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SANA, D.E.M Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar amostras cervicais associadas ou ndo ao HPV e a atipias
citoldgicas quanto ao aumento da razdo nucleo/citoplasma (AN/AC) e a presenca de critérios
citologicos ndo cléssicos para o diagnostico do papiloma virus humano (HPV). No periodo
compreendido entre abril de 2008 e julho de 2010, foram coletadas 569 amostras cervicais para a
deteccdo do DNA/HPV por meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e para a realizacdo do
exame citologico de Papanicolaou. De acordo com os resultados da analise molecular e citologica,
as amostras foram distribuidas em quatro grupos de estudo, com 20 laminas em cada: HPV-
ATIPIA-, HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+. Para a analise morfométrica, foram
capturados 60 campos de cada lamina (subdivididas em regido da espatula e da escova) em uma
objetiva de 40x e ocular de 10x com o auxilio instrumental de uma camera digital Leica DFC340FX
acoplada ao microscopio Leica DM5000B. Foram mensurados os parametros area nuclear (AN) e
area citoplasmaética (AC) por meio do software de morfometria Image J 1.43 para Windows Vista/7
e determinada a razdo nucleo/citoplasma (AN/AC). Para a analise dos critérios citoldgicos nédo
classicos foram utilizadas as mesmas imagens adquiridas para a analise morfométrica, nas quais
foram observados os seguintes critérios: bi ou multinucleacdo, disceratose leve, queratinizacao,
ndcleo hipercromatico, nucleo em borrdo, nucleo em fibra, coilocitose leve, halo perinuclear,
cariorréxe, granulos querato-hialinos, condensacdo em filamentos, escamas anucleadas, células
fantasmas, células em fibra, células gigantes, células parabasais coilocitéticas. A analise estatistica
foi realizada através do programa GraphPad Prism 5 com intervalo de confianca de 95%. Nas
células avaliadas tanto na regido da espatula quanto na regido da escova, 0s testes estatisticos
indicaram que a razdo AN/AC dos grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+ foram
significativamente maiores em relacdo ao grupo HPV-ATIPIA-. Quanto aos resultados obtidos na
analise dos critérios citologicos ndo classicos, no grupo HPV-ATIPIA- apenas trés laminas
apresentaram quatro ou mais critérios ndo classicos, sendo que as demais ldminas apresentaram trés
(nove), dois (sete) ou um (uma) critérios ndo classicos, sendo consideradas realmente negativas.
Nos grupos HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+ foi possivel observar quatro ou mais
critérios ndo classicos na maioria das laminas. A presenca do HPV nao foi determinante na inducéo
de alteracbes morfométricas significativas utilizando-se os parametros AN, AC e razdo AN/AC,
tanto na regido da espatula quanto na regido da escova nos esfregacos avaliados. A inclusdo de
critérios citologicos ndo classicos ndo obteve validade para definir a presenca do HPV

morfologicamente.



SANA, D.E.M Abstract

The objective of this study was to evaluate cervical samples associated or not with HPV and
cytological atypias, such as the increase in the nuclear/cytoplasmic ratio (NA/CA) and the presence
of non-classical cytological criteria for the diagnosis of human papilomavirus (HPV). Between
April 2008 and July 2010, 569 cervical samples were collected for the detection of DNA/HPV using
the polymerase chain reaction (PCR) and to realize the cytological test of Papanicolaou. According
to the results of cytological and molecular analysis, the samples were distributed in the following
groups: HPV-ATYPIA-, HPV-ATYPIA+, HPV+ATYPIA- and HPV+ATYPIA+. For the
morphometric analysis, 60 fields were captured for each sample (subdivided into region of the
spatula and brush) at a magnification of 40x and eyepiece 10x with the instrumental help of a digital
camera Leica DFC340FX attached to the microscope Leica DM5000B. Were measured the
parameters nuclear area (NA), cytoplasmic area (CA) through the morphometry software Image J
1.43 for Windows Vista/7 and determined the nuclear/cytoplasmic ratio (NA/CA). For the analysis
of cytological criteria were used the same images acquired for morphometric analysis, in which
were observed the following criteria: bi or multi-nucleation, mild dyskeratosis, keratinization,
hyperchromatic nucleus, smudge nucleo, spindle nucleo, mild koilocytosis, perinuclear halo,
karyorrhexis, keratohyalin-like granules, condensation of filaments, anucleate squames, ghost cells,
spindle cells, macrocytes and koilocytotic parabasal cells. Statistical analysis were realized using
GraphPad Prism 5 with confidence interval of 95%. Significantly larger NA/CA ratios were found
for the HPV-ATYPIA+ and HPV+ATYPIA+ compared to HPV-ATYPIA- for cells collected by
either a spatula or a brush. Only 3 samples from the group HPV-ATIPIA- showed 4 or more
parameters in the samples collected with a spatula, whereas the other samples showed three (nine),
two (seven) or one (one) non-classic criteria, being considered truly negative. Among those
collected with a brush, were observed four or more non-classical criteria in most of the samples.
The presence of HPV was not decisive in the induction of significant changes using morphometric
parameters NA, CA and NA/CA ratio for cells collected by either a spatula or a brush. The
inclusion of non-classic cytological criteria received no validity to define morphologically the

presence of HPV.

Vi
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SANA, D.E.M. Introducdo

O céncer do colo do utero é o segundo tipo de cancer mais frequente entre as mulheres, com
aproximadamente 500 mil novos casos por ano em todo o mundo, sendo responsavel pelo ébito de
cerca de 230 mil mulheres por ano. Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises em
desenvolvimento quando comparada aos paises desenvolvidos (WHO, 2010).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, validas também para o ano de 2011, apontam
para a ocorréncia de 253.030 casos novos de cancer para o sexo feminino. Os tipos mais incidentes,
a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma (60 mil casos novos), serdo os canceres de
mama (49 mil) e de colo do Gtero (18 mil) (INCA, 2010).

O exame citopatolégico do colo do utero ou exame de Papanicolaou continua sendo a
estratégia mais adotada para o rastreamento do cancer de colo do atero (WHO, 2010). Estima-se
que possa haver uma reducdo de cerca de 80% da mortalidade por esse cancer por meio do
rastreamento de mulheres na faixa etaria compreendida entre 25 e 65 anos com subsequente
tratamento das lesdes precursoras com alto potencial de malignidade ou carcinoma in situ (INCA,
2010).

O diagnostico citopatolégico baseia-se no reconhecimento de critérios morfoldgicos em
varios tipos celulares e, apesar de muitos destes critérios serem bem definidos para cada categoria
diagnostica, a literatura tem demonstrado marcante variabilidade interobservadores e até mesmo
intraobservador. Estima-se que 20% dos resultados falso-negativos sdo devidos as falhas nas
analises microscopicas, cujas taxas de discordancia podem variar de 10% a 100% entre diferentes
observadores (Gupta et al., 2001; Vaucher et al., 2006).

A anélise computadorizada de imagens, surgida nas ultimas décadas, tem sido utilizada para
eliminar a variabilidade diagndstica em amostras cito e histopatoldgicas, uma vez que é um método
de alta precisdo e reprodutibilidade. Tal método tem por objetivo a mensuracdo bidimensional de
parametros tais como area, perimetro e o didmetro médio de ndcleos e/ou células além do
reconhecimento de suas formas ou intensidade de coloracdo (Eldar et al.,1999; Strefezzi et al.,
2003).

Dessa forma, a morfometria fornece ao observador (citopatologista ou histopatologista)
valores quantitativos precisos que permitem a formacdo de uma base de dados de diversos
parametros, possibilitando a categorizacdo das células ou tecidos em normais, pré-neoplasicos ou
neoplasicos, somando-se a isso, a capacidade de detectar variacBes sutis na forma, tamanho e/ou
textura celular ou tecidual, que muitas vezes sdo imperceptiveis ao olho humano, mesmo com

auxilio de microscopia Optica e eletronica (Dardick & Payne, 1992).
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SANA, D.E.M. Revisdo de Literatura

2.1 - Caracteristicas Gerais do Papiloma Virus Humano (HPV)

Os papilomavirus (PV) constituem a familia Papillomaviridae, um grupo taxondmico
composto por virus de DNA que estdo relacionados a uma variedade de hospedeiros animais ha
milhdes de anos (Chen et al., 2007). Os HPVs fazem parte da familia Papillomaviridae e estdo
agrupados dentro de 16 géneros distintos, sendo que a maioria dos HPVs pertence aos géneros
alpha e beta (De Villiers et al., 2004; Bernard, 2005).

Os HPVs sdo virus ndo envelopados compostos por uma dupla fita de DNA circular de
aproximadamente 8.000 pares de bases nitrogenadas. Tém seu genoma organizado em trés regides:
regido precoce (E — early), composta geralmente por seis unidades de traducdo denominadas ORF
(open reading frames); regido tardia (L — late), composta por duas ORFs, as quais codificam
proteinas estruturais do capsideo viral e regido reguladora, denominada URR (upstream regulatory
region) ou LCR (long control region), responsavel pela regulacdo da transcri¢éo e replicacdo viral
(Janicek & Averette, 2001).

Tipos distintos de HPVs apresentam diferengas superiores a 10% na sequéncia de
nucleotideos da regido L1 do genoma (Bravo & Alonso, 2007). Até o momento, foram descritos
mais de 200 tipos de HPVs (Forslund et al., 2007). Tais virus podem ser classificados quanto ao
tropismo tecidual em cutdneo ou mucoso e de acordo com o potencial oncogénico em baixo, alto,
provavel alto e indeterminado (Schiffman et al., 2005).

O género alpha compreende HPVs com tropismo por mucosas e apenas alguns tipos de
HPVs com tropismo cutaneo tais como HPV 2, HPV 3 e HPV 10. Os HPVs pertencentes ao género
beta estdo associados principalmente a infec¢Ges cutaneas inaparentes, entretanto, podem também
induzir lesGes em individuos imunossuprimidos (De Villiers et al., 2004).

O quadro 1 exibe a classificagdo quanto ao potencial de risco oncogénico dos tipos de

HPVs pertencentes ao género alpha (Mufioz et al., 2006).
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Quadro 1: Classificacdo dos HPV's pertencentes ao género alpha quanto ao potencial de risco
oncogénico.

HPV  HPV Risco HPV HPV Risco HPV HPV Risco
Espécies Genétipo indeterminado Espécies Genétipo indeterminado Espécies Genétipo indeterminado
Alpha alpha Alpha
1 HPV32 Indeterminado HPV30 Indeterminado HPV6 Baixo
HPV42 Baixo 6 HPV53 Provavel alto HPV11 Baixo
HPV56 Alto HPV13 Baixo
HPV28 Indeterminado HPV66 Provavel alto 10 HPV74 Indeterminado
HPV3 Indeterminado HPV44 Baixo
2 HPV10 Indeterminado HPV59 Alto HPV55 Indeterminado
HPV29 Indeterminado HPV18 Alto
HPV77 Indeterminado HPV45 Alto 11 HPV34 Indeterminado
7 HPV70 Baixo HPV73 Provavel alto
HPV61 Baixo HPV39 Alto
HPVT72 Baixo HPV68 Provavel alto 13 | HPV54 Baixo
HPV62 Indeterminado HPV85 Indeterminado
HPV81 Baixo 15 HPV71 Indeterminado
3 HPV83 Indeterminado HPVI1 Indeterminado HPV90 Indeterminado
HPV89 Baixo HPV7 Indeterminado
HPV84 Indeterminado 8 HPV40 Baixo
HPV86 Indeterminado HPV43 Baixo
HPV87 Indeterminado
HPV52 Alto
HPV57 Indeterminado HPV67 Indeterminado
4 HPV2a Indeterminado HPV33 Alto
HPV27 Indeterminado 9 HPV58 Alto
HPV16 Alto
HPV26 Provavel alto HPV31 Alto
5 HPV69 Indeterminado HPV35 Alto

HPV51 Alto
HPV82 Provavel alto

Mufioz et al., 2006 (adaptado)

2.2 - Ciclo de Vida do HPV e Associagdo com a Carcinogénese Cervical

No epitélio estratificado escamoso o ciclo de vida do HPV esta intimamente vinculado a
fatores de diferenciacdo expressos nas varias camadas celulares do tecido hospedeiro, entretanto, a
biologia da infecgéo viral em outros tipos teciduais que ndo apresentam estratificacdo, tais como o
epitélio glandular endocervical ainda é desconhecida (Wheeler, 2008).

A juncdo escamo-colunar (JEC), é a regido do colo uterino onde ocorre o encontro do
epitélio estratificado escamoso com o epitélio glandular endocervical. O nivel em que se encontra a
JEC varia em fun¢do de fatores como idade, paridade, assisténcia obstétrica e cervicites. Em cerca
de 20% a 25% das mulheres, a JEC encontra-se na altura do 6stio cervical; nos demais casos, a JEC
encontra-se para fora do orificio uterino, o chamado ectrépio ou ectopia, podendo se situar em
qualquer posicdo entre a borda externa do colo e a fenda cervical. Com a exposi¢do do epitélio
glandular endocervical ao pH vaginal ocorre estimulo e proliferacdo das células glandulares de
reserva, as quais tém como funcdo recompor o epitélio glandular no processo de renovacéo celular.
Entdo, a partir da hiperplasia de tais células, desenvolve-se por um processo de metaplasia, um novo
epitélio escamoso que substitui progressivamente o epitélio glandular endocervical evertido de

forma completa e madura, constituindo-se assim a zona de transformacéo. A zona de transformacéo,
5
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que tem como limites a JEC original e a atual JEC, reveste-se da maxima importancia no que se

refere a alteragGes pré-neoplasicas e neoplasicas escamosas (Burghardt & Ostor, 1983) (Figura 1).

A infecgdo pelo HPV denominada produtiva inicia-se quando virions penetram nas células
escamosas basais através de micro traumatismos na mucosa. Ao se dividirem, as células infectadas
distribuem equitativamente o DNA viral entre as células filhas, sendo que parte delas inicia o
processo de diferenciacdo e outra parte permanece na forma epissomal e atua como reservatorio do
DNA viral. Na camada intermediaria ocorre a amplificacdo do genoma viral e 0 empacotamento em
particulas infectantes que serdo liberadas ao alcancar a superficie do epitélio, reiniciando-se o ciclo
(Doorbar, 2006).

Define-se persisténcia de infeccdo pelo HPV, quando é possivel detectar 0 mesmo tipo
viral em amostras obtidas em um intervalo de tempo especifico, porém, ainda ndo existe consenso
na definicdo deste intervalo de tempo, o qual pode variar entre 6, 12 ou 18 meses (Schiffman et al.,
2005).

Na infeccdo denominada ndo produtiva, a persisténcia da infeccdo interrompe o ciclo de
vida normal do virus e estd associada a instabilidade genética das células hospedeiras. Ndo se
conhece totalmente o que desencadeia este processo bem como os cofatores requeridos; a literatura
relata que em infecgdes persistentes ocorre um processo de integracéo entre o genoma viral e o do
hospedeiro repercutindo na inativacao do gene E2, por delecdo ou corte no sitio de insercédo do virus.
Como uma das funcdes de E2 € atuar como regulador da expressdo dos genes E6 e E7, sua
inativacdo resulta na expressdo exacerbada de E6 e E7, que por sua vez, codificam oncoproteinas
que se complexam as proteinas celulares codificadas pelos genes supressores tumorais p53 e pRb,
respectivamente, inativando-as (Szostek et al., 2006; Doorbar, 2006).

Normalmente, se 0 DNA da célula esta danificado, a proteina expressa pelo gene p53 liga-
se a p21 e interrompe o ciclo celular visando o reparo do DNA pela DNA polimerase e outras
enzimas de reparo ou, alternativamente induz a célula a apoptose. As oncoproteinas codificadas
pelo gene E6 promovem a quebra de p53 mediada por ubiquitina, o que resulta na perda da
atividade da p53 e repercute na manutencdo da replicacdo celular mesmo se o DNA estiver
danificado (Tommasino et al., 2003).

Analogamente, na auséncia de interferéncia, a proteina expressa pelo gene Rb, quando nédo
fosforilada liga-se ao complexo de transcricdo E2F, que € um promotor da replicacdo celular,
inativando-o. Em decorréncia disso, a célula se mantém no estagio G zero do ciclo celular, isto é,
antes que ocorra a replicacdo do DNA. Porém, quando as oncoproteinas codificadas pelo gene E7 se
ligam a pRb ocorre a dissociacdo do complexo pRb-E2F, o que promove a entrada da célula na fase
S da mitose (Cho et al., 2002).
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Figura 1: A: Representacdo da jungdo entre o epitélio estratificado escamoso e o epitélio glandular
endocervical. B: Representacdo do carcinoma escamoso invasor. Jayshree et al., 2009 (adaptado)

2.3 - Histdria Natural do Cancer do Colo do Utero

Estudos longitudinais tém demonstrado que a maioria das infeccdes pelo HPV ndo sdo
detectaveis dentro de um a dois anos ap0s sua observacdo inicial. Cerca de 50% das infec¢des pelo
HPV em mulheres com citologia normal e 90% das mulheres com diagnéstico normal ou neoplasia
intra-epitelial cervical grau I (NIC 1) terdo resolucdo espontanea. De fato, a maioria das infeccdes
pelo HPV sdo assintomaticas e transitorias e por isso, a maioria das mulheres desconhecem a
presenca da infecgcdo (Schlecht et al., 2003; Plummer et al., 2007).

Estudos de coorte revelam que a depuracdo do HPV parece resultar de resposta imune
especifica contra este virus. Ainda ndo esta claro se a infec¢do pelo HPV pode apresentar um estado
de laténcia nas células basais e ainda, se existe a possibilidade de reativacdo da infeccdo no futuro,
sendo assim, ndo é possivel fazer a distingdo entre nova infeccdo e reativagdo de infecgdo latente. A
taxa de exposicdo acumulada ao virus é dificil de quantificar, pois grande parte das infec¢cbes é
transitoria e os resultados sorolégicos sdo inconclusivos, isto é, apenas 60% das mulheres
sabidamente infectadas pelo HPV irdo desenvolver anticorpos especificos detectaveis (Wheeler,
2008).

A maioria das mulheres no mundo provavelmente sera infectada com um ou mais tipos de
HPV ao longo da sua vida, porém, apenas uma pequena parcela desenvolvera lesdo de alto grau e
cancer. Estima-se que o tempo decorrido entre a infeccéo inicial e o desenvolvimento do cancer seja
maior do que 20 anos, por conseguinte, tal diagnostico € raro entre mulheres jovens (Bray et al.,
2005; Sherman et al., 2005).

E crescente o consenso que qualifica a persisténcia da infecgdo viral como causa

necessaria, mas insuficiente para o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas e
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adenocarcinomas, ou seja, ndo é possivel haver lesdo na auséncia de infeccdo, todavia, reconhece-se

ser possivel existir infecgdo e néo existir lesdo (Mufioz et al., 2004; 2006).

2.4 - Epidemiologia da Infeccdo pelo HPV e do Céncer do Colo do Utero

Considera-se que o HPV seja de transmissdo preferencialmente sexual. Contudo, existe a
possibilidade de contaminacdo da regido ano-genital por meio de material altamente transmissivel e
a transmissdo congénita. Neste caso, a infec¢do € adquirida no momento do parto e o recém-nascido
podera desenvolver um quadro de papilomatose laringea (Kashima & Shah, 1987). O periodo de
incubacéo do virus varia de trés semanas a oito meses ou até mesmo anos (Maw et al., 1998).

Estudos envolvendo mulheres jovens que se tornaram sexualmente ativas recentemente
tém detectado alta taxa de incidéncia de infecgdo pelo HPV (aproximadamente 50% das mulheres
foram infectadas até trés anos apds o inicio da atividade sexual). Verifica-se, portanto, que grande
parte das infeccBes sdo adquiridas nos primeiros anos ap6s o inicio da atividade sexual, refletindo o
pico de prevaléncia de 20% a 30% observado em mulheres na faixa etaria entre 16 e 25 anos de
idade. Apos 0s 25 anos esta taxa declina como consequéncia da resolugdo espontanea da maioria
das infeccdes e atinge um indice de 5% em mulheres com mais de 45 anos de idade (Winer et al.,
2003; Giuliano et al., 2008).

Em todo o mundo, estima-se que 291 milhdes de mulheres estejam infectadas pelo HPV
(Smith et al., 2007). O HPV 16 ¢é o tipo de alto risco oncogénico mais comum, sendo detectado em
aproximadamente 50% das lesOes intra-epiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e dos carcinomas
invasores. Esta taxa € significativamente maior para o0 HPV 16 quando comparado com todos 0s
outros tipos virais de alto risco oncogénico (Mufioz et al., 2003; Castle et al., 2005). Por outro lado,
0 HPV 18 é encontrado em maior proporcdo em adenocarcinomas do que em carcinomas de células
escamosas (Castellsagué et al., 2006).

Os outros tipos de HPV de alto risco oncogénico contribuem com 5% ou menos dos casos
de cancer cervical em todo 0 mundo, incluindo-se os tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68, 73 e 82.

Os demais tipos de HPV que infectam o trato ano-genital sdo considerados de baixo risco
oncogénico ou ndo carcinogénico, incluindo-se 0s tipos 6 e 11, 0s quais Sa0 responsaveis por mais
de 90% das verrugas ano-genitais (Wheeler, 2008).

Estudos que avaliam o risco de desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial cervical grau
I (NIC I1I) ou céancer cervical em mulheres infectadas pelo HPV demonstram resultados
consistentes no envolvimento de cofatores na progresséo das lesdes, dentre os quais se destacam o

tabaco, a infeccdo por Chlamydia trachomatis, fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro, tais
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como HLA classe | e classe Il além de tipo, carga e integracdo viral (Mclntyre-Seltman et al., 2005;
Appleby et al., 2006).

Além do descrito acima, em mulheres infectadas com tipos de HPV de alto risco
oncogénico, o uso prolongado de contraceptivo oral pode aumentar significativamente o risco de
desenvolvimento de lesbes de alto grau e cancer (Smith et al., 2003).

Em contrapartida, a participacdo de outras infec¢Bes sexualmente transmissiveis como
pelo virus herpes simples e Trichomonas vaginalis e fatores nutricionais como ingestdo de frutas,
vegetais e é&lcool, ndo possuem consequéncias bem estabelecidas na evolucdo das lesbes
( Hildesheim & Wang, 2002; Castle & Giuliano, 2003).

Tem sido descrito na literatura que quando se compara o clearance de tipos virais de baixo
e alto risco oncogeénico, os tipos de baixo risco apresentam clearance rapido, os tipos de alto risco
31, 33, 35, 52 e 58 clearance intermediério enquanto o tipo de alto risco 16 exibe clearance
significativamente mais lento (Molano et al., 2003).

2.5 - Métodos de Deteccdo do DNA/HPV

Existem vérias técnicas de deteccdo do DNA/HPV, dentre as quais se destacam a captura
hibrida e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

A captura hibrida baseia-se em uma reacdo de hibridizacdo molecular que utiliza sondas
ndo radioativas com a amplificacdo da deteccdo de hibridos por quimioluminescéncia. Permite a
deteccdo de 18 tipos de HPVs que infectam o trato ano-genital e a avalia¢do da carga viral com uma
sensibilidade de 1 pg/mL de DNA/HPV. O grupo A possui sondas para os tipos virais de baixo
risco 6, 11, 42, 43 e 44 enquanto o grupo B possui sondas para os tipos virais de alto risco 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. Todavia, por meio desta técnica, ndo é possivel
especificar o tipo viral nem detectar tipos que possam estar presentes na amostra, mas que nao
apresentam homologia com as sondas testadas (Lorincz & Richart, 2003).

A PCR é uma técnica de sintese de acidos nucléicos em que um segmento especifico de
DNA é replicado. Para que a reacdo ocorra é necessario haver substrato (ex.: DNA extraido de
secrecdo cervico-vaginal), um par de primers ou iniciadores de reacdo, desoxirribonucleotideos
trifostato-dNTPs (unidades do DNA) e Tag DNA polimerase, enzima que adiciona 0os dNTPs as
novas fitas. A reacdo ocorre basicamente em trés etapas: desnaturacdo do DNA, anelamento dos
primers com as sequéncias complementares do DNA molde e extensdo (Castle et al., 2002).

Estudos que avaliaram diferentes sistemas de iniciadores sugeriram que a sensibilidade e a
especificidade da PCR podem variar de acordo com o sistema de iniciadores utilizado, o tamanho

do fragmento amplificado, as condic¢des da reacéo e a qualidade da Tag DNA polimerase utilizada,
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bem como o espectro de tipos detectados e a capacidade de deteccdo de infeccdes multiplas, pois
alguns iniciadores podem amplificar preferencialmente certos tipos de HPV, e com isto, subestimar
a prevaléncia de infec¢do por multiplos tipos (Castle et al., 2002; Clifford et al., 2006).

Diversos estudos concluiram que a pesquisa de DNA/HPV por meio da captura hibrida ou
da PCR ¢é substancialmente mais sensivel do que o exame citologico de Papanicolaou. A
sensibilidade da pesquisa de DNA/HPV variou de 63% a 100% com uma média de
aproximadamente 92%. Em contraste, a sensibilidade do exame de Papanicolaou obteve valores
entre 20% e 86% com valor médio de 58% (Lorincz & Richart, 2003).

2.6 - Citologia

2.6.1 - Métodos de Coleta

Os métodos de coleta mais utilizados na avaliacdo oncoética cérvico-vaginal sdo a coleta
convencional (dupla ou triplice) e a coleta em meio liquido.

Para a coleta convencional dupla (recomendada pelo Ministério da Sadde), utiliza-se a
espatula de Ayre para a obtencdo de celulas da ectocérvice e a escova cilindrica para adquirir
células da endocérvice, confeccionando-se o esfregaco em apenas uma lamina (Arbyn et al., 2008).
O uso combinado de espatula de Ayre e de escova endocervical tem demonstrado bons resultados, e
por isso, € a técnica de escolha para a citologia cérvico-vaginal convencional (Boon et al., 1989).

Na coleta convencional triplice (VCE), colhe-se material de trés areas na mesma lamina,
onde V representa o material obtido do fundo de saco vaginal lateral, C representa a ectocérvice
(incluindo a JEC) e E representa o canal endocervical (INCA, 2000).

A citologia em meio liquido surgiu para atender a demanda do escrutinio computadorizado
realizado por aparelhos automatizados para citologia cérvico-vaginal (Takahashi & Naito, 1997).
Esta metodologia € resultado de mais de uma década de pesquisas, na busca de um meio com
condicGes de preparo citologico de exceléncia em fixacdo, preservacédo celular e também adequado
para estudo biomolecular.

Existem varias metodologias de preparo de citologia em meio liquido tais como DNA-
Citolig® (Digene-Brasil), Thin Prep® (Cytyc Corp., USA) e Aytocyte® (Tripath, USA).

O método de coleta DNA-Citolig® (Digene-Brasil), por exemplo, consiste na utilizacdo de
uma Unica escova de formato conico com desenho anatbmico e extremidade destacavel que permite
a esfoliacdo das células da ectocérvice, da JEC e da endocérvice. ApOs a coleta, a escova é
desconectada do cabo e acondicionada em um tubo plastico com capacidade para 10 mL contendo

liquido preservante e/ou fixador, que permite o posterior preparo do material citolégico em lamina
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para microscopia. Dessa forma, o material colhido fica disponibilizado de forma homogénea e

randdmica possibilitando o preparo de vérias laminas (Velasco, 2001).

2.6.2 - Nomenclatura e Critérios Morfoldgicos

O exame citoldgico de Papanicolaou foi a principal iniciativa no que se refere a prevencao
do céancer cervical nos Gltimos 70 anos reduzindo drasticamente a incidéncia e mortalidade da
doenca notadamente em paises desenvolvidos, onde os programas de rastreamento sdo bem
estruturados.

Contudo, mesmo com a favoravel relacdo entre a historia natural do cancer do colo do
Utero e os programas de rastreamento da doenca, existem falhas que podem ser atribuidas aos
problemas de amostragem, 0s quais sdo apontados como responsaveis por 66% dos resultados falso-
negativos e ocorrem quando ndo se consegue obter células provenientes das lesdes devido a sua
localizacdo, aderéncia intercelular por desmossomos ou quando a confeccdo ou a fixacdo do
esfregaco é realizada de forma inadequada.

J& os erros de leitura podem repercutir em resultados falso-positivos e falso-negativos e
referem-se as falhas no reconhecimento de alteragbes celulares. A fadiga do screening é
reconhecida como a principal causa dos resultados falso-negativos e é exacerbada devido a
sobrecarga de trabalho (Robertson et al., 1993).

A nomenclatura tradicional em citologia foi introduzida por Papanicolaou nos anos 40 e
classifica os esfregagos cervicais em cinco grupos: Classe 1, citologia normal, Classe Il, citologia
atipica, porém ndo neopléasica, Classe Ill, citologia suspeita de malignidade, Classe 1V, citologia
fortemente suspeita de malignidade e Classe V, citologia sugestiva de malignidade (Papanicolaou &
Traut, 1997).

O termo displasia foi introduzido por Reagan e Hamonic em 1956 para descrever a
proliferacdo de células atipicas que lembram o epitélio basal, mas que apresentam atipia nuclear,
perda de polaridade e aumento da razdo nucleo/citoplasma. Tais alteracGes foram divididas em
displasia leve, moderada e acentuada de acordo com a extensdo de epitélio comprometido (Reagan
& Hamonic, 1956). Estudos posteriores demonstraram a relagéo entre a progressao das displasias e
0 desenvolvimento de cancer cervical, resultando na utilizacdo do termo neoplasia intra-epitelial
cervical (NIC) por Richart, as quais foram subdivididas em NIC I, Il e Ill, correspondendo a
displasia leve, moderada e acentuada, respectivamente (Richart, 1967).

Em 1988, em uma tentativa de padronizar o relato da citologia cérvico-vaginal, o Instituto
Nacional de Salde adotou o Sistema de Bethesda, o qual foi modificado em 1991 e 2001. O

Sistema de Bethesda categoriza as amostras em dentro dos limites da normalidade ou apresentando
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atipias epiteliais, separando dessa forma, alteracdes celulares secundarias associadas a processos

inflamatorios e de reparo, daquelas relacionadas as lesdes precursoras de cancer.

O Sistema de Bethesda 1988 introduziu a categoria células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS) para agrupar as atipias que ndo estdo relacionadas a reatividade nem a
lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas (Solomon, 1991).

Devido a baixa reprodutibilidade da interpretacdo do diagnostico de ASCUS, uma nova
categoria foi criada, a de células escamosas atipicas (ASC) e um novo conceito foi proposto no
Sistema de Bethesda 2001 como sendo “alteragdes celulares sugestivas de lesdo intra-epitelial
escamosa que sdo insuficientes quantitativamente ou qualitativamente para uma interpretacao
definitiva”. Tal categoria foi subdivida em ASC de significado indeterminado (ASC-US) e ASC em
que ndo se pode excluir lesdo de alto grau (ASC-H).

A lesdo intra-epitelial escamosa (SIL) abrange o espectro de atipias escamosas néo
invasivas associadas ao HPV, que variam desde alteragOes celulares associadas a uma infecgéo
transitoria pelo HPV até alteracbes celulares anormais que representam precursores de alto grau
para um cancer escamoso invasor. Esse espectro se divide nas categorias de baixo grau (LSIL) e de
alto grau (HSIL). As lesdes de baixo grau abrangem as alteracGes celulares anteriormente
denominadas displasia leve e NIC | ao passo que as lesdes de alto grau abrangem displasia
moderada, displasia acentuada ou NIC 11, NIC I1I.

De forma anédloga, a categoria células glandulares atipicas de significado indeterminado
(AGUS) foi introduzida no Sistema de Bethesda em 1988 e revista no Sistema de Bethesda 2001
sendo reclassificada em trés categorias: celulas glandulares atipicas sem outras especificacdes
(AGC-SOE), células glandulares atipicas possivelmente neoplasicas (AGC-NEO) e
adenocarcinoma endocervical in situ (AIS). Os achados glandulares atipicos devem ser
categorizados, sempre que possivel, como um tipo celular de origem (endocervical ou endometrial),
mas em outras circunstancias, a terminologia genérica células glandulares atipicas (AGC) pode ser
utilizada (Solomon et al., 2002).

Os critérios classicos para o diagndstico citoldégico do HPV, que acometem as células
escamosas sao representados pela (1) coilocitose, que pode ser definida como alteracdo em células
escamosas maduras contendo um, dois ou mais nucleos discariéticos apresentando uma grande
cavidade ou area clara que circunda o nucleo proeminente, com bordas bem definidas e a zona
periférica amitde em borrdo (Koss & Durfee, 1956; Meisels & Fortin, 1976); e pela (2) disceratose
que € um processo anormal de maturacdo das células profundas que se apresentam arredondadas,
com citoplasma densamente eosinofilico e ntcleo picnético (Purola & Savia, 1977).

Apesar de a literatura ser unnime em apresentar a coilocitose como critério patognoménico

para o diagnostico de HPV e sugerir que ela exprime a atividade viral, muitos autores destacam que
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este ndo é o critério mais frequentemente encontrado nos esfregagos cérvico-vaginais (Azocar et al.,
1990; Yoshinouchi et al., 1999). Morse et al. (1988) ao compararem hibridizacdo molecular com
citologia, verificaram que quando se utiliza somente a coilocitose como critério, a concordancia
entre os diagnasticos € de 48%, no entanto, quando mais critérios sao utilizados, como por exemplo
disceratose, coilocitose leve, binucleacdo e multinucleacdo, a concordancia ocorre em 75% dos
casos.

Em decorréncia disso, tem-se estudado a introducdo de novos critérios morfol6gicos
denominados ndo classicos ou secundarios para o diagnéstico de HPV com o objetivo de ampliar a
sensibilidade do teste de Papanicolaou aproximando-se da sensibilidade obtida em analises
histologicas e em métodos de deteccdo do DNA/HPV por captura hibrida ou reagdo em cadeia da
polimerase (Collaco & Pinto, 1994).

Os critérios ndo cléssicos para o diagndstico citolégico do HPV, que acometem as células
escamosas sdo (Figura 2):

e Biou Multinucleagéo (Luzzatto et al., 1990); (Figura 2A)

e Disceratose Leve (De Borges et al.,1989); (Figura 2B)

e Ndcleo Hipercromatico: representado pelo hipercromatismo nuclear e auséncia de
irregularidades, tanto na cromatina como na membrana nuclear (Cecchini et al., 1990);
(Figura 2C)

e Ndcleo em Borrdo: células com citoplasma orangeofilico, as vezes apresentando ndcleo
aumentado, irregular, hipercromatico, podendo ser unico ou duplo. A cromatina, na maioria
das vezes, aparece em borréo (Cavaliere et al., 1990); (Figura 2D)

e Queratinizagdo (Hudock et al., 1995); (Figura 2F)

e Nucleo em Fibra: consiste em uma distor¢cdo do contorno nuclear a partir da configuracdo
arredondada normal ou ovalada do ndcleo. A cromatina aparece grumosa e no citoplasma
pode aparecer clareamento perinuclear com numerosos tonofilamentos (Schneider et al.,
1987); (Figura 2G)

e Células em Fibra: sdo células com citoplasma alongado como uma fibra. Representam a
forma mais pronunciada da disceratose e sdo diferenciadas das células similares encontradas
no carcinoma escamoso queratinizante pelo padrdo regular da cromatina (Schneider et al.,
1987); (Figura 2G)

e Coilocitose Leve (Cecchini et al., 1990); (Figura 2H)

e Halo Perinuclear: apresenta-se como uma area clara nitida em volta do ndcleo que forma um
halo. O nucleo frequentemente perde detalhes do envelope nuclear e a cromatina pode estar
agrupada irregularmente (Naib & Masukawa, 1961; Meisels & Fortin, 1976); (Figura 2E)
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Cariorréxe: condensagdo periférica da cromatina que permanece como massas agregadas
depois do desaparecimento da borda ou limite nuclear (Nuovo, 1990); (Figura 2I)

Granulos Querato-Hialinos: sdo condensacdes de coloracdo basofilicas ou eosinofilicas.
Frequentemente as células séo anucleadas e, as vezes, todas as substancias citoplasmaticas
estdo condensadas em granulos, formando células com aspecto de “sarampo” (Bollmann et
al., 2005); (Figura 2J)

Condensacdo em Filamentos: o citoplasma é visto com fissuras ou com aspecto de vidro
quebrado e com coloracéo fraca (Schneider et al., 1987); (Figura 2L)

Escamas Anucleadas: trata-se de células escamosas com citoplasma queratinizado e
auséncia de nucleo (Kern, 1991); (Figura 2K)

Células Fantasmas: sdo células que apresentam clareamento citoplasmatico, com uma
evidente falta de substancias citoplasmaticas nao coradas, entre o nucleo e a borda celular
(Schneider et al., 1987); (Figura 2K)

Células Gigantes: apresentam alteracfes como binucleacdo, multinucleacdo, macronucleose
e macrocitose, circundados por halo com borda concéntrica que, aparentemente, separa estes
nucleos do citoplasma (Luzzatto et al., 1990); (Figura 2M)

Células Parabasais Coilocitdticas: sdo células pequenas, contendo nlcleo maior, fortemente
corado e irregular. O citoplasma € anfofilico ou cianofilico e, as vezes, mostra area clara na
proximidade do nucleo (Yamamoto et al., 2004); (Figura 2N)

E importante ressaltar que apesar do exame de Papanicolaou ter sido preconizado,

fundamentalmente, para o reconhecimento de alteracGes celulares pré-neoplasicas que acometem,

notadamente, o epitélio escamoso do colo do Utero, € possivel também sugerir a presenca de agentes

inflamatorios com alta correlagcdo aos testes considerados padrao ouro. Portanto, a identificacdo ou

suspeita diagndstica de virus Herpes simples, Citomegalovirus, Chlamydia trachomatis,

Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp., Candida sp. e Trichomonas vaginalis s&o informes

adicionais do exame citopatoldgico de Papanicolaou (Adad et al., 2001).
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Figura 2: Fotomicrografias de esfregacos cérvico-vaginais corados pela coloracao de
Papanicolaou. Critérios citologicos ndo classicos para o diagndstico de HPV.
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2.7 - Deteccdo do HPV e Atipias Citoldgicas

O diagndstico citoldgico de ASC é o mais frequente entre todas as categorias citoldgicas,
entretanto, é também o diagndstico menos reprodutivel entre citopatologistas. E possivel detectar
HPV de alto risco oncogénico em torno de 40% a 51% e 74% a 88% das mulheres com resultado
citologico de ASC-US e de ASC-H, respectivamente (Manos et al., 1999; Sherman et al., 2001).
Similarmente, a prevaléncia de NIC Il e NIC Ill é maior em mulheres com citologia evidenciando
ASC-H do que ASC-US. Em 2004, um estudo de meta-analise apontou que ao se considerar
mulheres com diagndstico citologico de ASC-US e ASC-H, os testes de deteccdo de HPV sdo mais
sensiveis para avaliar a progressao para NIC Il e NIC Il do que a repeticdo da citologia (Arbyn et
al., 2004; Kulasingam et al., 2006).

O diagnostico citologico de LSIL estd altamente correlacionado a presenga de HPV. O
estudo de triagem ASCUS/LSIL (ALTS) do United States National Cancer Institute’s (NCI) ao
realizar testes de deteccdo de DNA para 38 tipos de HPV observou 85% de positividade entre as
mulheres com citologia evidenciando LSIL (Castle et al., 2008). A prevaléncia de histologia
evidenciando NIC II, NIC Il e carcinoma invasor entre mulheres com LSIL variou de 12 a 17%.

O diagnostico citolégico de HSIL esta ainda mais associado a infeccdo pelo HPV, isto é,
detecta-se a presenca de HPV em mais de 85% dos casos de HSIL (Smith et al., 2007). Estima-se
também, que cerca de 53% a 66% das mulheres apresentam histologia evidenciando NIC Il ou NIC
Il e que 2% das mulheres desenvolverdo carcinoma invasor (Massad et al., 2001; Dunn et al.,
2003).

Apesar do diagnéstico de AGC ser pouco comum e frequentemente associado a condicdes
benignas, como por exemplo, as alteracdes celulares reativas, parte das mulheres com AGC
desenvolvem neoplasias intra-epiteliais significantes como NIC II, NIC 11l e AIS bem como
carcinoma invasor (3% a 17%) (Derchain et al., 2004).

Por outro lado, também se identifica HPV em mulheres que apresentam resultado citolégico
negativo para malignidade. No trabalho de Vince et al. (2001), das 44 (9,4%) pacientes que
obtiveram diagnostico citologico de alteragBes celulares benignas, 4,5% apresentaram HPV de
baixo risco oncogénico e 20,5% apresentaram HPV de alto risco oncogénico evidenciados por meio

de captura hibrida.

2.8 - Analise Morfométrica

Morfometria é a descrigcdo quantitativa dos achados geométricos de estruturas de qualquer
dimensdo (Buhmeida, 2006). Subdivide-se em planimetria, que é o processo de medicéo horizontal,
16
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ou seja, é a medida das areas das superficies planas, e estereometria que esta relacionada a medida
dos solidos (Meijer, 1997). O quadro 2 mostra diversos parametros que podem ser obtidos por meio
da planimetria.

Quadro 2: Principais parametros fornecidos pela analise morfométrica.

Paréametro Descricao
Area Medida por meio do nimero de pixels no poligono
Perimetro Comprimento do limite externo do poligono

o Fornece um valor entre 0 e 1; quanto maior o valor, mais redondo é
Coeficiente de arredondamento ) ; ) o i )
0 objeto. Se arelacéo for igual a 1, o objeto é um circulo perfeito

Alongamento Relacdo do comprimento do eixo principal com o comprimento do
eixo secundario. O resultado é um valor entre 0 e 1. Se 0
alongamento for 1, o objeto é aproximadamente circular ou

quadrado; se o resultado for <1, o objeto se torna mais alongado

Comprimento do eixo principal Comprimento da linha mais longa que pode ser desenhada pelo
objeto
Angulo do eixo principal Angulo entre os eixos horizontal e principal, em graus

) ] . Comprimento da linha mais longa que pode ter o objeto
Comprimento do eixo secundario ] ] o
perpendicular ao eixo principal

Angulo do eixo secundario Angulo entre o eixo horizontal e o eixo secundario, em graus.

De Andrea et al., 2008 (adaptado)

As mensuragfes de imagens microscopicas sao tdo antigas quanto o proprio microscépio.
Antonie van Leeuwenhoek, no século XVII, desenvolveu um método para mensurar objetos
microscopicos, tendo como referéncia gréos de areia e fios de cabelo de tamanhos diferentes. Em
1674, ao utilizar essa metodologia, ele descobriu que o eritrocito humano era 25 mil vezes menor do
que um gréo de areia pequeno, correspondendo a 8,5um (Meijer, 1997).

No século XX, Jacobj (1925) constatou que o volume de uma célula normal duplica antes
da divisdo celular. Heiberg & Kemp (1929) foram provavelmente os primeiros a comprovar a
impressdo subjetiva de que os nacleos de células malignas sdo maiores do que os de células normais.
Nas décadas de 50 e 60, o aumento do interesse entre anatomistas e bidlogos impulsionou
fortemente a morfologia e a analise morfométrica na biomedicina. J& nas décadas de 70 e 80, a
aplicacdo da andlise morfométrica em patologia tornou-se popular e amplamente utilizada,

especialmente no cancer.
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A morfometria nuclear estuda alguns parametros do nicleo como tamanho, forma e padréo
cromatinico. Tais caracteristicas nas células malignas s&o sabidamente diferentes daquelas
observadas nas células benignas. Com base nessas diferencas, varios autores propuseram que a
morfometria nuclear seja utilizada para aprimorar os parametros diagnosticos, fornecer fatores
prognosticos confiaveis e avaliar a resposta terapéutica (Baak, 1987; Carr & Pettigrew, 1991; Millot
& Dufer, 2000).

As observacBes de alteracbes de parametros morfométricos nucleares em células
localizadas na periferia de neoplasias malignas sugerem a hipotese de que alteracbes morfologicas
ocorram nas ceélulas antes da manifestacdo clinica do tumor. Portanto, a morfometria nuclear
poderia atuar como biomarcador na avaliacdo de alteracdes displasicas e o seu potencial
carcinogénico (Boone et al., 2000).

Em 1982, Diamond et al. utilizaram pela primeira vez a medida da &rea nuclear como fator
prognoéstico em adenocarcinomas de prostata. Outros autores realizaram 0 mesmo experimento em
outros orgaos, e confirmaram que as metastases sao mais frequentemente observadas em neoplasias
cujos nucleos sdo grandes. Em contrapartida, neoplasia com nucleos pequenos exibem melhor
progndstico (Hogberg et al., 1992).

Apel et al. (1985) estudaram morfometricamente os nlcleos de 16 casos de osteossarcoma
central de alto grau, que foram subdivididos em dois grupos com base no grau de necrose a
quimioterapia pré-operatoria: respondedores e ndo respondedores. As células nos dez casos
respondedores apresentaram marcado pleomorfismo nuclear e aumento de tamanho, tanto celular
como nuclear. Além disso, 0s nucleos se apresentavam hipercrométicos e multinucleados.

No campo da citopatologia cérvico-vaginal, a morfometria nuclear foi utilizada para
avaliar viéses relacionados a diagnosticos limitrofes, os quais representam grande parte da
variabilidade interobservadores, tais como ASC-US e LSIL. O desempenho de observadores com
diferentes graus de experiéncia revelou que observadores humanos tém dificuldade de discernir
alteracGes similares e que o tamanho do nucleo contribui substancialmente para a variabilidade
entre os diagnosticos de ASC-US/LSIL (Schmidt et al., 2008).

Athanassiadou et al. (2001) estudaram a razdo nucleo/citoplasma em esfregacos cérvico-
vaginais classificados como NIC I, NIC Il e NIC Il associados ou ndo a presenca de alteracdes
celulares compativeis com a presenca do HPV para avaliar se a morfometria € mais sensivel no
diagnostico da NIC. Foi observado que o aumento do grau da NIC é acompanhado do aumento dos
valores da razdo nucleo/citoplasma, independente da presenca do HPV, ou seja, ndo foram
observadas evidéncias significativas nos valores médios da razdo ndcleo/citoplasma entre 0s grupos

de NIC com e sem infecgéo pelo HPV.
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O acentuado aumento do interesse da aplicacdo da patologia quantitativa para diagndstico
e prognostico do cancer é devido principalmente a crescente demanda de quantificacdo e
objetividade, a melhoria e ampla disponibilidade de tecnologia adequada, a melhoria das
possibilidades terapéuticas para pacientes com cancer e a consciéncia de que alteragbes que
escaparam da analise convencional poderiam ser detectadas por meio da analise quantitativa
(Buhmeida, 2006).

Diante do exposto, verifica-se que existe forte correlacdo entre a deteccdo do HPV e a
observacdo de atipias citologicas ao exame de Papanicolaou, isto é, espera-se que em amostras
cervicais que apresentam HPV seja possivel observar também atipias citoldgicas e, da mesma forma,
amostras cervicais que ndo apresentam o HPV néo seja possivel observar atipias citoldgicas.

Todavia, existe uma significativa parcela de amostras cervicais em que se identifica a
presenca de HPV, mas que ndo apresentam diagnostico citoldgico positivo e amostras cervicais em
que ndo se identifica a presenca de HPV, mas que apresentam diagndstico citoldgico positivo.

Portanto, este trabalho foi proposto para investigar se a analise quantitativa dos parametros
area nuclear (AN), area citoplasmatica (AC) e razdo nucleo/citoplasma, bem como a utilizacdo de
critérios citolégicos ndo classicos para o diagndstico do HPV, séo capazes de fornecer informacdes
que ndo tenham sido perceptiveis na andlise citologica convencional e, em decorréncia disso,

explicar os resultados discordantes entre as analises molecular e morfolégica.
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3.1 - Objetivo Geral

Avaliar amostras cervicais associadas ou ndo ao HPV e a atipias citolégicas quanto ao
aumento da razdo nucleo/citoplasma e a presenca de critérios citologicos ndo classicos para o
diagnostico do HPV.

3.2 - Objetivos Especificos

e Definir area nuclear, area citoplasmatica e razdo nucleo/citoplasma em células escamosas

das regides da cérvice uterina coletadas com auxilio de espéatula e de escova;
e Avaliar as amostras levando-se em consideracao os critérios citologicos ndo classicos para
diagnostico do HPV em ceélulas escamosas das regides da cérvice uterina coletadas com

auxilio de espatula e de escova,;

e Correlacionar os resultados morfométricos com aqueles obtidos na avaliacdo dos critérios

citoldgicos ndo classicos para o diagndstico do HPV.
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4.1 - Periodo e Populacédo Estudada

Durante a realizacdo deste trabalho foram avaliadas 569 amostras cervicais de mulheres
com idade variando entre 18 e 75 anos, residentes na regido de Ouro Preto no periodo
compreendido entre abril de 2008 a julho de 2010. A realizacdo deste projeto foi aprovada pelo
Comité de Etica Institucional da UNIFESP sob o nimero de protocolo CEP 0832/08.

4.2 - Coleta e Processamento das Amostras

Médicos e enfermeiros da equipe de satde da familia de Ouro Preto colheram o material
para identificacdo e tipagem de HPV bem como para a realizacdo do exame citologico de
Papanicolaou (método convencional). Apds a introducdo do especulo e visualizacdo do colo do
Utero da paciente, girou-se duas vezes 360° em sentido horério a espéatula de Ayre sobre o epitélio
de revestimento externo do colo do Utero, para a coleta de células da ectocérvice. A seguir,
distendeu-se delicadamente em sentido vertical sobre uma lamina de vidro devidamente identificada
com as iniciais, data de nascimento da paciente e nimero da amostra. Para a coleta das células da
endocérvice girou-se duas vezes 360° em sentido horario a escova dentro do canal endocervical e
em seguida distendeu-se delicadamente o material obtido em sentido horizontal sobre a lamina.

Os esfregacos foram fixados imediatamente em &lcool 95% e encaminhados para o
Laboratorio de Citologia Clinica da Escola de Farméacia, onde foram corados utilizando-se a técnica
de coloracdo de Papanicolaou modificada (Anexo I) e montados com Entellan. A avaliagdo
microscopica para emissdo do laudo foi realizada por meio das objetivas de 10x e 40x,
classificando-se as amostras de acordo com o Sistema Bethesda para Citopatologia Cérvico-Vaginal
(Solomon et al., 2002) e a Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatoldgicos Cervicais (Anexo
).

Posteriormente, a escova foi colocada em tubos contendo 1mL de tampdo de coleta e
desconectada do cabo. As amostras foram refrigeradas imediatamente (entre 2°C e 10°C),
armazenadas a -80°C no Laboratério Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmécia e
encaminhadas para o Laboratorio de Genética e Oncogénese Viral do Instituto Butantan — Sao

Paulo, para pesquisa viral (Miranda, 2010).

4.3 - Analise Morfométrica
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As amostras foram distribuidas em quatro grupos de acordo com os resultados da pesquisa
viral e da andlise citologica. O nimero de amostras foi fixado em 20 amostras por grupo. O Grupo 1
(HPV-ATIPIA-) constou de 20 amostras HPV negativo com resultado citolégico negativo para
displasias e/ou neoplasias; o Grupo 2 (HPV-ATIPIA+) constou de 20 amostras HPV negativo
apresentando como resultado citologico ASC-US, ASC-H, SIL ou carcinoma e/ou lesdo glandular
de qualquer natureza; o Grupo 3 (HPV+ATIPIA-) constou de 20 amostras HPV positivo com
resultado citoldgico negativo para displasias e/ou neoplasias e 0 Grupo 4 (HPV+ATIPIA+) constou
de 20 amostras HPV positivo apresentando como resultado citoldgico ASC-US, ASC-H, SIL ou
carcinoma e/ou leséo glandular de qualquer natureza, conforme observado na Figura 3.

Para a captura das imagens, foram selecionadas amostras que apresentaram condicOes
técnicas satisfatrias para este tipo de estudo, sendo considerados como critérios de incluséo:
amostras homogéneas, bem fixadas e com boa representacdo da juncdo escamo-colunar e de
exclusdo: amostras com coloragéo inadequada, sobreposicéo e aglomerado celular. Para 0s Grupos
HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-, particularmente, foram selecionados esfregacos cervicais
considerando os diferentes microorganismos mais frequentemente identificados durante o exame de
Papanicolaou, sendo estes grupos constituidos por laminas que apresentaram Lactobacillus sp.
(cinco e seis, respectivamente), Gardnerella vaginalis (cinco), Candida sp. (cinco e quatro,
respectivamente) e Trichomonas vaginalis (cinco). Nos Grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+,
as amostras foram selecionadas aleatoriamente quanto aos microorganismos, levando-se em conta

apenas o quesito positivo para atipia.

569 amostras

436 HPV- 133 HPV+

405 ATIPIA- 31 ATIPIA+ 108 ATIPIA- 25 ATIPIA+

HPV-ATIPIA- HPV-ATIPIA+ HPV+ATIPIA+
N=20 N=20 N=20

Figura 3: Distribuicdo dos grupos de acordo com os resultados da pesquisa viral para detec¢édo do
HPV e do diagnostico citoldgico de Papanicolaou (N=20 por grupo). HPV-ATIPIA- representado
em branco, HPV-ATIPIA+ representado em cinza claro, HPV+ATIPIA- representado em cinza
escuro e HPV+ATIPIA+ representado em preto.
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As imagens dos campos citoldgicos foram capturadas utilizando-se microscopia

convencional em campo claro em uma objetiva de 40x e ocular de 10X, por uma microcamera
digital Leica DFC340FX acoplada ao microscopio Leica DM5000B no Laborat6rio Multiusuério do
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas (NUPEB), UFOP.

Primeiramente, para definir o nimero de campos a serem documentados em cada lamina,
delimitaram-se em duas laminas de cada grupo a regido da espatula, por sua representatividade em
células escamosas, € a regido da escova por sua representatividade em células da juncdo escamo-
colunar. Foram capturados de forma consecutiva ao longo do esfregaco, 100 campos da regido da
espatula e 50 campos da regido da escova, devido a celularidade de cada regido.

A avaliacdo morfométrica das células foi realizada por meio do software de morfometria
Image J 1.43 para Windows Vista/7, disponivel gratuitamente na Internet (http://rsb.info.nih.goVv/ij).

Apos a calibragdo do programa e definicdo da escala de medida (um), foi avaliada em
cada lamina, uma célula por campo apresentando limites nucleares e citoplasmaticos nitidos, 0s
quais foram contornados, tracando-se suas margens com o auxilio de um mouse. Determinou-se
entdo, manualmente, a area nuclear (AN), area citoplasmatica (AC) e consequentemente a razéo
nucleo/citoplasma (AN/AC) para cada célula. Os valores obtidos para cada variavel pela analise
morfomeétrica foram registrados em planilhas do Excel em que foram plotados gréficos para definir
o numero de células suficientes para a obtencdo do plateau. Verificou-se, experimentalmente, que
seriam necessarias 30 células de cada regido de coleta.

Apos a padronizacdo da metodologia, seguiu-se a avaliagdo das 20 laminas de cada grupo,
sendo assim, foram avaliadas 60 células em cada lamina (sendo 30 de cada regido de coleta),

totalizando 1.200 células em cada grupo.

4.4 - Andlise dos Critérios Citologicos Nao Classicos para o Diagnoéstico do HPV

Para esta analise, as mesmas imagens adquiridas para a analise morfométrica foram
avaliadas morfologicamente quanto a presenca do HPV, na tela de um computador dotado de
processador Pentium® Dual Core Intel® de 2,0GHz, 3,0 GB de memdéria RAM e monitor de 15,4
polegadas. Os critérios citologicos ndo classicos utilizados para identificacdo do HPV foram bi ou
multinucleacéo, disceratose leve, queratinizacdo, nucleo hipercromatico, ndcleo em borrdo, nucleo
em fibra, coilocitose leve, halo perinuclear, cariorréxe, granulos querato-hialinos, condensacao em
filamentos, escamas anucleadas, células fantasmas, células em fibra, células gigantes, células

parabasais coilocitéticas.
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4.5 - Andlise Estatistica

Os resultados obtidos para cada variavel pela analise morfométrica foram registrados em
planilhas do Excel e em seguida utilizou-se o GraphPad Software para aplicar o teste de Grubbs
para a deteccdo de outliers com nivel de significancia de 5%. Os outliers significativos foram
excluidos e uma nova analise foi realizada.

Para verificar a significancia estatistica entre os quatro grupos foram utilizados os testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, D’ Agostino e Pearson e Shapiro-Wilk e em seguida o teste t
de Student, uma vez que os dados apresentaram distribuicdo gaussiana. J& na comparacdo dos
valores encontrados entre as diferentes categorias de microorganismos do grupo HPV-ATIPIA-
utilizou-se o teste estatistico de Mann Whitney para amostra ndo paramétrica, pois 0s testes de
normalidade revelaram que os dados ndo apresentaram distribuicdo gaussiana. As analises foram

realizadas através do programa GraphPad Prism 5 com intervalo de confianca de 95%.
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5.1 - Caracterizacao dos Grupos

5.1.1 - Microorganismos ldentificados nos Grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+

O Grafico 1 mostra a distribuicdo dos microorganismos encontrados na flora cervical das
pacientes pertencentes aos quatro grupos de estudo. A distribuicdo homogénea identificada nos
grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-, deve-se a selecdo das amostras considerando-se 0S
microorganismos mais frequentemente identificados ao exame de Papanicolaou. Dessa forma,
constituiram-se os subgrupos Lactobacillus sp., Gardnerella vaginalis, Candida sp. e Trichomonas
vaginalis. No grupo HPV+ATIPIA- ndo foi possivel alocar cinco amostras contendo Candida sp. e
em decorréncia disso o subgrupo Lactobacillus sp. possui uma amostra adicional.

A heterogeneidade dos grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+ deve-se a selecdo ao acaso
dos esfregacos pertencentes a tais grupos. Assim, no grupo HPV-ATIPIA+ foram identificados oito
esfregagos contendo Lactobacillus sp., seis contendo Cocos e Bacilos, cinco contendo Gardnerella
vaginalis e um contendo Candida sp.. J& no grupo HPV+ATIPIA+ foram encontrados nove
esfregacos contendo Lactobacillus sp., quatro contendo Cocos e Bacilos e sete contendo

Gardnerella vaginalis.

10 g
? 8
8 7
/ 6 6
6
5 5 5 5 5 5 5
> 4 4 ]
4
3
2 1
1 0 0 0 0 0
0
Lactobacillussp. Cocos e Bacilos  G.vaginalis Candidasp. T.vaginalis
OHPV-ATIPIA- O HPV-ATIPIA+  @HPV+ATIPIA-  EHPV+ATIPIA+

Gréfico 1: Microorganismos identificados nas amostras cervicais das pacientes pertencentes aos
grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+.
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5.1.2 - Tipos de HPV ldentificados nos Grupos HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+

Dentre as amostras positivas para HPV pertencentes ao grupo HPV+ATIPIA-, foi possivel
verificar o predominio de tipos virais de alto risco oncogénico (dez), seguido por tipos de baixo
risco (quatro), risco provavelmente alto (trés) e risco indeterminado (trés).

Em relacdo as amostras do grupo HPV+ATIPIA+, também foi identificado predominio de
tipos virais de alto risco oncogénico (dez), seguido por baixo risco oncogénico (seis), risco

indeterminado (trés) e risco provavelmente alto (uma) (Gréfico 2).

12

10

Baixo Risco Alto Risco Provavel Alto Indeterminado

EHPV+ATIPIA- B HPV+ATIPIA+

Grafico 2: Tipos de HPV identificados nos grupos HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+.

5.1.3 - Atipias Observadas nos Grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+

No Gréafico 3 esta representado o nimero de diagndsticos citoldgicos positivos nos grupos
HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+. Entre as amostras com atipias citolégicas o diagnostico mais
frequente no grupo HPV-ATIPIA+ foi ASC-US com indice de 65% (13), seguido por 20% de LSIL
(quatro) e 15% de ASC-H (trés). No grupo HPV+ATIPIA+, detectou-se 45% de diagnosticos de
LSIL (nove), seguido por 35% de ASC-US (sete), 15% de ASC-H (trés) e 5% de AGC-SOE (um).
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Gréfico 3: Atipias observadas nos grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA+.

5.1.4 - Associacao entre os Microorganismos e os Tipos de HPV Identificados

Analisando-se em conjunto os resultados citolégicos e moleculares dos grupos que
apresentaram HPV positivo, verifica-se que no grupo HPV+ATIPIA-, 33% (dois) dos esfregacos
constituidos por flora lactobacilar apresentaram HPV de alto risco oncogénico, 33% (dois) de risco
indeterminado, 17% (um) de baixo risco e 17% (um) de risco provavelmente alto. Nos esfregacos
constituidos por flora de padrdo anaerébio (G. vaginalis), 60% (trés) dos casos apresentaram HPV
de alto risco e 40% (dois) de risco provavelmente alto. Nos esfregacos contendo Candida sp., em
50% (dois) dos casos detectou-se HPV de alto risco, 25% (um) de baixo risco e 25% (um) de risco
indeterminado. Nos esfregacos em que houve presenca de T. vaginalis, em 60% (trés) dos casos
detectou-se HPV de alto risco e 40% (dois) de baixo risco (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribui¢do dos microorganismos no grupo HPV+ATIPIA-.

HPV

Lactobacillus sp. 1
G. vaginalis - 3
Candida sp. 1 2

T. vaginalis

N
w

_——=——
1
2
3

Total 4 10

No grupo HPV+ATIPIA+, em 57% (quatro) dos casos de ASC-US foi identificado HPV
de baixo risco oncogénico, 29% (dois) de alto risco e 14% (um) de risco provavelmente alto. Nos
casos de LSIL confirmou-se a presenca de 45% (quatro) de HPV de alto risco, 33% (trés) de risco
indeterminado e 22% (dois) de baixo risco. Nos casos de ASC-H (trés) e AGC-SOE (um), todas as
amostras foram positivas para HPV de alto risco (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo dos resultados citologicos e moleculares no grupo HPV+ATIPIA+,

HPV
Provavelmente
ASC-US 4 2 1 - 7
LSIL 2 4 - 3 9
ASC-H - 3 - - 3
AGC-SOE - 1 - - 1
Total 6 10 1 3 20

AGC-SOE: células glandulares atipicas sem outras especificagfes

ASC-H: células escamosas atipicas em que ndo se pode excluir lesdo de alto grau
ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado

LSIL: lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau

31



SANA, D.E.M. Resultados

5.2 - Avaliacdo Morfométrica

Os parametros area nuclear (AN), area citoplasmatica (AC) e razdo nucleo/citoplasma
(AN/AC) foram avaliados em um total de 1200 células escamosas em cada grupo. O Grafico 4
mostra os resultados da razdo AN/AC entre as diferentes categorias de microorganismos
selecionados para constituirem o grupo controle (Lactobacillus sp., Gardnerella vaginalis, Candida
sp. e Trichomonas vaginalis). Esses dados ndo apresentaram distribuicdo normal e os testes
aplicados mostraram que houve diferenca significativa tanto na regido coletada com auxilio de
espatula quanto de escova, entre 0s grupos Trichomonas vaginalis e Lactobacillus sp. e

Trichomonas vaginalis e Gardnerella vaginalis.
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Grafico 4: Analise morfométrica da razdo ndcleo/citoplasma observados em células escamosas das
regies coletadas com auxilio de espatula e de escova no grupo HPV-ATIPIA-, considerando-se 0s

diferentes microorganismos que podem ser encontrados na flora cervical.
As letras “a”, “b”, “c” e “d” representam diferencas significativas entre os grupos Lactobacillus sp., G. vaginalis,
Candida sp. e T. vaginalis.
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Os valores da média e do desvio padrdo das variaveis AN, AC e razdo AN/AC obtidos nas
células escamosas das regides coletadas com espatula e escova sdo exibidos nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente.

Nas células avaliadas na regido coletada com espéatula, os testes estatisticos apontaram
uma distribuicdo normal e variancias homogéneas entre os grupos, com maior AN no grupo HPV-
ATIPIA+ em relacdo aos grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-. O grupo HPV+ATIPIA+
também apresentou maior AN em relacdo aos grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-. Quanto a
variavel AC, os grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA+ apresentaram AC maior do que o grupo
HPV+ATIPIA-. Por outro lado, na analise da razdo AN/AC os grupos HPV-ATIPIA+ e
HPV+ATIPIA+ apresentaram razdo AN/AC significativamente maiores em relacdo ao grupo HPV-
ATIPIA-.

Tabela 3: Area Nuclear, Area Citoplasmatica e Razdo Nucleo/Citoplasma observadas em células
escamosas da regido coletada com auxilio de espatula nos grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+.

HPV-ATIPIA- HPV-ATIPIA+ HPV+ATIPIA- BalsdVAZ NN 1M VS

Area Nuclear (AN) 81,73+10,59  97,64*°+1995  78,20+19,21 88,39°C+ 14,26
Area Citoplasmatica (AC)  235,86°+44,30 217,58 + 41,47 202,64 £37,49  230,73°+ 49,36

AN/AC 0,04 £0,01 0,05% £ 0,02 0,04 £ 0,02 0,05* £ 0,01

As letras “a”, “b”, “c” e “d” representam diferencas significativas entre os grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+, respectivamente.

Nas células avaliadas na regido coletada com escova o0s resultados também apresentaram
uma distribuicdo normal e varidncias homogéneas entre os grupos. A variavel AN foi maior no
grupo HPV-ATIPIA+ em relacdo aos grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA- e no grupo
HPV+ATIPIA+ quando comparado aos grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-. Quanto a variavel
AC nenhum resultado foi significativo. A razdo AN/AC foi maior nos grupos HPV-ATIPIA+ e
HPV+ATIPIA+ em relacdo ao grupo HPV-ATIPIA-.
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Tabela 4: Area Nuclear, Area Citoplasmatica e Razdo Nucleo/Citoplasma observadas em células
escamosas da regido coletada com auxilio de escova nos grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+.

HPV-ATIPIA- HPV-ATIPIA+ HPV+ATIPIA- BEaIRVATNNILVISS

Area Nuclear (AN) 82,83 + 14,94 106,96%° + 29 55 8342 + 19,10 109,372 + 41,84
Area Citoplasmatica (AC) 204,23 + 41,20 207,64 + 51,98 200,91 + 36,09 216,07 + 60,84
AN/AC 0,04 +0,02 0,06% + 0,03 0,05 + 0,02 0,06% + 0,03

As letras “a”, “b”, “c” e “d” representam diferencas significativas entre os grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+, respectivamente.

No Grafico 5 esta representada a mediana (linha tracejada) para cada regido de coleta, obtida
a partir do somatorio dos valores da razdo AN/AC provenientes de todos os grupos. Na regido da
espéatula, o grupo HPV-ATIPIA- apresentou seis laminas com valores acima da mediana, enquanto
0s grupos HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+ apresentaram 14, 8 e 11 laminas,
respectivamente. Na regido da escova, o grupo HPV-ATIPIA- apresentou seis laminas com valores
acima da mediana, ao passo que os grupos HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+

apresentaram 13, 8 e 12 lIaminas, respectivamente.
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Gréfico 5: Andlise morfométrica da razdo nucleo/citoplasma, observados em células escamosas das
regides coletadas com auxilio de espatula e de escova. Cada circulo representa uma lamina em cada
grupo. A linha tracejada representa a mediana obtida a partir do somatdrio dos valores provenientes
de todos 0s grupos em cada regiao.
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5.3 - Avaliacéo dos Critérios Nao Classicos para o Diagndstico Citologico da Infeccéo pelo
HPV

Nas Tabelas 5 e 6 estdo mostrados os critérios ndo classicos que podem ser utilizados para
sugerir o diagnostico citologico da infeccdo pelo HPV. Em cada grupo esta apresentado o numero
de laminas em que cada critério foi observado, independente da intensidade, isto €, quantas vezes 0s
critérios apareceram em cada lamina.

Os critérios Bi ou Multinucleagdo, Halo Perinuclear e Granulos Querato-hialinos foram
observados na maioria das laminas em todos os grupos, o que ndo permite a utilizacdo de tais
critérios enquanto fator isolado para definir a presenca de HPV.

Os critérios Disceratose Leve, Nucleo em Borrdo, Condensacdo em Filamentos, Células em
Fibra e Células Parabasais Coilocit6ticas ndo foram observados em nenhum dos grupos avaliados.

O critério Queratinizacdo s esteve presente no grupo que apresentou HPV+ATIPIA+, ao
passo que o critério Nucleo em Fibra esteve presente apenas nos grupos que apresentaram
diagndstico citoldgico positivo, independente do resultado da pesquisa viral.

Os critérios Nucleo Hipercromatico, Coilocitose Leve e Cariorréxe ndo foram identificados
no grupo HPV-ATIPIA-.

Células gigantes so6 foram observadas em uma lamina do grupo HPV+ATIPIA+.

Os critérios Escamas Anucleadas e Células Fantasmas encontram-se distribuidos de forma
heterogénea entre 0s grupos.
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Tabela 5: Critérios ndo classicos observados por lamina nos grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+, independente da intensidade.

Critérios n&o classicos HPV-ATIPIA- HPV-ATIPIA+ HPV+ATIPIA- RaledVANNIVSy

Bi ou Multinucleagéo 17 18 18 19
Halo perinuclear 19 20 20 17
Granulos querato-hialinos 12 19 15 15
TOTAL 48 57 53 51
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Na Tabela 6 estdo mostrados os critérios ndo classicos utilizados para o diagnostico
citologico da infecgdo pelo HPV, excluindo-se os critérios que ndo foram observados em nenhum
dos grupos avaliados (Disceratose Leve, Nucleo em Borrdo, Condensacdo em Filamentos, Células
em Fibra e Células Parabasais Coilocitéticas) e os critérios que foram observados em todos os

grupos (Bi ou Multinucleagdo, Halo Perinuclear e Granulos Querato-hialinos).

Tabela 6: Critérios ndo classicos observados por Iamina nos grupos HPV-ATIPIA-, HPV-ATIPIA+,
HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+, independente da intensidade, excluindo-se os critérios que nao
foram observados em nenhum dos grupos avaliados e os critérios que foram observados em todos
0S grupos.

Critérios néo classicos HPV-ATIPIA- HPV-ATIPIA+ HPV+ATIPIA- Raled'ANNIVSy

Queratinizacéo 0 0 0 2
Nucleo hipercromatico 0 2 3 9
Ndcleo em fibra 0 1 0 1
Coilocitose leve 0 6 1 8
Cariorréxe 0 1 1 4
Escamas anucleadas 5 7 8 4
Células fantasmas 3 10 3 6
Células gigantes 0 0 0 1
TOTAL 8 27 16 35
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No Grafico 6 esta representada a mediana (linha tracejada) para cada regido de coleta, obtida
a partir do somatério do nimero de critérios ndo classicos observados em todos os grupos avaliados,
independente da intensidade de cada critério.

A literatura aponta que a presenca de quatro ou mais critérios ndo classicos em uma
determinada lamina é suficiente para considera-la positiva para o HPV pela citologia. Na regido da
espatula, os grupos HPV-ATIPIA- e HPV+ATIPIA-, apenas trés e quatro laminas apresentaram
quatro ou mais critérios ndo classicos, respectivamente, ao passo que os grupos HPV-ATIPIA+ e
HPV+ATIPIA+ 13 ldminas apresentaram quatro ou mais critérios ndo classicos. Na regido da
escova, nenhuma lamina do grupo HPV-ATIPIA- apresentou quatro ou mais critérios ndo classicos,
e nos grupos HPV-ATIPIA+, HPV+ATIPIA- e HPV+ATIPIA+, quatro, trés e quatro laminas

apresentaram quatro ou mais critérios ndo classicos, respectivamente.
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Gréfico 6: Numero de critérios ndo classicos observados na regido coletada com auxilio de espatula
e de escova, por grupo, independente da intensidade de cada critério. Cada circulo representa uma
lamina em cada grupo. A linha tracejada representa a mediana obtida a partir do somatorio do
naimero de critérios em todos os grupos avaliados.
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A infeccdo pelo HPV é extremamente comum. Estima-se que a maioria das mulheres no
mundo sera infectada pelo HPV em algum momento de sua vida, com o risco de adquirir a infecgcéo
de 50 a 80% (Koutsky, 1997). Além disso, é possivel apontar que 10,2% das mulheres com
citologia dentro dos limites da normalidade possuem o DNA do HPV em sua cérvice, apesar das
diferencas geograficas de prevaléncia (De Sanjosé et al., 2007). Além de determinar a prevaléncia
da infeccdo pelo HPV, investigar os tipos virais predominantes € extremamente relevante uma vez
que genotipos diferentes exercem patogénese distinta na carcinogénese cervical.

Analisando-se a caracterizacdo dos grupos que constituiram este trabalho, foi possivel
verificar predominio de infecgdes por tipos virais de alto risco oncogénico no grupo HPV+ATIPIA-
(50%) e no grupo HPV+ATIPIA+ (50%), sendo coerente, portanto, com os dados obtidos por
Miranda (2010) os quais também evidenciaram o predominio de infeccdo por tipos virais de alto
risco oncogénico (60%).

No Brasil, resultados semelhantes foram encontrados em estudos desenvolvidos em diversas
localidades geogréaficas (Rousseau et al., 2001; Paesi et al., 2009, Fernandes et al., 2010).

Em estudo de prevaléncia na Argentina, verificou-se que cerca de 68% das infec¢des foram
causadas por tipos virais de alto risco (Matos et al., 2003). Semelhantemente, em mulheres
holandesas em que foi possivel detectar o DNA do HPV, 72% dos casos apresentaram infecgéo por
tipos de alto risco (Jacobs et al., 2000).

Quanto aos diagnosticos citologicos positivos observados nos grupos HPV-ATIPIA+ e
HPV+ATIPIA+, observou-se que no grupo com auséncia de infeccdo pelo HPV, o diagndstico
citologico predominante foi de ASC-US. Tal fato pode ser explicado visto que o diagnostico de
ASC-US é indicativo de alteracfes celulares qualitativamente e quantitativamente insuficientes para
concluir lesdo intra-epitelial, ou seja, € um diagnéstico que representa o limiar entre as alteracdes
celulares associadas a processos inflamatérios pronunciados, principalmente na vigéncia de
Candida sp. e Trichomonas vaginalis e as alteragfes consistentes com as lesfes intra-epiteliais que
podem ser desencadeadas pelo HPV (Lima et al., 2002). Assim sendo, 0 seguimento de casos de
ASC-US pode demonstrar tanto lesdes precursoras de cancer quanto alteracdes celulares benignas
associadas a processos inflamatdrios ou reparativos (Lousuebsakul et al., 2000).

Ja no grupo em que houve infeccéo pelo HPV, o diagndstico citolgico predominante foi de
LSIL, o que corrobora com o modelo proposto para a histdria natural do cancer cervical, uma vez
que a infeccdo pelo HPV pode regredir espontaneamente ou levar ao aparecimento da lesdo intra-
epitelial escamosa de baixo grau, que por sua vez pode progredir subsequentemente para a leséo
intra-epitelial escamosa de alto grau e, eventualmente para o cancer invasor (Bosch et al., 2002;
Schiffman & Castle, 2003). Os critérios aumento nuclear e hipercromasia, utilizados para definir o
diagndstico de LSIL, resultam da ativacao da sintese de DNA mediada pelos genes E6 e E7 do HPV,
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nas células hospedeiras que perderam a capacidade de divisdo e iniciaram a maturacdo escamosa
(Stoler, 2003).

Analisando-se em conjunto os resultados moleculares e citolégicos do grupo HPV+ATIPIA-,
€ notoria a associagdo entre a presenca de flora de padréo anaerobio e a deteccdo de HPV de alto
risco e risco provavelmente alto, o que concorda com estudos que apontam significativa associacdo
entre a deteccdo do DNA do HPV e a substituicdo da flora normal pela flora de padrdo anaerobio
(McNicol et al., 1994). Além disso, alguns trabalhos sugerem que a vaginose bacteriana (sindrome
clinica caracterizada pela proliferagdo excessiva de bactérias anaerdbias ou facultativas, como a G.
vaginalis, Mobiluncus sp. e Mycoplasma hominis em detrimento da flora lactobacilar normal)
parece ter um papel importante no desenvolvimento da NIC, uma vez que tais bactérias estimulam a
producdo de nitrosaminas oncogénicas e citocinas, como a interleucina 1 beta 1 (Behbakht et al.,
2002).

O diagnostico das displasias e neoplasias que acometem o colo do Utero baseia-se em
alteracdes morfologicas identificadas predominantemente no nucleo, tais como variacdo do
tamanho, forma e distribuicdo da cromatina nuclear. Soma-se a estes critérios, a necessidade de
avaliar também a quantidade de citoplasma em relagdo ao tamanho do nuicleo, isto é, a razéo
ndcleo/citoplasma, uma vez que esta relagdo é marcantemente maior nas células displasicas e
neoplasicas do que em suas correspondentes normais (Wied et al., 1989).

Tem sido descrito na literatura que a analise quantitativa de parametros tais como area,
perimetro, coeficiente de arredondamento, alongamento, comprimento do eixo principal, angulo do
eixo principal, comprimento do eixo secundario e angulo do eixo secundério, é capaz de fornecer
fatores progndsticos confiaveis e aprimorar parametros diagndsticos (Collan et al., 1987; Millot &
Dufer, 2000). Dessa forma, um dos objetivos deste estudo foi definir area nuclear, area
citoplasmatica e razdo nucleo/citoplasma, em células escamosas das regifes da cérvice uterina
coletadas com auxilio de espatula e de escova, em esfregacos provenientes de pacientes portadoras
ou ndo do HPV e de atipias celulares, com intuito de identificar alteracbes morfométricas
significativas que tenham sido imperceptiveis na analise citoldgica convencional.

E importante destacar que a literatura carece de uma padronizacdo no que se refere a
metodologia utilizada em estudos de andlise quantitativa, particularmente no campo da
citopatologia (Fleege et al., 1990). Neste trabalho, medidas da area nuclear e citoplasmatica foram
obtidas em uma célula por campo, em todos 0s campos capturados de forma consecutiva ao longo
do esfregaco, totalizando 30 campos na regido da espatula e 30 campos na regido da escova. Este
tipo de analise assemelha-se a metodologia da sele¢do consecutiva, descrita por Altenstrasser et al.
(1998) que reforcam a utilidade e reprodutibilidade deste método, especialmente na andlise de

preparados citologicos, tendo em vista que a confec¢do do esfregaco promove uma distribuicéo
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aleatdria do material sobre a lamina. Esses autores avaliaram onze amostras citoldgicas obtidas por
puncdo aspirativa por agulha fina, sendo trés casos de cancer de prostata, cinco de carcinoma de
mama, dois de hiperplasia prostatica e um de sarcoma, com a finalidade de comparar o nimero de
medidas necessarias para obter reprodutibilidade na analise do parametro area nuclear, partindo-se
de dois métodos distintos de amostragem. Definiu-se como método de selecdo consecutiva, a
analise de todos os ndcleos ndo sobrepostos identificados no campo, até atingir 250 analises, e,
método de selecdo aleatoria, a analise de ndcleos ndo sobrepostos direcionada por um point grid até
atingir 120 analises. No que diz respeito aos resultados obtidos para o pardmetro area nuclear,
verificou-se que ao utilizar a metodologia consecutiva, foi possivel determinar o plateau em todos
0s casos avaliados e os valores variaram entre 30 e 240 medi¢Oes, ao passo que, utilizando-se a
metodologia aleat6ria, ndo foi possivel definir o plateau em um caso avaliado e os valores variaram
entre 30 e 110 medicGes.

Comparando-se os dados morfométricos das diferentes categorias de microorganismos
selecionadas para constituirem o grupo controle (HPV-ATIPIA-), foi possivel verificar uma
concordancia deste estudo com o0 que ja estd estabelecido na literatura em relagdo ao efeito
citopatico induzido pelo Trichomonas vaginalis, visto que este microorganismo provoca um
processo inflamatdrio pronunciado, em que muitas vezes ndo é possivel distinguir de uma les&o pré-
neoplasica. No esfregaco podem ser visualizadas alteracdes nucleares como anisocariose,
cariomegalia, reforco da membrana nuclear devido a degeneracdo celular com depdsito de grumos
cromaticos, hipercromasia e binucleacdo ou multinucleagdo muito acentuadas (Gram et al., 1992;
Petrin et al., 1998). Em decorréncia disso, ja era de se esperar que as amostras contendo T. vaginalis
em sua flora demonstrassem razdo AN/AC significativamente maior em relacdo as demais amostras.

Em relacdo a média dos valores das variaveis AN, AC e razdo AN/AC observados em todos
0S grupos na regido da espatula e da escova, os resultados evidenciaram a existéncia de alteracoes
morfométricas significativas na AN das amostras que apresentaram citologia positiva, independente
da presenca do HPV, em relacdo as amostras que apresentaram citologia negativa, independente da
presenca do HPV. Além disso, 0s grupos com resultado citoldgico positivo apresentaram também
razdo AN/AC significativamente maiores em relacdo ao grupo HPV-ATIPIA-.

Tais resultados sdo semelhantes aos obtidos no estudo de Athanassiadou et al. (2001), os
quais avaliaram o parametro razdo ndcleo/citoplasma, utilizando-se da anélise computadorizada de
imagens, em 110 esfregacos cervicais de mulheres com idade variando entre 18 e 55 anos de idade,
com diagnostico citologico de NIC I, NIC Il ou NIC Ill, associados ou ndo ao efeito citopatico
compativel com a infecgdo pelo HPV, com o objetivo de minimizar discrepancias entre 0s
resultados citologicos e histologicos. Todas as amostras foram submetidas a avaliacéo

histopatoldgica, e em grande parte das amostras foi realizado também a pesquisa do DNA do HPV
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por meio da PCR. Para o estudo morfométrico, foi mensurado em todas as células atipicas os
parametros area nuclear e area citoplasmatica com consequente determinacdo da razdo
nacleo/citoplasma, em uma ampliacdo de 400X. A analise estatistica evidenciou que o aumento da
gravidade da lesdo é acompanhado pelo aumento da razdo nucleo/citoplasma, independente da
presenca do HPV, isto é, ndo houve diferenca morfométrica entre as amostras pertencentes aos
grupos NIC I e NIC I com HPV, NIC Il e NIC Il com HPV, NIC Il e NIC Il com HPV; NIC Ill e
NIC 11l com HPV e carcinoma.

Deve-se salientar que no trabalho de Athanassiadou et al. (2001), foram analisadas apenas
amostras com diagndstico citoldgico positivo (NIC I, NIC II, NIC 111 e carcinoma), o que exclui a
possibilidade de comparar a existéncia de alteragdes morfométricas significativas entre amostras
com diagnéstico citoldgico positivo e negativo. Soma-se a isso o fato de a presenca do HPV ter sido
realizada também por intermédio de um método morfolégico (citologia), o que dificulta a percepcéo
de falhas inerentes a esta metodologia.

Os resultados deste trabalho séo reforcados pelo estudo de Cavaliere et al. (1990), que se
propuseram a estudar a razdo nucleo/citoplasma em 44 esfregacos com alteracGes coilocitoticas,
classificados segundo a nomenclatura da Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 1984) e
posteriormente avaliados quanto a presenca do antigeno (Ag) para HPV por meio da reacdo de
peroxidase-antiperoxidase (PAP). O grupo controle constou de 12 esfregacos citologicamente
normais em que também ndo foi detectado o Ag do HPV. No grupo de estudo, 29 casos foram
classificados como inflamatdrio, sendo 16 casos HPV positivo e 13 casos HPV negativo. Os demais
15 casos foram classificados como NIC, dos quais nove casos foram HPV positivo e seis casos
foram HPV negativo. A analise citométrica foi realizada em 162 células do grupo controle e em
todas as células coilocitéticas identificadas nos esfregacos que nao apresentaram sobreposicdo nos
grupos de estudo, totalizando 352 celulas. Foram mensurados em uma ampliacéo de 400X, o maior
e 0 menor didmetro do nucleo e do citoplasma, e seguiu-se o célculo do didmetro médio nuclear e
citoplasmatico para a obtencdo da razdo nucleo/citoplasma. A anélise estatistica revelou que os
valores da razdo nucleo/citoplasma do grupo controle foram significativamente menores do que 0s
dos grupos inflamatérios e NIC, independente da presenca do HPV. Além disso, os valores nos
grupos inflamatérios foram significativamente menores do que os dos grupos NIC, tanto Ag HPV
positivo quanto negativo. Soma-se ainda a evidéncia de que ndo houve diferenca entre 0s grupos
com resultado citolégico inflamatério e entre os grupos com resultado citolégico de NIC.

Levando-se em consideracdo a evolugédo dos sistemas de classificacdo da citologia cérvico-
vaginal ocorrida nos ultimos anos, os resultados desses autores sdo 0s que mais se aproximam aos
obtidos neste trabalho, pois é possivel fazer uma correspondéncia entre o diagndstico citolégico

inflamatério na década de 90 e o atual diagnéstico citoldgico negativo. Todavia, esses autores
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relataram a existéncia de razdo AN/AC significativamente maior nos grupos com diagnostico
citoldgico positivo em relagdo ao grupo controle e aos grupos com diagnostico citoldgico negativo,
independente da presenca do HPV, em contrapartida, neste trabalho foi possivel observar alteracdes
morfométricas significativas deste mesmo parametro entre 0s grupos com diagndstico citoldgico
positivo em relacdo ao grupo HPV-ATIPIA- (controle), mas ndo em relacdo ao grupo
HPV+ATIPIA-.

Quando se estabeleceu a mediana obtida a partir do somatério dos valores da razdo AN/AC
de todos os grupos, na regido coletada com espatula, nos grupos que apresentaram citologia
negativa, independente do resultado da pesquisa viral, 40 laminas foram previamente definidas
como negativas de acordo com a analise citologica convencional e, apos a analise morfométrica
apenas 26 laminas apresentaram resultados menores do que a mediana, ou seja, 14 laminas tornar-
se-iam positivas, representando uma elevacao da frequéncia de diagndsticos positivos de 35% ap6s
a analise quantitativa.

Similarmente, na regido coletada com escova, nos grupos que apresentaram citologia
negativa, independente do resultado da pesquisa viral, 40 laminas foram previamente definidas
como negativas de acordo com a analise citoldgica convencional e, apds a analise morfométrica
apenas 26 laminas apresentaram resultados menores do que a mediana, ou seja, 14 laminas tornar-
se-iam positivas, representando uma elevacdo da frequéncia de diagnosticos positivos de 35% apds
a analise quantitativa.

Por outro lado, na regido coletada com espatula, nos grupos que apresentaram citologia
positiva, independente do resultado da pesquisa viral, 40 amostras foram previamente definidas
como positivas de acordo com a analise citoldgica convencional e, apds a analise quantitativa 25
laminas permaneceram com diagndstico positivo, ou seja, 15 laminas tornar-se-iam negativas,
refletindo uma reducéo de 37,5% na frequéncia de diagnésticos positivos.

Analogamente, na regido coletada com a escova, nos grupos que apresentaram citologia
positiva, independente do resultado da pesquisa viral, 40 amostras foram previamente definidas
como positivas de acordo com a analise citoldgica convencional e, apds a analise quantitativa 25
permaneceram com diagnostico positivo, isto €, 15 laminas tornar-se-iam negativas, refletindo uma
reducdo de 37,5% na frequéncia de diagndsticos positivos.

Da mesma forma, na regido da espatula, das 40 amostras que apresentaram pesquisa viral
negativa, apds a analise morfométrica, das 20 ldminas com citologia convencional negativa, 6
tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com citologia convencional positiva, 6 tornar-se-iam

negativas.
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Semelhantemente, na regido da escova, apos a analise morfométrica, das 20 laminas com
citologia convencional negativa, 6 tornar-se-iam positivas, enquanto das 20 ldminas com citologia
convencional positiva, 7 tornar-se-iam negativas.

Por outro lado, na regido da espatula, das 40 amostras que apresentaram pesquisa viral
positiva, apds a andlise morfométrica, das 20 laminas com citologia convencional negativa, 8
tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com citologia convencional positiva, 9 tornar-se-iam
negativas.

Analogamente, na regido da escova, apds a andlise morfométrica, das 20 laminas com
citologia convencional negativa, 8 tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com citologia
convencional positiva, 8 tornar-se-iam negativas.

E possivel inferir, portanto, que nos esfregacos avaliados neste estudo, tanto na regido da
espatula quanto na regido da escova, a presenca do HPV ndo foi determinante na inducdo de
alteracGes morfométricas significativas, utilizando-se os parametros AN, AC e razdo AN/AC. Tal
fato pode ser explicado pelo predominio de diagndsticos de ASC-US e LSIL, dentre as amostras
apresentando diagndstico citologico positivo, mas também pode ser atribuido a utilizacdo de apenas
um parametro para a analise morfométrica nuclear, fazendo-se necesséria, entdo, a adi¢do de outros
parametros tais como avalia¢do da forma e padrdo cromatinico.

O outro objetivo especifico deste trabalho foi avaliar as amostras levando-se em
consideracdo os critérios citologicos nao classicos para o diagnostico do HPV em células escamosas
das regides da cérvice uterina coletadas com auxilio de espatula e escova, e posteriormente, avaliar
esses resultados conjuntamente com os resultados da analise morfométrica, comparando-os com a
analise citologica convencional.

Em infeccBes genitais pelo HPV, a literatura é unanime em apresentar a coilocitose e a
disceratose como alteracdes citoldgicas classicas atribuidas ao efeito citopatico pelo HPV, sendo
assim, sdo consideradas critérios patognomonicos para definir infeccdo pelo HPV (zur Hausen,
1977; Meisels & Morin, 1982; Schneider et al., 1985). No entanto, muitos autores destacam que 0s
critérios classicos ndo sdo os mais frequentemente observados nos preparados citolégicos e apesar
de serem alteracOes especificas, sdo moderadamente sensiveis para o diagndstico do HPV.
Considera-se que cerca de um terco dos casos de infeccdo pelo HPV ndo seriam notificados,
utilizando-se apenas a coilocitose como critério diagnéstico (Schneider et al., 1987).

Para melhorar a sensibilidade da deteccdo citolégica da infeccdo pelo HPV, a validade de
varios critérios citologicos ndo classicos tem sido relatada na literatura, os quais podem ser
agrupados em (1) alteracBes nucleares leve (hipercromasia leve, anisocitose leve e bi ou

multinucleagéo); (2) desordens de queratinizacdo (disceratose leve e paraceratose); (3) granulos
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querato-hialinos e halo perinuclear e (4) alteracfes degenerativas (células gigantes e condensacéo
de filamentos) (Bollmann et al., 2005).

Neste trabalho foram avaliados os critérios bi ou multinucleacdo, disceratose leve,
queratinizacdo, ndcleo hipercromaético, nicleo em borrdo, nicleo em fibra, coilocitose leve, halo
perinuclear, cariorréxe, granulos querato-hialinos, condensacdo em filamentos, escamas anucleadas,
células fantasmas, células em fibra, células gigantes e células parabasais coilocitoticas.

Os critérios bi ou multinucleacdo, halo perinuclear, granulos querato-hialinos, escamas
anucleadas e células fantasmas foram encontrados em todos os quatro grupos de estudo,
observando-se maior frequéncia do critério escamas anucleadas nos grupos HPV+ATIPIA- e HPV-
ATIPIA+ e do critério células fantasmas no grupo HPV+ATIPIA-.

A presenca de escamas anucleadas no esfregaco, enquanto fator isolado, ndo constitui
diagndstico de hiperceratose, que por sua vez consiste em uma resposta proliferativa e protetora do
epitélio escamoso resultante de um processo anormal de maturagdo que confere ao epitélio uma
camada de queratina. Esta reacdo estd frequentemente associada a processos inflamatorios
inespecificos ou especificos, como os provocados por G. vaginalis e fungos, exposi¢cdo ao
estrogénio bem como a histopatologia do condiloma e a lesdes mais graves (Hudock et al., 1995;
Navarro et al., 1997). Apesar disso, nos grupos HPV-ATIPIA+ e HPV+ATIPIA-, a marcante
representatividade de escamas anucleadas nos esfregacos pode ser atribuida a processos
inflamatorios especificos e inespecificos e eventualmente, ao pico do efeito estrogénico sobre a
maturacdo do epitélio escamoso.

Os critérios nucleo hipercromético e coilocitose leve revelaram maior associacao a presenca
do HPV, uma vez que foram observados predominantemente nos grupos com diagnéstico molecular
positivo, independente do resultado do diagnostico citologico. Tais resultados sdo similares ao
estudo de Schneider et al. (1987) em que os critérios ndo classicos bi ou multinucleacdo, ndcleo
hipercromatico, coilocitose leve, disceratose leve e clareamento citoplasmatico (células fantasmas)
demonstraram significativa correlagdo com a presenga do HPV.

Esses achados sdo reforcados pelo trabalho de Bollmann et al. (2005) que descreveram que
0s critérios bi ou multinucleacdo, hipercromasia nuclear leve, coilocitose leve, disceratose leve e
granulos querato-hialinos em células escamosas, demonstraram associacdo significativa a infeccao
pelo HPV.

A presenca do critério nacleo hipercromatico no grupo HPV-ATIPIA+ pode ser
parcialmente atribuida ao fato de que a detec¢do do HPV por meio da metodologia da PCR ocorre
apenas acima de uma determinada carga viral, contudo, existem infeccdes pelo HPV que estdo sob
o limiar de detecgdo da PCR, mas que j& sdo capazes de produzir alteragdes citopatoldgicas visiveis

ao microscépio éptico (Snijders et al., 2003).
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Dessa forma, a literatura aponta que os critérios nao classicos estdo significativamente, mas
nédo independentemente associados a infecgdo pelo HPV (Cavaliere et al., 1990).

Partindo dessa prerrogativa, nos grupos que apresentaram resultado citolégico negativo,
independente do resultado da pesquisa viral, 40 laminas foram previamente definidas como
negativas de acordo com a analise citologica convencional e, apds a introducdo dos critérios nao
classicos, sete laminas tornar-se-iam positivas na regido da espatula ao passo que apenas trés
laminas tornar-se-iam positivas na regido da escova, representando uma elevacdo da frequéncia
diagnostica do HPV de 17,5% e 7,5% apds a inclusdo dos critérios ndo classicos, respectivamente.

Por outro lado, nos grupos que apresentaram resultado citoldgico positivo, independente do
resultado da pesquisa viral, 40 ldminas foram previamente definidas como positivas de acordo com
a analise citol6gica convencional e, ap6s a introducdo dos critérios ndo classicos 26 laminas
permaneceram com diagndstico citoldgico positivo na regido da espatula e oito na regido da escova,
ou seja, 14 laminas na regido da espatula e 32 laminas na regido da escova tornar-se-iam negativas,
0 que reflete em um decréscimo de 35% e 80% na frequéncia diagnéstica de HPV apds a inclusdo
dos critérios ndo classicos, respectivamente.

Esses resultados diferem dos obtidos por Schneider e colaboradores (1987), que
selecionaram 200 esfregagos com diagnostico citoldgico negativo, provenientes de pacientes
assintomaticas para HPV e sem historia prévia de citologia anormal, das quais 100 apresentaram
diagnostico molecular positivo definido pela metodologia de hibridizagdo in situ e as outras 100
apresentaram diagnostico molecular negativo. Os resultados demonstraram que apos a inclusdo de
critérios ndo classicos, 84 amostras com diagnéstico molecular positivo tornar-se-iam positivas para
o diagndstico citologico do HPV, e oito amostras com diagnostico molecular negativo, tornar-se-
lam positivas para o diagnostico citolégico do HPV, isto é, das 200 amostras inicialmente
categorizadas como negativas pela citologia, 92 tornar-se-iam positivas, demonstrando uma
elevacdo da frequéncia diagnostica de HPV de 46%.

Cavaliere et al. (1990), em estudo retrospectivo, utilizaram 0s mesmos parametros
morfoldgicos ndo classicos descritos por Schneider et al. (1987) para analisar 40 esfregacos
cérvicos-vaginais com diagndstico citoldgico positivo prévio (NIC, carcinoma in situ e carcinoma
invasor), mas que ndo evidenciaram efeito citopatico pelo HPV. Apos a revisdo, foi possivel
detectar citologicamente a presenca do HPV em 17 casos, isto &, houve uma elevacdo da frequéncia
diagnostica do HPV de 42,5%.

Deve-se salientar que tanto no trabalho de Schneider et al. (1987) quanto no trabalho de
Cavaliere et al. (1990) a analise dos critérios citolégicos ndo classicos foi parcialmente limitada, no
primeiro trabalho por ter sido realizada apenas em amostras com diagnostico citolégico negativo, e

no segundo trabalho por ter sido realizado apenas em amostras com diagndstico citoldgico positivo
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(além de ndo haver a definicdo de infec¢do pelo HPV segundo metodologias moleculares), ou seja,
em ambos os casos a avaliacdo foi unilateral, ndo permitindo verificar se por um lado houve
elevacdo da frequéncia diagnodstica mas se por outro houve decréscimo da frequéncia diagnostica.
Soma-se a isso o fato desses autores terem avaliado a ldmina como um todo, ndo a subdividindo em
suas respectivas regides de coleta, o que muito provavelmente potencializou o achado de quatro ou
mais critérios ndo classicos.

Da mesma forma, na regido da espéatula, das 40 amostras que apresentaram pesquisa viral
negativa, apds a introducdo de critérios ndo cléssicos, das 20 laminas com citologia convencional
negativa, 3 tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com citologia convencional positiva, 7 tornar-
se-iam negativas.

Semelhantemente, na regido da escova, apés a introducao de critérios ndo classicos, das 20
laminas com citologia convencional negativa, nenhuma se tornaria positiva, enquanto das 20
laminas com citologia convencional positiva, 16 tornar-se-iam negativas.

Por outro lado, na regido da espatula, das 40 amostras que apresentaram pesquisa viral
positiva, apos a introducédo de critérios ndo classicos, das 20 laminas com citologia convencional
negativa, 4 tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com citologia convencional positiva, 7 tornar-
se-iam negativas.

Analogamente, na regido da escova, apés a introducdo de critérios ndo classicos, das 20
laminas com citologia convencional negativa, 3 tornar-se-iam positivas e das 20 laminas com
citologia convencional positiva, 16 tornar-se-iam negativas.

E possivel inferir, portanto, que nos esfregagos avaliados neste estudo, a inclusdo de
critérios citologicos ndo classicos ndo obteve validade para definir a presenca do HPV
morfologicamente, e consequentemente, atuar como diagnostico diferencial entre condicdes
benignas e lesdes pré-malignas, tanto na regido da espatula quanto na regido da escova, ressaltando-
se ainda a baixa representatividade de tais critérios na ultima regido. Tais achados podem ter
ocorrido porque a avaliagdo dos critérios ndo classicos foi realizada utilizando-se as mesmas
imagens adquiridas para a analise morfométrica (60 campos), ou seja, ndo houve uma releitura
completa dos esfregacos, o que limita a quantidade de células avaliadas.

Finalmente, comparando-se as metodologias utilizadas neste estudo com a analise citoldgica
convencional, percebe-se que a anélise quantitativa de imagens foi Util para discernir a presenca do
Trichomonas vaginalis e a presenca de atipias celulares associadas ou ndo ao HPV. Dessa forma, a
continuidade deste estudo é de extrema relevancia para avaliar se a evolucgéo das lesdes promovidas
pelo HPV serd acompanhada de alteracBes morfométricas significativas.

Quanto a utilizagdo de critérios ndo classicos para o diagnostico do HPV, demonstrou-se que

a elevagdo da frequéncia de diagnosticos de HPV em amostras definidas como negativas pela

50



SANA, D.E.M. Discussdo

analise citoldgica convencional foi superada pelo decréscimo da frequéncia de diagnosticos de HPV
em amostras definidas como positivas pela analise citologica convencional, sendo assim, este

trabalho apresenta a perspectiva de verificar se a releitura completa das laminas produzira
resultados diferentes.

o1



7 - Conclusoes



A presenca do HPV ndo foi determinante na inducdo de alteracGes morfométricas
significativas utilizando-se os parametros AN, AC e razdo AN/AC, tanto na regido da espéatula
quanto na regido da escova nos esfregacos avaliados.

A inclusdo de critérios citoldgicos ndo classicos ndo obteve validade para definir a presenca

do HPV morfologicamente, e consequentemente, atuar como diagnéstico diferencial entre

condicBes benignas e lesbes pré-malignas, tanto na regido da espatula quanto na regido da escova
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ANEXO | — Coloracéao de Papanicolaou Modificada
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e Montar a lamina com Entellan e cobrir com laminula
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ANEXO Il - Emissao de Laudo de acordo com o Sistema de Bethesda 2001

1. TIPOS DA AMOSTRA

Citologia:
Convencional
Em meio liquido

2. AVALIACAO PRE-ANALITICA

Amostra rejeitada por:
Auséncia ou erro de identificacdo da lamina e/ou do frasco;
Identificacdo da lamina e/ou do frasco ndo coincidente com a do formulario;
Lamina danificada ou ausente;
Causas alheias ao laboratorio (especificar);
Outras causas (especificar).

3. ADEQUABILIDADE DA AMOSTRA

Satisfatoria
Insatisfatoria para avaliacdo oncética devido ao:
Material acelular ou hipocelular (< 10% do esfregaco)
Leitura prejudicada (> 75% do esfregago) por presenca de:
sangue;
piocitos;
artefatos de dessecamento;
contaminantes externos;
intensa superposicao celular;
outros (especificar).

Epitélios representados na Amostra:

Escamoso;
Glandular;
Metaplasico.
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4. DIAGNOSTICO DESCRITIVO

Dentro dos limites da normalidade, no material examinado;
AlteracGes celulares benignas

Inflamacdo;

Reparacéo;

Metaplasia escamosa imatura;

Atrofia com inflamacéo;

Radiacdo;

Outras (especificar), por exemplo: Presenca de células endometriais (na pds-menopausa ou
acima de 40 anos, fora do periodo menstrual).

Atipias celulares

Células atipicas de significado indeterminado:

Escamosas:
Possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US);
N&o se pode afastar leséo intra-epitelial de alto grau (ASC-H).

Glandulares:
Possivelmente ndo neoplésicas;
Né&o se pode afastar leséo intra-epitelial de alto grau.

De origem indefinida:
Possivelmente ndo neoplasicas;
Né&o se pode afastar leséo intra-epitelial de alto grau.

Em células escamosas:

Lesdo intra-epitelial de baixo grau (compreendendo efeito citopatico pelo HPV e neoplasia intra-
epitelial cervical grau I);

Les&o intra-epitelial de alto grau (compreendendo neoplasias intra-epiteliais cervicais graus 1l e 111);
Lesdo intra-epitelial de alto grau, ndo podendo excluir micro-invasao;

Carcinoma epidermdide invasor.

Em células glandulares:

Adenocarcinoma in situ
Adenocarcinoma invasor:

Cervical

Endometrial

Sem outras especificagdes

Outras neoplasias malignas (especificar)
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Lactobacillus sp;

Bacilos supracitoplasmaticos (sugestivos de Gardnerella/Mobiluncus);
Outros bacilos;

Cocos;

Candida sp;

Trichomonas vaginalis;

Sugestivo de Chlamydia sp;

Actinomyces sp;

Efeito citopatico compativel com virus do grupo Herpes;

Outros (especificar).
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