5- Deixar 18 horas no banho-maria a 56°.
6- Adicionar 500 uL de fenol-cloroformio 1:1. Homogeneizar até formar uma
emulsdo.

7- Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente (25°C).
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8- Transferir o sobrenadante para outro tubo eppendorf estéril e anotar o
volume.

9- Repetir a extragdo, adicionando fenol-cloroférmio em igual volume ao do
sobrenadante. Homogeneizar até formar uma emulsao.

10- Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente (25°C).

11- Transferir o sobrenadante para outro tubo eppendorf estéril e anotar o
volume.

12- Adicionar igual volume de cloroformio. Homogeneizar até formar uma
emulsao.

13- Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente (25°C).

14-Transferir o sobrenadante para outro tubo eppendorf estéril e anotar o
volume.

15- Adicionar 70 uL de acetato de amdnio 7,5 mM.

16- Adicionar o mesmo volume total de isopropanol gelado. Homogeneizar
aproximadamente 50 vezes.

17- Precipitar 18 horas a - 20°C.

18-Centrifugar a 14000 rpm durante 30 minutos a 4° C. Observar se houve a
formacao de sedimento de DNA.

19-Desprezar o sobrenadante. Adicionar 1 mL de etanol 70% resfriado para lavar
o sedimento de DNA.

20-Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

21-Descartar o etanol e deixar o sedimento de DNA secar em temperatura
ambiente.

22- Ressuspender em solugédo de TE (20 a 100 uL dependendo do tamanho do
sedimento).

23-Deixar em banho-maria por 1h a 65°C ou 1 dia a temperatura ambiente.

24-Estocar a 4°C ou - 20°C.

Cabe ressaltar que, a principio, as amostras foram extraidas sem utilizagao
da Proteinase K e com o decorrer do estudo, percebeu-se a necessidade do uso

desta para a melhora do processo de extracio.
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4.5.2 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Inicialmente, foram empregadas para otimizagdo das condi¢des da PCR,
amostras sabidamente positivas ou negativas, testadas pelo método de CH. Em
seguida, a PCR otimizada foi empregada na analise de amostras de pacientes com
diagndstico histopatoldgico positivo ou negativo. Posteriormente, as amostras das

pacientes participantes deste projeto foram analisadas.

Entre as variaveis testadas para a padronizagao das condi¢gdes da reacao de
PCR, foram avaliados o melhor protocolo de extracdo do DNA, a melhor temperatura
de anelamento, o numero ideal de ciclos e as concentragdes 6timas para cada um
dos reagentes utilizados na amplificagcdo do segmento especifico.

O DNA das amostras de captura hibrida contidas em solugdo nao
desnaturante foi extraido, utilizando solugao de lise contendo Proteinase K e uma
mistura de fenol-cloroformio 1:1. A reacdo de PCR foi feita com 0,5 uL de DNA
extraido (sedimento de DNA solubilizado em TE).

A reacédo de PCR foi preparada, utilizando-se as seguintes concentragdes e

quantidades de reagentes, com um volume final de 10,5 pL :

e 0,25 uL de cada dNTP (0,2 mM), totalizando 1uL;
e 0,2 uL de Taq polimerase (1 Ul);
e 1 ulL do tampéo (MgCly; KCI; Tris/HCI);
e 1 uL de cada oligonucleotideo para HPV (10 pmol/uL) (MY09 e MY11) e 0,5 uL
de cada oligonucleotideo para Globina (10 pmol/uL) (PC03 e PC04);
e 1,5 uL de solugédo de DNA extraido da amostra;
o Agua Mili-Q® autoclavada
¢ Uma gota de 6leo mineral
Os 40 ciclos da PCR foram realizados em uma maquina modelo PTC-100™
Programmable Thermal Controller da marca MJ Research sob as seguintes
condicdes: 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e mais 5

minutos de elongagéo a 72 °C.
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Durante a otimizagao, diversas reacdoes foram realizadas, variando-se a
temperatura de anelamento, as concentragbes de oligonucleotideos, o numero de
ciclos, etc, com o intuito de se obter um bom sinal de amplificagdo, minimizar

amplificagdes inespecificas e encontrar a concentragdo 6tima de cada reagente.

Os produtos da PCR, juntamente com o padrao de peso molecular "DNA
Ladder 1000 pares de bases (pb)" da GIBCO® BRL foram submetidos & eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6% e corados pela prata (SANTOS et al., 1993).

Foram utilizados os oligonucleotideos MY09 e MY11 que amplificam uma
sequéncia de 452 pb do genoma do HPV, chamada de regido L1 (que é homdloga
para a maioria dos tipos de HPV conhecidos), permitindo a detec¢gao de uma ampla
variedade de tipos desse virus (MANOS et al., 1989). Os oligonucleotideos PC03 e
PCO04 amplificam uma sequéncia de 100 pb do gene da p-globina humana e
funcionam como controle interno da reagao: sao responsaveis pela verificacdo da
integridade e qualidade do DNA extraido (SAIKI et al., 1988).

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados encontram-se listados na
TAB. 1.

TABELA 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na PCR, para amplificagéo

dos segmentos genémicos especificos.

Oligonucleotideo Senso Oligonucleotideo Anti-senso
HPV MY11: 5*GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3 MY09: 5CGTCCMARRGGAWACTGATC ¥
(MANOS et al., 1989) (MANOS et al., 1989)

Globina PCO03: 5ACACAACTGTGTTCACTAGC 3  PCO04: 5CAACTTCATCCACGTTCACC 3’
(SAIKI et al,, 1988) (SAIKI et al,, 1988)

M=A+C;R=A+G; W=A+T;Y=C+T

O controle de qualidade dos reagentes e de todo o processo da reagao foi
feito através do controle negativo (“branco”), que contém todos os reagentes, exceto
o DNA e que foi submetido a todas as etapas da PCR. Os controles positivos
utilizados foram os testados pelo método de CH.

Todos os materiais usados para extragcao e amplificagdo do DNA eram novos

e autoclavados: ponteiras com filtro e sem filtro, tubos eppendorf e tubos Falcon.
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4.6 - DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO

Cada lamina foi identificada numericamente, em ordem crescente. Os

esfregacos foram analisados de forma aleatéria, sem o conhecimento do resultado

da analise molecular, examinando-se a principio a CML e posteriormente a CC. Os

diagnosticos foram classificados segundo o Sistema Bethesda (KURMAN &
SOLOMON, 1994), e relatados em laudos (APENDICE C) de acordo com a

Nomenclatura aprovada pela Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC, 2002).

Utilizou-se os seguintes critérios citolégicos para a identificagdo das LEI e das

células atipicas de significado indeterminado (GOMPEL & KOSS,1997; SOLOMON
& NAYAR, 2004):

LBG (Displasia leve/NIC I/Efeito citopatico da infeccdo por HPV): células
intermediarias e superficiais com nucleos discretamente aumentados,
hipercromaticos, cuja cromatina apresenta-se de forma homogénea ou finamente
reticular. Presenga de ligeira anisocitose ou inversdo da relagdo nucleo-
citoplasmatica pouco marcada. Estdo incluidas também nesta categoria as
alteragdes citopatolégicas decorrentes da infecgcdo por HPV: coilocitose e

disceratose.

LAG (Displasia moderada / Displasia acentuada / Carcinoma in situ / NIC Il / NIC
[l): células intermediarias, parabasais e basais com nucleos grandes e inversao
da relagao nucleo-citoplasmatica, que variam em forma e tamanho. Nucleos
hipercromaticos, com cromatina granulosa, frequentemente com cromocentros
uniformes e auséncia de nucléolos. A membrana nuclear costuma estar reforcada

e irregular.

ASCUS: os nucleos possuem aproximadamente duas e meia a trés vezes a area
dos nucleos das células intermediarias normais; leve aumento da relagcéo nucleo-
citoplasma; hipercromasia nuclear minima e irregularidade na distribuicdo da
cromatina ou na forma nuclear; anormalidades nucleares associadas a um

citoplasma denso e orangeofilico ("paraceratose atipica").
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e AGUS: células glandulares cujas alteragdes vao além dos tipicos processos
reativos benignos, porém nao suficientes para um diagndstico de
adenocarcinoma; células com aumento do tamanho nuclear e citoplasma mais

abundante que o das endocervicais.

Na analise comparativa dos resultados citopatolégicos com os outros métodos
diagnosticos utilizados neste trabalho considerou-se como resultados negativos
aqueles esfregagos de padrao normal ou inflamatério. Esfregagos com diagndstico
de ASCUS e/ou AGUS, LBG, LAG e carcinoma invasor foram considerados
positivos.

Os esfregacos cervicais foram ainda examinados quanto a presenca de
alguns SNC da infecgado por HPV descritos por SCHNEIDER et al. (1987). Foram
avaliados 3 sinais: coilocitose leve, disceratose leve e bi ou multinucleacdo. Os
critérios utilizados para a identificagdo de cada um desses sinais foram os mesmos

estabelecidos pelos autores.

4.7- DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Foram avaliados os diagnosticos histopatolégicos somente das pacientes da
MOV, perfazendo um total de 79 pacientes. Apds terem sido realizadas as analises
citolégicas e moleculares no laboratério, os diagndsticos histopatoldgicos foram
recuperados dos prontuarios das pacientes no proprio servico. Os resultados

histopatoldgicos n&o foram revisados.

4.8- ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacao de diferencas entre propor¢des, no caso de tabelas

balanceadas, foi realizado o teste Qui-quadrado de Pearson, e, no caso de
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desbalanceamento (pelo menos uma célula da tabela ter freqiéncia esperada menor
que 5) foi utilizado o Teste Exato de Fisher.

Para verificar a concordéncia entre os métodos diagndsticos foi utilizado o
Coeficiente de Kappa Ponderado, em que os pesos tém a propriedade de a
concordancia ser maior nas células mais proximas a diagonal principal.

Para todos os testes foi considerado o nivel de significAncia o = 0,05. Os

pacotes estatisticos utilizados foram o SPSS 10.0 e o StatXact 3.0.

Para a construgdo de tabelas, os resultados foram categorizados da seguinte

forma:

1. Dados clinicos

e |dade: 15a19 (1);20a 29 (2); 30 a 39 (3); 40 a 59 (4) e 60 ou mais (5)

e Paridade: 0 a 4 partos (1) / 5 ou mais partos (2)

e Numero de parceiros: 0 a 4 parceiros (1) / 5 ou mais parceiros (2)

¢ |dade do inicio da atividade sexual: 10a 15 (1) ;16 a 19 (2); 20a 24 (3) e
25 ou mais (4)

e Usuarias de anticoncepcional oral: (1) / N&o usuarias: (0)

e Fumantes: (1) / N&o fumantes: (0)

2. Resultados Citopatologicos

e Esfregacos de padrdo normal ou inflamatério foram considerados
negativos e categorizados como 0 (zero)

e Esfregacos com resultado de ASCUS ou AGUS: 1

e Esfregacos com resultado de LBG: 2

e Esfregacos com resultado de LAG: 3

e Esfregacos com resultado de carcinoma de células escamosas invasor: 4

Para a normalizacao do conteudo da presente dissertacao foi utilizado o livro

Manual para normalizacdo de publicacfes técnico-cientificas (FRANCA, 2003).
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5.1 - PADRONIZACAO DA TECNICA MOLECULAR (PCR)

A primeira etapa deste trabalho teve como objetivo padronizar as condigdes
da PCR para o HPV. A reacédo de PCR foi padronizada, inicialmente, em amostras
testadas anteriormente pelo método de CH e, portanto, sabidamente positivas ou
negativas para o HPV. Estas amostras foram gentilmente cedidas pelo laboratério
Humberto Abrao e utilizadas, posteriormente, como controles positivos e negativos
da reacao, na analise das amostras das pacientes do estudo.

Foi observada, em todas as amostras, uma banda de DNA de 100 pb (seta)
referente a amplificacdo de fragmento do gene para a B-globina humana (FIG. 1). A
amplificagdo do DNA do HPV (fragmento de 450 pb) pode ser visualizada pelas
setas da FIG. 2.

200pb |

100 pb

FIGURA 1- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado pelo nitrato de
prata, mostrando o produto da PCR-3-globina humana

Canaleta 1 - Padrao de peso molecular (1 kb plus DNA LADDER- GIBCO
BRL? - S&o Paulo, SP)

Canaletas 2, 3, 4, 5 e 6 - Fragmento de 100 pb, correspondente ao perfil da
banda para B-globina humana

Canaleta 7 - Controle negativo da reagao
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500 pb

400 pb

FIGURA 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado pelo nitrato
de prata, mostrando o produto da PCR-HPV

Canaletas 1 e 2 - Fragmento de 452 pb, correspondente ao perfil da banda
para HPV, para amostras de CH sabidamente positivas
Canaleta 3 - Padrao de peso molecular (1 kb plus DNA LADDER- GIBCO

BRL® - Sdo Paulo, SP)
Canaleta 4 - Amostra de captura hibrida com resultado negativo para HPV
Canaleta 5 - Controle negativo da reagao

Ainda na fase de padronizagdo, processaram-se algumas amostras de
pacientes da MOV, com diagndstico histopatolégico de infecgao por HPV e LEI e/ou
invasora. As amostras foram colhidas através de CC e PBS, e outras em CML.

Procedeu-se a extragdo de DNA com volumes de 30 e 400 uL de PBS.
Observou-se que, para as mesmas amostras, o volume inicial de extragdo (30 ou
400 pl) interferia no resultado da PCR. Entéo, fez-se diluigdo 1:10 do DNA extraido
a partir dos 400 uL de PBS e foi observada a presenga de bandas. Portanto, ficou
padronizado o volume de 30 uL para se iniciar a extragao.

As amostras coletadas através da CML foram submetidas ao mesmo tipo de
extragcdo de DNA utilizado até entdo e, dessa maneira, procedeu-se a reagao de

PCR. Porém, foi observada a presenca de bandas inespecificas (seta, FIGURA 3).
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500 pb
400 pb

FIGURA 3 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado pelo nitrato
de prata, mostrando o produto da PCR-HPV com a presenca de bandas
inespecificas

Canaleta 1 - Amostra de captura hibrida com resultado negativo para HPV
Canaleta 2 - Fragmento de 452 pb, correspondente ao perfil da banda para
HPV

Canaletas 3,4 e 5 - Amostras de pacientes com presencga de bandas
inespecificas

Canaleta 6 - Padrao de peso molecular (1 kb plus DNA LADDER- GIBCO
BRL® - Sdo Paulo, SP)

Para a otimizagdo da PCR, foram, entdo, avaliadas algumas alteracbes na
temperatura de anelamento e na quantidade de DNA extraido utilizado na reagao de
PCR. Com a temperatura de anelamento igual a 56°C, 1Ul de Taqg e volume de 1,5
uL de DNA, tanto para as amostras colhidas em PBS quanto em meio liquido,
observou-se que ocorria amplificagdo da banda especifica para HPV (setas) e as

amplificagdes inespecificas foram minimizadas (FIG. 4).
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FIGURA 4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado pelo nitrato
de prata, mostrando o produto da PCR-HPV das pacientes do estudo

Canaleta 1 - Amostra de captura hibrida com resultado negativo para HPV
Canaleta 2 - Fragmento de 452 pb, correspondente ao perfil da banda

para HPV (amostra de captura hibrida com resultado positivo para HPV)
Canaletas 3, 4 e 5 - Amostras de pacientes com resultado negativo para HPV
Canaletas 6 e 7 - Amostras de pacientes com resultado positivo para HPV
Canaleta 8 - Padrao de peso molecular (1 kb plus DNA LADDER- GIBCO
BRL? - Sao Paulo, SP)

5.2 - DADOS CLINICOS

Fizeram parte deste estudo 109 pacientes provenientes do Servigo de
Propedéutica da MOV e 65 pacientes do CTDST. Das 109 pacientes da MOV, 30
eram do Grupo 1, cinco faziam parte do Grupo 2 e 74 eram do Grupo 4. No CTDST,
das 65 pacientes, 10 fizeram parte do Grupo 1, 12 do Grupo 2 e 43 pacientes eram
do Grupo 4.

Foram avaliados, totalizando todos os grupos estudados, os dados clinicos de 174
pacientes. As pacientes provenientes do Servigo de Propedéutica da MOV apresentaram idade
media de 37,9 anos, com idade minima de 15 anos e maxima de 76 anos. O nimero médio de
partos foi de 2,6 (variacdo de zero a 14 partos) e o numero de parceiros variou de um a 20,
com média de 3,6. Uma paciente (profissional do sexo) relatou mais de 100 parceiros sexuais.
A idade média do inicio da atividade sexual foi aos 18,1 anos, com varia¢do de 11 aos 31
anos. O habito de fumar foi relatado por 23 pacientes (21,1%) e 29 pacientes (26,6%)

relataram o uso de AO.
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Entre as 65 pacientes oriundas do CTDST, a idade variou de 16 a 59 anos

(idade média de 28,7 anos) e o numero médio de partos foi de 1,47 (variando de

zero a oito). O numero médio de parceiros foi de 4,12 (variando de um a 20) e a

idade do inicio da atividade sexual variou de 10 a 24 anos, com média aos 16,8
anos. O uso de AO foi relatado por 20 (30,7%) das 65 pacientes. O habito de fumar
foi relatado por 11 pacientes (16,9%), embora 34 (52,3%) nao relataram (NR) esta

informacgéo.

Os GRAF. 1, 2, 3, 4, 5 e 6 ilustram estes resultados.
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GRAFICO 1 - Distribuigdo das pacientes por idade
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GRAFICO 2 - Distribuigdo das pacientes em relacdo a paridade
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GRAFICO 3 - Distribuicdo das pacientes em relacdo ao numero de parceiros

sexuais
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GRAFICO 5 - Distribuicdo das pacientes em relacéo ao uso de AO
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GRAFICO 6 - Distribuigao das pacientes em relagéo ao habito de fumar

A TAB. 2 apresenta a correlagdo entre os achados clinicos das pacientes da
MOV e os resultados do teste molecular (PCR) para a detec¢cdo de HPV. Dentre os
casos positivos para HPV, observa-se uma frequiéncia aumentada de positividade
em mulheres mais velhas (com 60 anos ou mais), com maior numero de partos,
maior numero de parceiros sexuais, com inicio da atividade sexual entre 20 e 24
anos, fumantes e em uso de AO. Foi detectada associagao significativa (p = 0,043)
entre o fato de a paciente fumar e o resultado da PCR (39,1% fumantes versus

16,3% nao fumantes).
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TABELA 2 - Correlagao dos achados clinicos e moleculares das pacientes da MOV

(n=109)
Variaveis Categoria  HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo  Valor p
n % n %
|dade 15a 19 1 16,7 5 83,3
20a29 8 24,2 25 75,8
30 a 39 5 18,5 22 81,5 0,650°
40 a 59 5 15,6 27 84,4
60 ou mais 4 36,4 7 63,6
Paridade Oa4
| 18 20,7 69 79,3 0,778
5 ou mais 5 22,7 17 77,3
N° Parceiros 0Oa4
| 19 19,8 77 80,2 0,467
S ou mais 4 30,8 9 69,2
Idade 12relacdo 13 a 15 5 18,5 22 81,5
16a 19
11 18,3 49 81,7 0,382
20224 6 37,5 10 62,5
25 ou mais 16,7 5 83,3
Uso de AO Sim
' 27,6 21 724 0,425°
Nao 15 18,8 65 81,3
Fumo Sim
' 39,1 14 60,9 0,024
Nao 14 16,3 72 83,7

a: Teste qui-quadrado.

b: Teste exato de Fisher.

*: Estatisticamente significativo.

Na TAB. 3, encontram-se apresentados os resultados das pacientes do

CTDST, nos quais a positividade para o HPV foi maior nas pacientes mais jovens,

com menor numero de partos e usuarias de AO. Em relacédo ao habito de fumar e ao

namero de parceiros sexuais, 0 numero de pacientes com e sem HPV foi

semelhante. Nao foi observada nenhuma associagédo estatisticamente significativa

entre as variaveis e a presenga da infecgéao pelo HPV.
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TABELA 3 - Correlagao dos achados clinicos e moleculares das pacientes do
CTDST (n=65)

HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo

Variaveis Categoria N o N % Valor p
Idade 16 a 19 3 42 8 4 57,2
20a 29 13 36,1 23 63,9 b
0,807
30 a 39 3 33,3 6 66,7
40 a 59 3 23,1 10 76,9
Paridade Oa4 22 36,1 39 66,9 b
0,291
5 ou mais 0 0 4 100
N° Parceiros Oa4 17 34,7 33 65,3 1000°
5 ou mais 5 33,3 10 66,7 ’
Idade 12relagdo 10a 15 8 44 .4 10 55,6
16 a 19 12 41,4 17 58,6 b
0,262
20 a 24 1 11,1 8 88,9
NR 1 11,1 8 88,9
Uso de AO Sim 9 45 11 55
0,232°
Nao 13 27,3 32 72,7
Fumo Sim 4 36,4 7 64,6
Nao 7 35 13 65 1,000°
NR 11 32,4 23 67,6

a: Teste qui-quadrado.

b: Teste exato de Fisher.

A TAB. 4 demonstra o resultado dos dois Servicos em conjunto. Pode-se
observar que, dentre os casos positivos para HPV, houve uma maior positividade
para as pacientes com menor numero de partos, maior numero de parceiros, inicio
precoce da atividade sexual, usuarias de AO e fumantes. A associagao entre estes
fatores e a infeccédo por HPV nao foi estatisticamente significativa, exceto pelo fumo;
o valor p encontrado para esta variavel foi de 0,029. Quanto a idade das pacientes,
nota-se maior freqiéncia de positividade para HPV nos podlos opostos das faixas
etarias consideradas (pacientes mais jovens e mais velhas), refletindo a diferenca

dos dois servigos.
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TABELA 4 - Correlacdo dos achados clinicos e moleculares das pacientes dos dois

Servigos (n=174)

Variaveis Categoria HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo  Valor p

n % n %

Idade 15a19 4 30,8 9 69,2

20 a 29 21 30,4 48 69,6
30 a 39 22,2 28 77.8 0,471°

40 a 59 17,8 37 82,2

60 ou mais 36,4 7 63,6

Paridade Oa4 40 27,0 108 73,0
0,4022

5 ou mais 5 19,2 21 80,8

N° Parceiros Oa4 37 25,0 111 75,0
0,536°

5 ou mais 8 30,8 18 69,2

Idade 12relacdo 10 a 15 13 28,9 32 71,1
16 a 19 24 245 74 75,5 b

0,920

20a 24 7 28,0 18 72,0

25 ou mais 1 16,7 5 83,3

Uso de AO Sim 17 34,0 33 66,0
0,099?

Nao 28 22,0 97 78,0

Fumo Sim 13 38,2 21 61,8
0,029 2+

Nao 21 19,8 85 80,2

NR 11 324 23 67,6

a: Teste qui-quadrado.

b: Teste exato de Fisher.

*: Estatisticamente significativo.
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5.3 - ACHADOS CLINICO-COLPOSCOPICOS

Para a analise dos dados clinico-colposcopicos, foram consideradas as
pacientes pertencentes aos grupos 1, 2 e 4 de ambos os Servigos (109 pacientes da
MOV e 65 do CTDST).

O Teste de Schiller foi realizado somente na MOV. De um total de 109
pacientes, o teste foi positivo em 58 (54,1%) (GRAF. 7).
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GRAFICO 7 - Teste de Schiller realizado nas pacientes da MOV

Conforme relatado no item Material e Métodos, definiu-se os achados
colposcopicos segundo a nomenclatura preconizada pelo Congresso de Roma
(ANEXO A) a qual é adotada pelos médicos da MOV.

Das 109 pacientes da MOV, foram encontrados achados colposcopicos
normais em 43 pacientes (39,5%), as quais mostraram zona de transformagao tipica
(ZTT). Dentre as 60 pacientes (55,1%) com achados colposcépicos anormais, 22
(20,2%) apresentaram EAB, 31 (28,4%) tinham EAB plano, sete (6,4%) mostraram
EAB em relevo, 10 (9,2%) apresentaram pontilhado, 13 (11,9%) apresentaram
mosaico, dos quais oito eram esbogo. Leucoplasia foi encontrada em uma paciente

(0,9%); a colposcopia foi insatisfatoria em quatro pacientes (3,6%), como demonstra
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o GRAF. 8. Achados varios foram encontrados em uma paciente (0,9%) com

condiloma exofitico e uma (0,9%) que apresentou deciduose.
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GRAFICO 8 - Achados colposcépicos referentes as pacientes examinadas na MOV

A TAB. 5 demonstra os achados colposcépicos referentes as pacientes da
MOV e a correlagao com os resultados moleculares para infeccdo por HPV. Dentre
0s casos positivos para infecgao por HPV, pode-se observar uma maior positividade
nos achados colposcopicos anormais (28,3%). Para a realizag&o do teste estatistico,
a categoria “insatisfatério” em achados colposcépicos foi retirada. Entretanto, n&o foi
detectada associagao estatisticamente significativa entre os achados colposcopicos
e o resultado da PCR (p > 0,05).
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TABELA 5 - Correlagao entre os achados colposcopicos e a infecgao por HPV

Variaveis Categoria HPV-DNA Positivo ~ HPV-DNA Negativo Valor p
0,

n % n Yo
Achados Normais 6 14,0 37 86,0
colposcopicos Anormais 17 28,3 43 71,7 0,183°
Varios 0 0 2 100,0

b: Teste exato de Fisher.

Os achados macroscopicos de condiloma exofitico foram relatados nos dois
Servicos. O GRAF. 9 demonstra estes resultados. Na MOV, uma (0,9%) das 109
pacientes tinha quadro de condiloma acuminado na regido perianal e era positiva
para o HPV na PCR. Ja no CTDST, 26 (40%) das 65 pacientes apresentavam
condiloma vulvar e a positividade para HPV foi observada em 14 (53,8%) das 26

pacientes.
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GRAFICO 9 - Presenca de condiloma exofitico nas pacientes dos dois Servicos
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5.4 — ACHADOS CITOPATOLOGICOS E MOLECULARES

Na analise dos resultados moleculares e citopatolégicos foram computados os
dados de 174 pacientes pertencentes aos grupos 1, 2 e 4 de ambos os Servigos. No
caso do grupo 4, em que a coleta da citologia era pareada, o diagndstico citolégico
considerado para a analise foi aquele obtido na citologia em meio liquido.

A PCR para HPV foi realizada nas amostras das 174 pacientes estudadas.
Detectou-se uma positividade para o HPV em 23 (21,1%) das 109 pacientes na MOV
e em 22 (34%) das 65 pacientes no CTDST. No total, foram 45 pacientes (26%) com
resultado molecular positivo para HPV (GRAF.10).
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GRAFICO 10 - Porcentagem de PCR-HPV positivo das pacientes de ambos os

Servigos

O GRAF. 11 apresenta os resultados relativos & porcentagem de agentes
especificos presentes nas amostras analisadas dos dois Servigos. Entre as 109
pacientes da MOV, sete (6,4%) apresentaram Gardnerella vaginalis (GV); uma
(0,9%) com Trichomonas vaginalis (TV) e cinco (4,6%) com Candida sp. No CTDST,
11 pacientes (16,9%) tinham GV, trés (4,6%) com TV e nove (13,8%) com

diagndstico de infecgao por Candida sp.



67

20%

15% -

oMoV
10% - BECTDST
OMOV+CTDST
5% -
0% l_._|
GV TV Candida

Agentes especificos

GRAFICO 11 - Agentes especificos diagnosticados nos dois Servicos

No GRAF. 12 encontram-se demonstrados os resultados citopatoldgicos dos
dois Servigos. Das 109 pacientes da MOV, 84 (77,1%) tiveram diagndstico negativo
para anormalidades epiteliais (NEG), quatro pacientes (3,7%) com diagndstico de
ASCUS, oito (6,4%) com diagnéstico de LBG, 10 (9,2%) com LAG e duas (1,8%)
com carcinoma invasor. Uma amostra (0,9%) citolégica foi considerada insatisfatoria
(devido a intensa hemorragia) e excluida da analise. Das 65 pacientes do CTDST,
53 (81,5%) foram diagnosticadas como NEG, cinco pacientes (7,7%) tiveram
resultado citolégico de ASCUS e sete (10,8%), diagndstico de LBG. Considerando
os dois Servicos, 79,2% das amostras citolégicas foram negativas, 5,2% tiveram
diagnostico de ASCUS, 8,7% de LBG, 5,8% de LAG e 1,1% de carcinoma invasor.
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GRAFICO 12 - Resultados citopatolégicos das pacientes de ambos os Servigos

Foi observada maior freqUéncia (estatisticamente significativa) de
anormalidades citolégicas em pacientes HPV positivas da MOV (TAB. 6). De um
total de 23 pacientes com resultado molecular positivo para HPV, 12 (52,2%)
mostraram alterag&o citologica, ao passo que, das 85 pacientes HPV negativas, 12
(14,1%) apresentaram anormalidade citoldgica. Verificou-se também que a
proporgcao da detecgao do HPV aumenta a medida que as categorias do diagnéstico
citolégico ficam mais graves, exceto em LAG, sendo a infeccdo por HPV detectada

em todos os casos de carcinoma.
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TABELA 6 - Correlagao entre os resultados citoldgicos e moleculares das pacientes
da MOV (n=108)

Variaveis Categoria HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo Valor p
n % n %
Citologia Negativa 11 13,1 73 86,9
ASCUS 1 25,0 3 75,0
LBG 5 62,5 3 375  0.000™
LAG 4 40,0 6 60
Carcinoma 2 100 0 -

b: Teste exato de Fisher.
*: Estatisticamente significativo.

A TAB. 7 apresenta os dados relativos a analise da correlagdo dos dados
citolégicos e moleculares das pacientes do CTDST. A positividade para HPV na PCR
foi maior em pacientes cujo resultado citologico foi de ASCUS. Os resultados
citolégicos neste servico foram estatisticamente significativos em relagdo a
positividade do HPV (p = 0,037). Das 22 pacientes HPV positivas, sete (31,8%)
apresentaram anormalidades citolégicas e cinco (11,6%) das 43 pacientes HPV

negativas tiveram resultado citolégico positivo.

TABELA 7 - Correlagao entre os resultados citoldégicos e moleculares das pacientes
do CTDST (n=65)

HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo

Variaveis  Categoria n % N % Valor p
Citologia Negativa 15 28,3 38 71,7
ASCUS 4 80 1 20 0,037 °*
LBG 3 42,9 4 571

b: Teste exato de Fisher.
*: Estatisticamente significativo.

Na TAB. 8, encontram-se descritos os resultados da correlacdo entre o

diagndstico citologico e molecular para os dois Servigos. A presenca do HPV foi
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detectada em todos os diagnodsticos de carcinoma invasor e em torno de metade dos
casos de ASCUS, LBG E LAG, havendo associacao estatisticamente significativa
entre os diagnosticos molecular e citolégico, confirmando os resultados obtidos
anteriormente para os dois servicos separadamente. De um total de 45 pacientes
positivas para HPV, 19 (42,2%) mostraram alteragéo citoldgica, ao passo que, das
128 pacientes com resultado molecular negativo para o HPV, 17 (13,3%)
apresentaram anormalidade citolégica. Das 36 pacientes cujo resultado citolégico

era positivo, 19 (52,7%) foram positivas para a presenga do HPV na PCR.

TABELA 8 - Correlagao entre os resultados citoldgicos e moleculares das pacientes

dos dois Servigos (n=173)

Variaveis Categoria HPV/DNA Positivo HPV/DNA Negativo Valor p
o

n % n %o
Citologia Negativa 26 18,9 111 81,1
ASCUS 5 55,6 4 44,4
LBG 8 53,3 7 46,7  0.000™
LAG 4 40,0 6 60,0
Carcinoma 2 100,0 0 0

b: Teste exato de Fisher.
*: Estatisticamente significativo.

A presenca de SNC para a infecgao por HPV foi assinalada durante o exame
dos esfregacos. Na MOV, foram encontradas 12 amostras contendo SNC, das quais
oito (66,6%) eram positivas para o HPV; nove amostras (75%) apresentaram
disceratose leve, quatro (33,3%) tinham bi ou multinucleacdo e uma (8,3%)
apresentava coilocitose leve. No CTDST, cinco amostras tinham SNC e em duas
delas (40%) foi detectada a presenca do HPV pelo teste molecular; duas (40%)
tinham disceratose leve, duas (40%) apresentaram bi ou multinucleagao e trés (60%)
tinham coilocitose leve. A TAB. 9 demonstra estes resultados. A presenca destes

SNC estava associada com os diagnosticos de ASCUS, LBG, LAG e carcinoma
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invasor na MOV e com ASCUS e LBG no CTDST. De um total de 9 casos de
ASCUS, 3 (33,3%) apresentaram SNC. Dos 4 casos de ASCUS com resultado
negativo na PCR, apenas 1 (25%) apresentava SNC (FIG. 5).

TABELA 9 — Frequéncia dos sinais citolégicos ndo classicos em esfregacos

cervicais positivos de pacientes com e sem infecgao pelo HPV nos dois Servigos

Sinais nao HPV/DNA Positivo (n=10) HPV/DNA Negativo (n=7)
classicos
n % n %
coilocitose leve 2 50 2 50
disceratose leve 7 63,6 4 36,4
bi ou 4 66,7 2 33,3

multinucleacgao

A sensibilidade para a coilocitose leve foi de 20% e a especificidade, 71,4%. A
disceratose leve obteve uma sensibilidade maior (70%), e especificidade de 42,9%.
A sensibilidade encontrada para bi ou multinucleagcdo foi de 40% e sua

especificidade foi igual a da coilocitose leve (71,4%).



FIGURA 5: Fotomicrografia de esfregacgo cervical convencional.
A: ASCUS, PCR positivo para HPV; B: ASCUS, PCR negativo para
HPV. Coloragao de Papanicolaou, 400x.
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5.5 - COMPARACAO ENTRE A CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM
MEIO LiQUIDO

Para a comparagdo entre os dois métodos citolégicos, foram analisados
somente os resultados do Grupo 4 (coleta pareada), do qual fizeram parte 117
pacientes.

Em relagcdo a representacdo de células da JEC de todos os esfregacos
examinados, notou-se que, em esfregagcos convencionais, 95,4% apresentavam
amostra satisfatoria, 4% das amostras estavam sem representacao das células da
JEC e 0,6% foram consideradas insatisfatorias. Nos esfregacos da CML, 95,2%
tinham amostra satisfatoria, 3,6% estavam sem representacao das células da JEC e
1,2% das amostras foram consideradas insatisfatorias.

A TAB. 10 sumariza os resultados da concordancia entre CC e a CML destas
pacientes. Como pode ser observado, os dois métodos citolégicos mostraram uma
concordancia de 89,7% (105/117 pacientes) para as cinco categorias diagndsticas
(FIG.6e7).

TABELA 10 - Comparacéao entre a citologia convencional e a em meio liquido

Citologia
convencional Citologia em meio liquido
NEG ASCUS LBG LAG Ca Total
n % n % n % n % n % n %

NEG 89 947 3 3,2 2 21 - - - - 94 80,3
ASCUS - - 2 40 2 40 1 20 - - 5 4,3
LBG - - 1 8,3 9 75 2 16 - - 12 10,3
LAG - - - - - - 4 80 1 20 5 4,3
Ca - - - - - - - - 1 100 1 0,8
Total 89 76,1 6 5,1 13 111 7 6 2 1,7 117 100

LI Concordancia entre os diagndsticos dos métodos citolégicos
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FIGURA 6: Fotomicrografia de esfregaco cervical com lesdo escamosa i
ntraepitelial de alto grau (casos concordantes). A: citologia em meio liquido; B:

citologia convencional. Coloragao de Papanicolaou, 400x.
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FIGURA 7: Fotomicrografia de esfregago cervical (casos discordantes). A: lesao
escamosa intraepitelial de baixo grau, citologia convencional; B: lesdo escamosa
intraepitelial de alto grau, citologia em meio liquido. Coloragcéo de Papanicolaou,
400x.
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Considerando somente os casos nos quais o diagndstico citologico foi
positivo, a CML teve maior capacidade de diagnosticar estes casos (28/117, 23,9%)
que a CC (23/117, 19,7%). Com a realizagéo do teste estatistico, pode-se observar
que o valor do Kappa ponderado foi de 0,9035. Segundo a classificagao sugerida na

TAB. 11, conclui-se que a CC e a CML possuem uma concordancia quase perfeita.

TABELA 11 - Classificagao do coeficiente de Kappa *

Coeficiente de Kappa Forca de concordancia
< 0,00 Pobre
0,00 - 0,20 Pequena
0,21-0,40 Razoavel
0,41 -0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-1,00 Quase perfeita

* Classificagdo como referéncia para a descrigéo do grau de concordancia entre informacgdes
medido pelo coeficiente de Kappa (LANDIS & KOCH; 1977; WANG et al., 1994).

A CML detectou 18,7% de lesdes escamosas intraepiteliais e invasoras, ao
passo que, na convencional, o indice de detec¢ao foi mais baixo (15,6%). A CML

detectou 39% a mais de LAG e 112% a mais de carcinomas (TAB. 12).

TABELA 12 - Correlagéo entre os diagnésticos da CML e CC

Diagndsticos CML CC
NEG 76,1% 80,3%
ASCUS 5,1% 4,3%
LBG 11,1% 10,3%
LAG 6,0% 4,3%

Carcinoma 1,7% 0,8%
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Relacdo ASCUS/LEI 0,32 0,29

A TAB. 13 mostra a positividade da PCR em cada categoria diagnosticada
pelos dois métodos citolégicos. A PCR foi positiva em 30 (25,7%) das 117 pacientes,
sendo a infecgao por HPV detectada em todos os casos de carcinoma e entre 40-
60% dos casos de LAG. Dos quatro casos com PCR positiva e resultado
citopatoldgico de ASCUS na CC, um mostrou a presenga de SNC (disceratose leve)
para infeccdo por HPV. Na CML, dos dois casos de ASCUS positivos para a

presenca do HPV, um apresentou SNC.

TABELA 13 — Correlagéo entre a positividade para HPV e os diagndsticos citologicos

da CML e CC
Diagnéstico Citologia % PCR-HPV Citologia em % PCR-HPV
Convencional Positiva meio liquido Positiva
Negativo 94 17 (18,1%) 89 16 (18,0%)
ASCUS 5 4 (80,0%) 6 2 (33,3%)
LBG 12 5 (41,7%) 13 7 (53,8%)
LAG 5 3 (60,0%) 7 3 (42,9%)
Cainvasor 1 1 (100%) 2 2 (100%)

A TAB. 14 demonstra os dados comparativos entre a CC e a PCR para HPV.
Pode-se observar que, do total de 157 pacientes, somente 29 (18,5%) foram
positivas na CC, enquanto que o método molecular teve a capacidade de detectar a

presenca do HPV em 37 (23,6%) pacientes.

TABELA 14 - Comparacao entre os resultados da CC e PCR para HPV

Citologia PCR
convencional Negativa Positiva TOTAL
n % n % n %
Negativa 107 83,6 21 16,4 128 81,5

Positiva 13 44 8 16 55,2 29 18,5
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TOTAL 120 76,4 37 23,6 157 100

Na TAB. 15, encontram-se apresentados os resultados da CML e da PCR.

Para a CML, a andlise foi feita de um total de 134 pacientes pertencentes aos
grupos 2 e 4 da MOV e do CTDST. Das 134 pacientes, 30 (22,4%) foram positivas
na CML; entretanto, a PCR foi positiva em um maior numero de pacientes: 38
(28,4%).

TABELA 15 - Comparacéao entre os resultados da CML e PCR para HPV

Citologia em PCR
meio liquido Negativa Positiva TOTAL
n % n % n %
Negativa 82 78,8 22 21,2 104 77,6
Positiva 14 46,7 16 53,3 30 224
TOTAL 96 71,6 38 28,4 134 100

Conforme relatado no item Material e Métodos, foi possivel recuperar os
diagndsticos histopatoldgicos de parte das pacientes atendidas na MOV. A TAB. 16
mostra a correlagdo dos resultados da CC e da bidpsia de 77 pacientes. A
concordancia para as cinco categorias diagnosticas foi de 36/77 (46,7%) e o
Coeficiente de Kappa Ponderado foi igual a 0,3145. De acordo com a tabela
sugerida anteriormente, esta concordancia é razoavel. A sensibilidade encontrada
para a CC foi de 34,8%, especificidade de 90,3%,valor preditivo positivo (VPP) de
84,2% e valor preditivo negativo (VPN) de 48,3%. Detectou-se 9,7% (3/31) de casos
FP e 51,7% de FN (30/58).



TABELA 16 - Comparacao entre CC e o diagndstico histopatoldgico
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Citologia Diagndstico Histopatologico
convencional
NEG ASCUS LBG LAG Total

n % n % n % n % n %
NEG 28 48,3 1 1,7 22 379 7 121 58 753
ASCUS - - - - 66,7 1 333 3 3,8
LBG 2 286 - - 286 3 428 7 9,1
LAG 1 12,5 - - 1 125- 6 75 8 10,3
Carcinoma - - - - - - 1 100 1 1,5
Total 31 40,3 1 1,5 27 351 18 231 77 100

A TAB. 17 mostra os dados da CML e da bidopsia de 59 pacientes. Foi

observada uma concordancia de 52,2% (35/67 pacientes) para as cinco categorias

diagndsticas. O Coeficiente de Kappa ponderado encontrado foi de 0,3959,

indicando que existe uma concordancia razoavel entre o diagndstico histopatoloégico
de 45,7%,
especificidade, 87,5%; VPP, 84,2% e VPN, 52,5%. Pode-se observar uma taxa
menor de casos falso-negativos (47,5%,19/40) e maior de falso-positivos (12,5%) em

e a citologia em meio

relagao a CC.

liquido. A sensibilidade encontrada foi

TABELA 17 - Comparacgao entre a CML e o diagndstico histopatolégico

CML Diagnostico Histopatologico
NEG ASCUS LBG LAG Total
n % n % n % n % n %

NEG 21 525 1 2,5 13 325 5 125 40 67,8
ASCUS 1 25 - - 2 50 1 25 4 6,8
LBG 1 16,7 - - 2 333 3 50 6 10,2
LAG 1 143 - - 2 286 4 571 7 119
Carcinoma - - - - - - 2 100 2 3,3
Total 24 40,7 1 1,7 19 32,8 15 248 59 100
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O objetivo principal deste trabalho foi verificar a acuracia da CC e da CML na
identificacdo de pacientes portadoras de LEIl e invasoras do colo uterino, e a
correlacdo destes achados com os resultados da PCR para a infeccdo do HPV.
Inicialmente, a coleta das amostras foi feita de forma separada (um grupo de
pacientes para cada tipo de citologia). Entretanto, foi observado que havia um
numero reduzido de pacientes, o que prejudicaria a finalizagdo do mesmo no tempo
previsto. Portanto, iniciou-se a coleta de um outro grupo (4), no qual as amostras da
CC e da CML foram coletadas em um mesmo momento (amostras pareadas).

Estas duas formas de coleta sdo descritas na literatura para anadlise
comparativa dos métodos citologicos. BERNSTEIN et al. (2001), em um estudo do
tipo metanalise, comparam os dois tipos de coleta (amostra separada ou pareada).
O estudo do tipo split-sample (pareado) tem sido considerado um método de analise
aceitavel, pois alguns trabalhos mostram que mais de 80% das células coletadas
permanecem na cytobrush, mesmo apos a preparacado do esfregago convencional.
Os autores relatam que o estudo do tipo direct-to-vial (amostras separadas) também
é eficiente, desde que as amostras de CC e CML sejam coletadas de uma mesma
populagcdo, mesmo que em pacientes diferentes. Entretanto, o fato de se colocar a
cytobrush, logo apds a coleta, diretamente na solugdo que preserva as células (ao
invés de se esgotar o restante do material, como feito em amostras pareadas), leva
a uma diferenca significativa na porcentagem de amostras consideradas adequadas
para avaliagao.

O modo de coleta do presente trabalho é diferente do descrito por outros
autores, pois para a CC, coletava-se com uma escova e esta depois era descartada;

logo apds, coletava-se para a CML com a escova pertencente ao seu Kit.

6.1 - DADOS CLINICOS

E bem estabelecido o papel do HPV na génese do cancer cervical. Entretanto,
somente a infecgéo pelo HPV nao é suficiente para causar o cancer de colo uterino;
outros fatores podem coexistir levando ao risco de progressdo de uma infecgao para

0 carcinoma invasor.
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No presente trabalho, avaliou-se os dados clinicos de 174 pacientes,
procurando-se identificar possiveis fatores epidemiolégicos associados a infecgao
pelo HPV na populagéo estudada. Sdo bem conhecidos os fatores de risco sexuais e
reprodutivos associados a infeccdo por HPV e cancer de colo uterino, especialmente
o inicio precoce da atividade sexual, o numero de parceiros e a multiparidade
(FINAN et al., 2001; CASTELLSAGUE & MUNOZ, 2003; NONNENMACHER et al.,
2003).

Considerando as pacientes atendidas nos dois Servicos em conjunto
verificou-se, embora estatisticamente nao significativo, maior positividade para HPV
em pacientes com maior numero de parceiros sexuais e com inicio precoce da
atividade sexual, semelhante ao relatado por outros autores (COSTE et al., 2003;
SIERRA-TORRES et al., 2003).

Em relagdo a paridade, pode-se observar que, ao compilar os dados das
pacientes dos dois Servigos, a frequéncia de positividade para o HPV foi maior
naquelas pacientes com menor numero de partos (zero a quatro partos),
diferentemente de outros achados da literatura. Em um estudo realizado pela IARC
(International Agency for Research on Cancer), a probabilidade para o
desenvolvimento de cancer cervical em mulheres com sete partos ou mais foi quatro
vezes maior que em pacientes nuliparas, indicando uma possivel associagao entre a
paridade e a infecgdo pelo HPV (CASTELLSAGUE & MUNOZ, 2003). No entanto,
NONNENMACHER et al. (2003) verificaram maior positividade de HPV por método
molecular em pacientes nuliparas, detectando associacdo estatisticamente
significativa entre a paridade e a infec¢ao por HPV.

A relagcédo entre o uso de AO e o desenvolvimento de neoplasias cervicais
ainda é alvo de discussdo entre pesquisadores. No mesmo estudo da IARC
(CASTELLSAGUE & MUNOZ, 2003), relata-se uma associacdo moderada entre o
uso de AO e risco de cancer (odds ratio = 1,4) e portanto, uma maior incidéncia de
HPV em usuarias de AO. No presente estudo, a infeccado pelo HPV foi mais
freqUente nas pacientes usuarias de AO de ambos os Servigos. Porém, nao foi
observada associacdo significativa entre o uso de AO e presenca do HPV. E
possivel que a maior prevaléncia do virus esteja relacionada a uma maior frequéncia
do screening das pacientes usuarias de AO.

Dentre os fatores epidemiolégicos pesquisados, o Unico que mostrou

associagao significativa com a infeccdo por HPV foi o habito de fumar, em
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consonancia com os achados descritos na literatura. FINAN et al. (2001) relatam
uma positividade para o HPV de 56,4% para as pacientes que fumam. No Brasil, em
estudo realizado por DERCHAIN et al. (1995), identificou-se o habito de fumar como
fator de risco independente para o desenvolvimento de NIC 1 e condiloma cervical
em adolescentes. Em estudo posterior deste mesmo grupo de pesquisadores
(ROTELI-MARTINS et al., 1998), constatou-se que o fumo e a deteccdo do DNA de
HPV de alto risco estavam significativamente associados a NIC 2 e 3, com uma
incidéncia 6,6 vezes maior em mulheres fumantes quando comparadas a nao
fumantes.

Quanto a idade das pacientes, nota-se maior frequéncia de positividade para
HPV nos pdlos opostos das faixas etarias consideradas: pacientes mais jovens e
mais velhas. Apesar da infec¢cado por HPV ser mais prevalente em pacientes jovens
(NONNENMACHER et al.,, 2003; SIERRA-TORRES et al.,, 2003), a positividade
encontrada nos polos opostos provavelmente reflete a diferenga nas caracteristicas
dos dois Servigcos. O CTDST € um centro que atua na prevencgao e tratamento de
DSTs, sendo procurado predominantemente por pacientes mais jovens, enquanto
que a MOV possui um servigo especifico de propedéutica do colo uterino, que
atende pacientes cerca de 10 anos mais velhas que no CTDST.

NONNENMACHER et al. (2003), em um estudo transversal realizado com 975
pacientes brasileiras entre 15 e 70 anos, detectaram maior frequéncia de HPV
através do método molecular em mulheres com idade abaixo de 24 anos. Em um
trabalho de revisao realizado por SCHIFFMANN & CASTLE (2003), é relatado que,
nos Estados Unidos e Leste Europeu, a prevaléncia da infeccdo diminui
bruscamente e atinge niveis bem baixos por volta dos 50 anos. Porém, em outros
paises, como na Costa Rica, ndo se percebe esta diminui¢do da prevaléncia do HPV
com a idade; ao invés disso, a curva aumenta ou ndo declina substancialmente.
Portanto, a variagdo no padréo das idades € importante na estratégia de screening
de cada Servigo. Investigacbes semelhantes a do presente estudo, porém em
diferentes servigos, contribuiriam para a determinagao da prevaléncia da infeccéo
por HPV de acordo com a faixa etaria na nossa regidao, uma vez que estes dados

ainda nao sao disponiveis.
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6.2 - ACHADOS CLINICO-COLPOSCOPICOS

Foram encontrados achados colposcépicos normais em 43 (39,5%) pacientes.
Em 60 (55,1%) pacientes foram relatados achados anormais. Das 23 pacientes com
resultado molecular positivo para o HPV, 6 (26,1%) apresentaram ZTT, ao passo
que as outras 17 (73,9%) pacientes tinham achados colposcopicos anormais.
Valores proximos foram relatados por SCHNEIDER et al. (1988). Em um estudo com
150 casos positivos para o HPV por técnicas de hibridagdo molecular, 104 (70%)
pacientes foram positivas na colposcopia e 46 (30%), negativas.

Por outro lado, verificou-se no presente trabalho que, dentre as 82 pacientes
com resultado negativo para a presenca do virus, 43 (52%) tinham uma zona de
transformacao atipica. Segundo BASU et al. (2003), uma das maiores limitacées da
colposcopia é a sua baixa especificidade. As areas acetobrancas devidas a
presenca de metaplasia escamosa imatura e lesdes inflamatoérias parecem ser as
responsaveis pelo grande numero de achados FP.

REID et al. (1984) avaliaram as possiveis causas de discrepancia entre a
avaliagcao colposcépica e o exame histopatolégico. A primeira esta relacionada a
erros inerentes a técnica, em que algumas lesbes nao apresentam padrdes
especificos para permitir uma identificagcdo colposcopica (lesbes muito pequenas
e/ou localizadas em locais de dificil visualizagdo). A outra causa pode ser devida a
erros relacionados com a experiéncia do colposcopista e do patologista, no momento
de interpretacdo de uma lesdo, em que o colposcopista pode, por exemplo, nao
diferenciar uma metaplasia escamosa imatura de uma LEI.

No presente trabalho, observou-se que 26,1% dos resultados colposcoépicos
eram FN. Estes resultados podem ser devidos a problemas na colposcopia ou
também a infecgdes latentes. Em relagdo a colposcopia, sua principal desvantagem
€ a incapacidade de detectar lesbes na endocérvice. As lesbes precursoras que
ocorrem nas pacientes em idade reprodutiva estdo localizadas principalmente no
ectocérvice e sao facilmente detectadas pela colposcopia, ao contrario do que
ocorre em pacientes na menopausa. Alguns estudos em pacientes sem infeccéo
demonstravel na colposcopia evidenciaram a presenca de HPV 16 e 18 por técnicas
moleculares em 3 a 43% dos casos, embora ndo seja clara por este estudo como foi

diagnosticada a normalidade ou a auséncia da infec¢cdo pelo HPV (WRIGHT &
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RICHART, 1990). CAMPION (1987), todavia, relata que 48% das mulheres de uma
clinica para DST eram positivas para o HPV, mesmo apresentando citologia e
colposcopia negativas.

Ao exame clinico, condiloma acuminado da regido perianal e/ou vulvar foi
observado em 27 pacientes (uma da MOV e 26 do CTDST), das quais 55,5% foram
positivas para HPV a PCR em amostras colhidas do colo uterino. BROWN et al.
(1993), ao analisar a presenga do HPV por técnicas moleculares em mulheres com
condiloma, detectou uma positividade de 97%. Entretanto, pode-se inferir que esta
diferenca de positividade deve-se ao fato de que, no presente trabalho, a amostra
analisada era coletada no colo do utero, ao passo que, naquele outro estudo, a
analise era feita a partir de biopsia do proprio condiloma.

Outro fato a se analisar é a diferenca da presenca de condiloma acuminado
entre as pacientes dos dois Servicos. No CTDST, quase a metade das pacientes
tinha condiloma e na MOV, este achado somente foi relatado em uma paciente. Este

resultado ja era esperado, devido as caracteristicas inerentes a cada Servigo.

6.3 - ACHADOS CITOPATOLOGICOS E MOLECULARES

Os agentes especificos encontrados mais frequentemente em ambos os
servigos foram, respectivamente, a Gardnerella vaginalis, Candida sp e Trichomonas
vaginalis. Estes achados foram mais freqUentes nas pacientes do CTDST, o que
também seria esperado, uma vez que este Servigo atende prioritariamente mulheres
com suspeita clinica de DST.

Em um trabalho realizado em Belo Horizonte para se verificar a ocorréncia de
agentes especificos em 100.000 exames citopatolégicos de rotina, foi observado
uma incidéncia muito parecida com a encontrada no CTDST: 18,15% de pacientes
com Gardnerella vaginalis, 12,47% com Candida sp e 6,23% com Trichomonas
vaginalis (TAFURI & RASO, 1991; RASO & TAFURI, 1992a; RASO & TAFURI,
1992b). No entanto, € descrita na literatura variagdo nas frequéncias dos diferentes
agentes especificos, de acordo com a idade da populagéo estudada e da época em

que ocorreu este estudo, podendo-se observar uma diminuigcdo da frequéncia da
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infeccdo por TV e um aumento desta para Candida sp, especialmente na ultima
década (ADAD et al., 2001).

Considerando os dois Servigos, 79,2% das amostras citologicas foram
negativas, 5,2% tiveram diagnostico de ASCUS, 8,7% de LBG, 5,8% de LAG e 1,1%
de carcinoma invasor. Casos de ASCUS e LBG foram mais frequentes no CTDST,
enquanto que LAG e carcinoma invasor foram detectados apenas na MOV.
Ressalta-se, portanto, a diferenca na frequéncia das lesdes encontradas em cada
Servigo. Enquanto que nas pacientes atendidas no CTDST predominam as lesdes
de baixo grau e a presenga de condiloma acuminado, na MOV, sao mais frequentes
as lesdes mais graves, sugerindo infec¢ao persistente por HPV. Esta diferenga pode
ser explicada pelas caracteristicas de cada Servigo. Pode-se ainda supor que, caso
fosse feito a tipagem viral, diferengas significativas entre HPVs de alto e baixo risco
poderiam ser encontradas entre os dois Servigos.

No total, 26% das pacientes apresentaram resultado molecular positivo para
HPV. Este indice de positividade € menor do que o relatado por outros autores
(NORONHA et al., 1999; CAVALCANTI et al., 2000; LORENZATO et al., 2000;
RABELO-SANTOS et al., 2003). Estudos de prevaléncia da presengca do HPV na
mucosa cervical publicados recentemente tém demonstrado que esta depende nao
somente da populagdo estudada e da técnica de diagnostico utilizada em sua
detecgao, como também do tipo de espécime utilizado. Tem-se observado que a
prevaléncia do virus em amostras obtidas a partir de bidpsia é até 50% maior do que
aquelas de exsudato cervical (MUNOZ et al.,, 1992). Por exemplo, pacientes
adolescentes representam um grupo particularmente afetado. Em estudo realizado
com 312 adolescentes (idade média de 16 anos), a prevaléncia de HPV cervical
detectado por PCR foi de 64%. A maioria destas pacientes (51,6%) mostrou
resultados citopatolégicos normais, apesar da positividade para HPV (TARKOWSKI
et al., 2004).

No Brasil, estudos realizados em servigos de rastreamento de cancer do colo
uterino tém mostrado uma prevaléncia da infecgédo por HPV de cerca de 15 a 27%
detectada por CH ou PCR (NONNENMACHER et al., 2002; LIMA SOARES et al.,
2003). Em pacientes com cancer cervical, o encontro de DNA-HPV tem variado entre
55,2% a 91%, na dependéncia do método e material utilizados (ELUF-NETO et al.,
1994; BOSCH et al., 1995; GONCALVES et al., 1999; NORONHA et al., 1999;
CAVALCANTI et al., 2000; LORENZATO et al., 2000).
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Na cidade de Goiania, RABELO-SANTOS et al. (2003) detectaram uma
prevaléncia de 76% de HPV em bidpsias com diagndstico de NIC 3 e carcinoma
invasivo. Em Recife, LORENZATO et al. (2000) observaram que 44,7% das
amostras testadas (incluindo casos negativos e positivos) apresentaram DNA-HPV
detectado através de PCR em amostras cervicais coletadas em tampao fosfato. No
Rio de janeiro, CAVALCANTI et al. (2000) verificaram uma prevaléncia de 66,7% de
HPV detectado por ISH em material de bidpsias negativas e positivas. Em Belém,
NORONHA et al. (1999) também detectaram 65,8% de HPV em bidpsias positivas e

negativas através das técnicas de PCR e hibridagéo por dot-blot.

CAMARA et al. (2003), no Distrito Federal, pesquisando HPV apenas em
pacientes com diagnostico citolégico de neoplasias invasoras, LEl e com
ASCUS/AGUS através da técnica de PCR em amostras cervicais coletadas em
tampao, detectou uma prevaléncia de 62%. No presente trabalho, apesar da
utilizagdo do mesmo método molecular, a positividade para HPV variou de 21,1% a
35,4%, na MOV e CTDST, respectivamente. PEYTON et al. (1998), em um estudo

realizado com um grupo de 208 pacientes com histdria pregressa ou n&o de LEI, obtiveram uma

prevaléncia de 24,5%, por PCR. Este dado se aproxima do obtido no presente trabalho e, mais
importante, aplicando técnicas de diagndstico e populacéo estudada muito parecidas.

CARRILLO et al. (2004), em uma primeira analise, encontraram que 37,6%
dos casos foram positivos na amplificagdo com os oligonucleotideos MY09/11, em
amostras de raspado cervical. Com o propésito de aumentar a capacidade de
deteccdo do HPV, nas amostras previamente negativas com os oligonucleotideos
MY09/11, decidiu-se empregar outros dois conjuntos de oligonucleotideos universais
(GP5/GP6 e L1C1/L2C2), que amplificam diferentes fragmentos da regido L1 do
HPV. Foi observado que o uso de mais de um par de oligonucleotideos universais
aumentam a margem de deteccdo para este virus. No total, em 60,4% das amostras
foi detectado o DNA de algum tipo de HPV. Dado que os oligonucleotideos MY09/11
tém se mostrado muito uteis em outros estudos, ndo se descarta que a baixa
eficiéncia obtida se deve a problemas técnicos. Os resultados de CARRILLO et al.
(2004) mostram que os oligonucleotideos LC1/2 e GP5/6 puderam ser mais
eficientes que MY09/11 na amplificagdo de um material que nao se encontre em um
estado total de pureza. Por outro lado, sabe-se que em um DNA fragmentado, os

fragmentos pequenos se amplificam melhor que os grandes. Os oligonucleotideos
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MY09/11 amplifica fragmentos de 450 pb, ao passo que LC1/2 amplifica 250 pb e
GP5/6 150 pb, o que os faria mais eficientes nestas condicées. Com estes achados,
sugere-se que o uso dos trés pares de oligonucleotideos universais aumentaria
indiscutivelmente a deteccdo do DNA do HPV em diferentes amostras do colo
uterino.

Estudos recentes tém sugerido algumas possibilidades para explicar a
ocorréncia de resultados FN, principalmente em LAG e carcinoma invasor. A
integracao linear do genoma circular do HPV no cromossomo da célula hospedeira
pode afetar a regido-alvo da PCR. Apesar de o alvo preferencial de ruptura ser a
regidao E2, em alguns casos as sequéncias dos oligonucleotideos podem coincidir
com as regides interrompidas da regido L1 e afetar a detecgdo do HPV. De acordo
com WALBOOMERS et al. (1999), a ocorréncia de resultados FN é devida aos
eventos de integracédo afetando as sequéncias L1 que ocorrem em diferentes tipos
de HPV. Outro fator, apesar de raro, corresponde aos genétipos que demonstram
menor eficiéncia de amplificagdo, que n&o sédo detectados pelos oligonucleotideos

atualmente usados.

Dentre as pacientes com resultado citolégico positivo, 52,7% foram positivas
para a presenca do HPV na PCR. A presenca do HPV foi detectada em todos os
diagnosticos de carcinoma invasor e em torno de metade dos casos de ASCUS,
LBG e LAG, havendo associagéo estatisticamente significativa entre os diagndsticos
molecular e citolégico, confirmando os resultados obtidos para os dois servigos

separadamente.

Em um estudo realizado por MUNOZ et al. (2003), o DNA do HPV foi
detectado, através de PCR, em 90,7% de pacientes com cancer cervical. Em cerca
de 50% a 70% das pacientes com diagnéstico de LBG e LAG se detecta a presenca
do HPV, enquanto que a positividade em pacientes sem anormalidades epiteliais
cervicais € de aproximadamente 5% a 20% (KOUTSKY, 1997; CUSCHIERI, 2004;
ROSENBLATT et al., 2004).

CARRILLO et al. (2004) encontraram resultados semelhantes com os do
presente trabalho, exceto nas LAG. Entre as pacientes com resultado
molecular positivo, 23,1% tinham citologia negativa para anormalidades
epiteliais, 66,7% tiveram diagnostico de LBG, 91,6% com LAG e 95,5% com

carcinoma invasor. Estas diferencas também foram altamente significativas (p
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= 0,0001). Quando se verificou a positividade total de HPV, 83,8% das
pacientes apresentaram anormalidades epiteliais.

Outros autores, como NONNENMACHER et al. (2002) relatam uma
positividade para o HPV nos casos de ASCUS bem menor (26,8%) do que a
encontrada neste trabalho (55%, em média); em contrapartida, a porcentagem
para a presenca do virus no diagnéstico de LAG foi relativamente préxima
(50,0%).

Anormalidades citolégicas foram observadas também em pacientes HPV
negativas, embora em menor propor¢ao, em 14,1% das pacientes da MOV, 11,6%
no CTDST e em 13,3% das pacientes, considerando os dois Servigos. Quatro
(23,5%) dessas pacientes nos dois Servigos tiveram diagndstico de ASCUS,
podendo-se supor que provavelmente estas pacientes representaram resultados FP
na citologia.

Por outro lado, detectou-se casos de pacientes positivas para HPV a PCR e
negativas na citologia, sendo 47,8% das pacientes da MOV, 68,2% no CTDST e em
57,7% das pacientes no conjunto. Estes indices sdo superiores aos 5% a 20%
relatados na literatura (KOUTSKY, 1997; CUSCHIERI, 2004; ROSENBLATT et al.,
2004), e poderiam ser decorrentes tanto de casos FN como de casos de infeccao

latente, em que nado sdo visualizados os efeitos citopaticos do HPV.

As altas taxas de resultados FN na citologia foi anteriormente observada em
varios trabalhos. KOSS (1993) descreve que a causa de erro mais provavel
relaciona-se ao processo de screening. A monotonia deste tipo de trabalho e a
fadiga poderiam explicar sua deficiéncia. O autor divide estes erros em dois grupos:
erros de omissao e erros relativamente incomuns de interpretacdo inadequada das
evidéncias citoldgicas. Estes ultimos podem ser advindos da inexperiéncia de certos
citologistas na leitura do esfregago e do tipo de lesdo presente. Outras causas de
falhas deste método sdo decorrentes de erros na amostragem celular, fixagéo
inadequada do material e informes clinicos insuficientes. (PAIRWUTI, 1991;
GUIMARAES & SILVA, 1995; WANG et al., 1997). Segundo FRANCO et al. (2001),
aproximadamente metade das amostras coletadas produzem resultados FN; um
terco destes resultados sdo devidos a erros de interpretacdo e dois tercos, a

pequena amostragem celular e preparagao do esfregaco.
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Além disso, sabe-se que a citologia € um método no qual o diagndstico é um
tanto subjetivo, havendo variagao inter e intraobservador importante no diagnoéstico
citopatoldgico, principalmente nas LBG (JOSTE et al.,, 1996). Cinco patologistas
revisaram 200 esfregagos diagnosticados originalmente como ASCUS e seus
resultados foram correlacionados com a detecgao do HPV por métodos moleculares.
Entretanto, a concordéancia dos diagndsticos citolégicos entre os observadores
atingiu somente 29% dos esfregagos. Por outro lado, todos os esfregacos
diagnosticados unanimemente como LEI foram associados com a presenca do DNA
do HPV, principalmente os de alto risco, levando a pensar na utilizacdo do teste de
HPV no controle de qualidade na citologia (SHERMAN et al., 1994).

A presenca de SNC para a infecgao por HPV foi detectada em 17 casos, dos
quais 10 foram positivos a PCR e sete negativos. O numero de casos de infecgéo
pelo HPV detectados através do exame citolégico ainda é pequeno, gerando varios
resultados FN (PAIWURTI, 1990). No entanto, segundo alguns autores
(SCHNEIDER et al., 1987; CAVALCANTI et al., 1997), o reconhecimento dos SNC
nos esfregacos poderia aumentar o numero de casos de infecgdo pelo HPV
diagnosticado pela citologia. Isto seria muito importante, uma vez que tem sido
verificado um numero consideravel de esfregacos negativos em pacientes com
alteragdes clinicas sugestivas da infecg&o pelo virus, cujo diagnostico é confirmado
através de outros métodos, como por exemplo, a bidpsia e as técnicas moleculares.

Entre os SNC, a presenca de disceratose leve e bi ou multinucleagdo foram
os sinais mais freqlientes observados nos casos positivos a PCR, enquanto que a
coilocitose leve foi igualmente observada em amostras positivas e negativas.
CRAMER et al. (1997) mostraram que a bi ou multinucleagdo estavam associados a
infecgdo por HPVs de alto risco, estando presente em 62,8% dos esfregacos que
apresentavam diagnostico de DNA-HPV (alto-risco) positivo por técnicas de ISH. Por
outro lado, CAVALCANTI et al. (1997) encontraram forte associagdo entre
coilocitose leve e HPVs de baixo risco. Este sinal esteve presente em 27,3% dos
esfregacos que eram positivos pelo método molecular. Ja a disceratose leve esteve
relacionada com a infec¢ao pelo HPV de maneira geral, estando presente em 38,1%

dos esfregacos positivos para infec¢ao pelo HPV.
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6.4 — COMPARACAO ENTRE A CC E CML

Em relagcdo a representacdo de células da JEC de todos os esfregacos
examinados, notou-se que as amostras foram igualmente satisfatérias nos dois
métodos citoldgicos (95,4% no convencional versus 95,2 na CML). Em 4% dos
esfregacos convencionais ndo havia representacdo das células da JEC, enquanto
que na CML este indice foi de 3,6%. Por outro lado, amostras insatisfatérias foram
mais frequentes na CML que na CC (1,2% versus 0,6%).

A adequacido de amostras coletadas para a CML foi estudada por varios
autores. Houve uma variacdo de 80 a 98% de amostras satisfatorias, quando se
realizava a coleta em pacientes diferentes e aproximadamente 75% de espécimes
satisfatorios no estudo do tipo split-sample. Entretanto, muitos estudos relatam que
na CML existe um maior numero de casos de amostras sem representacao da JEC,
ao contrario do encontrado no presente trabalho (LEE et al., 1997; BOLICK &
HELLMAN, 1998; PAPILLO et al.,, 1998; DIAZ-ROSARIO & KABAWAT, 1999;
GUIDOS & SELVAGGI, 1999; WEINTRAUB & MORABIA, 2000).

Comparacgdes dos indices de casos insatisfatérios tém variado, com alguns
trabalhos relatando aumento da taxa na CML, em outros, diminui¢ao, e ainda, casos
em que nao houve diferenga entre os dois métodos (BOLICK & HELLMAN, 1998;
CARPENTER & DAVEY, 1999; GUIDOS & SELVAGGI, 1999). A maioria dos casos
relatados como insatisfatérios ocorreu principalmente nas amostras da MOV e
resultaram de intensa hemorragia, a qual impossibilitava a analise citolégica. De
acordo com o relato dos médicos ginecologistas deste Servigo, € comum a presenca
de ectropios extensos nas pacientes que sao encaminhadas ao setor, favorecendo o
sangramento com facilidade no momento da coleta. Na nossa experiéncia, o grande
numero de hemacias presente em esfregagos confeccionados a partir da CML
prejudica mais intensamente a analise citoldégica do que quando observada na CC.

A concordancia entre os dois métodos citolégicos foi de 89,7%, com valores
de Kappa indicando uma concordancia quase perfeita, semelhante ao relatado em
outros estudos, com indices de 85,8 % e 89% (HUTCHINSON et al.,, 1999;
ABULAFIA et al., 2003). A CML detectou proporcionalmente mais LEI e invasoras do

que a CC (18,7% versus 15,6%), resultando em um aumento de quase 20%. Esta



93

diferenca foi mais evidente nos casos diagnosticados como LAG e carcinoma
invasor, que resultaram em aumento de 39% de LAG e 112% de carcinomas.

O aumento na deteccéo de LEI € um achado comum em estudos sobre CML,
sendo esta constatagdo a principal responsavel pela implementacdo da CML em
varios servigos. Aumentos de 12%, 41%, 52,2%, 65%, 75,1% e 279% tém sido
relatados (LEE et al., 1997; ROBERTS et al., 1997; PAPILLO et al., 1998; BOLICK &
HELLMAN, 1998; DUPREE et al., 1998; DIAZ-ROSARIO & KABAWAT, 1999).

DIAZ-ROSARIO & KABAWAT (1999) relataram que a CML detectou 71,65% e
102,54% mais casos de LAG e LBG, respectivamente. Por outro lado, a detecgéo de
carcinoma diminui 26,14%, quando comparada a CC. Embora varios autores relatem
um aumento significativo na deteccdo de LBG através da CML, um estudo de
metanalise desenvolvido por BERNSTEIN et al. (2001) indica que a CML
proporciona, em relagdo a CC, melhores indices de detecc¢ao tanto de LBG como de
LAG.

Estes indices sdo variaveis de acordo com a amostra estudada, se oriundas
de pacientes de centros de alto ou baixo indice de deteccao de LEI, por exemplo, se
de centros hospitalares, com populagao de alto risco, ou de centros de rastreamento
de cancer cervical, com populacdo de baixo risco. Ao que parece, a CML
proporciona aumento significativo de LElI em populagdo de baixo risco, ao passo que
sdo modestos os aumentos verificados nos centros hospitalares (HUTCHINSON et
al., 1992). E possivel que o aumento da deteccédo na CML, principalmente nos casos
de LAG e carcinoma invasor, tenha refletido as caracteristicas das pacientes da
MOV, ja que no CTDST nao foram observados nenhum diagndstico de LAG e
carcinoma invasor.

Outro aspecto que deve-se considerar em relacédo aos resultados obtidos,
quando comparados com a maioria dos estudos disponiveis na literatura, relaciona-
se ao tipo de CML utilizada. Enquanto que o Sistema DNA-CITOLIQ® foi utilizado no
presente trabalho, a maioria dos trabalhos consultados usaram o TP. ALVES et al.
(2004), ao compararem estes dois sistemas, relataram algumas diferengas em suas
caracteristicas morfolégicas. Uma distribuigdo uniforme foi frequentemente
observada na maioria das amostras do TP e ndo no DNA-CITOLIQ®. Os artefatos
ndo estavam presentes nas amostras do DNA-CITOLIQ® e eram raros no TP.

Células superpostas foram encontradas em 31,42% dos casos do TP, ao passo que,
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no DNA-CITOLIQ®, esta porcentagem foi maior (68%). A presenca de infiltrado
inflamatdrio foi relatada nos dois sistemas, porém, foi mais frequente no DNA-
CITOLIQ®.

Muitos trabalhos tém relatado uma diminuicdo da relagdo ASCUS/NIC na
CML. DIAZ-ROSARIO & KABAWAT (1999) encontraram uma diminuicdo de 2,07 na
CC para 1,26 na CML (39,1%). GUIDOS & SELVAGGI (1999) relatam um aumento
de 70% na deteccdo dos casos de ASCUS na CML, porém, a relacdo ASCUS/NIC
para o meio liquido (0,73%) foi 54% menor que na CC (1,57%). Entretanto, no
presente estudo esta relagao foi 10,3% maior na CML do que na CC. Apesar de ter
sido diagnosticado mais casos de LBG na CML, a relagdo ASCUS/NIC 1 nao
diminuiu. Tanto na CML quanto na CC, a relagdo ASCUS/NIC foi relativamente
menor do que a relatada por COSTA & FERNANDES (2003) em um estudo
realizado em Minas Gerais, no qual esta relacao foi de 1,16. Uma possibilidade a ser
considerada € a pequena familiarizacdo dos observadores do presente estudo com a
CML, fazendo com que as alteragbes citolégicas evidenciadas fossem classificadas
como ASCUS em vez de LBG. Ressalta-se que dos quatro casos de ASCUS
diagnosticados na CML e que foram biopsiados, apenas um foi negativo no estudo
histopatoldgico.

A concordancia entre os dois métodos citolégicos com o diagnostico
histopatolégico foi de aproximadamente 50%, com os valores de Kappa indicando
uma concordancia razoavel; porém, observa-se que o valor de Kappa da CML foi um
pouco maior que o da CC (0,3959 versus 0,3145). HUTCHINSON et al. (1999)
encontraram uma concordancia de 85,4% entre a biépsia e a CML e de 88,8% entre
a biopsia e a CC. A acuracia da CC e da CML foi semelhante quando comparada
com o método histopatolégico, com os dois métodos demonstrando baixa
sensibilidade e alta especificidade. No entanto, a sensibilidade da CML foi um pouco
maior que a da CC (45,7% vesus 34,8%). Estes indices sao inferiores aos relatados
na literatura, embora ABULAFIA et al. (2003), ao identificar estudos que
comparavam os dois métodos e correlacionavam com diagnostico histopatoldgico,
observaram que a sensibilidade dos métodos variou de 50 a 90%, com o ThinPrep®,
na maioria das vezes, apresentando sensibilidade maior que a CC. A especificidade
geralmente varia entre 80 a 90%, estando de acordo com os resultados obtidos no

presente trabalho. Dados contraditérios existem, no entanto, como o relatado por
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COSTE et al. (2003), em um estudo do tipo split-sample, em que a CC mostrou
sensibilidade e especificidade equivalentes ou superiores a CML na detecgao das
LEI cervicais.

DIAZ-ROSARIO & KABAWAT (1999) descrevem trés possiveis explicacdes
para a maior sensibilidade da CML. A primeira se baseia na melhora da coleta da
amostra pelo intenso aumento no numero de células que sao liberadas da cytobrush
no meio liquido. Uma outra explicacdo é que, na CML, ocorre uma diminuicdo de
elementos obscuros, permitindo a detecgdo de células anormais que, no esfregaco
convencional, ndo estariam tdo visiveis. A terceira explicagcdo € que a maior
preservacao destas células anormais na CML permitiria uma melhor categorizagao
da amostra como sendo LEI ao invés de classifica-las como ASCUS.

Chama a atencao nos resultados do presente trabalho que, dentre os casos
discordantes, ndo houve nenhuma amostra cujo diagndstico foi positivo na CC e
negativo na CML. Pelo contrario, na grande maioria dos casos, a CML detectou
lesbes mais graves que aquelas identificadas na CC. Em apenas um caso, o
diagnostico na CC foi de LBG e na CML de ASCUS. Em 5,3% dos casos
considerados negativos na CC, a CML foi positiva (= ASCUS).

O numero de casos FN foi um pouco maior na CC que na CML (51,7% versus
47,5%), enquanto que o numero de casos FP foi maior na CML (12,5% versus
9,7%). No entanto, quando se considera todos os casos (15) de LEI diagnosticados
na CC, verifica-se que, na biépsia, 60% (9/15) foram classificados como LAG e 20%
(3/15) como LBG. Em relagéo as LEI detectadas através da CML (13 casos), 53,8%
(7/13) foram identificadas na biopsia como LAG e 30,7% (4/13) como LBG. Estes
dados indicam que uma maior proporgéao de casos de LBG (53,5%) sédo confirmados
na biopsia apés um diagndstico de LEI através da CML, em comparagado com a CC.
Dados semelhantes foram relatados por outros autores (PAPILLO et al., 1998;
CARPENTER & DAVEY, 1999). Contrariamente, HUTCHINSON et al. (1999)
detectaram maior numero de casos de LAG na bidpsia apdés um diagnoéstico de LEI
ou ASCUS na CML. Em um grande estudo split-sample, ROBERTS et al. (1997)
também relataram uma melhora na detecgdo de LAG na CML confirmada pela
bidpsia.

A PCR foi positiva em todos os casos de carcinoma e em torno de 50% dos
casos de LEI, tanto na CML como na CC, demonstrando que a gravidade dos

diagnosticos esta fortemente associada a detecgao do HPV. HUTCHINSON et al.
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(1999) utilizaram a CH para detectar o DNA do HPV. Na CML, houve positividade
para o HPV em 62,4% das LBG, 73,9% de LAG e em 81,8% dos carcinomas, ao
passo que na CC, o resultado para LBG foi cerca de 50% menor, se assemelhando
ao obtido no presente trabalho.

Em relagdo aos cinco casos de ASCUS diagnosticados na CC, chama a
atencéo a positividade de 80% para HPV. Destes cinco casos, trés foram biopsiados
e todos mostraram LEI. Na CML, seis casos foram diagnosticados como ASCUS,
dos quais 33% foram positivos para HPV a PCR. Destes seis, quatro foram
biopsiados, trés mostraram LEI e apenas um foi negativo. Estes dados, apesar da
amostragem muito reduzida, ilustram o papel importante que a pesquisa de HPV
através de método molecular pode desempenhar nos casos de atipia indeterminada.
E ainda, sugere que os casos classificados como ASCUS na CC estariam mais
associados a infecgao por HPV/LEI do que aqueles identificados na CML. Estudos
com amostragem maior permitiriam averiguar esta possibilidade.

Observa-se que, através do método molecular, foi possivel detectar um
numero maior de pacientes "positivas" do que através dos métodos citoldgicos:
18,5% e 23,6% (CC e PCR) versus 22,4% e 28,4% (CML e PCR, respectivamente).
Estes resultados indicam que a pesquisa de HPV através de método molecular
constitui uma ferramenta auxiliar importante na deteccdo das anormalidades
epiteliais do colo uterino. Estudos de tipagem viral estdo em andamento e deveréo

enriquecer estes resultados.
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Foram avaliados os dados epidemioldgicos, clinico-colposcépicos,
citopatoldgicos e moleculares de 174 pacientes provenientes da MOV e do
CTDST. Realizou-se o estudo comparativo da CML e CC na identificagcdo de
pacientes portadoras de LEI e invasoras do colo uterino associadas a infeccéo
pelo HPV. Estabeleceu-se a correlagdo dos achados citopatolégicos com os
resultados da PCR para HPV e do diagndstico histopatolégico para a avaliagéao
da acuracia de cada método. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir

que:

. A concordancia entre os dois métodos citologicos foi de 89,7%, no entanto, a
CML detectou proporcionalmente mais LEl e invasoras do que a CC (18,7%
versus 15,6%). Esta diferenga foi mais evidente nos casos diagnosticados como
LAG e carcinoma invasor, que resultaram em aumento de 39% de LAG e 112%

de carcinomas.

. Dentre os casos discordantes nos dois métodos citolégicos, n&do houve nenhuma
amostra cujo diagnéstico foi positivo na CC e negativo na CML. Pelo contrario, na
grande maioria dos casos, a CML detectou lesdes mais graves que aquelas
identificadas na CC. A CML foi positiva (>ASCUS) em 5,3% dos casos

considerados negativos na CC.

. Dentre os fatores epidemiolédgicos pesquisados, o Unico que mostrou associagao
significativa com a infeccao por HPV foi o habito de fumar, em consonancia com

os achados descritos na literatura.

. A positividade para HPV variou de 21,1% a 34%, de acordo com o Servigo

analisado, com média de 26%.
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5. Das pacientes com resultado citoldgico positivo (> ASCUS), 52,7% apresentaram
resultado positivo na PCR. A presenca do HPV foi detectada em todos os
diagnodsticos de carcinoma invasor e em torno de metade dos casos de ASCUS,
LBG e LAG, havendo associagdo estatisticamente significativa entre os
diagndsticos molecular e citologico, ressaltando a importancia do HPV na génese

do cancer cervical.

6. A pesquisa de HPV através de método molecular pode se constituir em uma
ferramenta auxiliar importante na detec¢cao das anormalidades epiteliais do colo

uterino.
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APENDICE A - Protocolo dos dados clinicos e colposcépicos (MOV)

Nome: Frascon..
NuUmero de registro Data:

ldade: Menarca:

GPA:

UM: UP:

NUmero de parceiros:

Idade da primeira relacéo:

Raca: ( )Branca ( ) Negra () Outras
Contracepcgao: () Nenhuma ( ) Oral ( )DIU ( )Condon

( ) Diafragma( ) Outros

TRH: ( )Sim () Nao

Fumo: ( ) Sim ( ) Nao Cigarros/dia: Anos:
DST anterior: ( ) Sim ( )Nao Disaria: () Sim ( )Néo
Sangramento no coito: () Sim ( )Nao

Leucorréia: ( ) Sim ( ) Nao

Odor: ( ) Sim ( ) Nao

Cor/aspecto:

Quantidade: ( )escassa ( ) moderada
Teste de Schiller: () Negativo
COLPOSCOPIA:

HIPOTESE DIAGNOSTICA:

( ) abundante

() Positivo

DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO/N.EXAME:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO/N.EXAME:
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APENDICE B - Protocolo dos dados clinicos e colposcépicos (CTDST)

Nome:

Numero de registro Data:
Idade: Menarca:

GPA:

UM: UP:

NUumero de parceiros:

Idade da primeira relagao:

Raca: ( )Branca ( ) Negra () Outras
Contracepcao: () Nenhuma ( ) Oral ( )DIU ( )Condon

( ) Diafragma( ) Outros

TRH: ( )Sim ( ) Nao

DST anterior: ( ) Sim ( )Nao Disaria: () Sim ( )Néo
Leucorréia: () Sim ( )Nao

Odor: ( ) Sim ( ) Nao

Cor/aspecto:

Quantidade: ( )escassa ( ) moderada () abundante

Queixas (espontaneas):

Teste de Schiller: () Negativo ( ) Positivo
COLPOSCOPIA:

HIPOTESE DIAGNOSTICA:

DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO/N.EXAME:

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO/N.EXAME:




APENDICE C - Protocolo dos achados citolégicos e moleculares

1- Amostra
() Satisfatéria ) Auséncia de elementos da JEC ( ) Hemorragia ( ) Ressecamento

(
( ) Exsudato purulento () Outros

() Insatisfatoria

2- Tipo de Descamacéo ( ) Superficial ( ) Intermediaria ( ) Profunda

3- Células Endocervicais () Presente ( ) Ausente

4- Metaplasia Escamosa: Madura ( ) Presente ( ) Ausente Imatura ( ) Present( ) Ausente
5- Células Endometriais ( ) Presente ( ) Ausente

6- Leucdcitos () ausente ( ) raros ()+ ()++ ()+++

7- Histiocitos () ausente () raros ()+ ()++ ()+++

8- Hemacias ( ) ausente ( )raras ()+ ()++ ()+++

9- Flora ( ) Lactobacilar ( ) citdlise discreta ( ) citélise moderada () citdlise acentuada
() Lactobacilar Nao Citolitica
( ) Bacilos supracitoplasmaticos (sugestivos Gardnerella vaginalis/Mobiluncus)

( ) Escassa, nao classificavel
( ) Mista (cocos e bacilos ndo Doederlein) ( ) Mista com lactobacilos
( ) Outros

10- Agente especifico  ( ) Presente ( ) Ausente

11- Alteragdes celulares benignas

( ) Inflamagcdo ( )Leve ( ) Moderada ( ) Acentuada
( ) Reparagéao

( ) Metaplasia Escamosa Imatura

() Atrofia com inflamacao

( ) Radiacao

( ) Outros

12- Atipias celulares
12.1 Células epiteliais atipicas de significado indeterminado
( ) Escamosas
( ) Glandulares
( ) Possivelmente ndo neoplasica
( ) Nao se pode afastar a possibilidade de les&o de alto grau
( ) De origem indefinida

12.2 Atipia celular em células escamosas

( )LEIBG - NIC | e HPV

( )LEIAG-NIC Il eNIC 1l

( ) LEIAG, nao podendo excluir invasao
( ) Carcinoma epiderméide invasor

12.3 Atipia celular em células glandulares
( ) Adenocarcinoma “in situ”
( ) Adenocarcinoma invasor

() Endocervical

( ) Endometrial

() SOE (sem outras especificacdes)
( ) Outras neoplasias malignas
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13- Observac@es
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14- Conclusao (Diagnéstico descritivo)

( ) Dentro dos limites da normalidade no material examinado
( ) Alteragdes celulares benignas

() Atipias celulares

15- Resultado da PCR
()yHPV
() Chlamydia trachomatis
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

DIAGNOSTICOS CITOPATOLOGICOS E MOLECULARES DAS INFECCOES PELO
PAPILOMA VIRUS HUMANO E CHLAMYDIA TRACHOMATIS EM PACIENTES COM
LESOES EPITELIAIS PRECURSORAS DO CANCER CERVICAL, UTILIZANDO-SE A
CITOLOGIA EM MEIO LIQUIDO E CONVENCIONAL.

Prezada Senhora,

A senhora esta sendo convidada a participar de um estudo que sera desenvolvido na
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais que tem por finalidade
estudar as alteragbes das infec¢des pelo Papiloma Virus Humano e Chlamydia tracomatis
no colo uterino.

Para sua participacdo no estudo, durante o exame ginecolégico realizado pelo médico
ginecologista, serdo colhidas amostras contendo células do colo uterino. O exame ndo
apresenta risco algum a saude, sendo realizado de rotina em muitos exames ginecoldgicos.
Nesta coleta, serdo utilizados materiais de coleta descartaveis e de boa qualidade.

Os dados clinicos e 0 material coletado serdo usados somente para esta pesquisa, e
os resultados serdo mantidos em sigilo. Seu nome e sua participagéo na pesquisa nao serao
divulgados.

O resultado do seu exame serd encaminhado ao médico ginecologista que tomara as
medidas necessarias para seu tratamento, caso seja necessario.

Os exames serdo gratuitos e ndo havera compensacdo financeira na sua participagdo
nesta pesquisa.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre o estudo, podera contactar as pesquisadoras
deste estudo, Dra. Paula Avila Fernandes e/ou Dra. Ana Paula Salles Moura Fernandes,
pelos telefones 3339-7646 ou 3339-7649, na Faculdade de Farmacia da UFMG, localizada
na Av. Olegario Maciel, n.2360, 6.andar, salas 610-A e 702.

Acredito ter sido suficientemente esclarecida a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim descrevendo o estudo: Diagnésticos citopatolégicos e
moleculares das infec¢cdes pelo Papiloma Virus Humano e Chlamydia trachomatis em
pacientes com lesdes epiteliais precursoras do céncer cervical, utilizando-se a
citologia em meio liquido e convencional, e estou de acordo em participar desta
pesquisa.

Assinatura do paciente/representante legal Data

Assinatura da testemunha Data
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ANEXO A — Classificagdo dos achados colposcépicos

Classificagdo dos achados colposcopicos (Comité de Nomenclatura Colposcépica, 72

Congresso Mundial de Patologia Cervical/Uterina e Colposcopia/Roma — 1990).

A — Achados colposcépicos normais
1. Epitélio escamoso original
2. Epitélio colunar

3. Zona de transformacao normal (tipico) — ZTT

B — Achados colposcépicos anormais

1. Epitélio aceto-branco — EAB

1.1. Plano

1.2.  Em relevo (microcircunvolugdes, ou micropapilar)
2. Pontilhado
3. Mosaico

4. Leucoplasia
5. Vasos atipicos
6. Zona iodo-negativa

7. Achados sugestivos de cancer invasor

C — Achados colposcoépicos insatisfatorios
1. Jungao escamo-cilindrica ndo visivel
2. Inflamagéao ou atrofia intensa

3. Colo nao visualizado

D — Achados varios

1. Condiloma exofitico

2. Colpite

2.1. Difusa

2.2. Focal

2.3.  Senil

2.4. Em pontos brancos
3. Atrofia
4. Ulcera

5. Deciduose

6. Outros achados



