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Com o objetivo de analisar os critérios histoldgicos associados & lesédo
induzida por HPV e sua relagéo com a reatividade do DNA-HPV por captura de
hibridos (CH) e hibridizacdo in situ (HIS), foi realizado este estudo em 138
multheres encaminhadas para colposcopia nos Servicos de Patologia Cervical
do Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros, em S&o Paulo, e do Centro
de Atencdo Integral & Salde da Mulher da Universidade Estadual de
Campinas. Analisou-se a taxa de concordancia do diagnéstico histolégico

através da comparacado do resuitado da lamina histolégica avaliada por dois

observadores visando a atingir o diagndstico de consenso. Avaliou-se a

relacdo entre cada critério histologico individual utilizado para o diagndstico da
leséo induzida por HPV, a distribuicéo da reatividade para DNA-HPV estimada
por CH e por HIS e a relagdo enire cada critério histolégico individual com a
reatividade do DNA-HPV por CH e HIS. Na analise histolGgica foram descritas
as presencas de binucleagdo; multinucleacdo; células com atipia nuclear
minima (esbogo de coilocitose); coilocitose; coildcito fusiforme; mitose
aberrante; disqueratose e paraceratose. Cada um destes critérios foi

classificado em duas categorias: presente e ausente. Foi emitido diagnostico
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histoldgico final e classificado em trés categorias: auséncia de lesdo induzida
por HPV, NIC 1 e NIC 2 ou 3. Para analise estatistica foram estimadas a
prevaléncia e a razdo de prevaléncia (RP), com intervalo de confianca de 95%,
o teste de Cochran-Armitage e o coeficiente kappa. Concluiu-se gue houve
concordancia elevada interobservadores na histologia, reforcando sua validade
como padrao—ouro das lesdes do colo uterino. Dentre os critérios histoidgicos
individuais, a mitose aberrante e a multinucleagdo, além da disqueratose e

paraqueratose, foram importantes marcadores para lesdes mais graves (NIC 2

ou 3). Células exibindo esbhoco de coilocitose propostas anteriormente como
critérios sugestivos de infeccdo por HPV, ndo se mostraram associadas a

infecgcac nem aos padrdes histoloégicos de lesado epiteliall Houve uma

associacdo significativa entre a reatividade para DNA-HPV de alto risco

oncologico por CH e por HIS com o diagnéstico histolégico de NIC 2 ou 3.

Entre os casos que foram reativos para DNA-HPV de amplo espectro pela HIS,
o tipo especifico mais freqiente foi o tipo 16. Na maioria dos casos cujo tipo
viral foi identificado, o tipo viral detectado foi compativel com o diagndstico
histoldgico. Dentre os critérios morfoldgicos, a multinucleacdo apresentou a
mais significativa associagao com a detecgdo de DNA viral por CH e por HIS. A
coilocitose e o coilocito fusiforme apresentaram prevaléncia semelhante entre
si. A binucleacdo, a paraceratose e a disqueratose apresentaram uma

prevaléncia menor que a multinucleacdo e as células com atipia nuclear

minima, com vacuolos foram muito freqentes tanto nos casos positivos como
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nos negativos para DNA viral. A auséncia de associa¢do do encontro das
células com esbogo de coilocitose, com o diagndstico histoldgico, bem como

com a deteccao de DNA-HPV, seja por CH, seja por HIS, torna fundamental

sua exclusao dentre 0s critérios diagnodsticos em bidpsias de colo uterino.
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7 Chtrodigise

Ha mais de 50 anos sabe-se gue o cancer invasor do colo do utero é
precedido por lesbes precursoras (BRODERS, 1932) que, se detectadas
através de rastreamento adequado, resultam na prevencao e reducéo efetiva da
prevaléncia desta doenca (PAPANICOLAOU & TRAUT, 1941, HAKAMA,
MILLER, DAY, 1986: SYRJANEN et al, 1990). Nas duas ultimas décadas,
estudos citolégicos, histoldgicos, epidemioidgicos e moleculares identificaram o
papilomavirus humano (HPV) como o agente transmissor responsavel pelas
neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) e canceres invasores do colo uterino
(MEISELS, FORTIN, ROY, 1977; SYRJANEN et al., 1988 ZUR HAUSEN,
1990; BOSCH et al.,, 1993; SCHIFFMAN et al., 19893; BECKER et al., 1994,
ELUF-NETO et al, 1994; REMINK et al., 1995 MUNOZ & BOSCH, 1997;

RICHART et al., 1998).

A distribuicdo geografica dos diferentes tipos virais, classificados de alto
e baixo risco oncologico, ndo € uniforme e esta variabilidade pode explicar as
diferentes taxas de incidéncia de cancer cervical nas varias regides (BOSCH et

al.,1995). Mesmo sendo dificil estimar a prevaléncia de infecgéo por HPV,
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dados atuais sugerem que, nos Estados Unidos, verrugas genitais clinicamente
visiveis estdo presentes em aproximadamente 1% dos adultos sexualmente
ativos e ainda que 15% tém infeccdo subclinica (KOUTSKY, 1997). Esta
infeccdo € muito comum em mulheres jovens sexualmente ativas, porém,
muitas vezes é transitoria e a persisténcia e evolucio desta infecgdo sdo os
principais fatores causais da carcinogénese do colo uterino (HILDESHEIM et
al., 1994; HO et al, 1995, REMINK et al., 1985, LONDESBORQUGH et al,,
1996). Entretanto, fatores de risco para infeccéo por HPV, sua incidéncia e
duracdo continuam a ser investigados sendo que fatores como idade precoce
ao inicio da atividade sexual, tabagismo, uso de anticoncepcional hormonal e
multiparidade s&o apontados como cofatores na evolugdo da infecgdo viral para
a neoplasia intra-epitelial cervical (BRINTON et al.,, 1986; KOUTSKY et al.,
1992; MUNOZ et al., 1993; SCHNEIDER, 1993; CUZICK et al., 1994; HO et al.,

1998; ROTELI-MARTINS et al., 1298).

A maioria das infec¢des por HPV de alto risco oncologico, no epitélio
escamoso cervical, parece regredir espontaneamente sem nenhuma
intervencdo terapéutica, provavelmente como resultado da interagdo entre o
virus e o hospedeiro (OSTOR, 1993; HILDESHEIM et al., 1994: HO et al., 1995;
HERRINGTON & WELLS, 1997). Entretanto, ndo esta claro porque algumas
mulheres apresentam lesbes que regridem espontaneamente, enquanto outras
tém persisténcia da infeccdo ou progridem para um processo neoplasico

(OSTOR, 1993; SYRJANEN, 1997).
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O HPV é um DNA-virus que, para se estabelecer no epitélio, infecta
células em mitose ativa, explicando porque a maioria dos carcinomas, tanto
escamosos quanto glandulares do colo uterino, iniciam-se na zona de juncio
escamo-colunar, junto a zona de transformacdo imatura. Neste ponto, 0 HPV
alcanca as células das camadas mais profundas, basal e parabasal, do epitélio
metaplasico. Quando o virus infecta uma céluia epitelial em processo de divisdo
celular, pode resultar em uma infecgao latente e a replicagdo do virus ira
acompanhar o ciclo celular (SCHNEIDER & KOUTSKY, 1992). Durante uma
infecgdo produtiva encontram-se pequenas quantidades de virus nas camadas
basais e parabasais das células, mas esse numero de particulas aumenta
progressivamente conforme a maturac&o celular se processa, até que, na
superficie do epitélio, 0 nlcleo possa estar completamente substituido pelas

particulas virais (RICHART et al., 1998).

Essas células, infectadas de forma latente, t&8m uma morfologia normal e
o virus parece nao interferir na divisdo celular. Entretanto na infeccao
replicativa, esse processo € acompanhado de alteragdes morfologicas
(RICHART et al, 1998) caracterizadas por alteragbes celulares, que s&o

conhecidas como efeitos citopaticos do HPV em células epiteliais escamosas,

como a coilocitose, o aumento nuclear, a disqueratose, a multinucleacao e até

alteragbes mais acentuadas (KADISH et al.,, 1992; HERRINGTON, 1994).

As alteracGes celulares provocadas pelo HPV foram inicialmente

descritas em estudos de citologia cervical e, mais tarde, correlacionadas com
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achados histopatoldgicos compativeis com replicagdo viral ativa (KOSS &
DURFEE, 1956, CREAGH et al, 1995; DIAS, GOUVEA, EYER, 1997). As
lesGes morfoldgicas relacionadas as alteragdes citopaticas provocadas por HPV
s&o frequentemente diagnosticadas e identificadas em lesdes com diferentes
estagios de evolugdo (COTRAM, KUMER, ROBBINS, 1989; FU & REAGAN,

1989 MAEDA et al., 1997; ABADI et al., 1998),

Fundamental para a atual compreensao do significado da coilocitose foi a
publicacdo de MEISELS & FORTIN (1976) que relacionaram os achados de
amostras citolégicas com as respectivas bidpsias de lesdes condilomatosas
visiveis a colposcopia. Nesse estudo foram destacados o0s parametros

atualmente considerados como critérios cldssicos para diagnéstico citologico

de infeccdo por HPV: células disqueratéticas, halo perinuclear, nucleos
aumentados com bi ou multinucleagdo e hipercromasia. Entretando, outros
autores descreveram a presen¢a de binucleac&o ou multinucleag@o como
caracteristica secundaria (NAIB & MASUKAWA, 1961) ou como um sinal néo-

classico (SCHNEIDER et al., 1987).

Estudos realizados com microscopia eletronica descreveram particulas
virais com forma e tamanho compativeis com HPV em células coilocitdticas e
disqueratdticas. Tais achados sugeriram que essas células poderiam ser
consideradas como marcadores para HPV (COLEMAN et al., 1977; DELLA

TORRE et al., 1978).
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Uma infecgdo latente pode ser convertida em uma infecgéo replicativa,
entretanto, o fator iniciador desta conversao ndo é conhecido (HATCH, 1994).
Individuos fisiologicamente imunodeprimidos, como em uma gestacdo, ou
patologicamente, como na sindrome da imuncdeficiéncia adquirida, apresentam
um maior risco de InfecgSes replicativas. Quando o estado imunossupressor
cessa, como no pos-parto, a infecg@o torna-se novamente latente (VERNON,

HOLMES, REEVES, 1995),

Quando uma lesdo progride de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)
grau 1 para NIC 2 e 3, esse processc é acompanhado por alteracbes na
interacdo entre o virus e o hospedeiro, que sdo os fatores criticos na formagao
da neoplasia. Apesar de controversa, estas alteragbes sao comumente
precedidas pela integracdo do DNA-virus no cromossoma do hospedeiro

(CULLEN et al.,, 1991).

0O acesso do virus as celulas da camada basal do epitélio cervical ainda
ndo esta definitivamente esclarecida. Acredita-se que a abrasdo do epitélio ou
microlesdes da mucosa, causadas por outros processos inflamatorios, que ndo
o HPV, possam ser as vias preferenciais de entrada. As células basais e
parabasais, cujos nucleos contém o DNA do virus HPV, ndo permitem a
multiplicaga@o virdtica. A replicagéo do HPV e a expressdo dos genes com a
consequente sintese protéica estao intimamente relacionadas com diferenciagdo e
posterior queratinizacdo da célula epitelial infectada. Somente certos tipos de

células podem manter a produgéo viral vegetativa. Células gque néo maniém o

virus vegetativo, sdo denominadas ndo permissivas, ou ndo tranformantes
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(HERRINGTON, 1994). Ao longo de sua diferenciacdo, as células epiteliais

tornam-se permissivas a multiplicacdo do DNA virdtico (ZUR HAUSEN, 1884).

As infecgbes transitérias nao levam a integracdo do DNA viral ao
genoma humano e, consequentemente, nao causam dano celular. Ao contrario,
a persisténcia e a alta carga viral acarretam a ruptura do sistema de vigilancia
imunologica, levando a imortalizacdo e ao dano celular do hospedeiro. A falha
dos mecanismos celulares levaria a uma proliferacdc descontrolada das
células, acarretando o aparecimento da NIC grau 2 e 3 e do cancer invasor

(HILDESHEIM et al., 1994; ZUR HAUSEN,1994; ODUNSI et al., 1985).

A infeccéo genital por HPV e sua interagio com o hospedeiro apresenta
duas principais consequéncias biologicas que sdo: a) Todos os tipos virais que
infectam o trato anogenital podem induzir a lesdes de baixo grau, as quais séo
morfologicamente correlacionadas com infecgdo produtiva, e b) Raramente
induzem a lesdes proliferativas de aito grau, que sd&o as mais proximas cito-

histologicamente do cancer invasor (RICHART et al., 1998).

Baseado em dados clinicos, epidemiolégicos e de biologia molecular, um
conjunto de HPV é considerado como agente etiolégico do cancer cervical e
seus precursores (NIC). Entretanto, o potencial neoplasico apresenta variagdes
dependendo do tipo viral, e a grande maioria do HPV que infecta o colo uterino
tem potencial oncogénico (SYRJANEN,1997; RICHART et al., 1998). Atualmente
sabe-se que 5% a 20% das mulheres sexualmente ativas mostram positividade

para alguns dos testes mais sensiveis de detecgdo de infecgdo pelo HPV.
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Apesar da associacdo entre cancer invasor do colo do Uterc e esta infecgdo, a
grande maioria das mulheres infectadas pelo HPV néo vai evoluir para doenca
invasora: cerca de 60% daquelas com NIC 1 ir8o apresentar regressao
espontanea, 30% podem apresentar persisténcia da lesdo como tal e, das
demais, menos de 10% ir@o evoluir para NIC 3, sendo a progressd@c para

cancer invasor estimada em 1% (OSTOR, 1993).

As infecgOes persistentes e com alta carga viral, principaimente pelos
virus de alto risco oncoldgico, tais como os tipos 16, 18, 45 e 56, alem do 31, 33,
35, 39, 51 e 52, parecem estar relacionadas ao aparecimento de NIC 2 e 3 e
cancer invasor (LORINCZ et al., 1992). Ja os virus do tipo de baixo risco (6, 11,
42, 43 e 44) apresentam uma mator prevaléncia em condilomas e NIC 1, com

altas taxas de regressao (LORINCZ et al., 1992; HERRINGTON et al., 1995).

Apesar desta diferenciacdo em alto e baixo risco, estudos de hibridizacdes
cruzadas, detectaram a presenca de ambos os tipos, tanto em lesdes
consideradas de baixo grau, quanto nas de alto grau (PLUMMER et al., 1998;
SOUTHERN, GRAHAM, HERRINGTON, 1988). Isto indica que n&o € suficiente
a demonstragéo da infeccio por HPV e nem a diferenciagéo do tipo viral para a
caracterizac&o do grau da leséo intra-epitelial cervical. Entretanto, a integracéo
do virus esta associada com NIC 2 e 3 e céancer invasor do coio uterino,
sugerindo que a demonstracdo da integracéo viral pode contribuir para predizer
guais as lesbes que irdo progredir para a malignidade (HERRINGTON &

WELLS, 1997; LIZARD et al., 1998).
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As alteragdes histoldgicas associadas com uma infecc@o produtiva por
HPV sao classificadas como NiC 1 ou NIC 2 ou 3. Colposcopicamente, essas
lesBes se manifestam na forma de condilomas acuminados ou como condiloma
plano (lesdes esbranquicadas planas), particularmente no colo e na vagina,
apds aplicagdo de acido acético (MOSCICKI et al, 1992; SCHNEIDER &

KOUTSKY 1992, RICHART et al., 1998).

Por outro lado, a maior limitacdo da colpocitologia oncoldgica, mesmo
associada a biépsia para observag@o dos achados histolagicos, € que os critérios
morfolbégicos sdo incapazes de predizer a progressao para cancer invasor na
paciente com neoplasia intra-epitelial, sendo que provavelmente pelo menos
10% de todas as mulheres com NIC 2 ou 3 desenvolverdo cancer invasor, se
nao forem adequadamente tratadas (KOSS, 1989). Conseqlentemente, s&o
realizados tratamentos exagerados em muiheres com exames colpocitoldgicos
e histologicos alterados. Existe, portanto, grande interesse na procura de
marcadores que possam definir a histdéria natural da neoplasia intra-epitelial
cervical e detectar a verdadeira lesdo da doenga maligna (HILDESHEIM et al.,

1994; HO et al., 1995, REMMINK et al., 1995; LONDESBOROUGH et al., 1996).

As técnicas de patologia molecular, desenvolvidas a partir dos anos 80,
estabeleceram padrdes mais objetivos para validar os critérios citomorfologicos
de infecgéo por HPV. ZUR HAUSEN et al. (1974) foram 0s primeiros a utilizar a
hibridizacdo molecular para detectar segéncias de DNA viral em tumores
humanos e sugeriram a existéncia de diferentes tipos dentro do grupo de HPV.

GISSMANN & ZUR HAUSEN (1976) demonstraram a pluralidade dos virus
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existentes, através do mapeamento genético, que poderiam permitir a
caracterizacio tipo-especifico. As mulheres nas quais se detecta DNA-HPV de
alto risco oncolégico apresentam 70% de chance de ter seu esfregaco cervical
anormal nos dois anos subseqientes (MUNOZ, BOSCH, KALDOR, 1988;
SYRJANEN et al, 1988, ZUR HAUSEN, 1990, BOSCH et al., 1993
SCHIFFMAN et al, 1993, BECKER et al, 1994; ELUF-NETO et al., 1994;

REMINK et al., 1995).

Sabe-se que proteinas especificas, codificadas por dreas conhecidas de
genes virais, podem ser detectadas através de técnicas imuno-histoquimicas.
Os métodos de imuno-histoquimica podem ser realizados tanto em esfregacos
celulares quanto em cortes histoldgicos, sendo a peroxidase e antiperoxidase
os mais utilizados (STERNBERGER et al., 1970). Entretanto, os préprios acidos
nucléicos do gen viral podem ser identificados mediante hibridizagcéo molecular,
seja pelo método de Southern (SOUTHERN, 1975), por hibridizacae in sifu
(NUOVO, FRIDMAN, RICHART, 1980), pela reacéo em cadeia de polimerase
(DE VILLIERS et al, 1992), ou ainda mais recentemente, pela captura de

hibridos (LORINCZ et al., 1992).

As reac8es de hibridizacdo molecular de acidos nuciéicos baseiam-se na
especificidade das ligagcdes quimicas entre as segléncias conhecidas de acidos
nucieicos (sondas) € da amostra em teste. As sondas confeccionadas para
pesquisa sao fitas simples de sequéncias de bases nitrogenadas, constituidas a
semelhan¢a de um determinado fragmento de DNA-alvo. Esta ligacido, de

sequéncia de nucleotideos que exibem bases homodlogas (C-G e A-T em
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ligagdes DNA-DNA ou A-U em ligacdes DNA-RNA), é exatamente a formagéo
de dupla fita hibrida (uma fita de acido nucléico-alvo que passa a se ligar com a
fita-sonda introduzida na reacdo). Dai o termo hibridizacdo molecular

(ALBERTS et al., 1989; ALVES, 1996).

A captura de hibridos (Digene Diagnostics Inc.), método desenvolvido por
LORINCZ et al. (1992), tem como virtudes laboratoriais a acuidade diagnéstica,
com bons indices de sensibilidade e especificidade, o tempo reduzido (cinco a
seis horas) de realizagdo das provas e a relag@o custo-beneficio (ALVES,
1996). Apresenta ainda a vantagem de estar disponivel na forma de kits
padrbes e mostra utilidade pratica na avaliagdo das mulheres com alteragdes

colpocitoldgicas sugestivas de NIC (LORINCZ, 1997).

O método baseia-se em uma hibridizagdo molecular convencional, onde
diferentes tipos de solu¢cdes de sondas nao radioativas de acidos ribonucléicos
ou desoxirribonucléicos s&o colocados a reagir com amostras desnaturadas que
contém o DNA pesquisado em dois tubos: um com sondas homologas a
genodtipos de HPV de baixo risco oncogénico (8, 11, 42, 43 e 44), e outro com
sondas homologas aos tipos de alto risco oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 45,
51, 52 e 56) (FERENCZY, 1995). Atuaimente, os exames realizados por captura
de hibridos s&o0 realizados em microplacas semelhantes as reacfes
imunoenzimaticas tipo Elisa, de procedimento rapido e leitura confiavel,
antecipando uma estratégica possibilidade de estudo de HPV em grandes
amostras. Apresentam uma significativa diminui¢do do tempo de preparo, em

tormo de trés horas, uma expressiva melhoria da sensibilidade das reagbes e
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s&o aplicaveis em aparelhos usualmente utilizados na rotina dos {aboratérios de

patologia clinica (FERRIS et al., 1998).

Estudos clinicos correlaciocnam a proliferagdo protéica exagerada com a
pior evolugéo das neoplasias intra-epiteliais cervicais (COOPER et al., 1991),
tornando importante a deteccdo da integragdo do HPV na neoplasia cervical. A
integracdo viral pode ser demonstrada de diversas maneiras no material
histolégico, sendo que todas requerem a destruicdo da morfologia do tecido e,
além disso, sdo de técnica dificil e requer longo tempo de estudo (COOPER et
al., 1991). Entretanto, a evidéncia morfoldgica da integracdo viral é alcancada

através da técnica de hibridizaco in situ (HERRINGTON et al., 1995).

A técnica de hibridizagao in situ é, dentre as hibridizagdes moleculares, a
unica que permite a localizagdo tecidual e até intracelular de segUéncias
nucleotidicas de virus. Esta propriedade possibilitou a correlacdo da positividade
das reaches com as alteracbes citopaticas virais, ajudando na compreensao
dessas atipias. Contribuiu, igualmente, para melhorar a sensibilidade e a
especificidade do diagndstico morfologico, redimensionando a sua importancia
no estudo da histéria natural da infecgdo pelo HPV, e na evolugdo do processo,
que pode partir desde discretas atipias até neoplasias invasoras (WAGNER et
al.,, 1984; JOURDAN et al., 1995). O refinamento metodoiégico pode permitir,
também, a analise diferencial do genoma viral em condigdo epissomal ou em

integracéo ao genoma celular (STOLER et al., 1992).
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A capacidade da hibridizagdo in situ em determinar a integracdo do DNA-
HPV mesmo em bidpsias parafinizadas, pode permitir investigacdes da regresséo
ou persisténcia deste virus. A hibridizacdo molecular in situ oferece a perspectiva
de estudo de grandes séries de casos, retrospectivamente. Novos cortes de
parafina de uma bidpsia de interesse, ou mesmo um esfregaco citolégico,
previamente corados com coloragbes de rotina podem ser usados, desde que a
amostra tenha sido disposta em lamina com adesivo potente tipo 0s organo

silanizados (CHOI, 1991).

Recentemente tem sido observado, pela hibridizacao in situ, que o DNA-
HPV encontra-se presente em trés formas diferentes nos nucleos das
neoplasias cervicais (COOPER et al., 1991; McNICOL & FARQUHARSON,
1997). Estas formas sdo referidas como sinais indicativos de virus epissomal,
virus integrado ou a combinacdo de ambos (COOPER et al.,, 1991; PLUMMER

et al., 1998; SOUTHERN et al., 1998).

O valor potencial da analise da infecggo por HPV depende da situacéo
em gque € usada e as consideracdes sao diferentes para a citologia € histologia,
que devem ser avaliadas separadamente (HERRINGTON & WELLS, 19897). Os
métodos diagndsticos das lesdes induzidas por HPV sdo morfolégicos e
incluem o exame clinico, a colposcopia, a citologia oncoldgica e a histologia. Ja
a identificacdo da infeccdo por HPV propriamente dita inclui 0os métodos
biologicos, como as hibridizacbes moleculares de acidos nucléicos, tipo
Southern Blot, captura de hibridos, hibridizacao /n sifu e reagdo em cadeia de

polimerase (PCR) (ALVES, 1996).
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Apesar dos critérios histopatolégicos para o diagnoéstico de infecgdo por
HPV estarem bem definidos, sua aplicacéo pode resultar em diagnosticos e
tratamentos superdimensionados com importantes implicacdes clinicas e custos
em saude publica (ABADI et al., 1998). Assim, a andlise dos critérios para o
diagnodstico histolégico e sua relagdo com o DNA-HPV por captura de hibidros e
hibridizac&o in sifu pretende contribuir para uma adequada compreensdo da
associacéo entre o HPV e as lesfes por ele induzidas. Estes aspectos séo
essenciais para o desenvolvimento de estratégias efetivas para a intervencéo

nos programas de controle e prevencao do carcinoma do colo uterino.
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2.1. Objetivo Geral

Analisar os critérios histologicos associados & gravidade da les&o cervical
induzida por HPV e sua relacdo com a reatividade do DNA-HPV através da

captura de hibridos e da hibridizacao in situ.

2.2. Objetivos Especificos

1. Analisar a taxa de concordancia do diagnostico histologico através
da comparacao dos resultados das laminas avaliadas por dois

cbservadores.

2. Avaliar a relagéo entre cada critério histolégico individual utilizado para o
diagnoéstico da les&o induzida por HPV e o diagndstico histolégico
final da les&o cervical, com a intengao de selecionar os critérios mais

uteis na pratica diagnostica de infecgdo e grau de leséo.
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3. Avaliar a distribuigdo da reatividade para DNA-HPV estimada pela

captura de hibridos segundo o diagnéstico histologico da lesdo cervical.

4. Avaliar a distribuicdo da reatividade para DNA-HPV por hibridizacéo

molecular in sifu segundo o diagnoéstico histologico da lesgo cervical.

5. Avaliar a relagde enfre cada critério histoldgico individual utilizado
para o diagnostico da leséo induzida por HPV com a reatividade do

DNA-HPV por captura de hibridos e hibridizag&o in situ.
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3.1. Tipo de estudo

Estudo de corte transversal

3.2. Critérios e procedimentos para selegao dos sujeitos

Os sujeitos deste estudo foram selecionados entre as mulheres de 19 a
36 anos, encaminhadas para colposcopia nos Servicos de Patologia Cervical e
Colposcopia do Hospital Maternidade “Leonor Mendes de Barros” (HMLMB) na
cidade de Sao Paulo, e do Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher
(CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foram excluidas
as mulheres gravidas ou com término da gestacéo ha menos de 40 dias e cancer
invasor do trato genital inferior. Das 163 mulheres examinadas no periodo de
setembro de 1995 a junho de 1997, 150 apresentavam alteragbes sugestivas de
lesbes HPV induzidas na colposcopia e foram submetidas a bidpsia cervical. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelas Comissdes de Pesquisa e de Etica de

ambos os hospitais, e financiado pela Fundagdo de Amparo & Pesquisa do
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Estado de S&o Paulo (FAPESP- n® 1750-3). Todas as mulheres aceitaram

participar do estudo, apos consentimento livre e informado.

3.3. Procedimentos utilizados para coleta de dados

As mulheres foram submetidas a um exame clinico cuidadoso, com
inspecdo dos genitais externos e regido perianal para avaliagdo de lesdes
induzidas por HPV. Todas as lesbes diagnosticadas foram tratadas conforme
protocolo do servigo. A sequéncia dos exames foi realizada pela autora e

obedeceu a ordem descrita a seguir.

3.3.1. Captura de hibridos

O material para captura de hibridos foi obtido com um cotonete estéril de
Dacron, fornecido pela Digene Diagnostic do Brasil, usado para coleta de
celulas do orificio externo do colo, da zona de transformacdo e do fundo de
saco vaginal para analise de DNA-HPV. O material foi transportado em meio
adequado para evitar contaminacgéo e processado pela Digene Diagnostic do
Brasil conforme protocolo do teste de primeira gerac&o, segundo as instrugbes

da Digene Diagnostics Inc. (EUA).

Consiste em uma hibridizagdo molecular do tipo sanduiche, que usa um
método de deteccdo por quimioluminescéncia. As amostiras coletadas que podem
conter o DNA s&o hibridizadas com sondas especificas de acido ribonucléico. O

hibrido resultante € capturado até a superficie de um tubo coberto por um anticorpo
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anti-hibrido acido ribonucléico/DNA. Este hibrido imobilizado reage com um
anticorpo anti-hibrido conjugado com fosfatase alcalina e detectado com uma
substancia quimioluminescente. A medida que o substrato & separado pela
fosfatase alcalina, a iuz é emitida proporcionalmente & carga de DNA no material
coletado e medida em unidades - Relfative Light Unit (RLU) em um

quimiolumindémetro, sendo que a intensidade da luz emitida é proporcional a carga

de DNA-HPV.

Para classificar o resultado da captura de hibridos e quantificar a carga
viral, utiliza-se um valor de corte diario (cut off), sendo que as amostras com
emissdo de iuz maior que'o ponto de corte s&o consideradas positivas e
aquelas com emisséo de luz menor sdo consideradas negativas (SUN et al,
1995; WRIGHT et al., 1995). Neste estudo, utilizou-se sondas contendo DNA-

HPV alto risco oncoldgico — tipo 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 ¢ 56.
Os resultados s&o expressos como:

¢ Negativo: RLU abaixo do limiar cut-off definido para a reacgéo do dia.

s Positivo: para papilomavirus de alto risco com quantificacdo viral

acima do cut-off definido para a reago do dia. RLU maior ouigual a 1.

Dentre os casos positivos para alto risco oncologico, foram divididos
como portadores de baixa carga viral (1<RLU<20) ou de aita carga viral

(RLU=20) (LORINCZ et al., 1992; COX et al., 1995).
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3.3.2. Colposcopia e coleta de material para biopsia

O exame colposcopico foi realizado com aparelno da marca DF-

Vascocelos, modelo CP-M7 e obedeceu as seguintes etapas:

* Limpeza das estruturas com soro fisioldgico com observacio do colo

uterino e vagina;
o Estudo da vascularizacdo com filtro verde;

» Embrocacg&o do colo e da vagina com solucdo de acido acético a 3%,

seguida de avaliacdo das imagens;
e Teste de Schiller, pela aplicagéo de solugdo iodo-ioduretada;

+ Bidpsia com pinga Gaylor-Medina das lesdes mais acentuadas, que

foram submetidas a avaliagdo histolégica e hibridizaco in situ.

Os aspectos colposcopicos encontrados foram classificados de acordo
com a Nomenclatura Internacional dos Achados Colposcépicos (IFCPC) (DE

PALO, 1996).

3.3.3. Avaliagao histopatolégica

A bidpsia foi realizada sob a vis@o colposcopica, sendo retiradas as
amostras das regiées mais alieradas. O material obtido foi fixado em solucdo de
formol a 10% e encaminhado para o Laboratdrio de Patologia do instituto Adolfo
Lutz, sendo entdo desidratado em alcool etilico, diafanizado em xilol e

impregnado em parafina, & temperatura de 59°C. Apés o banho, o material foi
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incluido em parafina. Os 150 blocos foram cortados com micrétomo, corando-se
as laminas pelo método de hematoxilina-eosina. A andlise histolégica foi
realizada por dois observadores, ambos patologistas experimentados, sem
prévio informe de qualquer outro dado colposcépico ou viroldgico. Esta analise
foi realizada em duas etapas, sendo que o primeiro corte do bloco foi submetido
& analise do primeiro observador. Em seguida foram mais dois cortes no bloco
fixado em parafina sendo um utilizado para hibridizag&o in situ e o Gltimo corte
para analise histologica do segundo observador. Para os casos discordantes foi
estabelecido um diagnostico de consenso através da revisdo das |aminas de
ambos os cortes, para se estabelecer um diagndstico definitivo de cada caso.
Dos 150 casos inicialmente selecionados para o estudo, 138 blocos foram

adequados para avaliacdo dos trés cortes, sendo incluidos no estudo.

Adotou-se a classificacdo da Organizacdo Mundial da Salde para catalogar
os resultados (SCULLY et al., 1994) em: colo normali, cervicite, agrupados na
categoria sem lesdo induzida por HPV; condiloma acuminado e NIC 1,

agrupados na categoria NIC 1; NIC 2 e NIC 3 agrupados na categoria NIC 2 ou 3.

3.3.3.1 Critérios morfolégicos avaliados em cada caso

Além do diagnéstico histopatologice, as 138 amostras foram consideradas
para descricao dos criterios histoldgicos individuais, por um dos observadores

(VAFA). Foi assim avaliada a relag&o entre cada alterac&o individualmente com
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a presenga (ou n@o) da infecgéo viral e a gravidade da lesdo cervical histologica

(Figuras de 1 a 6). Foram descritas as presengas de:

Binucleacao;

« Multinucleacéo;,

« (Celulas com atipia nuclear minima: esbogo de coilocitose,
» Coilocitose: sinal classico de infecgio por HPV;

+« Coilocito fusiforme;

» Mitose aberrante;

» Disqueratose;

s Paraceratose.

Cada um destes critérios foi pontuado em ausente (0), presenca leve (1),
moderada (2) e acentuada (3) (ANEXQO 1). Com finalidade de analise estatistica,

foram reclassificados em duas categorias: presente e ausente.
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Figura 1. Fotomicrografia de lesdo induzida por HPV (NIC 2). area
com células exibindo multinucleac&o e binucieagae (H/E x 800)

Figura 2. Fotomicrografia de lesdo induzida por HPV (NIC 3): area
com células exibindo mitoses aberrantes (H/E x 800)
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Figura 3. Fotomicrografia de les&o induzida por HPV (NIC 2): area
com células exibindo coildcitos fusiformes e paragueratose (H/E x 800)

Figura 4. Fotomicrografia de lesic induzida por HPV (NIC 1) érea
com celulas exibindo coilocitose (H/E x 150)
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Figura 5. Fotomicrografia de lesdc induzida por HPV (NIC 2): area
com células exibindo disqueratose e mitoses aberrantes (H/E x 150)

Figura 6. Fotomicrografia de les&o n&o induzida por HPV (cervicite):
area com células exibindo paragueratose (H/E x 150)
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3.3.4. Hibridizac&o in situ

3.3.4.1 Padronizagdo de Reacdo e Selecdo dos Sistemas de Ampilificacédo

A técnica empregada de hibridizac&o in situ compreendeu o sistema de
deteccdo de HPV genérico (de largo espectro) (DAKO) com amplificacéo pelo
sistema de catalisacéo da biotinil-tiramida (CSA-DAKQO) O amplo espectro
deste teste detecta tipos 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35 45 51 e 52. A
metodologia usada fol a padronizada no Institutc Adolfo Lutz, conforme

oublicade por SANTOS et al. (1995).

A partir dos blocos de parafina contendo tecide das biépsias, foram
efetuados cortes de trés micrdmetros, distribuidos em laminas pré-incubadas com

adesivo organo-silanc. O conjunto de 1aminas foi submetido as seguintes stapas:

A) Desparafinizacéo.

8) Digestao do tecido.

C) Denaturacao e hibridizacéo.
D} Lavagem rigorosa.

E) Desidratacdo e montagem das laminas.

O estudo de hibridizacdo molecular para DNA-HPY de amplo espectro foi
consideradc posifive guando do encontro de nlcleos de queratindcitos
ineguivccamente marcados, contrastando com fundo suficientemente limpo,
sem marcacdo do citoplasma de queratindcitos ou de gualguer das demais

estruturas teciduais. A reacao foi considerada negativa nz auséncia de nucleos
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de queratindcitos marcados, estando o funde suficientemente limpo no
citoplasma de queratindcitos e em todas as demais estruturas teciduais e
estando adequadamente corado o nucleo dos queratindcitos das laminas-

controle de reacéo.

3.3.4.2 Tipagem viral

Os casos positivos para o sistema de detecgdo de amplo espectro, foram
submetidos a nova bateria de testes com sondas especificas para detectar
DNA-HPVY de baixoc risco (6/11), intermediaric (31/33) e alto risco (16, 18). As
provas foram realizadas sob condicBes de alta estrigéncia e cbedeceram ao

protocolo fornecido peio fabricante (DAKO Corporation, USA).

O uso deste sistema permitiu a deteccdo de reatividade em nucleos de
coildcitos, mas também em varics queratindcitos de camadas intermediarias
(Figuras 7 e 8). As reag8es foram classificadas em reativas para o tipo
especifico (6/11, 31/33, 16 e 18) e ndo-reativas para o tipo especifico, porém

positivas para o amplo espectro (0) (ANEXOC 1).
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Figura 7. Fotomicrografia de diversos queratinccitos, varios dos
guais com coildcitos fusiformes, mostram positividade nuclear, em
castanho, para DNA-HPV tipo 16 (HIS/CSA x 600)

Figura 8. Fotomicrografia de diversos queratinécitos, varios dos
quais com células com coilocitose, mostram positividade nuclear, em
castanho, para DNA-HPV tipo 18 (HIS/CSA x 600)
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3.4. Processamento de dados e analise estatistica

Com a finalidade de registrar em meio eletrdnico todas as variaveis
envolvidas neste estudo, utilizou-se o gerenciador de banco de dados DBASE
IV. Em seguida, o arquivo gerado foi transportado para o programa SAS vers&o
6.12 (SAS Institute Inc., Cary, NC) para a realizacao da analise estatistica. Para
estudar as diferencas entre os critérios histolégicos foram estimadas a
prevaléncia e a razdo de prevaléncia (RP), com intervalo de confianca de 95%
ajustado por série de Taylor (KLEINBAUM, KUPPER, MORGENSTERN, 1982.).
Nos casos em que a freqiiéncia de mulheres com determinada caracteristica foi
igual a zero na amostra, ndoc sendo possivel a estimativa da razéo de
prevaléncia, foi estimada somente a prevaléncia de cada um dos outros niveis
da variavel em questdo. Para avaliar o comportamento (em tendéncias lineares)
das fregléncias relativas da captura de hibridos e da hibridizacdo in situ,
também foi utilizado o teste de Cochran-Armitage. Para comparar a analise dos
observadores e os dois testes foram realizados os testes de pares
concordantes e discordantes de McNemar para avaliar a concordéncia e o

coeficiente kappa, para quantificar esta concordancia (LANDIS & KOCH, 1977).
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3.5. Aspectos éticos

As mulheres convidadas a participar do estudo foram esclarecidas sobre
a sua participacao, conforme consta no Termo de Consentimento Informado
(ANEXO 2). Foram respeitados os principios para pesquisa humana enunciados
pela DECLARACAO DE HELSINK, 1990. O projeto de pesquisa foi aprovado
pela Comissdo de Pesquisa do Departamento de Tocoginecologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas (DTG/FCM) da Universidade Estadual de

Campinas e pela Comissao de Etica do Hospital Leonor Mendes de Barros.
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4.1. Avaliac&@o da taxa de concordéncia dos diagnésticos histoldgicos

A concordancia absoluta acorreu em 98 casos (71%), sendo a variacéo
de mais ou menos um grau deiectada em 34 casos (25%) e a divergéncia
superior a um grau em seis casos (4%). Pode-se observar na diagonal
representada pelas caselas azul da TABELA 1 a concordancia abscluta entre ¢
diagnostico dado pelos dois observadores em diferentes cortes. As caselas
verde, vizinhas desta diagonal, representam os casos com apenas um grau de
discordancia. Através da interpretacdo das caselas amarelas verificou-se que
dos 25 casos classificados come NIC 2 na lamina avaliada pelo observador 1,
dois foram classificados como auséncia de leséo induzida por HPV na lamina

avaliada pelo observador 2.

Apenas um caso, representadc pela casela laranja, mostrou uma imensa
discordancia entre as laminas avaliadas pelos dois observadores, tendo sido
classificado como NIC 3 peioc observador 1 e auséncia de leséo induzida por

HPV pelo observador 2 (TABELA 1). Para os casos discordantes, a reviséo dos
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dois cortes das laminas, em conjunto, pelos dois cbservadores, estabeleceu um
diagnéstico histolégico de cada caso, apresentado individualmente no ANEXO
1. Assim, para as demais analises o diagndstico definitivo foi: auséncia de lesdo

induzida por HPV - 32 casos; NIC 1 - 62 casos; NIC 2 - 27 casos e NIC 3 - 17

casos.
TABELA 1
COMPARACAQ DO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
Observador 1
Observador , Tatal
z Sem lesdo
induzida por HPY NIC 1 NIC 2 NIC 3

induzida por HPV . 19 r 10 2 L 32
NIC 1 & s 2 0 82
NIC 2 2 8 15 1 27
NIC 3 0 1 8 10 17
TOTAL 27 74 25 12 138

Coeficiente kappa=0.838 IC 95 % (0,533 - 0,743) (Landis & Koch, 1977)
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4.2. Relagdo entre os critérios histolégicos individuais e o diagnéstico
histolégico final

Observou-se na TABELA 2 e Figura 9 que a mitose aberrante e a
multinucleacdo s&o achados exclusivos da NIC, ndo sendo encontradas em
biépsias com auséncia de lesdo induzida por HPV. Verificou-se que, entre as
biépsias com NIC, a mitose aberrante foi um achado freqlente em mulheres
com NIC 2 ou 3, sendo encontrada em 35/44 casos e a multinucleacdo em
apenas 23/44 casos. Estes achados foram menos frequentes na NIC 1; 2/62
casos de NIC 1 apresentaram mitose aberrante e 1/62 caso de NIC 1,
multinucleacdo. Nenhum caso de NIC 1 apresentou mitose aberrante e
multinucleacdo juntos e, mitose aberrante e multinucleacéo isoladas apareceram
apenas em dois e em um caso de NIC 1, respectivamente. Nos casos
diagnosticados como NIC 2 ou 3, os dois aspectos morfologicos estiveram
presentes concomitantes em quase 50%. Porém, sete casos (16%) com NIC 2
ou 3 n&o apresentaram nem mitose aberrante nem multinucleacao (Figura 9).
Mesmo assim, a prevaléncia da mitose aberrante e da multinucleacdo
apresentaram um risco consistente, sendo importantes marcadores para lesbes

mais acentuadas.

Na TABELA 2 verificou-se também que vacuolos celulares com atipia
nuclear minima, estiveram presentes na maioria das biopsias avaliadas. Nao
foi, portanto, um critério importante para diferenciar mulheres sem leséo
induzida por HPV daguelas com NIC 1, NIC 2 ou 3, assim comoc também nao

diferenciou a gravidade da neoplasia intra- epitelial.
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TABELA 2

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE BI[\IUCLEAQAO, MULTINUCLEAQAO, MITOSES ABERRANTES E
ATIPIA NUCLEAR MINIMA EM RELACAO AO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO FINAL

Diagnéstico Binucleagéo { ,Multinucleagéo’ o Mitbse aberrante : Atipia minima
histologico ., Rp C(95%) 4~ P IC(95%) H- P IC(95%)  +- RP IC(95%)
Sem lesdo 4/28 ref ref 0/32 ref ref 0/32 ref ref 24/8 ref ref

NIC 1 40/22 5,2 (2,0-13,1) 1/61 0,0* * 2/60 0,0* * 61/1 1,3  (1,0-1,6)
NIC20u3 41/3 7.4 (2,9-18,7) 23/21 0,5* * 35/9 0,8 * 43/1 1,3 (1,0-1,8)
TOTAL 85/53 241114 37/101 128/10

e Como a prevaléncia no grupo de referéncia foi zero, ndo foi possivel calcular a RP portanto, foi mantida nestes casos, uma estimativa da prevaléncia

(P).
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Figura 9. Relagdo enltre as mitoses aberrantes e a multinucleagdo com o diagnéstico
histologico final

Na TABELA 3, observou-se que a coilocitose e o coildcito fusiforme
apresentaram risco significativo em relac8o a presenca de lesdo induzida por
HPV, diferenciando bem as mulheres sem lesdo daguelas com NIC. A auséncia
de significancia da coilocitose nos diversos graus de NIC demonstrou ser, a
coilocitose, um marcador genérico de efeito citopatico de HPV. Ja a
disqueratose apresentou-se como um excelente marcador para diferenciar as
mulheres sem lesdo das com lesdo mais grave. Também a paraceratose,
oresente apenas em 3/32 casos sem lesdo induzida por HPV, apresentou-se

como melhor indicador para diferenciar as mulheres sem lesdo das com NIC 2

ou 3, do que das mulheres com NIC 1.
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TABELA 3

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE COILOCITOSE, CO!LOCITQ FUSIFORME, DISQUERATOSE,
PARACERATOSE EM RELACAO AO DIAGNOSTICO HISTOLOGICO FINAL

Diagnéstico Coilocitose | : ~k¢giioci't® fusif@rmé | Disqge@toge - - Pzztfafcer,‘a;’tpsgh

histologico 1 RP IC(95%)  +-  RP IC(95%)  +-  RP IC(95%) 4~  RP IC(95%)
Sem leséo 2/30 ref ref 1/31 ref ref 4/28 ref ref 3/29 ref ref
NIC 1 56/6 146 (38563)  37/25 190 (2,7-1328)  25/37 32 (1285  29/33 49 (16-151)
NIC20u3 431 156 (4,0-59,9) 39/5 283  (4,1-195,8) 40/4 72 (2,9-183) 2717 6,5 (22-197)

TOTAL 101737 77/61 69/69 5979




A Figura 10 oferece aspecto visual do conjunto dos critérios e demonstra
gue a multinucleacdo e as mitoses aberrantes sdo marcadores de leséo de alto
grau, mostrando-se raras em casos menos graves. A binucleacdo, a coilocitose e 0
coilécito  fusiforme s&c achados muito mais freqlentes nas amostras com
diagnéstico de NIC que naquelas sem lesdo. Por outro lado, os vacuolos celulares
com atipia nuclear minima foram encontrados com muita fregliéncia tanto em
espécimes classificados como auséncia de lesdo induzida per HPV como naqueles
com NIC. A disqueratose e a paraceratose ndo foram marcadores que
discriminaram as mulheres sem les8c das com NIC, mas dentro da NIC

apresentaram-se consideravelmente mais freqlentes nas lesGes mais graves.

% 100

¢ [o
disguseraicse
soildoite fusiforms

60 =
| » multinucleagédo

40 —
20 -

0

sem lesdo HPV NIC 1 NICZ2o0u3
induzida

DIAGNOSTICO

Figura 10. Distribuicgo dos aspectos morfolégicos segundo a gravidade da lesdo cervical
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4.3. Distribuicao da reatividade para DNA-HPV por captura de hibridos
e por hibridizagéo in situ e a gravidade da les&o cervical

A captura de hibridos foi reativa em 11/32 mulheres sem leséc induzida
por HPV, em 24/62 mulheres com NIC 1 e em 31/44 mulheres com NIC 2 ou 3.
A prevaléncia de reativos foi de 48%. A freqléncia de mulheres com captura de
hibridos reativa cresceu linearmente a medida que aumentou & gravidade da
lesac cervical (Teste de Cochran — Armitage), apesar da razao de prevaléncia

nao ter sido significante para NIC1 (TABELA 4).

TABELA 4

REATIVIDADE DO DNA-HPV POR CAPTURA DE HIBRIDOS SEGUNDO O
DIAGNOSTICO HISTCLOGICO

Diagnéstico » Captura " RP

histolagico Reativo = Néo reativo e gg%)’
Sem lesdo HPV induzida 11 21 Ref
NIC 1 24 38 1,1(0,8-1,9)
NiC2e3l 31 13 2,0(1,2-3.4)
TOTAL 56 72

Teste de Cochran ~ Armitage 0<0,01

38 4 RESULTADOS



A prevaléncia de reatividade do DNA-HPV por HIS de amplo espectro foi
de 37%. Na TABELA 5 observou-se que a reatividade por HIS foi progressiva e

significativamente associada a gravidade da lesdo cervical.

TABELA 5

REATIVIDADE DO DNA-HPV PELA HIS DE AMPLO ESPECTRO SEGUNDO O

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
: Diagnéstyico - HIS de amplo espectro RP
histolégico . o i i
’ Reativo Nao reativo (IC 95%)
Sem lesdo HPV induzida 4 28 Ref
NIC 1 21 41 2,7 (1,0-72)
NIC2e3 26 18 47 (1,8-12,2)
TOTAL 51 87

Teste de Cochran - Armitage p<0,01

Entre os casos gue foram reativos para DNA-HPV de amplo espectro
pela HIS o tipo de DNA-HPV especifico foi detectado em 26/51 casos. Entre
estes, o mais frequente foi o tipo 16, encontradc em dois casos sem lesdo
induzida por HPV, trés NIC 1 e sete NIC 2 ou 3. O tipo 6/11 foi encontrado em

seis casos de NIC 1 e dois casos de NIC 2 ou 3. O tipo 31/33 esteve presente
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nas trés categorias de biopsia e o tipo 18 foi encontrado apenas em dois casos,

ambos com NIC (TABELA 6).

TABELA 6

REATIVIDADE DOS DIVERSOS TIPOS VIRAIS PELA HIS SEGUNDO
O DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

, BIOPSIA
- Tipo viral - — ' e :
: Sem lesdo HPV- induzida NIC 1 , NiiCZ e3
6/11 0 6 2
16 2 3 7
18 0 7 1
31/33 1 1 2
Tipo ndo detectado 7 10 14
Sub total 4 21 26
HIS n&o reativo 28 41 18
TOTAL 32 62 44

Na TABELA 7 observou-se que a reatividade do DNA-HPV por capiura
de hibridos e por HIS ndo apresentaram uma boa concordancia, quando
contempladas independentemente do diagndstico histolégico (coef.
Kappa=0,164). Entretanto, coeficientes kappa parciais, estratificados em cada
nivel do diagnostico histolégico sugeriram que a concordancia entre tais
reatividades é radicalmente influenciada pelo diagnéstico histologico. Nas
mulheres com NIC 1, o coeficiente kappa estimado foi negativo, situagéo que

caracteriza uma completa discordancia entre os fatores que foram comparados.
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Nas mulheres com NIC 2 ou 3, a concordancia foi desprezivel (coeficiente
kappa=0,067). Entretanto, na categoria das mulheres sem les&o induzida por
HPV, verificou-se uma suave concordancia entre as reatividades. Neste caso, o

coeficiente kappa foi estimado em 0,265.

TABELA 7

COMPARACAQ DA REATIVIDADE DO DNA-HPV POR CAPTURA DE
HIBRIDOS E POR HIS

e Reatividade do DNA-HPV
Diagnostico : ,

histologico Captura Captura HiSnao-  HIS  _O° kappa
ndo-reativa  reativa reativo reativo
Sem lesédo HPV-induzida 21 11 28 4 0,265
NIC 1 38 24 41 21 -0,009
NIC20u3 13 31 18 26 0,067
TOTAL 72 66 87 51 0,164

4.4. Relacao entre os critérios histolégicos individuais utilizados para
o diagndstico da lesdo induzida por HPV e a reatividade da captura
de hibridos e da hibridizacgéao in situ

Nas TABELAS 8 e 9 observou-se que de todos os critérios analisados, a
multinucleacdo (RP=4,1) assim como a mitose aberrante (RP=2,9) apresentaram
maior associacdo com captura de hibridos positiva. Os outros critérios
apresentaram uma pequena associacdo com a reatividade por captura de

hibridos.
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TABELA 8

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE @INUCLEACAO, MULTINUCLEACAO, MITOSES
ABERRANTES E ATIPIA NUCLEAR MINIMA EM RELAGCAO A REATIVIDADE DA CAPTURA DE HIBRIDOS

HPV-DNA Binucleagio Multinucleagio Mitose aberrante o "Atipi'a hifnima'

por captura . > e e . : e e : e B

de hibridos - RP IC (95%) #-  RP IC(98%)  +- RP I[C (95%)‘ +- RP - IC (95%)
Nao-Reativo 38/34  ref ref 5/67 ref ref 10/62 ref ref 65/7 ref ref
Reativo 47/19 1,3  (1,0-1,8) 19/47 41 (1,6-10,4) 27/39 29 (1,5-56) 63/3 1,0 (0,9-1,1)

TOTAL 85/53 24/114 37/101 128/10
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TABELA 9

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE COILOCITOSE, COILOCITO FUSIFORME, DISQUERATOSE E
PARACERATOSE EM RELACAO A REATIVIDADE DA CAPTURA DE HIBRIDOS

HPV-DNA ' k'vCoilocitosék R i’CZOilOCifﬁ fusiforme Disqueratose G Pa(acératésey
de hibridos  #/- RP  IC(95%) = #I- RP - 1C (95%) - , RP 1C (95%) A - RP__IC (95%)
Nao-Reativo 47125  ref ref 29/43 ref ref 26/46 ref ref 22/50 ref ref
Reativo 5412 12  (1,0-1,5) 48/18 1,8 (1,3-2,5) 43/23 1.8 (1,3-2,6) 37129 1,8 (1,2-2,8)
TOTAL 101/37 77161 69/69 59/79




A excecdo da atipia nuclear minima, todos os demais critérios
histologicos mostram tendéncia a associagéo a reatividade para DNA-HPV por

captura de hibridos (Figura 11).

» multinucleagdo

20—

8 ;
negativa positiva

Figura 11. Distribuicdo dos aspectos morfelégicos segundo a reatividade da captura de hibridos
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Observou-se nas TABELAS 10 e 11, que a multinucleac&o apresentou a
mais significativa associacédo com a reatividade da HIS de amplo espectro
(RP=7,3). A mitose aberrante (RP=2,5) também apresentou uma associa¢ao
importante, apesar de menor que o da multinucleagdo. O coildcito fusiforme, a
paraceratose e a binucleacdo apresentaram riscos semelhantes entre si
(RP=1,7; 1,8 e 1,7, respectivamente). A disqueratose e a coilocitose
apresentaram um risco menor que os critérios anteriores (RP=1,5 e 1,3,
respectivamente). Os vacuolos celulares com atipia nuclear minima né&o
apresentaram associacdo com a reatividade da HIS de amplo espectro

(RP=1,0).

4, RESuLTADOS 458



SOaVLINSIY ¥ O

TABELA 10

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE BINUCLEACAO MULTINUCLEACAO, MITOSES
ABERRANTES E ATIPIA NUCLEAR MINIMA EM RELACAO A REATIVIDADE DA HIS

HPV-DNA Binucleagéo G | Multinucleacao T : Mntose aberrante | : Afipia minima

por HIS 4. RP IC(95%)  +- RP IC(95%) - RP IC (95% #-  RP IC(95%)
Néo Reativo 42/45  vef ref 6/81 ref ref 15/72 ref ref 8077 ref ref
Reativo 43/8 1,7  (1,3-2,2) 18/33 51 (2,1-12,0) 22129 2,5 (1,4-43) 48/3 1,0 (0,9-1,1)

TOTAL 85/53 24/114 37101 128/10
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TABELA 11

ESTIMATIVA DE RISCO SEGUNDO A PRESENCA DE COILOCITOSE, COILOCITO FUSIFORME, DISQUERATOSE E
PARACERATOSE EM RELACAO A REATIVIDADE DA HIS

| “ HPV;DN A L C@ﬂéciioséj" - k “;Céiléc{;i‘édf’qui‘foﬁme‘yi - Disqueratose | ‘Palrapg}atcf)s:e”'y'

Por“HlS ‘ (e Rp 10(95%) +/ RP 'ﬁuy‘va(QS%) +I»ﬂ e (95%) sy . RplC (95%)
N&o Reativo 56/31  ref ref 38/49 ref ref 36/51 ref ref 28/59 ref ref
Reativo 456 1,3 (1,1-1,6) 3912 1,7 (1,3-2,3) 33/18 1,5 (1,1-2,1) 31/20 1,8 (1,2-2,7)
TOTAL 101/37 77161 69/69 59179




Visualizando na Figura 12, a maior parte dos critérios apresentou-se
associada a reatividade para DNA-HPV mediante hibridizacao in situ. Entretanto,
os vacuolos celulares com atipia nuclear minima nao conseguem diferenciar a
reatividade da HIS de amplo espectro. A multinucleacdo e a mitose aberrante

s&o os critérios gue melhor conseguem prever a positividade deste teste.

o
% 100

: multinucleagéo

ndo reativa reativa

Figura 12. Distribuicdo dos aspectos morfologicos sequndo & reatividade da HIS
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Ainda que a sequéncia de estratificacdes tenha ocasionado o surgimento

de classes com numero pequeno de casos para a analise da relagio entre tipo

de DNA-HPV e cada critério histologico, a TABELA 12 mostra que todos os

tipos virais detectados pela HIS foram avaliados quanto a presenca de

alteracdes histoldgicas. A coilocitose, coildcito fusiforme e atipia nuclear foram

mais frequentes no tipo 16, apesar de presentes nas quatro categorias. Por

outro lado, alteracbes nucleares como mitose aberrante, multinucleacdo e

disqueratose nao foram identificadas nos casos tipados especificamente.

TABELA 12

CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS EM RELACAQ AOC TIPO DNA-HPV

DETECTADO POR HIS

Tipo de DNA-HPV

Criterio
: 6/11 16 18 31133

Binucleacdo 2 2 - -
Multinucleacéo - - - -
Afipia nuclea minimar 2 5 1 1
Mitose aberrante -

Coilocitose 7 11 2 4
Coilocito fusiforme 2 9 1 3
Disqueratose - - - -
Paraceratose - 2 1 -
*TOTAL (n) 8) (12) (2) 4)

*Cada caso pode apresentar mais de 1 critério
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5.1. Aspectos gerais

Desde a década de 80, o nimero de muiheres encaminhadas para 0s
ambulatérios de colposcopia e patologia cervical devido a lesdes induzidas por
HPV, vem aumentando continuamente. Os métodos utilizados para o©
diagnéstico destas lesbes tém atraido a atencdo de pesquisadores do mundo
inteiro, no sentido de encontrar marcadores adicionais, que norteiam o
tratamento e o seguimento destas mulheres (HILDESHEIM et al., 1994; HO et
al., 1995, REMMINK et al., 1995) Duas questbes fundamentais estéo
envolvidas no diagnéstico destas lesbes: 1) a especificidade dos critérios
histoldgicos para reconhecimento do grau de lesdo provocado pelo HPV, 2) a
utilizagdo adequada das novas técnicas de deteccdo do DNA viral no material
cervical. Dentro destas linhas de pesquisa, o presente trabalho visou a analisar
os critérios histologicos associados a gravidade da lesdo induzida por HPV e
sua relacdo com a presencga do DNA-HPV detectado por captura de hibridos e

também por hibridizagdo in situ.
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Baseado no conceito de progresséo tumoral e perda da diferenciacéo
celular, depreende-se que alguns casos diagnosticados como NIC 1 poderéo
eventualmente progredir para NIC 2 ou 3 e dai para neoplasia invasora
(STOLER, 1996). Entretanto, sabemos que a maior prevaléncia de carcinoma
invasor do colo do utero ocorre em mulheres na quarta década da vida. Por
outro lado, o pico de deteccdo das lesbes de baixoc grau, incluindo nesta
categoria as alteracdes citopaticas simples induzidas por HPV e os NIC 1,
encontra-se nas jovens que iniciam sua atividade sexual e decresce,
acentuadamente, nas mulheres mais proximas da menopausa (KOUTSKY et
al., 1992; KAINZ et al., 1995 LONDESBOROUGH et al., 1998; FRANCO,

ROHAN, VILLA, 1989).

Os testes virologicos tém permitido identificar cerca de 10% a 30% de
mutheres assintomaticas como portadoras de infecgdo por HPV (WARD et al,,
1990). Por outro lado, se estas mulheres tém um maior risco de desenvolver
lesbes cervicais induzidas por este virus, estas somente serdo identificadas
através da citologia, colposcopia e bidpsia (STOLER, 1996). Assim, varios
autores tém discutido o papel de cada teste no rastreamento, diagndstico e
seguimento das lesbes pré-neoplasicas do trato genital inferior (MOSCICKI et

al., 1992; MAEDA et al, 1997, McNICOL & FARQUHARSON 1897).
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5.2. Valor do diagnéstico histolégico

Apesar de fradicionalmente reconhecidos como padrdc-ouro para
diagnostico de neoplasias, os diagndsticos histologicos recentemente tém sido
desafiados, especialmente em estudos viroldgicos, que descrevem os critérios
histoldgicos como subjetivos, sem padrdes precisos, sujeitos a interpretacdes
equivocadas e com baixa taxa de reprodutibiiidade (ISMAIL et al.,, 1989,
CREAGH et al., 1995; DUGGAN, 1999). No presente trabalho verificamos uma
grande concordéancia entre os dois observadores no diagnostico das lesbes
induzidas por HPV. A concordancia foi absoluta em 71% dos casos e a
discordancia superior a um grau foi encontrada em apenas 4% dos casos,
mesmo considerando o viés de leitura de laminas diferentes do mesmo bloco.
Dos 25 casos classificados como NIC 2 pelo observador 1, apenas dois casos
foram subavaliados, ou seja, houve discrepancia superior a um grau, pelo
observador 2, sendo classificados como auséncia de les&o induzida por HPV.
Verificamos ainda que apenas um caso foi superavaliado, apresentando
discrepancia superior a um grau, tendo sido considerado NiC 3 pelo observador
1 e sem les&ao pelo observador 2 (ALVES et al., 1991). Assim, foi obtido um

critério de consenso a servir de padrao-ouro para as analises subsequentes.

Nossos dados reforcam a validade da histologia como padrao-ouro,
altamente confiavel e reprodutivo, no diagndstico das lesbes do epitélio

escamoso do colo utering.
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5.3. Analise dos critérios histolégicos individuais

A infecgdo por HPV do epitélio escamoso do colo uterino, sende o fator
iniciador da carcinogénese cervical, estd associada com alteragbes morfologicas
do tecido, que incluem o desarranjo arquitetural e alteragbes nucleares tipicas.
O grau destas alteragbes determina o diagnostico das lesdes pre-neoplasicas
que vao desde neoplasia intra-epitelial grau 1 até a neoplasia intra-epitelial grau

2 e 3 (KADISH et al.,1962).

No presente trabalho analisamos a aparéncia histoldgica das lesbes
induzidas por HPV, descrevendo os critérios histologicos individualizados e
suas associacdes com o diagnadstico final. Encontramos dois mais consistentes
para as lesfGes mais graves: mitoses aberrantes e multinucleacao. Verificamos
que a presenca dos dois criterios em conjunto pode diagnosticar NIC 2 ou 3,
mesmo sem levar em consideracio o desarranjo da arquitetura. Similarmente, a
disqueratose € a paraqueratose foram importantes marcadores para estas
lesbes mais graves. Ja as células exibindo atipia nuclear minima circundadas

por vacuolos (esbogo de coilocitose) propostas anteriormente como critérios
sugestivos de infec¢do por HPV, ndo se mostraram associadas & infecgdo

nem aos padroes histolégicos de lesdo epitelial. Assim, parece-nos meihor
excluir o critério de atipia nuclear minima do diagndstico final de infecgdo
induzida por HPV. A valcrizag@o deste critério estaria contribuindo para o
“superdiagnostico” de lesbes pré-neoplasicas no rastreamento e seguimento

das mulheres encaminhadas para os servicos de patologia cervical.
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5.4. Relagbes de marcadores de lesédo e de infecgao

Entre os métodos viroldgicos utilizados na detecgio da infecg@o por
HPV, o teste de deteccao do DNA-HPV por captura de hibridos é de facil
realizacdo e rapido resultado. Tem grande sensibilidade para detectar os tipos
considerados de alto risco oncoldgico e permite a mensuracdo da carga viral
(COX et al., 1995; WRIGHT, SUN, KOULQOS, 1995). Entretanto, néo diferencia
as muiheres que tem apenas infecgdo das que ja apresentam lesdo celular
(FARTHING et al., 1994, ROTELI-MARTINS, 1996). A hibridizacao in situ, por
sua vez, apesar de apresentar uma menor sensibilidade, detecta o DNA-HPV
nas lesGes presentes no tecido biopsiade (NUOVO et al., 1990). A hibridizacéo
in situ foi recomendada por RICHART & NUOVQC em 1990, como ferramenta
para o diagnostico de lesbes induzidas por HPV no trato genital inferior. Por
permitir a realizagdo em blocos de parafina de bidpsias, tem grande
aplicabilidade nos estudos retrospectivos (NUOVO et al., 1990). Os estudos
baseados na hibridizag&o in situ permitem ainda a localizacdo morfoldgica das

seqiiéncias virais (SOUTHERN et al., 1998).

No presente estudo usamos a hibridizaco in sifu e, para aumentar a
sensibilidade, adicionamos o recurso de ampilificar a reacdo através de sistema
de catalisador de sinal (CSA). As sondas utilizadas foram de DNA-HPV
especificas para virus de baixo, intermedidrio e alto risco oncolégico, na

tentativa de avaliar os tipos especificos de HPV que infectam estas mulheres.
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Avaliamos assim a taxa de deteccdo de DNA-HPV de afto risco
oncoldgico por captura de hibridos e por hibridizagdo in situ, assim como sua
relagdo com o diagnostico histolégico. Verificamos que 47% das mulheres com
captura de habridos reativa para DNA-HPV apresentaram diagnoéstico de NIC 2
ou 3, 36% apresentaram diagnostico de NIC 1 e 17% néo apresentaram lesdo
induzida por HPV. Verificamos também que a prevaléncia da reatividade para
DNA-HPV por hibridizacdo in sifu de ampio espectro foi de 37% da amostra,
Das bidpsias reativas pela hibridizacao in situ, 51% tinham diagndstico de NIC 2
ou 3, 41% de NIC 1 e 8% n&o apresentavam les&o Ainduzida por HPV. Apesar
desta diferenca nao ser significativa, a detecgdo do DNA-viral em mulheres com
auséncia de lesdo induzida por HPV, foi maior pela captura de hibridos do que

pela hibridizacao in situ.

Em relacao & hibridizacao in situ, SOUTHERN et al. (1998) analisaram
50 lesbes de baixo grau e 50 lesdes de alto grau com sondas marcadas com
HPV dos tipos 6/11,16,18,31 e 33, e detectaram o DNA viral em 82% das
lesbes de baixo grau e 90% das lesdes de alto grau. Entretanto, a acuracia para
a tipagem especifica da hibridizacdo in situ foi de 43% em lesdes de baixo grau
e de 90% em lesdes de alto grau. Em nosso estudo, usando técnica
semelhante, das 51 mulheres reativas para o amplo espectro, 26 (61%) foram
positivas para os tipos 6/11, 16, 18 e 31/33. Entre estes, o0 DNA-HPV mais
freglente foi o tipo 16, encontrado em trés casos de NIC 1 e oito de NIC 2 ou 3.
Apesar do tipo 16 ser considerado como tipo de alto risco oncolégico, o

encontro do mesmo em trés casos de NIC 1 esta de acordo com outros autores
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gue também relataram o encontro de HPV de alto risco em lesées de baixo grau

(KATAJA et al., 1990, KADISH et al., 1992).

De uma forma geral, quando analisamos a frequéncia dos diferentes graus
histolégicos em relacdo aos tipos virais detectados pela hibridizac&o in situ
verificamos que, na maioria dos casos cujo tipo viral foi identificado, o DNA-
HPV detectado foi compativel com a expectativa do diagndstico histoldgico.
Assim, avaliando a reatividade da hibridizac@o in situ, verificamos que seis
casos positivos para os virus do tipo 6/11 eram portadoras de NIC 1 e dez casos

positivos para 0s virus dos tipos 16, 18, 31/33 eram portadores de NiC 2 ou 3.

Os DNA-HPV 6/11, considerados de baixo risco oncolégico, além de
serem detectados em seis casos de NIC 1 foram também reativos em dois
casos de NIC 2 ou 3. Existe a possibilidade que os dois casos de NIC 2 ou 3
tenham infecgdo por outro tipo, ndo caracterizado nesta pesquisa. Por outro
Jado, outros autores também encontraram os tipos considerados de baixo risco,
associados a neoplasias de alto grau, apesar da freqiiéncia néo ser significativa
guando comparada com a dos DNA-HPV de alto risco (SCHIFFMAN et al,,
1993; HERRINGTON et al., 1995, WOODMAN et al., 1996). Os tipos 31/33
estiveram presentes nas irés categorias de bidpsia e o tipo 18 foi encontrado

apenas em dois casos, sendo um NIC 1 e outro NIC 2 ou 3.

Estes dados mostram gue, ainda que valido em analises populacionais,
a identificacdo de DNA denominado de risco baixo (6 e 11) ou intermediario (31

e 33) (SCHIFFMAN et al., 1993; HERRINGTON et al, 1996), ndo afasta a
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possibilidade de lesGes mais graves nas mulheres cujo diagndstico sd pode ser

estabelecido pela bidpsia.

Nossos resultados indicam boa reatividade da hibridizacdo in sifu de
amplo espectro nas lesdes de alto grau e menor reatividade nas de baixo grau.
A identificacdo precisa de 25 {aminas reativas por hibridizacéo in situ de amplo
espectro, porém n&o especificamente tipaveis, pode decorrer da pequena forga
do sinal indicador de numero de copias do virus, que nestes casos seria baixo e
nao pbdde ser identificado com a técnica utilizada. As laminas com as
caracteristicas histolégicas de infeccdo por HPV que foram negativas, tanto
para hibridizacao in situ de amplo espectro quanto para o tipo especifico,
sugerem um resulfado falso-negativo. Entretanto, uma possivel explicacao para
o resultado negativo seria que este teste nac detectou outro tipo de HPV

presente na espécie (LIZARD et al., 1998)

A baixa sensibilidade das sondas especificas pode ser explicada pela
porcentagem elevada de mulheres portadoras de infecgdo, porem com baixa
carga viral, ndo permitindo boa visualizagdo das reacgfes. S&o necessarios
estudos prospectivos para verificar se 0s casos detectados peloc amplc
espectro, mas nao reativos para o tipo especifico, s8o os de portadores de
infeccOes transientes com o virus em condicdo epissomal, ndo possibilitando a
positividade das reacdes especificas (COOPER et al.,1991). Devemos salientar
entretanto, que, o estudo de corte fransversal n&o permite analise temporal da

infeccdo. Entretanto, a presenca de DNA-HPV, mesmo de alto risco, ndo parece
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ser suficiente para o desenvolvimento de NIC 2 e 3 ou de neoplasia invasora,
uma vez que muitas mulheres infectadas com estes tipos de HPV néo

apresentam les&o histolégica detectéavel (OSTOR, 1993; SYRJANEN, 1997).

N&o ha duvidas que os tipos de HPV considerados oncogénicos parecem
ter caracteristicas biologicas que sao diferentes dos tipos menos agressivos,
provocando aiteragbes nucieares consistentes com aneupioidia mesmo em
lesGes menos graves como NIC 1 (LONGATTO-FILHO et al,, 1997, UTAGAWA
et al., 1997). Quando comparamos a reatividade para o DNA viral e os aspectos
morfolégicos detectados pela avaliacdo histolégica, encontramos uma maior
prevaléncia de altera¢bes morfoldgicas nucleares associadas com deteccéo de
DNA-HPV de alto risco, tanto através da captura de hibridos quanto da
hibridizacdo in situ. Assim, a multinucleagcdo e a mitose aberrante estiveram
associadas com a reatividade de DNA-HPV por captura de hibridos (RP=4,1 e
2,9) e por hibridizacdo in situ (RP= 5,1 e 2,5). KADISH et al. (1992), estudando
caracteristicas bioldgicas de HPV com hibridizacdo por Southern blot,
encontraram nucleos hipercromaticos e mitoses anormais mais freqlentes em

lesdes positivas para HPV de alto risco oncolégico.

Os sinais histolégicos classicos de infeccado por HPV, como a coilocitose,
disqueratose, paraqueratose e coilocito fusiforme também apresentaram
associacao significativa com a reatividade para o DNA viral tanto por captura de
hibridos (RP= 1,2; 1,8; 1,8 e 1,8, respectivamente), quanto por hibridizacéo in
situ (RP=1,3; 1,7; 1,5 e 1,8, respectivamente). Ja a atipia célular minima, ou

seja, o esboco de coilocitose, esteve presente de forma semelhante em
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pacientes reativas ou nao para o DNA-HPV, tanto pela captura de hibridos

como pela hibridizacao in situ.

De uma forma geral, as determinacbes de DNA-HPV tanto por captura
de hibrides, como por hibridizacéo in situ, estiveram intimamente relacionados
ao diagnoéstico histolégico de NIC e aos principais criterios individuais de lesdo
associada a HPV. Entretanto, houve consideravel divergéncia entre os dois
métodos a nivel individual. Tal achado pode decorrer da maior sensibilidade da
captura de hibridos ou da forma de colheita da amostra, ja que a hibridizagéo in
situ visualiza a propria lesdo enquanto a captura de hibridos € efetuada em
raspado de toda circunferéncia do colo uterino. Os dois métodos, sao

complementares no diagnostico virolégico de infecgdo cervical por HPV.

A reatividade do DNA-HPV por hibridizacéo in situ apesar de apresentar
uma frequéncia menor, consegue uma associacio mais forte com os critérios
morfoldgicos individuais do que a captura de hibridos. A hibridizacdo in situ,
sendo realizada no tecido da bidpsia, demonstra que o fenodtipo se altera
guando existe maior quantidade de DNA viral detectado no tecido (SOUTHERN
et al.,1998). Em relacéo a captura de hibridos, devemos lembrar que a mulher
pode ter o virus em outro local que n&o a area do tecido biopsiado, uma vez
que este teste € coletado em todo o colo e tem a capacidade de detectar o DNA

viral fora do local da amostra para histologia (COX et al., 1995).

Interpretacbes exageradas de infec¢do ou de lesdo do colo uterino

induzidas por HPV, feitas pelos métodos de biologia molecular utilizados neste
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estudo, devem ser vistas com cuidado na pratica clinica. Essas interpretacbes
exageradas tém como conseqléncia um aumento dos custos na salde publica
uma vez que levam a procedimentos cirurgicos desnecessarios. Além disso,
sendo uma infeccdo predominantemente de contaminacio sexual associada ao
cancer do colo uterino, gera ansiedade e angustia nas mulheres encaminhadas

com este diagndstico.
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A elevada concordancia interobservadores na histologia reforca sua validade
como padrdo-ouro, altamente confidve! e reprodutivo, no diagnéstico das

lesbes do epitelio escamoso do colo uterino.

Dentre os critérios histolégicos individuais, a mitose abemrante, a
multinucleacdo, a disqueratose e a paraqueratose, foram importantes
marcadores para lesbes mais graves (NIC 2 ou 3). Células exibindo atipia
nuclear minima circundadas por vacuolos (esboco de coilocitose)

propostas anteriormente como critérios sugestivos de infecgdo por HPV,

nao se mostraram associadas a infec¢ao nem aos padrdes histologicos de
les&o epitelial. Coilocitose, coildcitos fusiformes e binucleagao mostraram-

se associadas a NIC dos diversos graus.

Houve uma associagéo significativa entre a reatividade para DNA-HPV de
aito risco oncologico por captura de hibridos e o diagnéstico histoldgico de

NIC 2 ou 3.
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4. A reatividade do DNA-HPV por hibridizac&o in situ de amplo espectro foi
progressivamente e significativamente associada ao diagndstico histoldgico
de maior gravidade. Entre os casos que foram reativos para DNA-HPV de
amplo espectro por hibridizag&o in situ, o tipo especifico mais frequente foi

o tipo 16.

5. Dentre os critérios morfologicos, a muitinucleacdo apresentou a mais
significativa associacdo com a detecgdo de DNA viral por captura de
hibridos ou por hibridizacao in situ, o que também aconteceu com a mitose
aberrante. A coilocitose e © coilocito fusiforme apresentaram associagdes
semetlhantes tanto na captura de hibridos guanto na hibridizaco in siftu. A
paraceratose e a disqueratose apresentaram uma prevaléncia menor que
a multinucleacdo e a mitose aberrante, e as células com atipia nuclear
minima com vacuolos foram muito freqUentes tanto nos casos positivos

como nos negativos para DNA viral. A auséncia de associagdo do

encontro das células com atipia nuclear minima com vaclolos, esbo¢o de

coilocitose, com o diagnostico histologico, bem como com a detecgéo de

DNA-HPV, seja por captura, seja por hibridizagdo in situ, torna
fundamental sua excluséo dentre os critérios diagnosticos em bidpsias de

colo uterino.

64 6 coNCLUSOES






ZW

Aiming at analyze the histological criteria associated with lesion induced by
HPV and its relation to the reactivity of HPV- DNA by hybrid capture (HC) and in
situ hybridization (ISH), this study was accomplished in 138 women guided for
colposcopy exam at Leonor Mendes de Barros Hospital in S2o Paulo and Centro
de Atencéo a Saude da Mulher in Campinas (UNICAMP). The rate of agreement
of the final biopsy diagnostic was analyzed comparing to the histology blade result
evaluated by 2 observers seeking to reach the consent diagnostic to act as a
paradigm for future approaches. They appraised: the relation among each
individual histological criteria used for HPV induced lesion diagnostic, the
distribution of the reactivity for HPV- DNA estimated by HC and ISH and the
relation among each individual histological criteria with reactivity of HPV- DNA by
HC and ISH. The women were submitted to complete gynecological exam
including HC coliection (Digene) followed by colposcopy with biopsy within the most
evident lesions. The biopsy fragment was guided to the reference laboratory (IAL).
In the histological analyzes there were described binucleation presence;
multinucleation; celfls with mild koilocytes; koilocytes; spindle koilocytes; mitosis;

disqueratosis and paraceratosis. Each one of these criteria was classified in two
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categories: present and absent. Final diagnose was classified into three
categories: absence induced HPV lesion; CIN 1 and CIN 2 or 3. For statistical
analysis were estimated the prevalence and the prevalence reason (PR), in a
confidence interval of 95%, being used Cochran-Armittage test, agreement test and
kappa coefficient {o guantify the agreement. We conclude that there was high
agreement in histology inter observers, reinforcing its validity as gold standard of
cervical lesions. Within individual histologycal criteria: aberrant mitosis and
multinucleation besides disqueratosis and paraqueratosis, were important factors
for more serious lesions (CIN 2 or 3). Celis showing mild koilocytes previously
proposed as criteria for suggestive infection by HPV, did not associate to the
infection nor to histological pattems of epithelial lesion. There was a meaningful
association between the reactivity to HPV-DNA of high risk by HC and ISH with
histological diagnosis of CIN 2 or 3. Among the cases that were reactive to HPV-
DNA of wide spectrum by ISH, the specific type more frequent was the type 16. In
most of the cases in wich the viral type was identified, the type detected was
compatible to the histological diagnosis. Amongst morphoiogical approaches,
multinucleation presented the most significant association with the detection of viral
HPV-DNA by HC and ISH, also occurring with binucleation and aberrant mitosis.
Koilocytes and spindle koilocytes, presented similar prevalence with both tests.
Paraceratosis and disqueratosis presented just a weak association and the cells
with mild koilocytes appeared more often such as in positive as in negative cases to
viral DNA. The association absence of encounter of cells with mild koilocytes with
histology diagnostic as well as with detection of HPV-DNA, by HC or ISH tumns to

be fundamental its exclusion amongst diagnostic criteria within cervical biopsy.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO
e e anos,
RGNUMEro ..., ,moradoradarua .................ccoeciiee,
.................................................................................................. , com prontuario
NUMETO...oove e, ..., abaixo assinado, concordo em participar

voluntariamente do estudo sobre doengas do colo do utero e fui informada
pela doutora Cecilia que: 1) responderei as perguntas do questionario 2)
serei submetida a exame ginecolégico para a coleta de amostras necessarios
para prevencdo do cancer do colo uterino 3) retornarei ao hospital para
receber o0s resultados e os tratamentos necessarios 4) receberei vale
transporte para o retorno. Recebi, antes da entrevista realizada, informagbes
sobre a realizacdo e sigilo do estudo. Sei também que poderei recusar-me a
participar ou a continuar no estudo a qualquer momento, sem apresentar
explicacbes ou motivos, e que esta recusa ndo ird interferir na continuidade

do meu tratamento.

Séo Paulo, de de 199 .
Assinatura da paciente

Doutora Cecilia - telefone: 241-9848
Assinatura

Comissao de Etica - telefone: 292-4188
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