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RESUMO

Introdugio: Diferentes métodos diagndsticos tém sido testados a fim de avaliar qual é o melhor para detectar lesies pré-neopldsicas ou neopldsicas em
mulheres com diagndstico citolégico de ASC. Objetivo: Avaliar o papel da detecgio do DNA-HPV e da carga viral como fator preditivo de lesdes
histologicas em mulheres com atipia de células escamosas (ASC) na colpocitologia. Métodes: Para este estudo de corte transversal foram incluidas 60
mulheres com achados sugestivos de ASC, atendidas de fevereiro de 2002 a janeiro de 2003. Em todas foi coletado material para captura de hibridos 11 (CH
1) e realizada colposcopia. A avaliagio estatistica foi realizada através do cdlculo do edds ratio. Resultados: Entre as mulheres estudadas, seis (10%)
apresentaram neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) sendo cinco NIC | e uma NIC 2. A detecgiio de DNA-HPV foi positiva em 24 (40%) mulheres sendo
a carga viral média de 79 Unidades Relativas de Luz (URL). A detecgdo do DNA-HPV foi significativamente maior em mulheres com idade inferior a 35
anos (OR 5,70; 1C95% 1,7-23,8) e apesar de cinco dos seis casos de NIC terem sido observados em mulheres com CH 11 positiva a associagiio entre DNA-
HPV e lesiio histoldgica niio foi significativa (OR 6,8; 1C95% 0,5-189). Vinte e cinco mulheres apresentaram imagem colposcdpica suspeita sendo o
epitélio aceto-branco o achado mais fregiiente. Conelusdo: Houve uma baixa proporgio de NIC em mulheres com ASC. A CH 11 foi positiva em cinco dos

seis casos com lesio histoldgica.
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ABSTRACT

Introduction: Different diagnostic methods have been tested to assess what is the best way to detect CIN or cancer in women with ASC in the Pap smear.
Objective: To analyse the role of HPV-DNA detection and viral load as predictive factor for biopsy confirmed cervical lesion in women with atypical
squamous cells (ASC) in Pap smear. Methods: For this cross sectional study 60 women with ASC in PAP smear referred between February 2002 to January
2003 were included. In all of them samples for Hybrid Capture I (HC 1) were collected and colposcopy examination was done. Odds ratio were calculated
for statistical analysis. Results: Among the studied women, six women (10%) had CIN in biopsy - five CIN | and | CIN 2. HC Il detected HPV DNA
in 24 women with a medium viral load of 79 relative light unit (RLU). HPV-DNA detection rate was significantly higher in women aged 35 years old or
less. Although five among the six cases with biopsy confirmed CIN had positive HC 11, HPV-DNA detection was not significantly associated with
histological lesion (OR 9.2; 95%1C 0.9-224.0). Twenty-five women had abnormal findings at colposcopy examination and the main image was aceto white
epithelia. Conclusion: There was a low proportion of CIN in women with ASC in Pap smear. HC 11 was positive in five among the six women with biopsy

confirmed CIN lesion.
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INTRODUCAO

Na reunido de citologistas realizada em Bethesda em 1988
¢ complementada em 1991 foi proposta uma categoria de
resultados citoldgicos compativel com alteragdes de células
escamosas de significado indeterminado (ASCUS).
Morfologicamente, os critérios para diagndstico sio o
aumento do ndcleo em 2,5 a 3 vezes o normal, aumento da
relagio ndcleo citoplasmdtica, alteragdes na forma do nicleo,
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binucleagdes, leve hipercromasia, porém cromatina sem
granularidade e contorno irregular da membrana nuclear. Este
diagnéstico citolégico corresponde a alteragdes sugestivas
de uma lesdo intra-epitelial escamosa quantitativa ou
qualitativamente insuficientes para uma interpretaciio
definitiva. Sdo altera¢des celulares que nio podem ser
classificadas claramente como benignas e nem
definitivamente como malignas. ASCUS é, portanto, um
critério de exclusido . Em 2001, esta classificagio foi revisada
e optou-se por denomiznar estas alteragdes de células
escamosas atipicas (ASC) . Recomenda-se que o diagndstico
de ASC represente de I.ﬁ;i‘b a 9,2% de todas as citologias
lidas por cada laboratério” e que a proporgio de ASC nio
deva exceder 2 a 3 vezes a proporgio de diagnésticos de
lesdo intra-epitelial escamosa de baixo ou alto grau. A
categoria ASC ¢ agora classificada qualitativamente em dois
grupos: ASC-US - atipias de células escamosas de significado
indeterminado, que, nos bons laboratérios, correspondem a
90%-95% dos resultados compativeis com ASC; e ASC-H -
atipias de células escamosas em que ndo se pode excluir
neoplasia intra-epitelial de alto grau. A categoria ASC-H nido
deve ultrapassar 5%”3 10% dos esfregacos totais
classificados como ASC™ (Figura 1).

Tabela 1 - Detecgiio do DNA-HPV segundo a idade, colp pia e diagndstico final
o CHII Carga viral
Varidveis Negativa Positiva OR média (DP)
n (%) n (%)
Idade {anos)
=35 18 (50) 4(17) Referéncia 8(23)
<35 18 (50) 20 (83) 5,0 (1,3-21,6) 94 (208)

Colposcopia

MNormal 24 (66) 11 (46) Referéncia 36(101.4)

Anormal 12 (33) 13 (54) 2 (0,7-7,9) 99 (234.18)
Diagndstico final

Sem doenga 35(97) 19 (79) Referéncia 99 (264)
NIC 1(3) 5(21) 9,2 (0,9-224,0) 99 (110)
TOTAL 36 (100) 24 (100)

Muitos estudos tém sido conduzidos com o intuito de
se refinar os critérios morfolégicos que determinam o
diagnéstico de ASC a fim de se reduzir a s‘ubjelividadc e
aumentar a reprodutibilidade interobservador’. Porém, além
da subjetividade que envolve esta classificagio citolégica, a
presenca de artefatos técnicos como a hipocelularidade,
ressecamento e atrofia também estdo freqiientemente
associados ao diagnéstico de ASC .

As mulheres com diagnéstico citolégico de ASC,
podem, em até 5% a 17% dos casos, apresentar resultados
histolégicos compativeis com neoplasia intra-cpilclia_L cervical
de alto grau (NIC 2 e NIC 3) e até de cincer invasor’ . Ndo h4
porém um consenso sobre o significado clinico e o manejo
dessas mg]peres, pois muitas ndo tém doenga histoldgica
associada” . As condutas atualmente aceitas consistem em
triar as mulheres através da repeti¢io da citologia ou da
detecgio de DNA-HPV ou entdo encaminhar todas para a
colposcopia imediata. Considerando mulheres com ASCUS,
Solomon et al. (2001) concluiram que a captura de hibridos 11
(CH II) para detec¢do de HPV de alto risco foi positiva em
51% dos casos e esteve significativamente associada a lesdio

histolégica. O desempenho da CH II foi melhor que aquele
apresentado pela repeti¢do da citologia. A detec¢do viral
constitui-se, portanto, em uma opgiio vidvel para a selecio
das mulheres com ASC de maior risco para apresentar
diagnéstico histolégico de NIC 3 ou mais grave,

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel da
detecgiio do DNA-HPV ¢ da carga viral como fator preditivo
de lesdes histolégicas em mulheres com atipia de células
escamosas (ASC) na colpocitologia.

METODOS

Foi realizado um estudo de corte transversal incluindo
60 mulheres com idade média de 31,8 anos (DP 12,0) com
diagnéstico citolégico de ASC. As mulheres foram atendidas,
entrevistadas e examinadas em Centros de Atendimento
Primério da Rede Municipal de Sadde Campinas de fevereiro
de 2002 a janeiro de 2003 num programa de controle primario
de prevencgdo do cincer cérvico uterino. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
(CEP — FCM/UNICAMP) e pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). Processo nimero 25000079145/2001-
53 em outubro de 2001. Foram incluidas apenas as mulheres
que preencheram os critérios de inclusdo e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido.

Todas as mulheres foram submetidas a exame
ginecolégico cuidadoso, com inspegio dos genitais externos
€ regido perianal para avaliacdo de lesdes. A seqiiéncia dos
exames foi a seguinte: 1) Coleta de material para citologia
oncolégica convencional, com espatula de Ayre e escova
endocervical; 2) Coleta de material para detec¢io do DNA
HPV por CH II com escovado endocervical e ectocervical,
através do kir Digene. A colposcopia com bidpsia dirigida
das dreas anormais foi realizada somente naquelas pacientes
em que se conhecia os resultados da citologia e da CH 11.
Quando a colposcopia foi normal e suficiente, mesmo na
presenga de um exame alterado, considerou-se que ndo havia
doeng¢a na jungdo escamocolunar.

A citologia foi colhida apés avaliagio e tratamento de
possiveis processos infecciosos. O esfregago foi constituido
de trés amostras, representativas do conteido vaginal,
raspado ectocervical e escovado endocervical. Foram
utilizadas espdtulas de Ayre e escovinhas para essas coletas.
O material foi estendido em laminas de vidro identificadas e
fixadas, evitando seu ressecamento. A coloragdo das liminas
foi realizada pelo método de Papanicolaou e foram avaliadas
com base no sistema de Bethesda'

O material para CH II foi obtido com a utilizagio de uma
escova endocervical estéril, fornecida pela Digene
Diagnostics do Brasil, usado para coleta de células da
endocérvice e da ectocérvice para andlise de DNA-HPV. O
processamento foi realizado no Laboratério de Procedimentos
Especializados do CAISM, conforme protocolo do teste de
segunda geracido, segundo as instrugdes do fabricante
(Digene Diagnostics Inc.). Para classificar o resultado da
captura de hibridos e quantificar a carga viral, utilizou-se um
valor de corte didrio cut off. sendo que amostras com emissio
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de luz maior que o ponto de corte — valor considerado acima
de uma unidade de radioluminescéncia sdo consideradas
positivas e aquelas com emissio de luz menor sido
consideradas negativas. Uma Unidade Relativa de Luz (URL)
corresponde a 1 pg/ml de DNA-HPV, equivalente a 0,1 cépia
de virus/célula. Neste estudo, utilizamos somente sondas
contendo DNA-HPV de alto risco on(,ogemco — tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 . Os resultados foram
expressos como negativos quando menores que uma URL e
positivo quando maior ou igual a uma.

O exame colposcépico foi realizado em todas as mulheres
com aparelho da marca DF-Vasconcelos, modelo CP-M7, com
aumento de 6 a 40 vezes e seguiu os seguintes tempos.
Limpeza das estruturas com soro fisiolégico, com observagio
do colo uterino e vagina; estudo da vascularizagdo com filtro
verde; embrocaciio do colo e da vagina com solugio de dcido
acético a 5%, seguida de avaliagcdo das imagens; teste de
Schiller, pela aplicagdo de solugdo iodada. As imagens
colposcépicas encontradas foram classificadas conforme a
Nomenclatura Internacional dos Achados Ccr]poscc‘.npir:c;sI3

Foram realizadas bidpsias sob visdo colposcépica,
sendo que apenas 25 mulheres apresentaram imagens
suspeitas e foram retiradas amostras das regides mais
alteradas para avaliagio histoldgica. O material obtido foi
fixado em solugdo de formol a 10% e encaminhado para o
Laboratério de Patologia do Departamento de Anatomia
Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
sendo entio desidratado em dlcool etilico, diafanizado em
xilol e impregnado em parafina, a temperatura de 59°C. Apds
o banho, o material foi incluido em parafina. Os blocos foram
cortados com micrétomo, corando-se as lAminas pelo método
de hematoxilina-eosina. Os parimetros histopatolégicos
utilizados foram os critérios essenciais para andlise, visando
ao diagndstico quanto a presenga ou auséncia de alteracdes
de cardter inflamatério ou neopldsico classificados em
cervicite aguda ou crdnica, HPV/NIC I, NIC 2, NIC 3", Para
defini¢io do diagnéstico final considerou-se a colposcopia
normal ou resultado histopatolégico: foram consideradas
mulheres sem doenga aquelas com colposcopia normal ou
bi6psia de cervicite. Foram consideradas mulheres com
doenga aquelas com alteragido neopldsica ou pré neopldsica
na avaliacdo histolégica.

A associagiio estatistica entre a detecgdo e a carga viral
e a colposcopia com o diagndstico final foi avaliada através
do cdlculo do odds ratio com intervalo de confianga de 95%.

RESULTADOS

Entre as mulheres estudadas apenas seis (20%)
apresentaram neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) sendo
cinco NIC | e uma NIC 2.

Na tabela | podemos observar que a detecgio do DNA-
HPV foi positiva (cargas viral igual ou acima de uma URL) em
24 (40%) pacientes sendo a carga viral média dos casos
positivos 93,9 URL. As mulheres com idade inferior ou igual
a 35 anos apresentaram uma taxa de detec¢io de DNA-HPV
significativamente maior que as mulheres com idade superior
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a 35 anos (OR 5, IC 95% 1,25 - 21,58). Com relagdo a
colposcopia, observamos que entre as 25 mulheres com
imagem alterada, 13 apresentavam CH II positiva para DNA-
HPV de alto risco oncogénico. Pode-se também observar que
entre os seis casos com NIC, cinco apresentavam CH II
positiva. Entretanto, pelo pequeno nimero de casos, com
alteracdo histolégica, a detecgdo do DNA-HPV nido se
associou significativamente a presenga de NIC.

O epitélio aceto-branco foi encontrado em 16 das 19
mulheres com cervicite e trés das seis mulheres com NIC.
Entre as demais trés mulheres com NIC uma apresentou vasos
atipicos e duas, mosaico (dados nio apresentados em tabela).

DISCUSSAO

Em nosso estudo, a taxa de detec¢io de DNA-HPV
através da CH II foi 40% sendo que a grande maioria das
mulheres apresentava idade menor que 35 anos. Foi nessa
faixa etdria que também encontramos os maiores valores de
carga viral. Por outro lado apenas seis mulheres apresentaram
NIC como diagndstico final.

A investigagio da mulher com ASC € muito varidvel e
todos os procedimentos além de encarecer o tratamento, sio
causas de ansiedade e perda de tempo para a mulheru‘ 0]
papel da deteccio de DNA HPV por CH II como exame de
rastreamento é controverso Solomon et al. (200]) avaliando
3.448 mulheres num estudo chamado “Low Grade Squamous
Intraepithelial Lesion Triage Study” (ALTS) encontraram
50% de CH II positivo em pacientes com ASCUS sendo a
detecg¢do viral significativamente associad‘a a lesdo
histol6gica. Em contrapartida, Lee er al. (2001)", entre 457
mulheres avaliadas, relatam que a detec¢io do DNA-HPV
por CH II ocorreu em apenas 26% dos casos e ndo apresentou
boa sensibilidade para detectar lesdio histoldgica tipo NIC 2
ou mais grave. .

Schiffamn et al. (2000) afirmam que a otimizagio do teste
também poderia ser obtida se o valor do ponto de corte fosse
elevado para niveis mais altos o que reduziria o nimero de
resultados falso-positivos e conseqiientemente o nimero de
colposcopias e bidpsias desnecessarias. E importante ressaltar
que a maioria das infecgdes causadas pelo HPV sio transientes
e o desaparecimento do virus ocorre principalmente em mulheres
mais jovens . Assim, alguns autores afirmam que a
especificidade e o valor preditivo da CH Il aumentam em mulheres
com idade superior a 30 anos”

Na andlise dos resultados da detecgio de DNA-HPV
por CH 1I, deve-se ainda considerar que estamos avaliando
um pool de HPV oncogénicos o que dificulta a interpretagio
dos dados obtidos. Hd alguns estudos mostrando a
importincia de tipos especificos de HPV oncogénico, como
por exemplo o 16, como possivel marcador de lesdes pré-
neopldsicas ou neopldsicas. Zerbini er al. (2001) usando
reagdo de polimerase em cadeia (PCR) mostraram que a
quantidade de DNA-HPV variou amplamente comparando
mulheres com diagndstico histolégico de NIC I, NIC 2, NIC 3
ou cincer invasivo. Houve, também, uma grande variacio
dos valores de carga viral na mesma categoria histolégica.
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Estes autores encontraram os maiores valores de carga viral
relacionados com o HPV 16, que foi o gendtipo mais
prevalecente nessas pacientes e que, aparentemente, foi um
marcador especifico para doenga cervical de alto grau em
mulheres com citologia ASC

Os resultados do nosso estudo néio nos permitiram
correlacionar a detec¢do e o valor da carga viral com o
diagnéstico histolégico. A distribui¢io dos valores, nio se
mostrou estatisticamente significativa, sobretudo pelo pequeno
nimero de casos com doenga.

Mais atengio deverd ser dada 2 subclassificagdo dos
diagnésticos de ASC em ASC-H e ASC-US. Até agora esté
modifica¢do ndo impediu que ASC deixasse de ser um
diagndstico de exclusdo. Contudo, a classificagio ASC-H
deve ser relacionada com um maior niimero de mulheres com
diagnéstico histolégico de NIC 2 ou mais grave.
Conseqiientemente, esta classificagio poderd minimizar os
gastos, uma vez que sé serdo submetidas a colposcopia, as
mulheres com ASC-H™*** . Entretanto, esforgos ainda devem
ser empreendidos a fim de se refinar os critérios citolégicos
de ASC.

CONCLUSAO

No nosso estudo, apesar de ser constituido por
pequeno nimero de mulheres com ASC, houve uma baixa
propor¢do de NIC. A CH II foi positiva em cinco dos seis
casos com les@o histolégica. Devem-se continuar os estudos
com maior casufstica para confirmar a importdncia da
detecgdo viral em mulheres com ASC.
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