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RESUMO

Introducio: as alteragdes citoldgicas de significado indeterminado representam uma importante limitagdo diagndstica nos programas de escrutineo
de lesdes cérvico-vaginais. A introdugdo de métodos biomoleculares, como o sistema de captura hibrida para deteccdo de HPV de alto risco contribui
para a otimizag¢@o da conduta clinica dessas pacientes, indicando colposcopia com precisdo. Objetivo: avaliar o significado de lesdes de significado
indeterminado com relagdo a infecgdo pelo HPV, com o uso do teste de DNA para HPV com o método da captura de hibridos 1I. Métodos: foram es-
tudadas amostras de 236 casos consecutivos examinados no laboratério da DIGENE-BRASIL, de pacientes com diagndstico citolégico prévio de
ASCUS. As amostras foram submetidas ao teste de captura hibrida para identificagio de DNA-HPV de alto e baixo riscos. Resultados: dos 236
casos analisados, 183 (77,5%) foram negativos para o teste de captura hibrida, seis (2,6%) foram positivos para HPV de baixo risco e 47 (19,9%)
foram positivos para HPV de alto risco. Conclusiio: as amostras positivas para HPV de baixo risco representam uma pequena e ndo-considerdvel mi-
noria de casos, provavelmente, transientes. Cerca de 20% dos casos foram positivos para HPV de alto risco e deverdo ser encaminhados a colposco-
pia e biopsia, se necessario. Esses casos representam um grande potencial de progressdo para lesdes cervicais.
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ABSTRACT

Introduction: in order to optimize the morphological analysis of the cases with uncertain diagnosis, we critically analyzed the cases with Atypia of
Squamous Cells of Undertemined Significance (ASCUS) in cytological samples of uterine cervix collected in conventional smears (CS) and liquid-
based preparations (LBC) an to correlate the findings with Hybrid Capture IT (HC2) assay and biopsy. Objective: to evaluate the meanig of undeter-
mined cytological atypia in relation to HPV infection detected by hybrid capture II test. Methods: 97 cases taken from women examined at Perola
Byignton Hospital, Sdo Paulo, Brazil, during the year of 2002. The conventional smears were taken previously than LBC. The residual sample was
placed in liquid-medium and LBC preparation with DNA-Citoliq system was performed. If at least one of the paired samples were classified as
ASCUS, the pair was submitted to a guided revision in order to evaluate the type of alteration taken in account to categorized ASCUS. Results: from
97 cases studied, 14 were categorized as ASCUS by the two methods simultaneously. The others had different classification under or hyper estimat-
ed. Six cases diagnosed as squamous intraepithelial lesion (SIL) by CS were ASCUS by LBC; in contrary, 19 ASCUS by CS were SIL by LBC.
Eleven ASCUS by CS were diagnosed as negative by LBC, but CS categorized 47 LBC ASCUS as negative. From the morphological parameters nu-
clear enlargement and coarse chromatin were regarded as ASCUS. From 68 ASCUS by LBC, 36 were HC2 positive for high risk HPV (hr-HPV): ten
of them with biopsy proven lesion. From 42 CS ASCUS, 23 were hr-HPV positive, but only 7 with histological lesion. Conclusion: our results rein-
forced the hypothesis that ASCUS is poorly reproducible by morphological examination by CS or LBC preparations. To add HC2 as adjunct method
to ASCUS cytology can improve the routine diagnosed of the uncertain atypies.
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INTRODUCAO

O cancer cervical continua sendo um problema de Satide Publica
de graves conseqiiéncias a populagdo feminina. Cerca de 500.000
novos casos sdo registrados anualmente em todo o mundo, com
quase 200 mil mortes!. A infecgo persistente por HPV de alto risco
(hr-HPV) é o principal fator de risco para cancer cervical®.

! Divisio de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil

2 Life and Health Sciences Research Institute, School of Health Sciences, University of
Minho, Braga, Portugal

3 Hospital Pérola Byignton, Sdo Paulo, SP, Brasil

O final do século XX trouxe inovagdes importantes para o ras-
treamento de lesdes precursoras do colo de utero como a introdugéo
da citologia de base-liqiiida (LBC), cujo meio coletor preserva tanto
as células para avaliacdo morfolégica quanto os dcidos nucléicos
para testes biomoleculares, trazendo também uma enorme expectati-
va de recursos laboratoriais impensaveis até recentemente’*-,
Rapidamente, vdrios estudos foram elaborados para tentar demons-
trar a utilidade desses recursos em condig¢des rotineiras, o desempe-
nho da citologia para reconhecimento de lesdes de alto grau com a
realizacdo do teste de HPV?.

O teste de captura hibrida II (HC2) para a detec¢do de HPV de
alto risco (hr-HPV) foi aprovado como teste adjunto para os casos
em que a citologia categoriza seus achados como atipias de significa-

DST — J bras Doengas Sex Transm 17(4):251-254, 2005

—



1.gxd

6/16/2006 8:25 AM Page 252

252

—6—

PERREIRA SMM et al

do indeterminado (ASCUS). Em metanilise recente, Arbyn et al.®
demonstraram a superior performance da LBC associada a HC2 para
hr-HPV nos casos de ASCUS, em comparagdo, por exemplo, com a
repeticdo de nova amostra citoldgica depois de seis meses a um ano,
como era preconizado anteriormente. O FDA norte-americano (Food
and Drugs Administration)’ abalizou o uso do chamado DNA-PAP
test, no qual a premissa de rastreio é realizar concomitantemente a
LBC e a HC2 para hr-HPV em mulheres de 30 anos ou mais, idade
de maior eficdcia do teste, pois infec¢des em faixas etdrias mais bai-
xas sdo de cardter mais transiente, o que compromete a especificida-
de dos achados. A utiliza¢do do teste de HC2 para hr-HPV em casos
em que o resultado do exame citolégico for indeterminado, também
tem sido sugerida por algumas sociedades de ginecologia, como a
norte-americana®. Como atrativo complementar, a combinacgio da
LBC e da HC2 em rastreios populacionais é mais custo-efetiva, pois,
embora hajam gastos adicionais de implementacdo, ambos os testes
reduzem os casos de incerteza por citologia, diminuem os casos limi-
tados ou inadequados por problemas técnicos de preparo das amos-
tras e possibilitam maiores intervalos entre as coletas, gracas ao altis-
simo valor preditivo negativo, o que assegura que testes negativos
sejam de fato negativos®.

OBJETIVO

Estudar os casos diagnosticados como ASCUS em amostras pre-
paradas de forma convencional e LBC, a fim de avaliarmos que pa-
rametros morfoldgicos estdo presentes nesses casos e que conduzem
a um diagndstico de incerteza, analisar se ha diferencas entre os dois
tipos de preparado e correlacionar esses achados aos resultados de
HC2 para hr-HPV e biopsias.

METODOS

Amostras de colo uterino foram coletadas no periodo de janeiro a
dezembro de 2002 de mulheres encaminhadas ao Hospital Pérola
Byignton, em Sao Paulo, Brasil, por alguma suspeita detectada junto
a ambulatérios da rede publica. Todas as mulheres foram submetidas
a coleta citoldgica, colposcopia, teste de HC2 e biopsia quando clini-
camente indicada. Os exames foram realizados na Divisdo de
Patologia do Instituto Adolfo Lutz, em estudo cego.

A coleta foi realizada com escova do sistema DNA-Citoliq® —
DCS (Digene Brasil, Sdo Paulo). Apds preparo de esfregaco conven-
cional, o material residual foi colocado no meio conservativo do siste-
ma de LBC. No laboratdrio, essas amostras foram preparadas de acor-
do com as instrugdes do fabricante, que prevé preparo simultineo de
12 casos por vez em cerca de 10 a 15 minutos. As amostras foram
dispensadas em membrana circular de 25 milimetros por imprint pelo
sistema de pressdo. Os resultados da avaliagdo citoldgica por ambos
os métodos de preparo seguiram as determinagdes do sistema de
Bethesda!?, exceto com relacio aos casos com diagnéstico indetermi-
nado. As atipias indeterminadas de células escamosas e glandulares
foram classificadas como uma unica categoria citoldgica.

Teste da captura hibrida II (HC2)

A realizagdo do teste seguiu o protocolo preconizado pelo fabri-
cante (Digene Co. Gaithersburg, MD, USA). O material para andlise
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passou por cinco procedimentos: desnaturacdo, hibridizagdo, captura
dos hibridos, reacdo dos hibridos com o conjugado, detec¢do dos hi-
bridos por quimioluminescéncia seguindo o protocolo preconizado
pelo fabricante (Digene Brasil). A estimativa de carga viral foi emiti-
da em unidades relativas de luz (relative light units — RLU): > 20
alta carga viral, 5-19.9 intermedidria, e 1-4.99 baixa. Apenas os tipos
oncogénicos hr-HPV foram testados (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52,56, 58,59, ¢ 68)!1.

Avaliacoes citoldgicas e histopatologicas

As amostras citoldgicas foram analisadas de acordo com o siste-
ma de Bethesda. Os casos com alteragdes morfoldgicas foram origi-
nalmente checados por mais de um observador. Avaliacdo de ade-
quabilidade da amostra também foi realizada e os casos foram classi-
ficados em satisfatérios, limitados (mé fixacdo, purulento ou hemor-
rdgico) e insatisfatorios para andlise.

Para o objetivo deste estudo, foram selecionados 97 pares de
casos para revisido por apresentarem, em pelo menos um deles, o
diagnoéstico de ASCUS. Consideraram-se os seguintes parametros
morfoldgicos, subjetivamente classificados em (+) a (+++):

e Aumento do volume nuclear.

e Condensa¢do da cromatina (cromatina grosseira).

e Halo perinuclear.

e Presenca de agente etioldgico infeccioso (definido como pre-
sente ou ausente)

As amostras histolégicas foram classificadas de acordo com os
critérios definidos pela Organizagio Mundial de Sadde!?.

RESULTADOS

Nos 97 pares de casos preparados por LBC, os resultados foram:
68, 15 e 14 e em CS foram 42, 8 e 47 para ASCUS, lesdo intraepite-
lial e negativo, respectivamente. Seis casos diagnosticados como
lesdo intraepithelial escamosa (SIL) na CS foram ASCUS na LBC; e
19 ASCUS por CS foram SIL na LBC. Onze ASCUS por CS foram
diagnosticados como negativos por LBC; entretanto, CS diagnosti-
cou 47 ASCUS em LBC como negativos.

A adequabilidade da amostra estd relatada na Tabela 1. Os para-
metros foram relacionados com o resultado do teste de HC2 para se
analisar os diagnésticos de HC2 nas amostras citologicamente inade-
quadas. Apenas os casos com limitacdes ou insatisfatérios foram
relacionados. De 97 casos, 73 (75,2%) dos CS apresentaram algum
grau de limitacdo de adequabilidade, enquanto em LBC apenas qua-
tro (4,1%) foram limitados.

A Tabela 2 apresenta a relagdo de diagnésticos citolégicos por
CS e LBC, correlacionados. Apenas 13 casos foram classificados
como ASCUS pelos dois métodos concomitantemente.

A Tabela 3 apresenta os diagnésticos citoldgicos relacionados
com os resultados do teste de captura hibrida. Mais de 50% dos
ASCUS diagnosticados por LBC foram HC2 positivas. Dezesseis
casos foram positivos com carga viral abaixo de 20 picogramas/mL
(carga viral baixa ou intermedidria) e 36 acima de 20 picogramas/mL
(carga viral alta).

A Tabela 4 apresenta os achados morfoldgicos observados em
preparados convencionais e de LBC, correlacionados com os diag-

—



6/16/2006 8:25 AM Page 253

—6—

O Impacto do Diangdostico Citologico de Atipias Indeterminadas no Sistema Piiblico de Saiide 253

Tabela 1. Relagdo dos casos classificados quanto a adequabilidade da amostra em comparac¢@o com os resultados do teste de HC2

CS LBC

Adequabilidade HC2 hr-HPV + HC2 hr-HPV - HC2 hr-HPV + HC2 hr-HPV -
Limitada 7 64 3 1
Insatisfatéria 2 - - -
Total 73 4
Nota: a diferenga refere-se a casos sem problemas de limitagdes técnicas.
Tabela 2. Classificagao citoldégica dos preparados convencionais e de LBC
Diagnéstico CS LBC
ASCUS 42 68
Lesao Intra-epitelial 8 15
Negativo 47 14
TOTAL 97 97
Tabela 3. Diagndsticos citoldgicos relacionados com os resultados do teste de CH2

CS LBS
Diagnéstico citolégico ~ HC2 hr-HPV + HC2 hr-HPV - HC2 hr-HPV + HC2 hr-HPV -
Negativo 22 25 5 9
ASCUS 23 19 36 32
Lesao Intra-epitelial 7 1 11 4
Total 52 45 52 45

Tabela 4. Achados morfolégicos em preparados convencionais e de LBC, correlacionados com os diagndsticos emitidos

Critérios Morfologicos

LBC C+/V+ C++/V++
Negativo 12 1
ASCUS 46 15
SIL 2 12
Convencional

Negativo 28
ASCUS 25 14
SIL 2 4

C++/V+ C+/V++ Halo
1 -
5 14
1 - 13
1 5 11 -
1 2 10
8

C = Cromatina grosseira
V = Aumento do volume nuclear
Halo = halo perinuclear

nosticos emitidos. Discreto aumento do volume celular e cromatina
grosseira foram achados sobreponiveis em diagndsticos negativos e
ASCUS em numerosos casos analisados em preparados conven-
cionais. Essa sobreposicdo é menor quando o preparado é de LBC.
Mais consistentes sdo esses pardmetros de moderado a intenso, pois
estdo mais freqlientemente associados as lesdes intra-epiteliais. Por
outro lado, os halos perinucleares sdo pardmetros mais relacionados

com atipias e SIL. Em nenhum caso diagnosticado como negativo se
observou halo.

Dos 97 casos selecionados com ASCUS, 17 (17,5%) tiveram
biopsias com lesdo. Os diagndsticos histopatolégicos foram: oito
NIC 1, trés NIC 2 e seis NIC 3. Desses, somente trés casos (dois NIC
1 e um NIC 3) ndo foram positivos para hr-HPV por HC2.
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DISCUSSAO

Os diagndsticos de incertezas, que na citologia sdo conhecidos
como atipias de células escamosas (ou glandulares) de significado
indeterminado, sdo de dificil reprodutibilidade em razdo da grande
gama de varidveis possiveis de serem encontradas e muitas vezes so-
breponiveis a alguns critérios usados para definir-se lesdo intra-
epiteial®. Obviamente, esse grau de incerteza estd relacionado com
alteracdes pouco convincentes, que em nosso estudo chamamos de +
ou discreta. De qualquer forma, esse viés € um problema encontrado
com freqii€ncia na rotina citoldgica. Justamente por esse motivo,
consideramos oportuno esse estudo, que tentou objetivamente carac-
terizar quais eram os parametros mais freqiientemente associados ao
diagnéstico de ASCUS e, a partir dessa avaliacdo, analisar objetiva-
mente eventuais estratégias de correcio.

Para cumprir essa meta, selecionamos alguns critérios morfol6gi-
cos mais rotineiramente usados na prdtica citolégica. Imaginamos
que um rol bem definido desses parametros morfolégicos pudesse
aumentar a consisténcia da reprodutibilidade diagndstica, justamente
o ponto mais vulnerdvel dos diagnésticos citoldgicos de incertezas.
Abrirmos o leque de opgdes agregaria mais vieses, por isso optamos
por parametros mais freqlientemente utilizados. Como opg¢@o a mor-
fologia, introduzimos o teste de HC2 para hr-HPV por sua notéria
contribui¢do a pratica citoldgica, implementando melhor desempe-
nho nos programas de rastreamento de lesdes de colo uterino’.

Nossos resultados mostram claramente que alteracdes nucleares
discretas que tanto comprometem a resolugdo diagndstica sdo sobre-
poniveis aquelas encontradas em preparados negativos e em alguns
casos com lesdo. Menos comprometedora, sdo as alteragdes mais
proeminentes. Essas altera¢des, exceto em alguns casos, sdo preferen-
cialmente encontradas em casos com leséo. Nao por acaso, a citologia
apresenta alta especificidade®. Entretanto, de 97 casos diagnosticados
como ASCUS, apenas 13 foram classificados como atipias indetermi-
nadas por CS e LBC, concomitantemente. Esse dado reflete de forma
muito expressiva a variabilidade diagndstica dessa categoria.

Por outro lado, encontramos expressiva associacido do teste de
HC?2 positivo aos ASCUS diagnosticados, tanto por LBC quanto por
CS, mostrando que a HC2 pode ser de fato muito ttil em condi¢des
de rotina, conduzindo para colposcopia casos que tenham uma real
chance de apresentar lesdo ao exame histolégico. Um dos graves
problemas dos ASCUS relaciona-se exatamente com a conduta das
pacientes. A conduta clinica pode ser expectante ou ndo. Alguns in-
dicam colposcopia imediata, outros sugerem repeti¢do da citologia
apoés seis meses. Na pratica, um niimero elevado de ASCUS signi-
ficaria uma grande quantidade de procedimentos colposcépicos des-
necessdrios, sobrecarregando e onerando os sistemas de Satde, e
criando ansiedade as mulheres. Com a associacdo da HC2 para hr-
HPV, apenas as mulheres com o teste positivo seriam encaminhadas
4 colposcopia’.

Trinta e seis casos foram positivos para hr-HPV com carga viral
alta (acima de 20 picogramas/mL) o que recomendaria um segui-
mento mais cauteloso a essas pacientes.

Observamos ainda que as limita¢des técnicas encontradas em CS
ndo sdo usualmente encontradas em LBC. Nenhum dos preparados
em LBC foram insatisfatérios para a andlise, e apenas quatro casos
foram limitados por serem purulentos. Em contrapartida, 75,2% dos
casos convencionais tinham adequabilidade comprometida por
algum grau de limitac¢do técnica.
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CONCLUSAO

Concluimos que a reprodutibilidade do diagnéstico de ASCUS é
um problema de dificil solugdo com recursos morfolégicos, mas que
a utilizag@o de testes biomoleculares pode otimizar o desempenho da
citologia para essa categoria diagndstica, uma vez que mais de 50%
(59) dos ASCUS em LBC de nossa casuistica foram positivos para
HC2 hr-HPV. E importante salientar que 17 casos, comprovados por
biopsias, apresentaram lesdo intra-epitelial, sendo que nove deles
eram lesdes de alto grau.
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