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RESUMO

Azevedo, AEB. Papilomavirus Humano (HPV) e sua associacdo com alteractes
citolégicas no seguimento precoce de pacientes com cancer de colo uterino invasivo
tratado [dissertacdo]. Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia;
2012.

INTRODUCAO: O cancer de colo uterino é uma neoplasia que ainda apresenta alta
incidéncia e mortalidade nos paises em desenvolvimento e que possui um agente
etiologico e histéria natural bem estabelecidos. O emprego da radioterapia no
tratamento é fundamental por sua eficacia terapéutica, porém frequentemente induz
alteracdes morfologicas nas células epiteliais neoplasicas e ndo neoplasicas e nas
células estromais, que dificultam o diagndstico de doenca neoplésica residual,
gerando um dilema na rotina do patologista. Considerando as limitagdes da citologia
na deteccdo de cancer residual, torna-se relevante associar a citologia, métodos
capazes de detectar a presenca de HPV. Neste estudo, os métodos associados
foram captura hibrida e imunocitoquimica, com o objetivo de avaliar a frequéncia de
infeccdo por HPV em amostras cervicais e vaginais no seguimento precoce de
pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado e correlacionar com o0s
resultados do exame citoloégico. METODOS: Estudo descritivo transversal, no qual
foram avaliadas 52 amostras cervicais e vaginais de pacientes com cancer de colo
uterino invasivo, submetidas a braquiterapia no Hospital Universitario de Brasilia, no
periodo de fevereiro a dezembro de 2010. As amostras foram avaliadas pelos
meétodos citologicos convencional (CC) e em base liquida (CBL), foi realizada
captura hibrida para HPV de alto risco e imunocitoquimica com anticorpo que
detecta a proteina maior do capsideo L1 do HPV (BPV-1-1H8). RESULTADOS: 1) A
analise citolégica pela CC e CBL revelou exsudato leucocitério, reparo, macrocitose,
células gigantes multinucleadas e vacuolizacdo citoplasmatica como achados
morfoldégicos mais frequentes nos casos negativos. Os casos com carcinoma
persistente exibiam pouca ou nenhuma atipia radioterapica. 2) A captura hibrida
detectou HPV de alto risco em 46,1% das amostras. Ndo houve diferenca
significante na frequéncia viral e mediana de RLU/CO entre as amostras vaginal e
cervical, nem nos diferentes estadios da doenca. Anormalidades citologicas foram
significantemente mais frequentes em amostras com HPV positivo do que em
amostras sem HPV (p = 0.019, teste de Fisher). A mediana da relagdo RLU/CO foi
significantemente maior em pacientes com anormalidades citologicas quando
comparado com a mediana nas amostras com citologia negativa (p = 0.029, Mann-
Whitney). 3) A imunocitoquimica foi positiva em 52,3% das amostras. Houve maior
tendéncia de expressdo em amostras com anormalidades citoldgicas, porém nao
estatisticamente significante. CONCLUSOES: O presente estudo sugere que
métodos de deteccdo de DNA-HPV, como a captura hibrida, podem ser Uteis como
um complemento da citologia no diagnostico de neplasia residual no seguimento
precoce de pacientes tratadas com radioterapia. Nos casos com diagndstico
citolégico negativo e captura hibrida positiva, a imunocitoquimica pode detectar o
HPV em células viaveis, infectadas produtivamente, podendo indicar risco para
desenvolvimento de lesdo posteriormente.

Palavras-chave : HPV, cancer cervical; citologia cervical;, radioterapia; captura
hibrida; imunocitoquimica; proteina maior do capsideo L1.



SUMMARY

Azevedo, AEB. Association between human papillomavirus infection and cytological
abnormalities in early follow up of invasive cervical cancer [Master's thesis].
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INTRODUCTION: Cervical cancer still has high incidence and mortality in developing
countries and has a well established etiologic agent and natural history. The use of
radiotherapy in the treatment is crucial for its therapeutic efficacy, but often induces
morphological changes in the neoplastic and non-neoplastic epithelial cells and
stromal cells, which make difficult the diagnosis of residual neoplastic disease,
creating a dilemma in pathologist routine. Considering the limitations of cytology in
detection of residual cervical cancer, it becomes important to associate to cytology,
methods capable of detecting the presence of HPV. In this study, the methods
associated were hybrid capture and immunocytochemistry, in order to evaluate the
frequency of HPV infection in cervical and vaginal samples in early follow-up of
patients treated for invasive cervical cancer and correlate with the results of
cytological examination. METHODS: Cross-sectional study consisting of cervical and
vaginal samples of 52 women with invasive cervical carcinoma treated with
brachytherapy at the University Hospital of Brasilia, in the period from February to
December 2010. The samples were evaluated by conventional (CC) and liquid-based
(CBL) cytological methods. Hybrid capture was carried out to high-risk HPV and
immunocytochemistry with an antibody that detects the L1 major capsid protein of
HPV (BPV-1-1H8). RESULTS: 1) The cytological analysis, in the CC and CBL,
revealed exudate leukocyte, repair, macrocytosis, multinucleated giant cells and
cytoplasmic vacuolization as morphological findings more frequent in negative cases.
Cases with persistent carcinoma showed little or no radiotherapy atypia. 2) High risk
HPV was detected in 46.1% of the samples. No significant difference was observed
in viral frequency and in median of the ratio RLU/CO between vaginal and cervical
samples nor in samples of patients at different clinical stages. Cytological
abnormalities were significantly more frequent in samples with HPV than in samples
without HPV (p = 0.019, Fisher's test). The viral load was also significantly higher in
samples with cytological abnormalities when compared with the samples with
negative cytology (p = 0.029, Mann-Whitney's test). 3) Immunocytochemistry was
positive in 52.3% of samples. There was a greater tendency of expression in samples
with cytological abnormalities, but not statistically significant. CONCLUSIONS: This
study suggests that methods of detection of DNA-HPV, such as hybrid capture, may
be useful as a complement to cytology for the diagnosis of residual neoplasia in
patients after radiotherapy for cervical cancer in the early follow-up. In cases with
negative cytological diagnosis and positive hybrid capture, immunocytochemistry can
detect HPV in viable cells, productively infected, which can indicate risk for
recurrence.

Key-words: HPV; cervical cancer; cervical cytology; radiotherapy; hybrid capture;
immunocytochemistry; L1 major capsid protein.
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1 INTRODUCAO

O céancer de colo do utero € o terceiro tipo de cancer mais prevalente entre as
mulheres no mundo e a quarta causa de morte por cancer em mulheres, tendo sido
responsavel por 9,0 % (529.800) do total de novos casos e 8,0% (257.100) do total
de mortes por cancer entre mulheres em 2008 (1). Nos paises em desenvolvimento,
ele ocupa a segunda posi¢ao em incidéncia e mortalidade (1,2).

No Brasil, de acordo com a estimativa de incidéncia para o ano de 2012 do
Instituto Nacional de Cancer (INCA), excluindo os tumores de pele, o cancer de colo
uterino € o mais incidente na regido Norte e ocupa a segunda posicdo mais
frequente nas regides Centro-Oeste e Nordeste (3).

No Distrito Federal, a taxa de incidéncia bruta do cancer de colo uterino para
0 ano de 2012 é de 23,0 casos para cada 100.000 mulheres (3).

O carcinoma de células escamosas é o0 tipo histologico mais frequente,
perfazendo 80,0 - 90,0% dos casos. Adenocarcinoma representa 10,0 - 20,0% dos
casos, com uma tendéncia de aumento de incidéncia nos paises desenvolvidos.
Este ultimo também tem uma taxa de sobrevida menor quando comparado ao
carcinoma de células escamosas no mesmo estadio (4).

Desde 1992, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera que a
persisténcia da infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) em altas cargas virais
representa o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de colo
uterino (3).

A infeccdo por HPV é umas das mais prevalentes do mundo. O virus esta
envolvido na carcinogénese de canceres de alta prevaléncia e mortalidade como
canceres da regido anogenital e da cabeca e pescoco (1). No colo, diversos tipos de
HPV de alto risco tém sido detectados em quase todos 0s casos de cancer invasivo.
Este aumento de prevaléncia tem sido sentido a partir de 1960, coincidente com o
aumento do uso de contraceptivos orais, diminuicdo do uso de outros métodos de
barreira e avanco tecnoldgico nos métodos diagnosticos (5).

S&ao conhecidos, atualmente, mais de 100 tipos diferentes de HPV e cerca de
20 destes possuem tropismo pelo epitélio escamoso da regido anogenital (colo,
vulva, perineo, regido perianal e anal). Desses tipos, sdo considerados como de

baixo risco para o desenvolvimento de cancer os de niameros 6, 11, 26, 40, 42, 53-
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55, 57, 61 e 70 (relacionados principalmente a lesbes benignas, tais como
condiloma, e também a leséo de baixo grau). Os de alto risco sdo os de numeros 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 (relacionados a lesdes de alto grau e
cancer) (6).

A OMS, em parceria com a International Agency for Research on Cancer
(IARC), identificou os tipos 16 e 18 como os principais agentes etiolégicos do cancer
de colo uterino, firmando-se cientificamente, pela primeira vez, a inducdo de um
tumor solido por um virus (5,6). Estudos que utilizam métodos de hibridizacdo tém
demonstrado que mais de 99,0% dos casos podem ser atribuidos a alguns tipos de
HPV, sendo o HPV 16 o responsavel pela maior proporcdo de casos (50,0%),
seguido do HPV 18 (12,0%), HPV 45 (8,0%) e o HPV 31(5,0%) (7). O efeito
oncogeénico viral esta associado a expressdo dos genes E6 e E7 do HPV de alto
risco (6,8).

As opcbes de tratamento para o cancer cervical invasivo s&o cirurgia,
radioterapia e quimioterapia ou combinacdo destas, dependendo do estadiamento
clinico da doenca, estabelecido pela Federacdo Internacional de Ginecologia e
Obstetricia (FIGO) (9,10).

O seguimento adequado ap0s o tratamento € importante principalmente nos
dois primeiros anos imediatos a terapéutica, visto que 50,0% das recorréncias sao
detectadas no primeiro ano e 85,0% nos dois primeiros anos. A recorréncia local tem
sido descrita em 14,0% a 57,0% das pacientes. Recomenda-se reavaliacao clinica e
exame citolégico cervicovaginal convencional a cada trés meses nos primeiros dois
anos de seguimento, ampliando para seis meses do 3° ao 5° ano de seguimento
(11).

Ha poucas evidéncias de que a citologia cervical/vaginal acrescente
informacéo significante ao exame clinico na deteccgéo precoce de doenca recorrente,
devido a sua baixa sensibilidade e dificuldades diagndsticas relacionadas ao efeito
da radioterapia (12-16). A sensibilidade do método varia de 13,0% a 51,0% para
detectar lesbGes intraepiteliais escamosas ou carcinoma invasivo (17). A baixa
sensibilidade se deve a varios fatores interferentes. Acredita-se que estes possam
interferir, pelo menos em parte, devido a prépria subjetividade na interpretacdo do
exame, 0 que acarreta uma importante variabilidade diagnostica inter e
intraobservadores. Esta interpretacdo depende diretamente da boa qualidade da

amostra, mas também da experiéncia do observador (18,19). Trabalhos prévios
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mostram que o seguimento de pacientes com cancer de colo uterino tratado através
do esfregago cervicovaginal convencional nao permite deteccdo precoce da
recorréncia, especialmente em pacientes assintomaticas (20,21). Além disso, no
exame citolégico cervicovaginal de pacientes em seguimento pds-tratamento,
principalmente pés-radioterapia, podem surgir alteracdes celulares tanto no epitélio
glandular quanto no escamoso, que frequentemente sdo confundidas com atipias
neoplasicas e que resultam em diagndsticos falso-positivos ou de atipias de
significado indeterminado (22,23).

Tendo em vista que, o tratamento pode determinar um grande espectro de
alteracbes tanto nas ceélulas neopldsicas quanto nas ndo neoplasicas, o
conhecimento do patologista acerca das modificacbes morfologicas induzidas pela
radio/quimioterapia tem um papel critico para evitar a possibilidade de erros (24). Se
a radioterapia for bem sucedida, a grande maioria das células malignas ira
desaparecer no final do tratamento ou um més apos. Entéo, os esfregacos obtidos 6-
8 semanas apos o término da radioterapia sdo os mais adequados e importantes
para avaliar a resposta ao tratamento (25).

Estudos recentes indicam que a persisténcia de infeccdo por HPV apds
tratamento radioterapico, pode estar associada com recorréncia da doenca. Nesse
contexto, torna-se relevante associar a citologia convencional, métodos capazes de
detectar a presenca de HPV apoés o tratamento. A captura hibrida, apesar de ser um
teste utilizado largamente em conjunto com a citologia no diagnéstico pré-
tratamento, ndo € rotineiramente utilizada no seguimento de pacientes apds o
tratamento, especialmente em paises em desenvolvimento. Estudos tém mostrado
que a identificacdo do virus pode ser clinicamente Gtil apos o tratamento de cancer
invasivo porque indica ndo sO a resposta terapéutica como também o risco de
desenvolver um novo céancer cervical/lvaginal (27-30). A imunocitoquimica para
deteccdo de HPV foi utilizada em poucos estudos recentes. A detecgcdo da proteina
maior do capsideo L1 por este método parece ter significancia prognostica na
progressao de lesbes intraepiteliais cervicais, porém seu uso permanece restrito a
pesquisa (31). A associacao entre persisténcia viral e presenca de anormalidades na
citologia cervical/vaginal ap6s tratamento de céancer cervical invasivo ainda

permanece pouco clara (32-36).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO DAS LESOES PRECURSORAS DO CANCER DE COLO UTERINO

O conceito de lesdes precursoras da neoplasia de colo uterino remonta ao fim
do século XIX, quando areas de alteracGes epiteliais atipicas ndo invasivas foram
identificadas em amostras teciduais adjacentes as neoplasias invasivas (37-42). O
termo carcinoma in situ (CIS) foi introduzido na literatura em 1932 para indicar as
lesbes em que as células carcinomatosas indiferenciadas ocupavam a espessura
total do epitélio, sem ruptura da membrana basal (43). A associacéo entre o CIS e a
neoplasia invasiva do colo uterino foi posteriormente verificada. O termo displasia foi
introduzido no final dos anos 50 para designar a atipia epitelial cervical intermediaria
entre o epitélio normal e o CIS (44). A displasia recebeu uma categorizacao adicional
em trés grupos — leve, moderada e grave — dependendo do grau de
comprometimento da espessura epitelial por células atipicas. Posteriormente,
durante muitos anos, as lesdes pré-neoplasicas cervicais passaram a ser indicadas
segundo as categorias de displasia e CIS, e ainda sdo amplamente usadas em
muitos paises em desenvolvimento (44).

Um sistema de classificacdo dividido em classes distintas para displasia e CIS
tornou-se cada vez mais arbitrario, baseado nos achados de varios estudos de
seguimento com mulheres portadoras de tais lesdes. Observou-se que alguns casos
de displasia regrediam, alguns persistiam e outros progrediam ao CIS. Uma
correlacdo direta com progressdo e grau histolégico foi verificada (45). Essas
observacgbes levaram ao conceito de um Unico processo patolégico continuo pelo
qual o epitélio normal evolui para lesées precursoras epiteliais e para neoplasia
invasiva. Com base nas observacfes anteriores, o termo neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) foi introduzido em 1968 para indicar uma ampla gama de atipias
celulares limitadas ao epitélio. A NIC foi dividida em graus 1, 2 e 3 (45). A NIC |
correspondia a displasia leve, a NIC Il a displasia moderada e a NIC Ill a displasia
grave e CIS (45).

Nos anos 80, as alteracbes anatomopatoldgicas tais como a atipia coilocitica

ou condilomatosa associada a infec¢ao pelo papilomavirus humano foram cada vez
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mais identificadas. Coildcitos sdo células atipicas com uma cavitacao perinuclear no
citoplasma que indica alterac¢des citopaticas devido a infec¢do pelo HPV. Isto levou
ao desenvolvimento de um sistema histologico simplificado de dois graus. Assim, em
1990, foi proposta uma terminologia histopatologica baseada em dois graus da
doenca: NIC de baixo grau que compreendia anomalias compativeis com efeito
citopatico pelo HPV e NIC | e NIC de alto grau que compreendia as NIC Il e lll. As
lesbes de alto grau foram consideradas como genuinas precursoras da neoplasia
invasiva (45).

Em 1988, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos realizou um
simpdsio para propor um novo esquema de registro dos resultados da citologia
cervical (Relatorio do Simpdsio de NIC, 1989) (46). As recomendacdes deste
simposio e a revisdo posterior dele em um segundo simposio realizado em 1991
ficaram conhecidas como Sistema Bethesda (TBS) (Relatério do Simpésio de NIC,
1992). A caracteristica principal do TBS foi a criagcdo do termo leséo intraepitelial
escamosa (SIL- Squamous Intraepithelial Lesion) e um esquema de dois graus que
compreendia lesbes de baixo grau (LSIL- Low Grade Squamous Intraepithelial
Lesion) e alto grau (HSIL- High Grade Squamous Intraepithelial Lesion). A
classificagdo do TBS combina alteracdes condilomatosas (HPV) e NIC de baixo grau
(NIC 1) em LSIL, enquanto a HSIL compreende NIC mais avancada, como NIC Il e
lll. O termo lesdo foi usado para enfatizar que qualquer uma das alteracdes
morfolégicas em que se baseia um diagnostico ndo identifica necessariamente um
processo neoplasico. Embora elaborado para a notificacdo citolégica, o TBS é
também usado para informar sobre achados histopatoldgicos (46).

O TBS foi reavaliado e revisado em um simposio em 2001, convocado pelo
INCA, co-patrocinado por 44 sociedades profissionais representativas de mais de 20

paises (47).

2.2 ETIOPATOGENESE DO CANCER DE COLO UTERINO

Estudos epidemiolégicos identificaram varios fatores de risco que contribuem
ao desenvolvimento de lesdes precursoras e neoplasia invasiva de colo uterino.

Estas incluem infeccdo por certos tipos oncogénicos de HPV, relacdo sexual
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precoce, multiplos parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongado de
anticoncepcionais orais, tabagismo, baixo nivel socioeconémico, infeccdo por
Chlamydia trachomatis, deficiéncia de micronutrientes e uma dieta deficiente em
vegetais e frutas (48-53).

Tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 de HPV estéo
significativamente associados com lesao de alto grau e neoplasia invasiva (48-51).
Considera-se uma infeccdo persistente por um ou mais dos tipos oncogénicos
mencionados anteriormente uma causa necessaria para o desenvolvimento da
neoplasia cervical (48). A andlise de resultados combinados de um estudo de caso-
controle multicéntrico, realizado pelo Centro Internacional de Pesquisas sobre o
Cancer, revelou riscos relativos (RR) que variavam de 17 na Colébmbia a 156 nas
Filipinas, com um RR combinado de 60 (Intervalo de Confianca - IC de 95,0%) para
a neoplasia do colo uterino (51). A associacao foi igualmente significativa para o
carcinoma escamoso (RR: 62) e para o adenocarcinoma de colo uterino (RR: 51). O
acido desoxirribonucleico (DNA) do HPV foi detectado em 99,7% das 1.000
amostras avaliaveis de biopsia de neoplasia de colo uterino obtidas em 22 paises
(51,52). HPV 16 e 18 sao os principais genotipos virais encontrados em neoplasias
do colo uterino em todo o mundo (53). Varios estudos de coorte revelaram uma
associacao significativa entre a infeccéo persistente por HPV oncogénico e alto risco
de desenvolver NIC (54-59).

A infeccéo pelo HPV é transmitida através do contato sexual e os fatores de
risco estdo intimamente relacionados com o comportamento sexual (por exemplo,
namero de parceiros sexuais, relacdo sexual em idade precoce). Na maioria das
mulheres, as infeccbes pelo HPV séo transitorias. A histéria natural da infeccéo pelo
HPV tem sido bastante reavaliada. Embora a prevaléncia da infec¢ao pelo HPV varie
em diferentes regides do mundo, atinge em geral um pico de cerca de 20,0 - 30,0%
das mulheres entre 20 e 24 anos de idade, com uma diminuigdo posterior a
aproximadamente 3,0% a 10,0% das mulheres de mais de 30 anos de idade (60,61).
Cerca de 80,0% das mulheres jovens que contraem o HPV tém infeccfes transitorias
gue se resolvem em 12 a 18 meses (62).

Acredita-se que a infeccdo pelo HPV comece nas células basais ou
parabasais do epitélio metaplasico. Se a infeccéo persiste, pode ocorrer a integracao
do genoma viral ao genoma celular do hospedeiro. A diferenciacdo e a maturacao

normal do epitélio escamoso metaplasico imaturo em maduro sao interrompidas
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como resultado da expressdo de oncoproteinas E6/E7 e da perda do controle de
crescimento normal. Isto pode levar ao desenvolvimento de epitélio displasico. Se o
processo neoplasico segue ininterrupto, com o tempo, a lesdo pode ocupar a
espessura total do epitélio. Posteriormente, a doenca pode atravessar a membrana
basal e converter-se em neoplasia invasiva, estendendo-se aos 6rgdos adjacentes.
A neoplasia invasiva pode atingir vasos sanguineos e linfaticos e a doenca se

dissemina aos ganglios linfaticos e 6rgaos a distancia (59).

2.3 HISTORIA NATURAL DA NEOPLASIA CERVICAL

Apesar da exposicdo frequente das mulheres ao HPV, o surgimento da
neoplasia cervical € pouco comum. A maioria das anomalias cervicais causadas pela
infeccéo pelo HPV tem pouca probabilidade de progredir a neoplasia intraepitelial de
alto grau ou neoplasia do colo uterino invasiva, visto que a maioria regride
espontaneamente. A longa duragéo entre a infecgdo inicial e a doenga manifesta
indica que varios cofatores (por exemplo, diferencas genéticas, efeitos hormonais,
deficiéncias de micronutrientes, tabagismo ou inflamacdo crbnica) podem ser
necessarios para a progressao da doenca. A regressao espontanea da NIC também
pode indicar que muitas mulheres ndo estéo expostas a esses cofatores (63).

Varios estudos trataram da histdria natural da NIC, com énfase na regressao,
persisténcia e progressdo da doenca (64-67). Eles revelaram que a maioria das
lesbes de baixo grau é transitéria; grande parte regride ao normal em periodos
relativamente curtos ou néo progride para formas mais graves. A NIC de alto grau,
por outro lado, tem uma probabilidade muito maior de progredir para neoplasia
invasiva, embora uma porcentagem de tais lesbes também regrida ou torne-se
persistente (64).

Alguns estudos tentaram resumir as taxas de regressdo, persisténcia e
progressdo da NIC. Embora esses estudos tenham muitas limitagdes, eles oferecem
uma visao interessante sobre o comportamento biolégico dessas lesbes. Em uma
revisdo, as probabilidades acumulativas para todos os graus de NIC seguidas tanto
por citologia como histologia foram de 45,0% para regressao, 31,0% para

persisténcia e 23,0% para progressao (64). As taxas de progressao para neoplasia
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invasiva em estudos que fizeram o seguimento de pacientes com CIS por biopsia
variaram de 29,0% a 36,0% (63).

Assim como ocorre com as les6es escamosas, a lesdo precursora que se
reconhece como tendo sido originada do epitélio colunar é denominada de
adenocarcinoma in situ (AIS). No AIS, o epitélio colunar normal é substituido por
epitélio anormal que revela perda da polaridade, aumento do tamanho das células,
aumento do tamanho do ndcleo, hipercromasia nuclear, atividade mitotica, reducéo
da expressdo de mucina citoplasmatica e estratificacdo ou empilhamento celular.
Podem também ser observadas glandulas com ramificacdo e brotos anormais com
projecbes papilares epiteliais intraluminais sem estroma no seu interior. Sao
subdivididos, com base nos tipos de células, em endocervical, endometrioide,
intestinal e misto. A maioria dos AIS é encontrado na zona de transformacao. O AIS
pode estar associado a NIC do epitélio escamoso em um a dois ter¢cos dos casos
(68).

2.4 O PAPEL DO HPV NA CARCINOGENESE CERVICAL

No estudo do carcinoma cervical, o interesse pelo HPV cresceu desde que foi
sugerida, na década de 70, a associacdo entre 0 este e o cancer cervical. Varios
estudos epidemioldgicos, clinico-patoléogicos e moleculares se seguiram,
confirmando o papel do HPV na patogénese do cancer cervical e em suas lesdes
precursoras.

A carcinogénese € um processso de mudltiplas etapas que envolve tanto
mudancas genéticas quanto epigenéticas, culminando na ativacdo de proto-
oncogenes e/ou inativagdo dos genes supressores de tumor (69). A passagem da
célula pelas diversas fases do ciclo celular é realizada de forma rigida por genes
controladores do ciclo. Uma célula maligna difere de uma célula normal
principalmente pela sua independéncia desse controle, sendo necessario um
acumulo de mutacbes nos cromossomos para tal transformacéo (70). Alguns tipos
de Papilomavirus Humano, nos ultimos anos, tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento de malignidade nas regides que comumente infectam,

compreendendo, na mulher, o perineo, vulva, vagina, colo de Utero e regido anal e
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no homem, pénis, uretra, saco escrotal e regido anal (71,72). Além das areas
comumente descritas na literatura, o desenvolvimento de pesquisas vem
demonstrando a presenca de HPV de alto risco oncogénico e sua possivel
associacdo com o desenvolvimento de malignidade na regido da orofaringe e cordas
vocais (73). Estudos recentes, usando testes de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) demonstraram a presenca do DNA do HPV em mais de 99,7% dos casos de
cancer cervical. Atualmente esta bem estabelecido que a infeccao pelo HPV é o fator

central e causal do cancer de colo do atero (74).

2.4.1 Papilomavirus Humano

Os virus do papiloma humano séo classificados na familia Papillomaviridae,
género Papillomavirus (75,76). Sao virus ndo envelopados, de simetria icosaédrica,
com 72 capsdémeros e um genoma de DNA de fita dupla circular, constituindo-se de
aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de bases (pb) (75,77). A regido early (E) &
formada pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7. E expressa em células infectadas ndo
produtivas e células transformadas. Além disso, a regido E codifica proteinas
reguladoras virais, incluindo aquelas necessérias para a iniciacdo da replicacdo do
DNA viral. E1 tem relacdo com a replicacéo viral, E2 com a transcricéo e replicacao,
E4 com a maturagéo viral e alteracdo da matriz intracelular. E5, E6 e E7 estéo
envolvidos na transformacéao celular (78-83). A regido late (L) € formada pelos genes
L1 e L2, que codificam as proteinas do capsideo e sdo expressas somente em
células produtivamente infectadas. A proteina L1, também chamada de proteina
maior do capsideo apresenta sequéncia de residuos de aminoacidos que é
especifica para o género. A proteina L2, também chamada de proteina menor do
capsideo é altamente especifica para o tipo. A presenca de L1 é correlacionada a
presenca de HPV intacto nos tecidos, muito usada como alvo na identificacao viral
em métodos que utilizam biologia molecular (84). Somando-se a isso, 0 genoma é
dotado de uma regido reguladora Long Control Region (LCR) ou Upstream
Regulatory Region (URR), variando de 400 a 1000 pb, localizadas entre as regides
L1 e E6. Nessa regido, existem sequéncias estimuladoras e repressoras da

transcri¢ao viral, além da origem de replicacao (83).
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2.4.2 Expressao do Genoma do HPV

O ciclo de vida produtivo do HPV € dependente da diferenciacéo celular (85).
A infecgéo inicial por HPV ocorre nas células localizadas nas camadas basais do
epitélio estratificado. Apos a entrada do HPV na célula, o genoma viral se estabiliza
na forma de elementos extracromossémicos no nucleo e o numero de cépias virais
aumenta para aproximadamente 50 por célula. Ao se dividirem, essas células
infectadas distribuem equitativamente o DNA viral entre as células filhas. Uma das
células filhas migra da camada basal e inicia o programa de diferenciacao celular. As
demais células filhas continuam dividindo-se na camada basal e servem de
reservatorio de DNA viral para as posteriores divisdes celulares (86,87).

Na fase produtiva da infeccdo, as células basais sofrem um aumento da taxa
de proliferacdo. No tecido infectado, na medida em que as células se diferenciam,
ocorre acumulo de virus replicados nas células superficiais. Ocorre nesta fase
acumulo de material protéico relacionado ao capsideo e de &cidos nucléicos. A
microscopia eletrénica, nas células infectadas por HPV, observa-se uma zona clara
perinuclear que ndo possui organelas celulares. Ocasionalmente ela € preenchida
por material granular fino que se compacta proximo a membrana nuclear. O nucleo
aparece ora picnotico, ora repleto de vesiculas. Nestas células observa-se maior
quantidade de particulas virais livres (epissomos) que também podem se apresentar
associadas a cromatina. Se a membrana nuclear esta integra, os virions séo
observados no nucleo, mas se ela se rompe, podem ser observados no citoplasma.
A replicacao viral em altas taxas, a transcricdo de genes tardios (L) e a producédo de
virion estariam limitados a diferenciacao celular (84).

A integracdo do genoma viral parece ocorrer ao acaso. Se, por um lado, néo
h& sitio preferencial de integracdo no genoma, por outro, h4 uma grande
especificidade no local de clivagem do DNA circular do virus, como no caso dos
tumores malignos, onde a integracdo do DNA viral ocorre devido a clivagem na
regido dos genes E1/E2, com conseqiente interrupcdo do controle transcricional
exercido pelo gene E2 (88,92). Os genomas virais com mutacdes em E1 (Open
Read Frame - ORF) induzem & perda da capacidade de manutencdo do estado
epissomal do HPV, devido a uma deficiéncia na replicacdo viral, bem como na

transcricdo de genes de expressao tardia (87). Ap6s a infecgdo viral, os primeiros
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genes a se expressarem sdo os genes E1 e E2 cujos produtos estdo envolvidos na
replicacdo do genoma viral. E1 e E2 agem independentes quanto aos sitios de
ligagBes na origem de replicacdo (URR) do papilomavirus. Porém, poder& ocorrer a
interacdo das proteinas E1-E2 formando um complexo multimérico que auxilia na
replicacéo viral (86,88). O produto do gene E1, uma fosfoproteina nuclear de 68 kDa
com atividade ATPase e DNA helicase, liga-se na origem de replicacdo do DNA viral
sendo essencial para a replicacdo do papilomavirus (93). A proteina codificada pelo
gene E2 é um fator que regula a transcricado dos oncogenes E6 e E7. Além de atuar
como um forte fator transcricional, recentemente, demonstrou-se que a transcricdo, a
partir dos promotores da regido E6 do HPV 16 e 18, é fortemente reprimida por essa
proteina em queratinécitos humanos (89-91).

A proteina E6 do HPV de alto risco oncogénico associa-se a proteina p53,
gue regula a passagem pelas fases G1/S e G2/M. EG6 recruta as proteinas celulares,
como € o caso das proteinas da familia AP1 (E6-AP) que funcionam como uma
ubiquitina ligase; atuando no complexo p53, podendo impedir o efeito supressor da
proteina no ciclo celular (87). A funcéo principal do gene E7 do HPV de alto risco &
desregular a maquinaria do ciclo celular da célula infectada principalmente pela
inducéo da transicdo da fase Go/S. Isso é efetuado através da ativacdo de varios
genes celulares pela E7 e pela interagdo dessa proteina com as proteinas que
regulam o ciclo celular (84). A proteina E7 do HPV de alto risco oncogénico liga-se
as proteinas da familia pRb. Essa interacdo permite que E2F atue na ativacéo
constitutiva dos fatores transcricionais, o que levaria a progressao do ciclo celular.
E7 também forma complexos com ciclinas A e E, bem como provoca inativacdo de
p21l e p27(79). Os genes E6 e E7 sdo considerados os genes de maior poder de
transformacdo do papilomavirus humano (84). Acredita-se que a expressao das
proteinas E6 e E7 seja responsavel pelo inicio e a manutengdo do processo que

culmina no céancer cervical (94).

2.5 CLASSIFICACAO DO CANCER DE COLO UTERINO INVASIVO

O planejamento do tratamento e a avaliacdo do progndstico requerem exame

detalhado da saude geral da paciente e a determinagdo do estadio clinico da
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neoplasia invasiva. O sistema de classificacdo amplamente utilizado para neoplasias
de colo uterino foi desenvolvido pela FIGO e é apresentada no anexo A. Trata-se,
sobretudo, de um sistema de classificacéo clinica baseado no tamanho do tumor e
na extensdo da doenca na pelve. O grau de crescimento da neoplasia é avaliado
clinicamente, bem como mediante diversos exames para categorizar os estadios da
doenca de | a IV. O estadio | corresponde ao tumor limitado ao colo uterino,
enquanto o estadio IV corresponde a fase de crescimento na qual a neoplasia se
disseminou a 6rgaos a distancia, por metastases.

A classificagdo da FIGO é avaliada usando-se métodos que incluem a
inspecéo e palpacdo mediante o exame vaginal e retal, colposcopia, cistoscopia,
curetagem endocervical, histeroscopia, urografia intravenosa e radiografias
esqueléticas e do torax. A linfangiografia, ultra-sonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e laparoscopia podem proporcionar outras
informacdes, mas essas ndo devem ser usadas para avaliar os estadios clinicos da
FIGO, apesar de que essas investigacdes podem proporcionar informacéo valiosa
para planejar o tratamento. Em muitos meios de poucos recursos, contudo, o exame
especular, o exame vaginal e o togue retal sdo as Unicas abordagens factiveis para
a classificacdo. A cistoscopia e a avaliacdo com radiografias esqueléticas e de torax
e urografias intravenosas podem ser realizadas se possivel. A classificacdo deve
habitualmente ser realizada e documentada no registro de casos com um diagrama
descritivo quando se descobre uma neoplasia invasiva do colo uterino. Deve-se
também descrever as investigacdes e procedimentos com base nos quais foi

realizada a avaliacdo de classificacdo (95).

2.6 TRATAMENTO E PROGNOSTICO DO CANCER DE COLO UTERINO
INVASIVO

2.6.1 Modalidades Terapéuticas

O tratamento convencional da neoplasia do colo uterino inclui cirurgia,

radioterapia ou uma combinacdo de ambas e, em estagios mais avancados,
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quimioterapia. As neoplasias iniciais do colo uterino (estadio 1A e IB) podem ser
tratadas com cirurgia (conizacgéo, histerectomia simples ou com linfadenectomia
pélvica). No estagio IB1 ndo ha tratamento padronizado. As opc¢des incluem cirurgia,
radioterapia externa e intracavitaria ou cirurgia combinada com radioterapia. Dos
estagios IB2 a IVA a terapia de escolha é radio/quimioterapia combinadas. A adicédo
da radiagdo intracavitaria a radioterapia externa resulta num melhor controle e
sobrevida, quando comparado com a radioterapia externa exclusiva para a doenca
avancada localmente, como nos estadios IIB e Ill. A adicdo de quimioterapia no
estddio IVB traz potenciais beneficios (95). Estudos clinicos aleatdrios
demonstraram um ganho significativo na sobrevida global e na sobrevida livre de
doenca para o tratamento baseado na cisplatina administrada simultaneamente a
radioterapia (96). Observou-se um beneficio significativo da quimioterapia e radiacao
em relacdo tanto a recidiva local quanto a distancia. O beneficio absoluto com a
terapia combinada para a sobrevida global foi de 16,0%. Baseado nessa evidéncia,
a quimioterapia simultdnea com radioterapia surge como um novo padrdo de

tratamento para a neoplasia avancada do colo uterino (96).

2.6.2. O papel da Radioterapia

A radioterapia constitui a modalidade terapéutica utilizada mais amplamente
no tratamento do cancer de colo uterino nos dias atuais, envolvendo habitualmente a
combinacdo de radioterapia externa e braquiterapia intra-cavitaria. O uso de
braquiterapia isolada é restrito as lesdes iniciais com bons resultados de sobrevida.
O emprego de radioterapia isolada deve ser evitado, pois os resultados sé&o
inferiores ao tratamento combinado. A ndo realizacdo de braquiterapia no tratamento
da paciente com cancer cervical constitui o fator de maior significado estatistico para
prejuizo das taxas de controle local e sobrevida (97).

O objetivo da radioterapia é a destruicdo das células malignas pela morte
seletiva das células tumorais sem dano irreversivel ao tecido normal circunjacente. A
maioria dos pacientes tera uma resposta positiva a radioterapia, isto €, destruicao

das células malignas. Entretanto, a administracdo da radiacdo na cérvice e area
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pélvica adjacente afeta diretamente ndo apenas as células malignas como também
as benignas. Ha ainda, efeito indireto no tecido de sustentacdo destas células. O
efeito da radioterapia pode ser dividido temporalmente em estagios clinicos: agudo
(0-6 meses); intermediario (7-12 meses); crénico (2-5 anos); tardio (>5 anos) (25).

A radioterapia externa é conduzida com fotons de megavoltagem das
unidades de cobalto 60 ou aceleradores lineares. E utilizada para tratar toda a pelve
e 0s paramétrios incluindo os linfonodos iliacos. A radioterapia pélvica possibilita a
reducdo do tumor no colo melhorando as condi¢cfes locais para a braquiterapia,
promove a diminuicdo do sangramento e da dor pélvica permitindo a recuperacao do
estado geral da paciente e atua de maneira profilatica em areas de envolvimento
subclinico potencial (97).

A braquiterapia constitui a mais importante etapa do tratamento do céncer
cervical, pois permite a liberagdo de dose tumoricida ao colo e tecidos para-
cervicais. A isodose resultante tem o formato de péra, quando se utilizam sonda e
colpostatos. Muitos sistemas e varios aplicadores podem ser utilizados para insercéo
intracavitaria, porém 0s mais comumente empregados sdo os de Fletcher-Suit.
Braquiterapia pode ser realizada em regime de baixa taxa de dose usando tubos de
Cesio 137 ou através de alta taxa de dose com microfonte de Iridio 192 operada por
controle remoto e comandada por computador. As vantagens operacionais e de
protecdo radioldgica tem feito com que os tratamentos de alta taxa de dose sejam
preferiveis aos de baixa taxa de dose. Os resultados de controle local e
complicagbes sdo comparaveis, poréem a braquiterapia de alta taxa de dose tem a
vantagem de né&o utilizar anestesia e dispensar a internacdo da paciente, sendo
realizada em nivel ambulatorial. Alem disso, como a migracdo da fonte radioativa &
operada por controle remoto, ndo existe exposi¢cdo a radiacdo e a distribuicdo da

dose € otimizada pela selecdo dos pontos e dos tempos de parada da fonte (97).

2.6.3 Fatores Preditivos do Progndstico

O estadio clinico da doenca ao diagnostico é o fator preditivo mais importante

da sobrevida em longo prazo; taxas de sobrevida também decrescem com a idade.
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Outros fatores que influem na sobrevida sdo a saude geral e o estado nutricional.
Pacientes anémicas respondem mal ao tratamento, assim como pacientes com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Varios estudos clinicos e populacionais
demonstraram uma sobrevida em 5 anos uniformemente alta de 75,0% para as
neoplasias do estadio | e a sobrevida diminui bastante com o progredir para o0s
estadios mais avancados (menos de 10,0% para o estadio 1V) (97, 98). Em uma
grande série de pacientes com neoplasia do colo uterino, tratadas com radioterapia,
demonstrou-se que a freqiéncia de metastase a distancia (com maior frequéncia
para ganglios linfaticos para-aorticos, pulmdes, cavidade abdominal, figado e
aparelho digestivo) crescia com o progredir do estadio da doenca, de 3,0% no
estadio 1A a 75,0% no estadio IVA (99). Em um estudo de 1.028 pacientes tratadas
com cirurgia radical, as taxas de sobrevida correlacionaram-se sistematicamente
com o volume tumoral (100). As taxas de sobrevida em 5 anos oscilaram entre
91,0% para pacientes com tumores com volume inferior a 2,5 cm® e 70,0% para
aquelas com tumores de 10-50 cm®. A sobrevida livre de doenca em trés anos variou
de 94,6% para tumores em estadio I, menores ou iguais a 5 mm, a 59,5% para
tumores em estadio |, maiores ou iguais 21 mm (101). Os estadios clinicos
avangcados associam-se a uma maior frequéncia de invasdo e disseminacgdo

vascular para ganglios linfaticos pélvicos e para-aorticos e metastase a distancia.

2.7 METODOS DE RASTREAMENTO E SEGUIMENTO DO CANCER DE COLO
UTERINO

O céancer cervical € uma doenca passivel de prevencdo, que pode ser
efetuada através da erradicacdo do HPV ou da deteccdo e tratamento das lesdes
precursoras (102,103). O seguimento poOs-tratamento € importante tanto na
avaliacdo da resposta terapéutica, quanto na deteccdo de possiveis lesdes

persistentes ou recorréncia da neoplasia (31).
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2.7.1 Citologia Esfoliativa Convencional

Por ser uma técnica de alta eficacia, baixo custo e indolor, além de bem
aceita pela populagcao, a citologia convencional (CC) do esfregaco cervicovaginal,
introduzida na década de 50, € considerada de escolha, na nossa populacao, para o
rastreamento do cancer de colo do utero (104). O exame citolégico € uma pratica
utilizada na clinica ginecoldgica desde o inicio do século XX, quando Schauenstein
(1908) e Rubin (1910) descreveram as lesbes pré-cancerosas de colo uterino. Em
1928, Papanicolaou e Babés relataram a presenca de células cancerosas no
esfregaco de colo uterino e sugeriram a possibilidade de o método citolégico vir a ser
utilizado no diagndstico do céancer de colo uterino (105). A citologia esfoliativa
convencional é realizada a partir de um esfregagco simples, colhido com escova e
espatula de madeira ou metalica, que, quando friccionadas sobre a superficie do
colo uterino, pode recolher células de todas as camadas do epitélio. Essas células
podem fornecer informacdes importantes sobre eventuais lesdes, permitindo ndo so
o diagndstico, como também o acompanhamento de pacientes previamente tratadas,
no sentido de identificar possiveis recidivas. Existem também alteracdes citopéticas
preditivas da acgéo viral. Alteragdes inflamatodrias, neoplasicas e displasicas, também
podem ser avaliadas por este método (106).

O exame de Papanicolaou pelo método citolégico convencional apresenta
uma alta especificidade (98%), porém uma baixa sensibilidade (51%) para detectar
lesdes intraepiteliais escamosas ou carcinoma invasivo (107). A taxa de falso-
negativo da citopatologia convencional pode variar até 30,0% na dependéncia da
subjetividade (intra e inter observadores) e por varios fatores, desde a coleta do
material, fixacdo e coloracdo da lamina, leitura do esfregaco e, finalmente, a
interpretacdo do exame. Cerca de 1/3 dos diagnésticos falso-negativos séo
atribuidos ao erro de interpretacéo e 2/3 sdo devido a amostras insatisfatérias (17) e

tém graves implicacdes médicas, financeiras e legais (19).
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2.7.2 Citologia em Base Liquida

A citologia em base liquida (CBL) foi proposta em 1991 por Huntchinson e é
uma nova técnica citoldgica que, embora dispendiosa, vem sendo utilizada por
oferecer leituras mais purificadas, livres de detritos celulares. Esse método é
considerado como importante alternativa a citologia convencional, especialmente
pela menor perda celular no preparo da amostra e de melhor distribuicdo. As células
séo fixadas em meio liquido, ocorrendo preservacdo de proteinas, o que possibilita a
analise molecular da amostra (108). A literatura é controversa quanto a acuracia do
meétodo. Um trabalho recente demonstrou que a amostra cervicovaginal colhida em
base liquida ndo demonstra aumento de sensibilidade quando comparada ao
método convencional (109). Porém, grande parte dos estudos mostra uma queda no
namero de casos insatisfatérios e aumento de sensibilidade na deteccdo de
anormalidades citolégicas quando compara CC e CBL com o exame histopatoldgico
(110). Ademais, o0s meios liquidos possibilitam a realizacdo de testes
complementares de biologia molecular, como PCR, Captura Hibrida 2 (HC2) e
imunocitoquimica, sem que seja necessario convocar a paciente para novas coletas
de exame (111-113).

2.7.3 Métodos Moleculares de deteccdo do DNA-HPV

Em virtude da baixa sensibilidade dos métodos morfolégicos e soroldgicos, a
biologia molecular para detec¢do do HPV é utilizada e apresenta grandes avangos
nos ultimos anos. As técnicas de biologia molecular detectam diretamente o acido
desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA) dos agentes infecciosos,
apresentando alta acuidade, permitindo o diagnostico seguro (114). A deteccéo
direta do DNA do HPV constitui 0 método mais confiavel para identificar o virus
(115). Os procedimentos moleculares disponiveis sdo 0s seguintes:
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2.7.3.1 Hibridizacdo com Sondas (Southern blot, Dot blot e Captura Hibrida)

Todos esses métodos sdo baseados na analise do DNA celular total. A
técnica denominada Southern blot foi o primeiro método adotado. Durante muitos
anos foi considerado “padrdo ouro” para a identificacdo do HPV, j& que sua
especificidade e sensibilidade sdo elevadas. A sensibilidade da técnica de Dot blot é
menor que a de Southern blot. Os testes disponiveis comercialmente (ViraPap e
ViraType) sdo procedimentos de Dot blot modificados. Atualmente, os kits para
captura hibrida 1 e 2, produzidos pela empresa Digene, demonstram boa acurécia,
sendo os mais utilizados na pratica clinica (116, 117). O sistema Digene de captura
hibrida 2 para HPV de alto risco € uma solucao hibridizadora que utiliza anticorpos
na captura dos hibridos que sdo detectados por quimioluminescéncia através da
amplificacdo de sinal para detectar 13 tipos de DNA do HPV de alto risco em
amostras cervicais. Os tipos de HPV detectados sao:
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. Este teste ndo determina o tipo especifico
presente no espécime. O uso deste teste € indicado atualmente, na prética clinica,
como monitoramento de pacientes apés resultados de Papanicolaou com células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), para determinar a
necessidade de colposcopia ou outros procedimentos de seguimento ou em
conjunto com o teste de Papanicolaou para detectar a presenca ou auséncia dos
tipos de HPV de alto risco em mulheres com 30 anos ou mais. Esta informagao,
juntamente com a avaliacdo do médico, do historico citolégico e de outros fatores de

risco, pode ser usada para monitorar a paciente.

2.7.3.2 Teste de Hibridizacao in situ (ISH)

Tem como objetivo investigar a presenca do DNA de HPV incluido em
nacleos das células infectadas, em um corte histolégico a fresco, fixado ou até
esfregacos celulares. Apesar de o ISH ser menos sensivel do que o teste Blot, ele
permite investigar amostras histologicas e realizar estudos retrospectivos. Assim, o

ISH é técnica morfologica e molecular mista, que possibilita avaliagdo quantitativa,
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assim como a demonstracdo do virus nas células neoplésicas ou normais. Por isso,
poderia ser considerada a técnica de escolha para a deteccdo do DNA viral, mas seu

elevado custo faz com que seja desaconselhada em grandes estudos (117).

2.7.3.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Esse método foi desenvolvido por Mullis, em 1987. E técnica enzimética
sofisticada que possibilita a amplificagdo pelo menos um milhdo de vezes de
sequéncias de DNA na amostra do exame. Pode ser aplicada em DNA extraido de
tecido fresco ou fixado. Atualmente, é a técnica mais sensivel de que se dispde.
Pode ser processada rapidamente (2-3 horas), porém requer notavel habilidade e
deve ser realizada em laboratérios que disponham de meios especializados de
contencdo, a fim de se prevenir a contaminacdo da amostra previamente
amplificada. Tal contaminacé&o pode levar a resultados falso-positivos. A tecnologia
da reacdo em cadeia da polimerase também é bastante flexivel, permitindo uma
série de modificacdes que possibilitam seu emprego na analise de uma grande
variedade de amostras. Entre as principais técnicas resultantes de modificacfes da
reacdo em cadeia da polimerase, pode-se citar o RT-PCR, nested PCR, multiplex
PCR, PCR a partir de primers randémicos e PCR em tempo real. Este método é

atualmente mais utilizado em pesquisa (117).

2.7.3.4 Chipes de DNA

Microarrays de DNA, chipe de DNA, chipe biolégico ou biochipe sdo os nomes
dados a mais nova tecnologia para analise dos acidos nucleicos. Consiste em
laminas de vidro nas quais fragmentos de fita Unica (sondas) sao fixados e
imobilizados de forma ordenada e especifica, chamadas células de sondas e que
contém milhdes de copias de um segmento génico em particular. O principio baseia-
se na propriedade de hibridizacdo por complementaridade dos acidos nucleicos

(118). E um método diagnostico por genotipagem, realizado in vitro, que é capaz de
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identificar qualitativamente e semi-quantitativamente 24 subtipos de HPV, sendo 6
de baixo risco e 18 de alto risco (119). O Papillocheck® é o método que utiliza esta

tecnologia e recentemente passou a ser utilizado comercialmente.

2.7.4 Imunocitoquimica

A realizac&o de imunocitoquimica tem sido recentemente utilizada em estudos
na tentativa de melhorar a sensibilidade do exame cervicovaginal convencional (120-
124). A maioria dos trabalhos prévios utilizou o anticorpo p16INK4a, marcador de
células displasicas e carcinoma, mostrando que seu uso quando feito na mesma
lamina do esfregaco corado pelo Papanicolau potencializa a sensibilidade do exame
(121). A expresséao de pl6 esta relacionada com a gravidade da neoplasia cervical,
no entanto, ha uma variacdo extremamente ampla de positividade equivoca de pl16
em lesdes de baixo grau e até células normais, refletindo sua falta de
reprodutibilidade nestas categorias e sua baixa especificidade (120). Uma alternativa
muito recente esta sendo a associacdo de marcadores que detectam a proteina
maior do capsideo L1 do HPV (122-124). Os resultados de estudos revelam que a
combinacdo da expressado de p16 e HPV L1 pode ter valor prognostico, predizendo a
evolucdo de lesdes cervicais (122-124). Nenhum dos trabalhos anteriores realizou

imunocitoquimica no seguimento de pacientes com cancer de colo uterino tratado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a frequéncia de infeccédo por HPV em amostras cervicais e vaginais no
seguimento precoce de pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado e

correlacionar com os resultados do exame citologico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Descrever os achados morfoldgicos da citologia convencional das
amostras cervicais e vaginais no seguimento precoce de pacientes com cancer de

colo uterino invasivo tratado.

3.2.2 Descrever os achados morfolégicos da citologia em base liquida das
amostras cervicais e vaginais no seguimento precoce de pacientes com cancer de

colo uterino invasivo tratado.

3.2.3 Avaliar a concordancia entre os diagnésticos das citologias convencional
e em base liquida das amostras cervicais e vaginais no seguimento precoce de

pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado.

3.2.4 Avaliar a frequéncia e carga viral estimada de HPV de alto risco através
da captura hibrida em amostras cervicais e vaginais no seguimento precoce de

pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado.

3.2.5 Correlacionar a expressao do anticorpo BPV-1-1H8 com a deteccédo
HPV de alto risco através da captura hibrida no seguimento precoce de pacientes

com cancer de colo uterino invasivo tratado.
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3.2.6 Correlacionar a expressdo do anticorpo BPV-1-1H8 com as alteragbes
citolégicas encontradas no seguimento precoce de pacientes com cancer de colo

uterino invasivo tratado.
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4. METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO E PACIENTES

Estudo observacional, descritivo, transversal, no qual foram avaliadas 52
mulheres com céancer de colo do utero, estadios de | a IV (FIGO), tratadas no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e Hospital de Base do Distrito Federal e
atendidas no ambulatério de radioterapia do HUB, no periodo de Fevereiro a
Dezembro de 2010. O tratamento foi estabelecido de acordo com o estadio da
doenca e condi¢des clinicas da paciente e incluiu cirurgia, radioterapia (externa e
braquiterapia) e quimioterapia. Todas as nossas pacientes foram submetidas a
braquiterapia. Apos concordarem com a participacdo no estudo, as participantes
foram esclarecidas sobre o documento de inclusdo (Apéndice A), responderam ao
questionario que abordava as caracteristicas clinico-epidemioldgicas, foram
submetidas ao exame clinico e deram inicio & braquiterapia (4 sessées).

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (Anexo B) e o consentimento
informado e esclarecido foi obtido de todas as pacientes (Apéndice B).

Trés meses apos o término da braquiterapia, no primeiro seguimento, as
pacientes foram submetidas a coleta do exame citopatolégico da cérvice/vagina que
obedeceu a seguinte ordem em todas as pacientes: a primeira coleta foi do
citopatolégico convencional e a segunda, da citologia em base liquida, a partir da
qual também foi realizada a captura hibrida para HPV de alto risco e

imunocitoquimica.

4.2 CITOLOGIA E BIOPSIA

As amostras cervicais (de pacientes submetidas exclusivamente a
radioterapia ou radio/quimioterapia combinadas) e amostras vaginais (de pacientes

submetidas a cirurgia e radioterapia ou cirurgia e radio/quimioterapia) foram obtidas
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para analise citolégica no primeiro seguimento (3 meses apds a braquiterapia). As
amostras foram coletadas pelos métodos convencional (CC) e em base liquida
(CBL), sempre nessa ordem em todas as pacientes. A CC foi coletada com espatula
de Ayre e escova endocervical. Para CBL utilizou-se o kit DNA-Citolig® (Digene,
Brasil).

Os esfregacos convencionais foram fixados em alcool. Na citologia em base
liguida, a amostra foi preservada em meio fixador universal (Universal Medium
Collection - UCM Digene®) e a coleta e a confeccao das laminas foram realizadas
de acordo com a orientagcdo do fabricante do sistema. As laminas foram coradas
segundo o método tradicional de Papanicolaou. Os achados citolégicos foram
classificados de acordo com o Sistema Bethesda 2001 nas seguintes categorias:
negativo, células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US),
células glandulares atipicas de significado indeterminado (AGUS), células
escamosas atipicas, ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H),
lesé@o intraepitelial de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL), e
carcinoma invasivo. Pacientes com achados citoldgicos anormais, incluindo células
escamosas atipicas, ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H),
lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), leséo intraepitelial de alto grau (HSIL), e
carcinoma invasivo foram submetidas a colposcopia e quando indicado biépsia. Os
espécimes de bidpsia foram fixados em formalina a 10%, embebidos em parafina e
corados pela hematoxilina e eosina (HE). Todas as amostras foram examinadas por
duas patologistas com experiéncia em citopatologia. O diagnéstico final foi
determinado pela concordancia entre elas. Em caso de discordancia, uma terceira

opinido de uma especialista em citopatologia foi requisitada.

4.3 AVALIACAO MORFOLOGICA DA AMOSTRAS

Os achados morfolégicos das amostras cervicais e vaginais, avaliadas pela
CC (Apéndice C) e CBL (Apéndice D), foram divididos em categorias. Nesse
contexto, foram avaliadas as alteracdes inflamatorias decorrentes da destruicédo e
reparo tecidual, alteracdes celulares induzidas pela radioterapia e alteracbes

neoplasicas. As alteracdes benignas inflamatorias incluiram a presenca de exsudato
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leucocitario, presenca de histiocitos, reparo e hemorragia. Foram consideradas
alteracdes citoplasmaticas e nucleares induzidas pela radioterapia a presenca
células gigantes multinucleadas, macrocitos (células marcadoras do efeito
radioterapico), vacuolizacao citoplasmatica, ingestao de neutroéfilos, halo perinuclear,
irregularidade da forma celular, policromasia, inclusdes nucleares e bi ou
multinucleacdo. As alteragBes consideradas neoplasicas apoOs tratamento
radioterapico sdo as mesmas utilizadas para o diagnéstico de neoplasia intraepitelial
e carcinoma invasivo pré-tratamento e incluem aumento da relacéo
nacleo/citoplasma, hipercromasia nuclear, irregularidade da membrana nuclear,

cromatina grosseira e densa queratinizagéo (125).

4.4 CAPTURA HIBRIDA

Amostras cervicais e vaginais colhidas em base liquida na primeira visita de
seguimento (3 meses apdés o término da braquiterapia) foram utilizadas para
deteccdo do DNA do HPV de alto risco. A pesquisa do genoma do HPV (DNA-HPV)
de alto risco foi realizada pela técnica de Captura Hibrida 2 (Digene®), em amostra
preservada em meio fixador (UCM Digene®). O material foi processado conforme
orientacbes do fabricante para identificacdo de DNA-HPV de alto risco, que
compreende HPV dos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68.

O sistema de Captura Hibrida 2 em microplaca da Digene é uma solugéo
hibridizadora que utiliza anticorpos na captura dos hibridos que sao detectados por
qguimioluminescéncia através da amplificacdo de sinal. Espécimes contendo DNA
hibridizam-se com o coquetel de sonda especifico de RNA-HPV. Os hibridos
RNA:DNA sao capturados sobre a superficie da microplaca sensibilizada com
anticorpos especificos para os hibridos RNA:DNA. Hibridos imobilizados reagem
com a fosfatase alcalina conjugada com anticorpos especificos para hibridos
RNA:DNA e séo detectados por substrato quimioluminescente. Varias moléculas de
fosfatase alcalina sdo conjugadas para cada anticorpo. Multiplos anticorpos
conjugados se ligam a cada hibrido capturado resultando na amplificacéo de sinal. A
luz é emitida e medida em Unidade de Luz Relativa (RLU) no luminébmetro. A

intensidade da luz emitida denota a presenca ou auséncia de DNA nos espécimes.
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Uma Unidade Relativa de Luz corresponde a 1 pg/mL de DNA-HPV, equivalente a
0,1 cépia de virus/célula, sugerindo a carga viral. A medida de RLU, igual ou acima
do valor do Cutoff (CO) indica a presenca da sequéncia especifica de DNA-HPV no
espécime. RLU menor que o valor do Cutoff indica a auséncia da sequéncia de
DNA-HPV especifico ou que os niveis de DNA-HPV estdo abaixo do limite de
deteccdo do ensaio. Cada teste foi processado com controles positivos e negativos
em triplicata. O teste foi considerado positivo quando a taxa RLU/CO foi maior ou

igual a 1,0.

4.5 IMUNOCITOQUIMICA

Utilizou-se o anticorpo monoclonal de camundongo, clone BPV-1-1H8 para
HPV da empresa abcam®, que detecta a proteina maior do capsideo L1 do HPV dos
tipos 1, 6, 11, 16, 18, 31. A reacao foi considerada negativa na auséncia de
expressao ou somente expressado citoplasmatica (figura 1) e positiva quando houve

expressao nuclear e citoplasmaética (figura 2-A) ou apenas nuclear (figura 2-B).
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Figura 1 — Células epiteliais escamosas tipicas exibindo expressado citoplasmatica ou auséncia de
expressao para BPV-1-1H8. Imunocitoquimica, 100X.
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Figura 2 — Células escamosas atipicas exibindo expressao nuclear e citoplasmatica (A) e expressao
nuclear (B) para BPV-1-1H8. Imunocitoquimica, 400X

A reacdo imunocitoquimica foi realizada diretamente sobre o esfregaco das
amostras colhidas em base liquida, previamente corado pela técnica de
Papanicolaou. Em alguns casos, foi utilizado também o esfregaco da citologia
esfoliativa convencional. Foram selecionadas apenas laminas que apresentavam
quantidade de células suficientes para andlise imunocitoquimica. Em cada amostra,
a positividade da reacdo foi avaliada nas células tipicas, células com efeito da
radioterapia e células atipicas, quando presentes. As amostras foram submetidas as
seguintes etapas:

Primeiramente foi procedida a remocao das laminulas e meio de montagem
em xilol. Em seguida, as laminas foram descoradas, reidratadas em alcodis
hidratados, dgua corrente e agua destilada. Foi realizada a recuperacdo antigénica
com tampéao citrato (10mM - pH6,0) em panela de pressdo por 4 minutos, com as
laminas submersas neste tampéao. Posteriormente as laminas sofreram resfriamento
a temperatura ambiente, imersas no tampado citrato e foram lavadas em agua
corrente e agua destilada. Em seguida foi realizado o blogueio da peroxidase
endodgena com peroxido de hidrogénio + metanol (v/v) — 2 banhos de 15 minutos,
com posterior lavagem em agua corrente e agua destilada. As laminas foram
colocadas em cubas com ranhuras em solucao salina tamponada com fosfatos (PBS
- Phosphate Bufferes Saline) e foram incubadas com o anticorpo primario BPV-1-

1H8 para HPV (abcam®), na diluicdo de 1:80, em camara umida overnigh (18 horas)
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sob refrigeracdo (2-8°C). As laminas foram entdo s ubmetidas a lavagens com PBS
a fim de retirar o excedente de anticorpo do material em 3 banhos de 5 minutos cada
e em seguida foi feita a incubacdo com anticorpo secundario — sistema polimero-
peroxidase (DAKO ENVISION SYSTEM®) em camara umida a 37 por 1 hora.
Posteriormente, foram submetidas a lavagens com PBS em 3 banhos de 5 minutos
cada e em seguida foi feita a incubacdo com o sistema polimero-peroxidase (DAKO
ENVISION SYSTEM®) em camara umida a 37<C durante 30 minutos. Foram feitas
novas lavagens com PBS em 3 banhos de 5 minutos cada. Finalmente foi realizada
a revelacdo. A imunocoloragcdo foi desenvolvida pela adicdo de substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB) (100mg%) e peroxido de hidrogénio (0,1%)
em PBS, com imerséo das laminas por 5 minutos. As laminas passaram entao pelas
seguintes etapas: lavagem em agua corrente e agua destilada, contra coloracao com
Hematoxilina de Harris, lavagem em agua corrente, banho em dgua amoniacal para
azular as células: 1 mergulho, lavagens em &agua corrente e agua destilada,
desidratacdo em banhos de alcoois (5 banhos), diafanizacdo em banhos de xilol (4
banhos) e montagem com meio de montagem permanente (Entellan, Merck,
Alemanha) e laminula.

Para assegurar o desempenho das reagcbes imunocitoquimicas foi utilizado

como controle positivo corte histologico de carcinoma de colo uterino (figura3).
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Figura 3 — Corte histolégico de carcinoma de células escamosas in situ de colo uterino exibindo

expressdo nuclear e citoplasmatica para BPV-1-1H8. Imuno-histoquimica, 100X
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e o SPSS versao 19.0 (para Windows). Nas tabelas
de contingéncia foram executados testes X pelo método de Monte Carlo e de Fisher
na analise da distribuicdo das diferencas de frequéncia de HPV entre os grupos.
Para calcular a concordancia entre os diagnosticos da CC e CBL foi utilizado o
coeficiente Kappa, interpretado de acordo com Shrout (126). k<0,1, ausente; k=0,10
a 0,40, fraca; k=0,41 a 0,60, discreta; k=0,61 a 0,80, moderada; e k=0,81 a 1,00,
substancial. Os valores de RLU/CO foram expressos como mediana. Comparacoes
destes valores entre os grupos foram feitas utilizando testes ndo parameétricos
(Mann-Whitney and Kruskal-Wallis). A significancia estatistica foi designada para p <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DA AMOSTRA

A amostra deste estudo consistiu de 52 pacientes portadoras de cancer de
colo uterino invasivo tratado.

As variaveis estudadas nessa etapa da andlise foram qualitativas: tipo
histologico do céancer, estadiamento clinico, tratamento realizado, tabagismo e uso
de hormdénio, sob a forma de anticoncepcional hormonal oral (ACHO); e
quantitativas: idade (em anos) ao entrar no estudo, idade de inicio da atividade
sexual, nUmero de parceiros sexuais e paridade.

Das 52 pacientes avaliadas, 48 (92,3%) possuiam diagnéstico histolégico de
carcinoma de células escamosas (CEC) e 4 (7,7%) de adenocarcinoma, ambos de
colo uterino.

Os estéadios clinicos I, Il, lll e IV foram observados respectivamente em 10/52
(19,2%), 17/52 (32,7%), 23/52 (46,3%) e 2/52 (3,8%) pacientes. As pacientes com
adenocarcinoma estavam nos estadios | (n=1), lll (n=2) e IV (n=1), conforme
detalhado no apéndice E.

O tratamento foi estabelecido de acordo com o estadiamento, sendo que
todas as pacientes foram submetidas a radioterapia (braquiterapia). Como
observado na tabela 1, os tratamentos mais frequentemente empregados nos
estadios I, I, 1l foram respectivamente: cirurgia/radioterapia (13,5%),
radio/quimioterapia (23,0%) e radio/quimioterapia (27,0%). A paciente com CEC no
estadio IV foi submetida a radio/quimioterapia, enquanto a paciente com diagnostico
de adenocarcinoma foi tratada com cirurgia/radioterapia.
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Tabela 1 - Distribuicdo da forma de tratamento de acordo com o diagnostico
histopatolégico e estadiamento clinico

Estadio Tratamento  Numero de Pacientes %
I CR n=6 11,5
CRQ n=2 3,8
RQ n=1 2,0
1] CR n=1 2,0
CEC CRQ n=1 2,0
R n=3 5,7
RQ n=12 23,0
1 CRQ n=>5 9,6
R n=4 7,6
RQ n=12 23,0
v RQ n=1 2,0
I CR n=1 2,0
Adenocarcinoma 1] RQ n=2 3,8
v CR n=1 2,0
Total n=52 100,0

C — cirurgia; R — radioterapia; Q- quimioterapia

O tabagismo foi relatado por 8 (15,4%) pacientes. Este habito néo foi
encontrado em nenhuma paciente com adenocarcinoma, conforme mostra a tabela
2.

Tabela 2 - Distribuicho do habito de fumar de acordo com o diagnostico
histopatolégico

Tabagismo Numero de Pacientes %
Sim n=8 15,4
CEC Nao n =40 76,9
. Sim n=0 0
Adenocarcinoma N30 n=4 77
Total n=>52 100,0

O uso de hormaonio, sob forma de anticoncepcional hormonal oral, foi relatado
por somente 2/52 (3,8%) pacientes. Uma delas tinha diagndstico de adenocarcinoma
e a outra de CEC. A tabela 3 indica as porcentagens dos casos em relacdo ao

diagnéstico.
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Tabela 3 - Distribuicdo do uso de hormdénio de acordo com o diagnostico
histopatolégico

ACHO NuUmero de Pacientes %
Sim n=1 2,0
CEC Nao n=47 90,3
. Sim n=1 2,0
Adenocarcinoma N30 n=3 5.7
Total n=>52 100,0

ACHO - Anticoncepcional Hormonal Oral

Ao ingressar no estudo, a idade das pacientes com CEC variou entre 28 e 79
anos, com uma média de idade de 51,7 anos. Para as pacientes com
adenocarcinoma, a idade variou entre 31 a 62 anos, com uma média de 49,5 anos,

conforme exibe a tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo de faixa etédria (em anos) de acordo com o diagnostico
histopatolégico

Idade Minima Idade Maxima Média
CEC 28 79 51,7
Adenocarcinoma 31 62 49,5

A idade de inicio da atividade sexual variou de 12 a 28 anos, com média de
17,8 anos nas pacientes com CEC e de 16 a 20 anos, com média de 18,25 anos nas

pacientes com adenocarcinoma, como visto na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo da sexarca (em anos) de acordo com o diagndstico
histopatolégico

Idade Minima Idade Maxima Média

CEC 12 28 17,8

Adenocarcinoma 16 20 18,25
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A maioria das pacientes (31/52, 59,0%) teve de 2-5 parceiros sexuais e
apenas uma relatou ter mais de 10 parceiros sexuais. A tabela 6 apresenta as

porcentagens em relacéo ao diagnostico histopatologico.

Tabela 6 - Distribuicdo do niumero de parceiros sexuais de acordo com o diagnostico
histopatolégico

NUmero de Parceiros NUmero de Pacientes %
1 (fixo) n=12 23,1
2ab5b n=9 55,8
CEC 6alo n==6 11,5
>10 n=1 2,0
1 (fixo) n=2 3,8
. 2ab n=2 3,8
Adenocarcinoma 6410 n=0 0
>10 n=0 0
Total n=>52 100,0

Com relacdo a paridade, a minoria das pacientes era nulipara (3/52, 5,8%),
enquanto a maior parte delas relatou de 1 a 5 gestacoes (29/52, 55,8%). A tabela 7

exibe a distribuicdo do niumero de gestacdes em relacéo ao diagnéstico.

Tabela 7 - Distribuicdo do numero de gestacbes de acordo com o diagnostico
histopatolégico

Numero de gestacbes  Numero de Pacientes %

0 2 3,8

1-5 26 50,0

CEC 6-10 11 21,1

> 10 9 17,3

0 1 2,0

- 1-5 3 3,8
Adenocarcinoma 5-10 0 0
> 10 0 0

—
=4
o
a1
N

100,0
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5.2 DESCRICAO E COMPARACAO DOS ACHADOS CITOLOGICOS PELOS
METODOS CONVENCIONAL E EM BASE LIQUIDA.

As 52 amostras, sendo 35 cervicais e 17 vaginais, foram avaliadas por dois
métodos citoldgicos, através dos quais foram realizadas as analises morfolégicas e
de categorizacdo diagnostica. Os métodos utilizados foram a citologia esfoliativa
convencional (CC) e a citologia em base liquida (CBL). Os resultados foram
classificados de acordo com os critérios do sistema de Bethesda (tabela 8).

Pelo método convencional as amostras tiveram o0s seguintes diagnésticos:
32/52 (61,5%) negativas, 4/52 (7,7 %) ASC-US, 8/52 (15,4%) ASC-H, 1/52 (2,0%)
HSIL, 4/52 (7,7%) carcinomas invasores persistentes no seguimento precoce e 3/52
(5,7%) foram consideradas insatisfatorias por escassa celularidade e intensa
hemorragia. Pelo método em base liquida as amostras tiveram 0s seguintes
diagnosticos: 28/52 (53,8%) negativas, 6/52 (11,5%) ASC-US, 5/52 (9,6%) ASC-H,
1/52 (2,0%) AGUS, 1/52 (2,0%) LSIL, 1/52 (2,0%) HSIL, 3/52 (5,7%) carcinomas
invasores e 7/52 (13,4%) foram consideradas insatisfatorias, das quais 5 por
celularidade baixa e duas por intensa hemorragia. Das amostras vaginais, 6/17
(35,3%) apresentaram alteragfes citologicas na CC e 5/17 (29,4%) na CBL. Nas
amostras cervicais 11/35 (31,4%) exibiram alteracdes citologicas na CC e 8/35
(22,8%) na CBL.

Tabela 8 - Frequéncia dos diagndsticos de acordo com o método citolégico

DIAGNOSTICOS cC CBL

N n=232(61,5) n =28 (53,8%)
ASC-US n=4(7,7%) n =6 (11,5%)
ASC-H n =8 (15,4%) n=>5(9,6%)
AGUS n=0 n=1(2,0%)
LSIL n=0 n=1(2,0%)
HSIL n = 1(2,0%) n=1(2,0%)
Carcinoma invasor n=4(7,7%) n=23(5,7%)

! n =3 (5,7%) n =7 (13,4%)

TOTAL

n = 52 (100,0%)

n = 52 (100,0%)

N — negativo; | — insatisfatorio; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida
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A concordéancia diagndstica entre os dois métodos utilizando o teste Kappa
com significancia estatistica de p<0,05 foi de 70,92% (kappa = 0,573 -SE =0,90-p

<0,001). Do total de 52 casos, 40 foram concordantes, como mostra a tabela 9.

Tabela 9 - Concordancia entre os diagnosticos citolégicos pela CC e CBL

CcC CBL

AGUS ASC-H ASC-US CEC HSIL LSIL N I Total

ASC-H n=>5 n=1 n=1 n=1 n=_8
(62,5%)  (12,5%) (12,5%) (12,5%) (100,0%)

ASC-US n=3 n=1 n=4
(75,0%) (25,0%) (100,0%)

CEC n=1 n=3 n=4
(25,0%) (75,0%) (100,0%)

HSIL n=1 n=1
(100,0%) (100,09%)
N n=1 n=1 nN=26 n=4 |n=32
(3,1%) (3,1%) (81,3%) (12,5%) | (100,0%)

I n=3 |n=3
(100,0%) | (100,0%)
Total n=1 n=5 n=6 n=3 n=1 n=1 n=28 n=7 |[n=52
(2,0%)  (9,6%) (11,5%) (5,7%) (2,0%) (2,0%) (53,8%) (13,4%) | (100,0%)

N — negativo; | — insatisfatério; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida. kappa =

0,573 - SE = 0,90 — p <0,001

Em doze amostras ndo houve concordancia entre os diagnosticos citoldgicos
pela CC e CBL (tabela 10). Destas, 4 amostras (6, 10, 40 e 51) foram negativas na
citologia convencional e consideradas insatisfatérias na citologia em base liquida, 3
tinham diagnéstico de ASC-H na citologia convencional mas na CBL de ASC-US,
negativo e HSIL, respectivamente. Uma amostra foi diagnosticada como ASC-US na
CC, porém na CBL foi negativa. As amostras 15 e 16 foram negativas na citologia
convencional enquanto na CBL tiveram diagnéstico de ASC-US e AGUS. A amostra
20 foi positiva nos dois métodos, entretanto na CC foi diagnosticada como HSIL e na
CBL como LSIL. Na amostra 30 foi detectada persisténcia de carcinoma invasivo na
CC e atipias escamosas de significado indeterminado na CBL. Todos o0s

diagndsticos de carcinoma foram confirmados por exame histopatologico.



Tabela 10 — Detalhamento das amostras discordantes pelos métodos CC e CBL

Casos discordantes CcC CBL

2 ASC-H ASC-US
5 ASC-US N
6 N I
10 N I
15 N ASC-US
16 N AGUS
17 ASC-H N
20 HSIL LSIL
21 ASC-H HSIL
30 Carcinoma invasor ASC-US
40 N I
51 N I

N — negativo; | — insatisfatério; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida
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Os achados morfologicos foram divididos em categorias, conforme explicado

na metodologia. As alteracdes inflamatérias decorrentes da destruicdo e reparo

tecidual, as alteracdes celulares induzidas pela radioterapia e as alteragoes

neoplasicas estao distribuidas de acordo com o diagnostico na tabela 11.
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Tabela 11- Frequéncia das alteracdes morfolégicas de acordo com o diagnostico

citolégico pela CC e CBL

N ASC-US ASC-H AGUS LSIL HSIL CARCINOMA I
CC_ 31(96,8%) 4(100,0%) 7 (87,5%) 1(100,0%) 4(100,0%) 2 (66,7%)
EXUDATO
LEUCOCITARIO CBL 27 (96,4%) 6(100,0%) 4(100,0) 1(100,0%)  1(100,0%) 3 (100,0%) 4 (57,1%)
. CC
HISTIOCITOS
CBL 1(3.1%)
cc 15 (42,9%) 1 (25,0%) 7 (87,5%) 1 (25,0%) 2 (66,7%)
HEMORRAGIA
CBL 5 (17,9%) 2 (33,3%) 1 (20,0%) 1 (100,0%) 3 (42,9%)
CC_ 26 (82,3%) 2(50,0%) 5 (62,5%) 1 (100,0%) 2 (50,0%) 1(33,3%)
REPARO
CBL 21 (75,0%) 3(50,0%) 2 (40,0%) 1(14,3%)
cam cC_ 15 (46,9%) 3 (75,0%) 5 (62,5%) 1 (100,0%) 1 (25,0%)
CBL 11 (39,3%) 3 (50,0%) 2 (40,0%) 1(33,3%)
cc 13 (37,1%) 4 (100,0%) 5 (62,5%) 2 (50,0%)
MACROCITOSE
CBL  6(21,4%) 2 (33,3%) 2 (40,0%) 1 (33,3%)
o cc 21 (65,6%) 2 (50,0%) 6 (75,0%)
VACUOLIZAGAO
CBL 11 (39.3%) 3 (50,0%) 4 (80,0%) 1 (33,3%)
cc 9 (28,1%) 2 (50,0%) 4 (50,0%) 1 (25,0%)
INGE$TAO
NEUTROFILOS CBL 5 (17,9%) 4 (66,7%) 2 (40,0%) 1(33,3%)
cc 3 (37,5%) 1 (100,0%)
HALO PERINUCLEAR
CBL 1 (20,0%) 1 (100,0%)
cc 2 (6,2%) 3 (37,5%) 1 (25,0%)
IRREG FORMA
CBL 1 (3,6%) 1 (20,0%)
cc 7 (21,9%) 1 (25,0%) 2 (33,3%%)
POLICROMASIA
CBL 4 (14,3%)
- cc 1(3.1%) 1 (25,0%) 1 (12,5%)
IINCLUSAO
NUCLEAR CBL 2 (7,1%)
BN cC 11 (34,4%) 3 (75,0%) 4 (50,0%) 1 (25,0%)
CBL 7 (25,0%) 2 (33,3%) 2 (40,0%) 1 (100,0%)
e 1(3,1%) 3 (75,0%) 8 (100,0%) 1 (100,0%) 4 (100,0%)
AUMENTO DA 1(3,6%) 6 (100,0%) 5(100,0%)  1(100,0%) 1 (100,0%) 1 (100,0%) 3/(100,0%)
RELACAO N/C CBL
cc 1 (25,0%) 7 (87,5%) 1(100,0%) 4(100,0%)
IRREG MEMBRANA 1 (16,7%) 5 (100,0%) 1(100,0%) 1 (100,0%) 3(100,0%)
NUCLEAR CBL
cc 3 (75,0%) 7 (87,5%) 1 (100,0%) 4 (100,0%)
HIPERCROMASIA
CBL 1 (3.6%) 5 (83,3%) 5(100.0%)  1(100,0%)  1(100,0%) 1 (100,0%) 3 (100,0%)
cc 1 (12,5%) 1 (100,0%) 4 (100.0%)
CROMATINA
GROSSEIRA CBL 1 (20,0%) 1 (100,0%) 2 (66,7%)
_ cc 1 (12,5%) 4 (100,0%)
QUERATINIZACAO
DENSA CBL 3 (100,0%)

CGM - células gigantes multinucleadas; BMN — bi/multinucleacdo, IRREG - irregularidade; CC-

citologia convencional; CBL — citologia em base liquida
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Nas amostras  com diagndstico negativo , as  alteracdes
inflamatdrias/reparativas mais frequentes foram o exsudato leucocitario observado
em 96,8% (31/32) das amostras na CC (figura 4) e 96,4% (27/28) das amostras na
CBL e o reparo, detectado em 82,3% (26/32) das amostras na CC e 75,0% (21/28)

das amostras na CBL (figura 5-A e B).

‘—ﬂs'.‘ .

Figura 4 — Esfregaco cervicovaginal convencional exibindo exsudato leucocitario em meio a células
escamosas atréficas. Papanicolaou, 100X

Figura 5 - Esfregagos cervicovaginais convencional (A) e em base liquida (B) exibindo células
epiteliais escamosas com alteracdes reparativas. Papanicolaou, 400X
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Com relacdo as alteragcdes induzidas pela radioterapia nas amostras
negativas, as que mais se destacaram foram presenca de células gigantes
multinucleadas, evidenciadas em 46,9% (15/32) das amostras na CC e 39,3%
(11/28) na CBL (figura 6-A e B); macrécitos, vistos em 37,1% (13/32) das amostras
na CC (figura 7) e em 21,4% (6/28) das amostras na CBL e vacuolizagao

citoplasmatica, encontrada em 65,6% (21/32) das amostras na CC e em 39,3%
(11/28) das amostras na CBL (figura 8-A e B).

Figura 6 - Esfregacos cervicovaginais convencional (A) e em base liquida (B) exibindo células

gigantes multinucleadas. Papanicolaou, 100X e 400X

Figura 7 - Esfregago cervicovaginal convencional exibindo macrécito com policromasia citoplasmatica.

Papanicolaou, 400X
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Figura 8 - Esfregacos cervicovaginais convencional (A) e em base liquida (B) exibindo vacuolizacéo

citoplasmatica com ingestao de neutréfilos. Papanicolaou, 400X

Nas amostras com diagnostico de ASC-US , as alteracdes
inflamatorias/reparativas mais frequentes foram presenca de exsudato leucocitario
observado em todas as amostras na CC e CBL e reparo, evidenciado em metade
das amostras em ambos os métodos.

Com relagdo as alteracbes induzidas pela radioterapia nas amostras com
ASC-US, as mais frequentes na CC foram macrdcitos, células gigantes
multinucleadas e vacuolizagdo com ingestdo de neutréfilos, presentes em
respectivamente 100,0% (4/4), 75,0% (3/4) e 50,0% (2/4) das amostras. Na CBL, se
destacaram a ingestdo de neutrdfilos, presenca de células gigantes multinucleadas e
vacuolizacdo citoplasmética, vistos em respectivamente 66,7% (4/6), 50,0% (3/6) e
50,0% (3/6) das amostras.

As alteracbes neoplasicas associadas ao diagnéstico de ASC-US
corresponderam ao aumento da relagdo ndcleo/citoplasma, hipercromasia e
irregularidade da membrana nuclear, presentes em respectivamente em 75,0% (3/4),
75,0% (3/4) e 25,0% (1/4) das amostras na CC e 100,0% (6/6), 83,3% (5/6) e 16,7%
(1/6) das amostras na CBL.

Nas amostras com diagnostico de  ASC-H, as alteracdes
inflamatorias/reparativas mais frequentes foram o exsudato leucocitario, presente em
87,5% (7/8) das amostras na CC e 80,0% (4/5) das amostras na CBL e reparo,

evidenciado em 62,5% (5/8) das amostras na CC e em 40,0% (2/5) das amostras na
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CBL. Hemorragia foi um achado que se destacou na CC, sendo detectado em 87,5%
(7/8) das amostras.

Com relagcdo as alteracbes induzidas pela radioterapia nas amostras com
ASC-H, as mais freqlientes foram presenca de células gigantes multinucleadas e
macrocitose, detectadas ambas em 62,5% (5/8) das amostras na CC. A
vacuolizacdo citoplasmatica foi vista em 75,0% (6/8) e 80,0% (4/5) das amostras na
CC e CBL respectivamente.

As alteracbes neoplasicas associadas mais presentes nas amostras
diagnosticadas como ASC-H (figuras 9-A e B e 10) foram o aumento da relac&o
nacleo/citoplasma, irregularidade da membrana nuclear e hipercromasia nuclear,
exibidas em respectivamente 100,0% (8/8), 87,5% (7/8) e 87,5% (7/8) das amostras
pelo método convencional e em todas as amostras (n=5) pelo método em base
liquida.

&
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Figura 9 A e B — ASC-H. Esfregacos cervicovaginais convencionais exibindo agrupamentos de células
escamosas com aumento da relagcao nucleo/citoplasma, hipercromasia e irregularidade da membrana

nuclear. Papanicolaou, 400X
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Figura 10 — ASC-H. Esfregaco cervicovaginal em base liquida exibindo agrupamentos de células
escamosas com aumento da relagcao nucleo/citoplasma, hipercromasia e irregularidade da membrana

nuclear. Papanicolaou, 400X

A amostra com diagnostico de AGUS  pela CBL evidenciou hemorragia,
aumento da relacdo nudcleo/citoplasma e hipercromasia. Alem disso, as células eram
pequenas e mostravam arranjo glandular com intensa sobreposi¢céo nuclear.

A amostra com diagnéstico de LSIL , presente somente na CBL exibiu
exsudato leucocitario, halo perinuclear com reforco periférico aumento da relacdo
nucleo/citoplasma e hipercromasia nuclear (figura 11).

Figura 11 — LSIL. Esfregaco cervicovaginal em base liquida. Papanicolaou, 100X.
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Nas amostras com diagnostico de HSIL, distintas na CC e CBL, as
alteracdes inflamatorias/reparativas mais freqientes foram exsudato neutrofilico,
evidenciado em ambos os métodos diagndsticos e reparo visto na CC.

Com relacdo as alteracbes induzidas pela radioterapia, halo perinuclear foi
visto apenas na CC (Figura 12) e células gigantes multinucleadas e
bi/multinucleacao apenas na CBL.

As alteracbes neoplasicas associadas mais frequentemente nas amostras
diagnosticadas como HSIL foram o aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
irregularidade da membrana nuclear, hipercromasia e cromatina grosseiramente

distribuida, detectadas em ambos os métodos diagnosticos (figura 13).

Figura 12 — Esfregagos cervicovaginais convencionais exibindo halos perinucleares em células
escamosas com nucleos aumentados de volume, hipercromaticos e citoplasma queratinizado.
Papanicolaou, 400X

Figura 13 — HSIL. Esfregagos cervicovaginais convencionais exibindo células escamosas profundas

com aumento da relagdo nucleo/citoplasma, hipercromasia e cromatina grosseira. Papanicolaou,
400X
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Nas amostras com persisténcia de carcinoma invasor , a alteragao
inflamatoria/reparativa mais frequente foi o exsudato leucocitério, evidenciado em
100,0% das amostras de CC (n=4) e CBL (n=3).

Com relacéo as alteracdes induzidas pela radioterapia, as mais evidenciadas
foram presenca de células gigantes multinucleadas e macrocitos, em
respectivamente 1/4 (25,0%) e 2/4 (50,0%) amostras na CC e em 1/3 (33,3%)
amostra na CBL.

As alteracdes neoplasicas (figura 14-A a F) associadas foram o aumento da
relacdo nucleo/citoplasma, irregularidade da membrana nuclear, hipercromasia,
cromatina grosseiramente distribuida e densa queratinizacdo, achados na totalidade
dos casos em ambos 0s métodos diagndsticos, com excecao da cromatina grosseira
que foi vista em 2/3 (66,7%) amostras na CBL.

Considerando separadamente as amostras que apresentaram diagndéstico de
adenocarcinoma pré-tratamento, a avaliagdo citolégica convencional apdés o
tratamento de todas elas (amostras 16, 18, 54 e 55) revelou diagnostico negativo. As
alteracdes inflamatdrias/reparativas mais frequientes foram a presenca de exsudato
leucocitario e reparo em 100% das amostras. As alteracdes induzidas pela
radioterapia mais presentes foram bi e multinucleacédo e vacuolizagdo citopasmatica
em 50% (2/4) das amostras. Na avaliacdo citologica em base liquida, 75% (3/4) das
amostras foram diagnosticadas como negativas e 1/4 (25%) amostra foi
categorizada como AGUS. Reparo e bi e multinucleacdo foram as alteracoes
morfolégicas mais frequentes nas amostras negativas e foram vistas em 75% (3/4) e
50% (2/4) das amostras respectivamente. Na amostra com diagnéstico de AGUS o
exame citologico revelou hemorragia, aumento da relagcdo nucleo/citoplasma e

hipercromasia nuclear em células glandulares.
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Figura 14 — CEC. Esfregacos cervicovaginais convencionais exibindo células escamosas com
aumento da relacdo nucleo/citoplasma, hipercromasia, cromatina grosseira, membrana nuclear
irregular e citoplasma queratinizado. Amostra 45 (A e B), amostra 48 (C e D), amostra 30 (E) e
amostra 33 (F). Papanicolaou, 400X e 40X

Os casos insatisfatérios para andlise citolégica apresentavam hemorragia e
exsudato leucocitario em 66,7% (2/3) das amostras pelo método convencional. Pela
CBL, 42,9% (3/7) das amostras eram hemorragicas e 57,1% (4/7) das amostras

exibiam intenso exsudato leucocitario.
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5.3 FREQUENCIA DE INFECCAO POR HPV PELA CAPTURA HIBRIDA.

A captura hibrida foi positiva em 24/52 (46,1%) amostras. A mediana da
relacdo RLU/CO (estimativa da carga viral) em todas (positivas e negativas)
amostras foi de 0,94 (0,26 — 2120,03) e somente nas amostras com alteracdes
citoloégicas foi de 1,71 (1,00 — 2120,03).

Nas amostras vaginal e cervical, o HPV foi detectado respectivamente em
11/17 (64,7%) e 13/35 (37,1%) pacientes e a mediana da relagdo RLU/CO foi
respectivamente de 1,18 (0,29 — 2120,03) e 0,88 (0,26 — 656,51), entretanto, essas
diferencas nao foram estatisticamente significantes. Em pacientes nos estagios I, Il e
[ll, o numero de amostras positivas na captura hibrida foi respectivamente 4/10
(40,0%), 8/17 (47,0%) e 12/23 (52,2%) e a mediana da relacdo RLU/CO foi 0,81
(0,29 - 1897,8), 0,91 (0,26 — 656,51) e 1,00 (0.26 - 2120.03). No estagio IV néo
houve amostras positivas na captura hibrida. Apesar de a frequéncia viral e mediana
da relacdo RLU/CO ter sido menor em pacientes no estagio |, essa diferenca néo foi
significante. Das 52 pacientes, 17 (32,7%) apresentaram anormalidades citoldgicas.
A frequéncia de HPV e valores de relagdo RLU/CO de acordo com os resultados da

analise citologica sédo exibidos na tabela 12.

Tabela 12 - Frequéncia de expressao de HPV de alto risco e valores de RLU/CO de
acordo com os achados citoldgicos na citologia convencional

Captura Diagnostico CC

Hibrida [ N ASC-US ASC-H HSIL Carcinoma
invasor

Positivo n=1 n=11 n=2 n=5 n=1 n=4

(1,21)  (1,06-33,98)  (22,83-656,51)  (1-1,71) (21210,3) (1,72-1897,80)

Negativo n=2 n=21 n=2 n=3 n=0 n=20

| — insatisfatorio; N — negativo

Nas amostras vaginal e cervical, as anormalidades citolégicas foram
detectadas em respectivamente em 6/17 (35,3%) e 11/35 (31,4%) pacientes, mas
essa diferenca ndo foi estatisticamente significante. As anormalidades citologicas

foram significantemente mais frequentes em amostras de pacientes com captura



68

hibrida positiva para o HPV (12/23, 51,2%) do que nas pacientes com captura
hibrida negativa para o HPV (5/26, 19,2%) (p = 0.019, teste de Fisher). A mediana
da relacdo RLU/CO foi significantemente maior em pacientes com anormalidades
citolégicas (1.39, 0,26 — 2120,03) quando comparado com a mediana nas amostras
com citologia negativa (0,79, 0,26 — 33,98) (p = 0.029, Mann-Whitney). Dos quatro
casos com diagndstico pré-tratamento de adenocarcinoma, 2 (50,0%) foram HPV
positivos. Nestes, ndo foram detectadas anormalidades citolégicas no seguimento e
a relacdo RLU/CO foi menor do que 3,11. Dos 48 casos com diagndstico pré-
tratamento de CEC, 22 (45,8%) foram HPV positivos. Destes, 12 (54,5%)
apresentavam anormalidades citolégicas no seguimento e 5 (41,7%) mostravam
relacdo RLU/CO maior do que 10. Houve associacdo entre presenca de
anormalidade citolégica e RLU>10 (p=0,05, teste de Fisher). Apenas a amostra

15 apresentou citologia negativa e RLU>10.

5.4 EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DO ANTICORPO BPV-1-1H8 PARA HPV

A reacdo imunocitoquimica foi realizada nas amostras de CBL coradas
previamente pelo Papanicolaou. Em 10 amostras (amostras 6, 10, 11, 16, 17, 18, 23,
39, 40, 51) havia células insuficientes para andlise ap0s descoloracdo para reacéo
imunocitoquimica. Seis dessas amostras eram insatisfatorias ja& na analise
morfoldgica, duas negativas e uma tinha diagndstico de AGUS. Em duas dessas
amostras, foi possivel realizacdo da reacdo no esfregaco convencional (amostras 17
e 40). Os diagnoésticos que eram respectivamente negativo e insatisfatorio nas
amostras 17 e 40 na CBL passaram a ASCH e negativo na CC.

A imunocitoquimica foi positiva em 23/44 (52,3%) amostras. A positividade foi
observada em células tipicas, células com efeito da radioterapia e células atipicas.
Alguns casos exibiram positividade em mais de um tipo de célula. Sete amostras
(30,4%) apresentaram positividade apenas nuclear (figura 15-A e B) e 16 amostras
(69,6%) exibiram positividade nuclear e citoplasmatica (figura 16-A e B). O padrao
de positividade mostrou-se consistentemente como imunocoloracdo forte,

grosseiramente granular, especialmente no nucleo (figura 17-A a C).
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Figura 15 — Esfregacos corados pelo Papanicolaou (A) e imunocitoquimica para HPV (B) em aumento

de 400X, exibindo expressao nuclear em células epiteliais escamosas atipicas. Amostra 21.
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Figura 16 — Esfregacos corados pelo Papanicolaou (A) e imunocitoquimica para HPV (B) em aumento
de 400X, exibindo expressdo nuclear e citoplasmatica em células epiteliais escamosas atipicas.
Amostra 33.
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Figura 17 — Imunocitoquimica para HPV em aumento de 400X, exibindo expresséo nuclear forte de
padrdo granular. Amostra 4 (A), amostra 37 (B) e amostra 7 (C).

Nas amostras vaginal e cervical, o BPV-1-1H8 foi expresso respectivamente
em 8/16 (50,0%) e 15/28 (53,6%) amostras, porém essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. Em pacientes nos estadios I, Il, lll e IV, 0 nimero de
amostras positivas na imunocitoquimica foi respectivamente 4/8 (50,0%), 11/15
(73,3%), 7/17 (41,2%) e 1/2 (50,0%). Apesar de a frequéncia de expressdo
imunocitoquimica ter sido maior em pacientes no estédio Il, essa diferenca nao foi
significante.

Detectou-se expressdo imunocitoquimica em 13/21 (61,9%) amostras com
captura hibrida positiva para HPV de alto risco e 10/23 (43,5%) amostras com
captura hibrida negativa. Em 38,1% (8/21) das amostras com captura hibrida
positiva, ndo houve positividade para o HPV pela imunocitoquimica, como detalha a
tabela 13.
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Tabela 13 — Expresséo imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8 em relacéo a
captura hibrida

Imunocitoquimica (BPV-1-1H8) para HPV

Captura Hibrida Total
Positivo Negativo
Positivo 13 (61,9%) 8 (38,1%) 21 (100%)
Negativo 10 (43,5%) 13 (56,6%) 23 (100%)
Total 23 (52,3%) 21 (47,7%) 44 (100%)

A frequéncia de expressdo imunocitoquimica em amostras com
anormalidades citolégicas foi de 70,6% (12/17), enquanto em amostras negativas foi
de 40,7% (11/27). Apenas 5/17 (29,4%) amostras com diagndstico citolégico
negativo foram positivas para HPV na imunocitoquimica, como exibe a tabela 14.
Houve, portanto, uma tendéncia de maior expressédo imunocitoquimica em amostras

com anormalidades citoldgicas, porém nédo estatisticamente significante.

Tabela 14 — Expresséo imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8 em relacéo as
anormalidades citologicas na CBL

Anomalidades Imunocitoquimica (BPV-1-1H8) para HPV

Citologicas Positivo Negativo Total
Positivo 12 (70,6%) 5 (29,4%) 17 (100%)
Negativo 11 (40,7%) 16 (59,3%) 27 (100%)

Total 23 (52,3%) 21 (47,7%) 44 (100%)

(p = 0.0689, X via Monte Carlo)

Considerando-se as amostras com relacdo RLU/CO>10, 83,3% (5/6)
apresentaram positividade imunocitoquimica para o HPV e somente 1/6 (16,7%)
amostra foi negativa. Contudo, n&o houve associacdo entre a expressao
imunocitoquimica e RLU>10, jA& que em 18/38 amostras com RLU<10 houve

expressao para HPV (tabela 15).



Tabela 15 — Expresséo imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8 em relacéo a
estimativa de carga viral (RLU/CQO) >10

Imunocitoquimica (BPV-1-1H8) para HPV

RLU/CO >10 Total
Positivo Negativo
Sim 5 (83,3%) 1 (16,7%) 6 (100%)
N&o 18 (47,4%) 20 (52,6%) 38 (100%)

Total 23 (52,3%) 21(47,7%) 44 (100%)
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6. DISCUSSAO

A discusséo é apresentada em duas partes. A primeira refere-se ao método
empregado e suas limitagcdes. Na segunda parte consideram-se os resultados dos
objetivos propostos neste trabalho.

Quanto aos resultados, discutem-se as caracteristicas clinicas e
epidemiologicas das pacientes, os achados morfolégicos dos esfregacos
cervicovaginais de amostras obtidas no seguimento precoce de pacientes com
cancer de colo uterino invasivo tratado (pelos métodos convencional e em base
liquida) e por fim, a frequéncia da infeccdo pelo HPV através da captura hibrida e a

expressao imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8 para HPV nestas amostras.

6.1 DISCUSSAO SOBRE O METODO

A eleicdo do cancer de colo uterino invasivo tratado com radioterapia como
tema a ser estudado neste trabalho foi feita por esta ser uma neoplasia que ainda
apresenta alta incidéncia e mortalidade nos paises em desenvolvimento (1,3,5,37) e
gue possui um agente etioldgico e histéria natural bem estabelecidos (38, 39, 40).

O emprego da radioterapia no tratamento das neoplasias do colo uterino é
fundamental por sua eficacia terapéutica (127). Sabe-se que a radioterapia como
tratamento do cancer cervical produz alteracées morfolégicas nas células epiteliais
neoplasicas e nao neoplasicas e nas células do estroma, que dificultam o
diagnostico de doenca neoplasica residual, gerando um dilema na rotina do
patologista (25). As atipias induzidas pela radioterapia podem gerar diagndsticos
falso-positivos. Resultados falso-negativos também podem ocorrer devido a
dificuldade de coleta de amostras adequadas pelas alteragcdes causadas na
anatomia do colo uterino ou da cavidade vaginal, especialmente pela braquiterapia,
modalidade terapéutica a que todas as pacientes deste estudo foram submetidas
(128,129).

Como estudos prévios questionam o papel do esfregaco cervicovaginal no

seguimento de pacientes com cancer de colo uterino tratado, destacando sua baixa
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sensibilidade (12-16) e enfatizam que a persisténcia de infec¢cdo por HPV apos
tratamento radioterdpico pode estar associada com recorréncia da doencga, torna-se
relevante associar a citologia convencional, métodos capazes de detectar a
presenca de HPV apds tratamento (27, 28). Neste estudo, os métodos associados
foram captura hibrida e imunocitoquimica.

Para descrever os achados morfolégicos das amostras cervicovaginais no
seguimento precoce poés-tratamento e definir a frequéncia de infeccéo por HPV e sua
associacdo com as anormalidades citologicas, foi realizado um estudo
observacional, descritivo, transversal. Este tipo de estudo permite descrever
caracteristicas das populacbes no que diz respeito a determinadas variaveis e 0s
seus padroes de distribuicho. Também pode ser utilizado para descrever
associacOes entre variaveis e sugerir explicacdes para as variacdes de frequéncia, o
gue serve de base ao prosseguimento de pesquisas sobre o assunto, através de
estudos analiticos (130).

Como a maioria das pacientes estudadas provinha de outros servigos e 0
tempo para o seguimento era limitado, o estudo transversal tornou-se uma op¢ao por
ser mais rapido, facil em termos logisticos, podendo-se tirar conclusdes com
prontiddo, sem problemas de existéncia de um periodo maior de seguimento,
caracteristico dos estudos longitudinais (131).

Escolheram-se como métodos de analise citolégica a CC e a CBL. O
esfregaco cervicovaginal convencional é a técnica atualmente empregada no
rastreamento do cancer de colo uterino e seguimento pos-tratamento. Esta é uma
técnica de alta eficacia, baixo custo e indolor, além de bem aceita pela populagédo
(106), entretanto apresenta baixa sensibilidade. Alguns estudos classificam como
limitado o valor da citologia cervicovaginal na deteccdo de doenca recorrente,
especialmente em pacientes assintoméaticas (20, 132).

A citologia em base liquida foi eleita por possibilitar a realizacdo de testes
complementares de biologia molecular e imunocitoquimica, sem que houvesse
necessidade de convocar novamente a paciente para coletas de exame (113, 114),
0 que seria logisticamente dificil em rede publica de atendimento. Esta foi a principal
caracteristica para sua realizacdo neste trabalho. Entretanto, como estudos relatam
melhora da sensibilidade do diagnostico em relacdo ao método convencional (110),

utilizou-se também para a analise morfologica. Como néao foi realizado exame



75

histopatoldgico de todas as amostras, que seria 0 padrao ouro para o diagndstico,
nao se pode calcular sensibilidade e especificidade neste estudo.

A analise morfolégica do esfregaco convencional, no presente estudo, foi
mais clara, houve menos casos insatisfatérios e das amostras com diagnostico de
carcinoma invasor, todas confirmadas histopatologicamente, uma nao foi detectada
pela CBL. Fatores que podem explicar essas diferencas vao desde vieses de coleta,
técnica utilizada no preparo das laminas, até a maior experiéncia das observadoras
com o meétodo convencional. A literatura € controversa quanto a acuracia da CC e
CBL. Muitos estudos que compararam o0s dois métodos apontam para a CBL como
tendo maior acuracia (108, 110, 135, 136). De acordo com Beerman et al. houve
gueda no numeros de casos insatisfatorios e aumento de sensibilidade na deteccéo
de anormalidades citolégicas pela CBL quando comparou-se a CC e CBL com o
exame histopatologico (135). Outro estudo indicou que a acuracia diagndstica da
citologia cervical foi melhorada com a CBL (136). Ja Syrjanen et al. em estudo prévio
descreveram que a citologia convencional é superior a CBL e a inspe¢ao com acido
acético no rastreamento de lesdes do colo uterino (109). Um trabalho recente de
revisdo concluiu que ndo ha evidéncias de que a CBL reduza o numero de laminas
insatisfatorias ou detecte mais lesbes de alto grau, em estudos de boa qualidade, do
que a citologia convencional (137).

Os resultados da captura hibrida para HPV de alto risco neste estudo, pelos
motivos ja expostos, foram comparados com os resultados da analise morfologica
realizada pelo método convencional. Ja para a imunocitoquimica, por motivos
técnicos, houve melhor qualidade da reacdo nos esfregagcos da citologia em base
liquida (138-140). Como se realizou imunocoloracdo na mesma lamina em que foi
feita a analise morfoldgica, os resultados da imunocitoquimica tiveram que ser
comparados com o resultado morfologico da CBL.

Para a deteccdo do HPV, a captura hibrida foi escolhida por ser um método
utilizado comercialmente, que detecta quase todos os tipos de HPV de alto risco,
além de apresentar boa sensibilidade e especificidade (141).

A imunocitoquimica € um método utilizado rotineiramente na pratica do
patologista. Entretanto, a qualidade da reacao, as variacbes da técnica empregada,
o cuidado da analise dos controles, a descoloracdo das laminas ou realizacdo em
laminas diferentes, a técnica de contra coloracdo, sdo motivos de controvérsia na

literatura e alguns trabalhos mostram preocupac¢ao quanto a sua reproducao (111).



76

Recentemente, numerosos estudos utilizaram a imunocitoquimica com o
anticorpo p16, marcador de células displasicas glandulares e escamosas e relataram
gue sua expressado esta relacionada com gravidade da lesao cervical (121,133, 138).
Alguns destes estudos compararam o0s resultados da imunoexpresséo de pl6 com a
captura hibrida, mostrando menor sensibilidade da primeira (139,140). Uma
metandlise recente que incluiu 61 trabalhos, demonstrou que ha uma falta de
consenso sobre a interpretacdo da positividade do pl6. As discrepancias na
interpretacdo da imunocoloracdo, tanto na citologia quanto em biopsias, reduz a
especificidade, reprodutibilidade e dificulta a interpretacdo dos dados em diferentes
estudos. A avaliacdo de suas aplicacdes clinicas est4 seriamente prejudicada pela
falta de metodologia padronizada (120). Além da baixa especificidade, no presente
trabalho, o pl6 nédo foi considerado na analise pela presenca de dificuldades
técnicas, como por exemplo, excessiva reacdo de fundo, dificultando sua
interpretacéo de forma segura.

Uma alternativa muito recente para minimizar a baixa especificidade do pl6
esta sendo a associacdo de marcadores que detectam a proteina maior do capsideo
L1 do HPV (122-124), que demonstram infeccdo por HPV na fase produtiva. Ha
poucos trabalhos na literatura utilizando anticorpos que detectam o HPV diretamente
no tecido ou esfregacos (122-124) e todos os que utilizaram, o fizeram em amostras
pré-tratamento. Portanto, nosso trabalho traz como contribui¢éo original, a utilizacao
do anticorpo BPV-1-1H8 para HPV no seguimento precoce de pacientes com cancer
de colo uterino tratado e sua associagdo com a captura hibrida e anormalidades
citologicas.

5.2 LIMITACOES DO ESTUDO

O desenho do estudo por si s6 traz consigo limitacbes. Estudos descritivos
transversais apresentam baixa capacidade de generalizagdo, entretanto, sugerem
explicacbes para as variagcbes de frequéncia, o0 que serve de base ao
prosseguimento de pesquisas sobre o assunto, constituindo-se numa primeira etapa
para a formulacdo de hipoteses (130). Neste estudo, avaliamos as pacientes com

cancer de colo uterino tratado, somente no seguimento precoce. Outros estudos
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longitudinais prospectivos avaliaram a persisténcia do DNA-HPV por periodos mais
longos e concluiram que no carcinoma cervical tratado, a persisténcia do DNA-HPV
na cérvice apos radioterapia foi preditivo de recorréncia local (22, 32, 142). O
seguimento clinico das pacientes possibilitaria a deteccdo de doenca recorrente ou
displasia vaginal pOés-radioterapia (143). Adicionalmente, o seguimento com
realizacdo de exame histopatolégico permitiria a determinagdo da acurécia dos
meétodos diagnosticos (CC, CBL, captura hibrida e imunocitoquimica) na deteccao de
leséo apos tratamento.

Outra limitacdo a ser descrita é o0 viés de selecdo. O recrutamento foi feito
com base na demanda de pacientes que foram atendidas no ambulatério de
radioterapia do HUB e que aceitaram a participacdo no estudo. Portanto, a
distribuicdo das variaveis pode nao refletir a real propor¢cdo de pacientes que séo
atendidas neste servico. Nem todos os prontuérios consultados continham todos os
dados utilizados para formacédo da casuistica e algumas informac6es foram colhidas
diretamente com as pacientes, que podem ndo compreender adequadamente os
guestionamentos ou mascarar algumas informacdes.

Vieses de afericdo podem ocorrer em todas as fases da analise. A coleta das
amostras, apesar da padronizagdo da sequéncia sofre a influéncia de diversos
fatores. Os coletadores foram os proprios radioterapeutas que realizaram a
braquiterapia. Os dois médicos assistentes foram treinados por uma das
observadoras desse estudo quanto a importancia da coleta e fixacdo do material e
foram familiarizados com a CBL, que n&o é utilizada na rotina clinica neste servico.
Nesta técnica utiliza-se somente uma escova propria para coleta ecto e endocervical
ou vaginal. O fato de a radioterapia gerar necrose, inflamacdo e reparo, também
dificulta a coleta de material adequando e sua analise. H4 também que se
considerar problemas técnicos que podem ocorrer na centrifugacdo do material em
base liquida, realizacdo da captura hibrida e imunocitoquimica, que procuraram ser
minimizados seguindo-se rigorosamente a técnica adequada para cada método.

Quanto ao tamanho da amostra, sabe-se que conclusbes da analise de
eventos que ocorrem em menos de 10% da casuistica apresentam baixo poder
estatistico (130). Dessa forma, os resultados referentes as varidveis de baixa
frequéncia devem ser analisados com cautela. No presente estudo, o principal fator
limitante foi o baixo “n” amostral em algumas categorias diagndsticas. As amostras

categorizadas como ASC-H, LSIL e HSIL corresponderam a apenas 2% do total. O
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aumento do “n” em cada categoria diagndstica traria resultados comparativos mais

consistentes.

6.3 DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

O cancer de colo uterino se configura como um importante problema de
saude publica devido a sua alta taxa de incidéncia e mortalidade. Em decorréncia
da crescente exposicao a fatores de risco ambientais e da modificacdo de hébitos de
vida da populacao, torna-se importante a discussao dos aspectos epidemioldgicos e
caracteristicas clinicas das pacientes que constituiram a amostra desse estudo.

Os achados com relacdo ao tipo histologico do cancer de colo foram
concordantes com a literatura, na qual o carcinoma de células escamosas € o tipo
histolégico mais frequente, perfazendo 80,0-90,0% dos casos e 0 adenocarcinoma,
representa 10,0-20,0% do total, com uma tendéncia de aumento de incidéncia nos
paises desenvolvidos (144). Neste estudo, 92,3% das pacientes possuiam
diagnéstico histoldgico de CEC e 7,7% de adenocarcinoma de colo uterino.

O estadiamento clinico do carcinoma cervical é feito de acordo com as
recomendacdes da FIGO, definidas em 1995. O sistema usado para carcinomas
cervicais contempla tanto carcinomas escamosos quanto adenocarcinomas e
carcinomas adenoescamosos (145). Neste trabalho, os estadios clinicos I, 11, Il e IV
foram observados respectivamente em 19,2% (10/52), 32,7% (17/52), 46,3% (23/52)
e 3,8% (2/52) das pacientes. A maioria das pacientes encontrava-se em estagios
avancados, como também observaram Murta et al. em estudo prévio (146).

A escolha da terapia mais adequada e a formulacdo do progndstico para um
paciente com cancer sao feitas com base no conhecimento clinico sobre a extensao
da doenca e seu comportamento biolégico. Para os carcinomas cervicais, a
histerectomia e a radioterapia constituem os métodos terapéuticos mais utilizados
(147). Pacientes com estadio 1Al s&o tratadas com histerectomia simples ou em
casos especiais, somente com conizagdo da cérvice. Pacientes com estadio IA2 sédo
tratadas com histerectomia radical e linfadenectomia pélvica. As pacientes nesses
estadios também podem ser tratadas com braquiterapia. Apesar da preferéncia pelo

tratamento cirdrgico, este pode ser inviavel devido a condi¢cdes clinicas
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desfavoraveis das pacientes ou as caracteristicas da lesdo. Quanto tratadas com
cirurgia, as pacientes receberdo radioterapia adjuvante se forem evidenciadas
metastases em linfonodos pélvicos ou comprometimento de margens cirurgicas.
Pacientes no estagio IB1 ndo ha tratamento padronizado. Opc¢des sdo cirurgia ou
radioterapia externa e braquiterapia ou cirurgia combinada com radioterapia. A partir
do estadio IB2 todas as pacientes sdo tratadas com radioterapia e quimioterapia,
sem cirurgia. Excecdo se faz em algumas instituicbes que utilizam a radioterapia
neoadjuvante nos estadios IIB. No estadio IVA as pacientes podem ser submetidas a
exenteracao pélvica. Para o estagio IVB a quimioterapia tem um potencial beneficio
(95). No nosso trabalho, a maioria (70,0%, 7/10) das pacientes no estadio | foi
tratada com cirurgia e radioterapia. Nos estadios Il e Il o principal tratamento foi
radioterapia e quimioterapia, em respectivamente, 70,6% (12/17) e 60,8% (14/23)
das pacientes. No estagio IV, a paciente com CEC foi tratada com radioterapia e
quimioterapia enquanto a paciente com adenocarcinoma foi tratada com cirurgia e
radioterapia.

A idade das pacientes variou de 28 a 79 anos, com uma média de 50,6 anos,
concordando com a literatura, que mostra uma maior incidéncia do carcinoma
cervical em mulheres com idades entre 40 e 60 anos, sendo menos frequente antes
dos 30 anos (148). Em um estudo prévio, foi observado que o maior nimero de
casos estava acima dos 40 anos, independentemente do estadiamento (146). Isso
se deve ao longo periodo da evolugdo da infeccao inicial pelo HPV no inicio das
atividades sexuais, na adolescéncia ou até por volta dos 20 anos, até o
aparecimento do cancer. Porém, esse quadro vem se modificando aos poucos e o
aparecimento de lesdes precursoras esta ocorrendo cada vez mais precocemente,
devido a iniciacdo cada vez mais antecipada das atividades sexuais associada aos
demais fatores de risco, como mostra o trabalho de Bezerra et al., em que a média
de idade das pacientes com diagnéstico de carcinoma cervical foi de 30 anos (148).

Esta bem estabelecido que a infeccdo por HPV oncogénico seja uma causa
necessaria para o desenvolvimento do carcinoma cervical (149). Entretanto, muitas
mulheres com infeccdo por HPV né&o progridem para o cancer. Uma gama de
cofatores enddgenos e exdgenos estdo envolvidos para influenciar o risco de
progressao da infeccao cervical por HPV ao carcinoma cervical (150).

Estudos epidemiolégicos conduzidos nos ultimos 30 anos tém indicado

consistentemente que o risco de cancer cervical é fortemente influenciado por
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medidas de atividade sexual como o0 niumero de parceiros sexuais, idade da primeira
relacdo sexual e comportamento sexual dos parceiros. Evidéncias circunstanciais
da transmissdo sexual de agentes infecciosos vém de estudos mostrando que
esposas de pacientes com céancer de pénis tém um risco aumentado de cancer
cervical. Este achado foi o suporte para varios estudos que mostraram forte
associacao entre incidéncia e mortalidade entre cancer cervical e cancer de pénis
(151). O fato de a infeccado pelo HPV de alto risco estar presente em quase a
totalidade dos casos de cancer do colo do utero fez com que alguns autores
considerassem essa patologia como uma doencga sexualmente transmissivel.

Quanto ao numero de parceiros sexuais, no nosso estudo a maioria (59,0%)
relatou entre dois a cinco parceiros, enquanto 26,9% relataram parceiro fixo ao longo
de suas histérias ginecologicas. O fato de um consideravel nimero de pacientes
atendidas no servico confirmarem um sé parceiro nos leva a considerar a
possibilidade de seus parceiros sexuais terem tido uma vida sexual mais ativa, com
multiplas parceiras ou histéria de DST (doenca sexualmente transmissivel), sendo
este um dado de valor tdo importante quanto a vida sexual da mulher, conforme vem
registrando a literatura (151).

A média de idade da sexarca foi de 17,3 anos neste estudo. O inicio precoce
da atividade sexual esté relacionado com um maior tempo de acao sobre um epitélio
cervical, ainda em maturacdo, de fatores oncogénicos, como a infec¢cado precoce
pelos tipos de HPV de alto risco, além de fatores traumatizantes sobre esse epitélio,
decorrentes do processo inflamatério resultante (149).

A associagdo da alta paridade com o cancer cervical tem sido
consistentemente encontrada em muitos estudos caso-controle. Grande parte
desses estudos foram realizados com mulheres portadoras de HPV e mostraram
risco aumentado de HSIL e carcinoma invasor com o aumento do numero de
gravidezes (149). No nosso estudo, a maioria (55,8%) das pacientes relatou até 5
gestacbes em suas histérias obstétricas e apenas 3,8% das pacientes eram
nuliparas. Grande parte delas (38,4%), engravidaram 6 ou mais vezes. Tais dados
corroboram a literatura, segundo a qual, a multiparidade figura como cofator na
génese do cancer cervical. Castellsagué et al. em um estudo de revisédo
descreveram que a explicacédo esta no fato de que a alta paridade pode aumentar o
risco de carcinoma do colo uterino porque ela mantém a zona de transformacao na

ectocérvice por muitos anos, facilitando a exposicao direta ao HPV e provavelmente
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de outros cofatores (149). Somando-se a isso, as alteracbes hormonais induzidas
pela gravidez (incluindo aumento dos niveis de estrégeno e progesterona) podem
também modular a resposta imune ao HPV e influenciar o risco de persisténcia e
progressao da doenca (148).

O uso de ACHO tem sido associado ao carcinoma cervical em muitos, mas
ndo em todos os estudos epidemiolégicos como cofator da infeccdo pelo HPV. As
evidéncias desta associacdo em mulheres HPV positivas é geralmente fraca (149).
Alguns estudos demonstraram associacao positiva para um tipo histologico particular
ou um subgrupo especifico de mulheres com outros fatores de risco. Um estudo
prévio mostrou aumento significante do risco em usuarias de ACHO para
adenocarcinoma in situ (151). No presente estudo, apenas 3,8% das pacientes
relataram o uso de ACHO. Uma delas tinha diagnostico de adenocarcinoma e outra
de CEC. Estudos apontam que mecanismos hormoénio relacionados podem
influenciar a progresséo de células pré-malignas promovendo a integracdo do DNA-
HPV no genoma do hospedeiro, resultando em desregulacéo de E6 e expressao de
E7 (149). Madeleine et al., em seu trabalho, destacaram duas linhas de evidéncias
que suportam o papel dos ACHO no acumulo de alteracdes endocervicais
necessarias para carcinogénese. Os ACHO podem aumentar o risco de cancer
cervical por predispor a ectopia e contato direto do HPV com as células
endocervicais. A outra seria sua acao direta como promotor, ativando células
glandulares metaplasicas fagociticas, que se transformariam em tumorigénicas na
presenca do HPV e progestinas (151).

O efeito do tabagismo tem sido bem documentado em muitos estudos que
mostraram associacdo causal estatisticamente significante com o cancer cervical,
independente da acdo modificadora da infeccéo pelo HPV (149,150,152). Um estudo
prospectivo recente apresentou evidéncias convincentes de que mulheres fumantes
tém infec¢cdo mais duradoura pelo HPV e reduzida taxa de clareamento da infecgéo
oncogénica, quando comparado com mulheres ndo fumantes (153). Ha evidéncias
de que o risco de carcinoma de células escamosas aumenta significantemente com
o tabagismo, entretanto, n&do foi encontrada associacdo entre tabagismo e
adenocarcinoma da cérvice (150). No nosso estudo, 15,4% das pacientes relataram
este habito. Em todas elas, o diagnostico histolégico foi de CEC. Possiveis

mecanismos para o efeito do cigarro incluem a reducdo da resposta imune da
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cérvice, efeitos relacionados ao metabolismo de hormoénios femininos e dano

genético direto causado pelos carcindgenos relacionados ao tabaco (150).

6.4 ACHADOS MORFOLOGICOS

O emprego da radioterapia no tratamento das neoplasias do colo uterino &
fundamental por sua eficicia terapéutica, considerando a alta incidéncia da doenca.
A radioterapia pode ser utilizada em pacientes com neoplasias malignas do colo
uterino antes da cirurgia (neoadjuvante), apés a cirurgia (adjuvante) ou como uma
Unica modalidade terapéutica (exclusiva). Quando indicada, pode ser empregada na
forma de braquiterapia (terapia de contato), teleterapia (terapia a distancia) ou
ambas (127). Na literatura, muitos relatos tentam caracterizar a resposta das
neoplasias ao tratamento, assim como a eficacia do esfregaco cervicovaginal
convencional e em base liquida para avaliar esta resposta (20,128, 132).

Desde a introducdo da radioterapia como modalidade terapéutica do cancer
cervical, tem sido reconhecido que esta produz alteracdes morfologicas nas células
epiteliais neoplasicas e ndo neoplasicas e nas células do estroma (5). Durante o
diagnostico € dificil distinguir essas alteragcbes de doenca neoplasica residual.
Estudos prévios investigaram a significancia de alteracdes celulares induzidas pela
terapia e seu impacto no progndéstico. Entretanto, esses estudos sao relativamente
antigos e nao utilizaram terminologia uniforme por terem sido realizados antes da
introducéo do sistema Bethesda, tornando dificil a comparacéo dos resultados (21).

Um estudo prévio que avaliou espécimes cirargicos de histerectomia apoés
tratamento radioterdpico mostrou acentuadas alteragcbes morfologicas. Estas
incluiram estreitamento do limen vaginal, obliteracdo do seio vaginal, adeséo entre
a cérvice e parede vaginal, estenose ou até obliteracdo do canal cervical e ulceracéo
da cérvice e vagina (129). Estas alteracdes tornam tecnicamente dificil a obtencéo
de um esfregaco representativo e explica porque muitas amostras sdo hipocelulares
(128). No nosso estudo 5,7% (3/52) e 13,4% (7/52) das amostras foram
insatisfatorias na CC e CBL por hipocelularidade e hemorragia. As alteracbes

inflamatorias e reparativas que acompanham esse processo, representadas nos
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esfregacos cervicovaginais por exsudato inflamatoério e reparo, estiveram
uniformemente presentes em todas as categorias diagnosticas.

Chien et al., em um trabalho prévio, realizaram seguimento de pacientes
tratadas com radioterapia curativa para cancer de colo uterino com citologia
cervicovaginal convencional e demonstraram que maioria dos esfregacos estava
dentro dos limites da normalidade (65,8%) ou exibia alteracfes reativas e atrofia com
inflamacéo (25,2%). ASC, LSIL, HSIL e carcinoma foram detectados em 2,6%, 2,8%,
2,8%, e 0,8% das amostras, respectivamente. Em todos os casos com diagnostico
citologico de carcinoma foi evidenciada doenca recorrente no seguimento clinico
(154).

No presente estudo, pelo método convencional, 61,5% das amostras tiveram
diagnéstico negativo, 7,7 % ASC-US, 15,4% ASC-H, 2,0% HSIL e 7,7% de
carcinoma invasor. Pelo método em base liquida 53,8% das amostras tiveram
diagndstico negativo, 11,5% ASC-US, 9,6 % ASC-H, 2,0 % AGUS, 2,0% LSIL, 2,0 %
HSIL e 5,7% de carcinomas invasores. Semelhante ao estudo referido, a maioria de
nossos diagnosticos foi negativo em ambos os métodos. As amostras com
diagnostico de carcinoma foram biopsiadas, sendo detectada doencga invasora
persistente em todas elas. A taxa mais elevada de anormalidades citologicas, no
presente estudo, pode ser explicada pelo menor tempo de seguimento. As atipias
induzidas pela radioterapia tendem a diminuir com o tempo (14, 25). No nosso
estudo, o seguimento foi precoce (3 meses apO0s o término da braquiterapia),
enquanto no estudo prévio referido, a média de seguimento foi de 22 meses.
Zannoni et al. descreveram que o risco de cancer em pacientes com ASCUS pos-
tratamento radioterapico é similar ao dos esfregacos negativos. Este estudo
recomenda que achados morfolégicos de malignidade indeterminada devem ser
considerados como benignos (128) e que casos com diagnéstico de ASC podem ser
casos falso-positivos devido as alteragbes nas células epiteliais escamosas e
glandulares induzidas pela radioterapia. O oposto, casos falso-negativos, podem ser
explicados pela dificuldade de acesso das células neoplasicas encarceradas por
fibrose, durante a coleta com escova ou pela espatula (128).

Quanto a concordancia entre os métodos diagndésticos, Chhieng et al. em um
estudo prévio relataram uma forte concordancia diagndéstica entre observadores com
0s métodos convencional e em base liquida em amostras pré-tratamento (155). No

presente trabalho, a concordancia diagndstica pelo indice Kappa foi de 0,573 com
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uma variabilidade de 0,9. Este valor é classificado como discreto. A menor
concordancia encontrada no nosso estudo reflete a grande subjetividade na
avaliacdo desse exame, especialmente quando as amostras foram submetidas a
radio/quimioterapia. Outro fator que pode explicar a concordancia mais elevada no
trabalho prévio deve-se ao fato de que nele foi avaliada a concordancia entre
observadores em cada método separadamente, diferentemente do nosso em que foi
avaliada a concordancia entre os diagnosticos da CC e CBL. Este resultado reflete a
importancia de associar métodos adicionais que melhorem a sensibilidade do exame
cervicovaginal no acompanhamento de pacientes tratadas com radioterapia.

As alteracdes morfologicas apos a radioterapia para cancer cervical ndo tém
sido descritas em detalhes. Ha poucos trabalhos na literatura, especialmente sobre
as alteracdes causadas pela radioterapia no esfregaco cervicovaginal (5,156-158).
Entretanto, as caracteristicas histolégicas do cancer cervical tratado com
radioterapia sdo semelhantes as descritas para canceres de outros sitios, com
alteracdes nucleares, citoplasmaticas e estromais.

Um estudo recente mostrou que parece haver uma forte relagcdo entre a
resposta terapéutica e alteragbes morfologicas. As alteracdes radioterapicas foram
mais frequentes em pacientes com resposta completa ou parcial a radioterapia do
gue em pacientes com doencga persistente/recorrente. Nesse estudo, considerou-se
como resposta patologica completa a auséncia de células neoplasicas invadindo o
estroma cervical. Esta resposta pode exibir neoplasia intraepitelial (129). No nosso
estudo, encontramos achados semelhantes quanto a presenca de alteracdes
radioterapicas menos frequentes em pacientes com persisténcia de leséo invasora.

Considerando as alteracdes morfologicas mais frequentemente evidenciadas
em nossas amostras (células gigantes multinucleadas, macrécitos e vacuolizacéo
citoplasmatica), observou-se que células gigantes multinucleadas estiveram
presentes em apenas uma amostra (1/4, 25,0%) de carcinoma invasor enquanto nas
demais amostras em conjunto (negativas, ASC e SIL) foram verificadas em 24
amostras (24/45, 42,5%) pela CC. Na CBL, as porcentagens foram respectivamente
33,3% (1/3) e 42,5% (16/40). Macrécitos foram visualizados em 2 amostras (2/4,
50,0%) de carcinoma invasor e 22/44 (50,0%) amostras sem lesao invasora na CC.
Na CBL, as porcentagens foram respectivamente 33,3% (1/3) e 35,9% (14/39) das
amostras. Vacuolizacado citoplasmatica ndo foi evidenciada nas amostras com

persisténcia de lesao invasora na CC e foi evidente em 65,9% (29/44) das amostras
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sem lesdo invasora. Pela citologia em base liquida as porcentagens foram
respectivamente 33,3% (1/3) e 46,1% (18/39) das amostras.

Os critérios utilizados para diagnéstico de carcinoma invasor persistente
foram o aumento da relacao nucleo/citoplasma, irregularidade da membrana nuclear,
hipercromasia, cromatina grosseiramente distribuida e densa queratinizagéo (5), que
se apresentaram em todas as amostras com este diagndstico, em ambos o0s
métodos, com excecdo da cromatina grosseira que foi vista em 2/3 (66,7%)

amostras na CBL.

6.5 DETECCAO DO HPV PELA CAPTURA HIBRIDA

Neste estudo, a deteccado do HPV foi feita em amostras cervicais e vaginais
colhidas de pacientes no seguimento precoce apoés tratamento de céancer de colo
uterino invasivo, para avaliar o papel de testes para deteccdo de HPV em conjunto
com os métodos morfoldgicos citoldgicos na deteccdo de cancer residual. O HPV foi
detectado em 24/52 (46,1%) amostras pela captura hibrida com uma mediana da
taxa RLU/cutoff (estimativa de carga viral) nas amostras positivas de 1,71 (1 —
2120,03). Em estudos prévios, a taxa de deteccao de HPV em amostras cervicais e
vaginais apos tratamento de cancer invasivo variou de 21,2% a 78,0% e possiveis
fatores responsaveis por esta variacdo sdo o tempo de coleta da amostra apés o
tratamento, o método de deteccdo do virus, estdgio da doenca e formas de
tratamento (22, 31-34). No presente estudo, as amostras foram obtidas pouco tempo
depois do tratamento, durante o primeiro seguimento (3 meses ap0s o término da
braquiterapia) porque nosso objetivo foi diagnosticar precocemente cancer residual.
A captura hibrida foi escolhida por ser um método utilizado comercialmente, que
detecta quase todos os tipos de HPV de alto risco.

A maioria das nossas pacientes se encontrava em estadio avancado da
doenca e foram tratadas de acordo com seu estadiamento e condi¢des clinicas, mas
nao houve diferenca significante na frequéncia viral e mediana da taxa de RLU/CO
nos diferentes estadios (I, I, Ill). Também nao houve diferenca significante entre as
amostras cervicais (obtidas de pacientes submetidas exclusivamente a radioterapia

com ou sem quimioterapia) e amostras vaginais (obtidas de pacientes submetidas a
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histerectomia e radioterapia com ou sem quimioterapia). Em um estudo recente que
avaliou a presenca de HPV 3 meses apos radioterapia por captura hibrida, a taxa de
deteccdo de HPV foi de 22,4% (34). De acordo com os autores desse estudo, a
baixa taxa observada foi explicada pelo tratamento da maioria das pacientes com
radioquimioterapia. O autor desse estudo também observou que em
aproximadamente metade das amostras houve clareamento do virus em avaliacdes
subsequentes e sugeriu que alguns virus detectados nos primeiros meses estavam
provavelmente em debris celulares resultantes da radioterapia.

Com respeito aos achados morfolégicos, nossos resultados mostraram que as
anormalidades citologicas foram significantemente mais frequentes nas amostras
com HPV (captura hibrida positiva) do que nas amostras sem HPV (captura hibrida
negativa). A carga viral (estimada pela relacdo RLU/CO) foi significantemente maior
nas amostras com anormalidades citoldgicas quando comparadas com amostras
com citologia negativa.

Das 26 amostras com captura hibrida negativa, apenas 5 (19,2%) exibiam
anormalidades citologicas na citologia esfoliativa convencional. Como o resultado da
citologia foi ASC nessas amostras, grande parte dessas anormalidades citolégicas
pode ser explicada pela presenca de atipia reativa induzida pela radioterapia ou,
menos provavelmente, pela presenca de alteragdes celulares causadas por um tipo
de HPV que néo foi detectado pela captura hibrida. De acordo com um estudo
prévio, células atipicas induzidas pela radioterapia foram detectadas em 28,0% dos
esfregacos durante os primeiros quatro meses apdés a radioterapia, com uma
diminuicBo com o passar do tempo (14). Essas alteracbes morfologicas, que
atingem as células epiteliais ndo neoplasicas e neoplasicas, tornam extremamente
dificil a interpretacdo dos achados morfoldgicos. Entéo, a captura hibrida pode ser
muito util em amostras diagnosticadas como ASC precocemente apds a radioterapia,
ja que a auséncia do DNA do HPV nesse teste ira favorecer atipia induzida pela
radiacdo, enquanto a presenca do virus, especialmente em altas cargas virais,
levara a suspeita de neoplasia residual.

Em contraste, também encontramos captura hibrida positiva em amostras
sem anormalidades citoldgicas (11/32, 34,4%). As explicacbes para isso sdo a
presenca de virus em debris celulares apoOs radioterapia e a presenca de uma
infeccdo latente com risco de desenvolver uma neoplasia cervical ou vaginal tardia.

Song et al. observaram num estudo prévio que em amostras com relacdo RLU/CO
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abaixo de 10 havia um clareamento do virus e eles sugeriram que amostras com
baixas cargas virais podem estar associadas com presenca de pequena quantidade
de HPV DNA em células tumorais degradadas pela radioterapia. No nosso estudo,
todas as amostras com captura hibrida positiva, mas sem anormalidades citoldgicas
apresentaram valores de RLU/CO abaixo de 3,11, com excecédo de uma amostra na
qual o valor foi de 33,98. Entédo os resultados do nosso estudo e estudos prévios
indicam que a positividade de testes para HPV, imediatamente apds o tratamento,
nao deve ser interpretada isoladamente como indicativo de tumor residual ou risco
de desenvolver nova leséo, sendo necessario considerar a carga viral e os achados
citologicos em conjunto. Em relacdo a infecgéo latente apos o tratamento, resultados
de estudo prévios evidenciaram o papel causal do HPV no desenvolvimento de
displasia vaginal apos radioterapia, visto que DNA HPV de alto risco foi encontrado
em 97,7% dessas lesbes vaginais (143).

Liao et al. concluiram que a displasia vaginal apds radioterapia € mais
refrataria ao tratamento do que a displasia ndo associada com a radioterapia. Esta
também tem mais tendéncia a recorrer ap0s cirurgia e terapia ablativa e sua
progressao para cancer invasivo é mais provavel.

Outro aspecto a ser discutido é a possibilidade de resultado falso-negativo na
citologia ou captura hibrida. No nosso estudo 21/52 (40,4%) amostras foram
negativas em ambos os testes. Como dito anteriormente, é tecnicamente dificil obter
um esfregaco representativo apds o tratamento devido as intensas alteracbes
causadas pela radioterapia, incluindo hemorragia, aderéncia e ulceragdo da cérvice
e vagina (128). Alem disso, na avaliacdo histoldgica, células neoplésicas residuais
sdo escassas, geralmente dentro do estroma cervical e cobertas por epitélio reativo
e reparativo (128,129). Isso significa que o tumor residual raramente alcanca a
superficie cervical para poder ser amostrado por espatula ou escova. Um estudo
prévio mostrou que muitos espécimes de histerectomia apds radioterapia tinham

cancer residual que néao foi detectado pela citologia (128).
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6.6. DETECCAO DE HPV POR IMUNOCITOQUIMICA

A deteccao do HPV, em amostras cervicais e vaginais colhidas de pacientes
no seguimento precoce apos tratamento de cancer de colo uterino invasivo, também
foi realizada através de imunocitoquimica. Foi utilizado o anticorpo monoclonal BPV-
1-1H8 para HPV que reconhece a proteina maior do capsideo L1 dos HPV dos tipos
1, 6, 11, 16, 18, 31, sendo os tipos 1, 6 e 11 de baixo risco e 16, 18 e 31 de alto
risco. No presente estudo, as amostras foram obtidas de pacientes submetidas a
radioterapia, portanto, a positividade foi considerada em células tipicas, células com
efeito da radioterapia e células atipicas.

A expressdo nuclear do BPV-1-1H8 foi detectada em 52,3% (23/44) das
amostras. Nao houve diferencga estatisticamente significante da expresséo do BPV-
1-1H8 nas amostras vaginal e cervical, nem nos diferentes estadios clinicos da
doenca. Um estudo prévio que utilizou imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal para a proteina do capsideo L1 do HPV 16 em cortes histologicos de
carcinoma de colo uterino (159) e outro que realizou imunocitoquimica com anticorpo
monoclonal para proteina do capsideo L1 para HPV de alto risco em amostras de
cérvice uterina composta de casos negativos e com anormalidades citologicas (122),
detectaram o HPV em respectivamente 55,0% e 30,6% dos casos (122, 159).

Recentemente, estudos apontaram a expressdo da proteina maior do
capsideo L1 como um importante marcador para revelar a fase produtiva e ou ativa
da infeccdo por HPV (160-162). A proteina do capsideo L1 é expressa juntamente
com a producdo de particulas virais infecciosas. A perda de expressdo dessa
proteina pode refletir dois estados do genoma viral: a integracdo do DNA viral no
genoma do hospedeiro e infeccdo latente pelo HPV. Testes que detectam o DNA-
HPV, como a captura hibrida, ndo podem diferenciar entre infec¢céo latente ou ativa.
Portanto, esta pode ser uma importante caracteristica da imunocitoquimica. Nao ha
relatos na literatura da utilizacdo de imunocitoquimicia para a proteina do capsideo
L1 em amostras pos-tratamento de cancer de colo uterino invasivo. Estudos prévios
que realizaram imunocitoquimica e imuno-histoquimica para proteina L1 do
capsideo, em amostras negativas e com alteracbes citoldgicas pré-tratamento,
mostraram que ha reducao da expressédo do anticorpo com o aumento da gravidade

da leséo (160-167). A expressao da proteina L1 denota bom progndstico devido ao
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estimulo da resposta imune humoral. A proteina L1 do capsidio viral é capaz de
arranjar-se em particulas morfologicamente e antigenicamente semelhantes ao
virus, denominadas virus-like particles (VLPs), que induzem altos titulos de
anticorpos neutralizantes. Este principio € utilizado na fabricacdo de vacinas anti-
HPV (166).

Ungureanu et al. utilizaram amostras de CBL e detectaram a expressao da
proteina do capsideo L1 em 1/8 (12,5%) casos negativos, 2/6 (33,3%) ASC-US, 16/
32 (50,0%) LSIL, 5/27 (18,51%) HSIL e nenhum caso de carcinoma (122). No
presente estudo, em amostras de CBL obtidas durante o primeiro seguimento pos-
tratamento, o HPV foi detectado em 11/27 (40,7%) amostras negativas, 5/6 (83,3%)
ASC-US, 4/6 (66,7%) ASC-H, 1/1 (100%) LSIL, 1/1(100%) HSIL e 1/3 (33,3%)
amostras de carcinoma invasor.

A imunocitoquimica foi positiva em 13 de 21 (61,9%) amostras com captura
hibrida positiva. A expressdo imunocitoquimica em menos amostras pode ser
explicada pela menor quantidade de HPV de alto risco detectada por este clone de
anticorpo, apenas trés tipos (16,18 e 31), enquanto a captura hibrida para HPV de
alto risco detecta os 13 tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68.
Houve também expressdo em casos com captura hibrida negativa (10/23, 43,5%).
Esta positividade pode ser explicada pela deteccdo de HPV de baixo risco pelo
anticorpo utilizado.

A prevaléncia de HPV de alto e baixo risco, em amostras cervicais de
pacientes do sexo feminino, considerando todas as categorias diagndsticas, pré-
tratamento, varia de 13,4 a 44.9% em diferentes estudos (167-170). No estudo de
Carestiato et al., realizado no Brasil, a prevaléncia foi de 44,9%. Destes, 5,1% dos
casos eram de baixo risco, 25,5% de alto risco e 14,3% combinados de alto e baixo
risco (167). Um estudo de metanalise, que determinou a prevaléncia dos genoétipos
do HPV no carcinoma cervical pré-tratamento, mostrou que o0s tipos mais
comumente identificados em ordem decrescente de prevaléncia sdo HPV 16, 18, 45,
31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 68, 39, 82, 73, 66, 70. Dentre estes, o HPV 6 e 70
sao de baixo risco, mostrando que casos de carcinoma podem exibir HPV de baixo
risco, geralmente em associagdo com HPV de alto risco. Como os tipos 16, 18, 45,
31 e 33, todos de alto risco, perfazem juntos de 63,0% a 97,0% dos casos, a
prevaléncia dos demais tipos, especialmente os de baixo risco € muito baixa no

carcinoma (170), explicando apenas parcialmente a elevada prevaléncia de
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expressao de HPV pela imunocitoquimica em amostras com captura hibrida negativa
no nosso estudo. Outra possibilidade de explicar a expressédo da imunocitoquimica
em amostras com captura hibrida negativa € que estas pacientes se comportem
como pacientes pré-tratamento, e sofram reinfeccdo com cepas de baixo risco, que
ndo séo detectadas na captura hibrida para HPV de alto risco. Mais uma explicagéo
possivel é a presenca de reacdo cruzada. Um estudo recente demonstrou que a
proteina maior do capsideo L1 do HPV 16 compartilha 34 pentameros com proteinas
humanas podendo gerar uma reacado cruzada (171).

Como a RLU/CO estima a carga viral na captura hibrida e a proteina L1 do
capsideo s6 é expressa em infec¢cdes produtivas, pesquisamos se havia essa
associacdo. No presente estudo, apenas uma das seis amostras foi negativa na
imunocitoquimica nos casos com captura hibrida positiva e RLU/CO >10. Nesta
amostra o diagnostico foi de carcinoma persistente no exame citolégico.
Provavelmente o DNA-HPV detectado na captura hibrida havia se integrado ao DNA
do hospedeiro e a imunocitoquimica ndo detecta a infec¢cdo nesta fase. Em 5/6
amostras com RLU/CO>10 a imunocitoquimica foi positiva, refletindo infeccéao ativa.
Entretanto, essa diferenga n&o foi estatisticamente significante.

Sabe-se que a persisténcia de deteccdo de HPV em mulheres com citologia
normal aumenta o risco de recorréncia pos-tratamento (156). Ha evidéncias também
que nas pacientes pos-tratamento, o HPV detectado pela captura hibrida,
especialmente com baixa relagcdo RLU/CO pode estar presente em debris celulares
(34), ndo sendo possivel detectar se a infeccdo estd em fase ativa ou latente.
Portanto, talvez a principal vantagem da imunocitoquimica seja nos casos com
diagnéstico citologico negativo e captura hibrida positiva, onde o HPV
provavelmente esta presente em células viaveis, infectadas produtivamente,

podendo indicar risco para desenvolvimento de lesédo posteriormente.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo foram avaliados dados citopatologicos, moleculares e
imunocitoquimicos de 52 amostras cervicais e vaginais obtidas no seguimento
precoce de pacientes com cancer de colo uterino invasivo tratado. Realizou-se a
pesquisa de DNA-HPV pela técnica de captura hibrida e a deteccdo da proteina do
capsideo L1 pela expressao imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8. A partir dos
resultados obtidos pode-se concluir que:

1. A andlise citoldgica pela CC e CBL revelou que as altera¢des morfoldgicas
mais frequentes foram presenca de exsudato leucocitario e reparo em todas as
categorias diagnosticas. As alteracdoes radioterapicas mais frequentes foram
macrocitose, células gigantes multinucleadas e vacuolizacdo citoplasmatica. Os
critérios para diagnostico de carcinoma invasor persistente sdo os mesmos utilizados
no diagndstico pré-tratamento.

2. A analise morfologica de esfregacos cervicovaginais de pacientes
submetidas a tratamento radioterapico pela CC e CBL mostrou que as alteracdes
radioterapicas sdo mais freqlientes em amostras negativas ou com ASC do que em
pacientes com lesdo invasora persistente.

3. A concordancia diagnostica entre a CC e CBL foi discreta de acordo com o
coeficiente Kappa. Este resultado reflete a importancia de associar métodos
adicionais que melhorem a sensibilidade da citologia cervicovaginal no
acompanhamento de pacientes tratadas com radioterapia.

4. O HPV de alto risco detectado pela captura hibrida esta presente em quase
metade das amostras apés tratamento precoce de cancer invasivo e sua frequéncia
e carga viral ndo estdo relacionadas ao estagio da doenca e local do qual as
amostras foram obtidas (cervical ou vaginal).

5. As anormalidades citolégicas foram significantemente mais frequentes nas
amostras com HPV (captura hibrida positiva) do que nas amostras sem HPV
(captura hibrida negativa). A carga viral (estimada pela relagdo RLU/CO) foi
significantemente maior nas amostras com anormalidades citolégicas quando

comparadas com amostras com citologia negativa.
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6. A expressdo imunocitoquimica do anticorpo BPV-1-1H8 para o HPV foi
positiva em mais de metade das amostras. Houve uma maior tendéncia de
expressdo em amostras com anormalidades citoldgicas.

Como as amostras com anormalidades citoldgicas estiveram associadas a
presenca de virus e alta carga viral, pode-se concluir que os métodos de deteccao
de DNA-HPV podem ser Gteis no seguimento precoce como um complemento da
citologia no diagnostico de neoplasia residual em pacientes apos tratamento
radioterapico do cancer de colo uterino. Nos casos com diagndstico citolégico
negativo e captura hibrida positiva, a expressdo imunocitoquimica da proteina maior
do capsideo L1 pode detectar o HPV em células viaveis, infectadas produtivamente,
podendo indicar risco para desenvolvimento de lesédo posteriormente.

Uma proposta interessante para um estudo posterior seria a ampliacdo do
tempo de seguimento dessas pacientes, incluindo um maior nimero de amostras e
utiizando a captura hibrida e imunocitoquimica para deteccdo do HPV
periodicamente. A realizacdo de exame histopatologico em todas as amostras com
anormalidades citologicas seria ideal por ser o padrdao ouro de diagndstico,
possibilitando o célculo da sensibilidade/especificidade dos métodos diagndsticos e
sua acuracia na deteccdo de doencga invasora persistente/recorrente, bem como de

displasia vaginal apés tratamento radioterapico.
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9.1 APENDICE A- DOCUMENTO DE INCLUSAO

Aplicacao de imunocitoquimica e de tipagem do HPVmseguimento de pacientes
pos-tratamento de cancer de colo uterino — comparag de diferentesestratégias para a
detecgdo precoce da recorréncia da doencga.

Reqistro:

Nome: DN: [ [
Sexarca:___anos DST no Passado: naajm () Qual

Gesta:  /Parto:_ Aborto:_ /Cesariana:

Menopausada N&o() sim () Terapia desiggo hormonal?

Método contraceptivo atual: Esadads:

NUmero de parceiros sexuais na vida: 0S ultimos 12 meses:

Tabagismo ndo() sim() quantos/dia

Etilismo ndo() sim() quantos/dia

Diagnastico: em_ /[ |/

Estadiamento:

Cirurgiando() sim() Qual?

Radioterapia Externa ndo() sim() Duracao Término
Braquiterapia ndo() sim() Duracéo Término
Quimioterapia ndo() sim() Duracao Término

Tem Bi6psia ndo() sim() Namero: B-

Coleta do citopatolégicoem /[

Lamina de citopatolégico Papanicolaou numero

Diagndstico

Lamina da CBL numero

Diagndstico

Lamina de citopatologico ICQ numero

Diagndstico

Captura Hibrida para HPV de alto risco
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9.2 APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESC LARECIDO

Titulo do Projeto Aplicacdo de imunocitoquimica e de tipagem do HRY/ seguimento de pacientes pos-
tratamento de cancer de colo uterino — comparagidif@rentes estratégias para a deteccdo precoce da
recorréncia da doenca.

Objetivo do EstudoAvaliar a viabilidade do emprego das técnicas dgnimgitoquimica e tipagem do HPV no
seguimento dos pacientes com Céancer de colo uterino

Investigador Dra. Ana Emilia Borges de Azevedo — Médica Pajfista do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB/UnB), CRM 15.081-DF.

Orientador Prof. Dr. Albino Vergcosa de Magalhaes.

Vocé esta sendo convidada a participar do projetpatquisa de nome: Aplicacdo de imunocitoquimida e
tipagem do HPV no seguimento de pacientes pésiteatd de céncer de colo uterino — comparagcdo de
diferentes estratégias para a detecgdo preco@edaéncia da doenga.

Se vocé decidir participar deste estudo, o primpasso sera uma entrevista privada com um prafiaside
saude que explicara o estudo detalhadamente. Agidseetrevista, sera realizadalheita de material para
exame citopatoldgico, que ja faz parte do protocolo de prevencéo e seguimentidoer de colo uterino. Este
consiste de coleta do exame “preventivo” de forma tradicionak @nvolve uma “raspagem” do colo do Utero,
utilizando espéatula de madeira (espéatula de Ayegoeva individuais e descartaveis. Para tantd, wédizado
espéculo vaginal. Serad coletada uma amostra a feaisa) para a realizacdo de exames adicionais
(imunocitoquimica e biologia molecular) normalmené® feitos nas pacientes e que seriam mais sensie
deteccdo precoce do cancer de colo uterino, del@acom trabalhos realizados em outros hospitais.

O exame sera feito no ambulatério de ginecologiddtdd® por médicos ginecologistas deste ambulatdtio.
procedimento podera haver desconforto momenténieouse do especulo vaginal. A coleta do citopaticldg
(“preventivo”) poderéa ocasionar sangramento nolldadraspagem”, geralmente de pequena monta. fithas
clinicas e que seus dados serdo utilizados pandaest aprendizado, atividades e publicacfes dieadiftanto
no pais como no exterior, respeitada toda legislagiente em relacdo ao assunto. Vocé nao receleatfum
tipo de pagamento por concordar em participar éedese nem terd custos monetarios em decorréncsaae
deciséo.

Vocé também receberd orientagdo a respeito dequesisinormalidades que possam vir a ser revelagas p
resultados dos exames e, se for preciso, vocé egcels informacdes de contato necessarias paamaato
adicional. Vocé pode fazer perguntas sobre o estidesar de apreciarmos o seu apoio continuo, tené
direito de retirar-se do estudo quando quiser eesara obrigada a ser submetida a exame do caitedecom
coleta de amostras. Se vocé tiver alguma pergpotaavor entre em contato com: Dra. Ana Emiliadgsrde
Azevedo, telefone (61)34485499 e com o comité deaFem Pesquisa da Faculdade de ciéncias da Saude d
Universidade de Brasilia, telefone (61)33073799.

A sua participacdo é voluntaria. Seu nome nao eericionado nos informes do estudo. Todos os daeksad
pesquisa serdo confidenciais, bem como o seguintentua doenca cervical (colo uterino), se presedie
sofrera alteragdo pela incluséo ou exclusdo noogesfudo ou grupo controle.

Eu, , RG: por este
meio e de livre e espontanea vontade, dou o mesentimento para participar deste estudo.

Brasilia, de 20 .

(asssinatura do paciente ou responsayel

assinatura de médico assistente
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AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL | Hist [ CGM | Rep | Hem | MAC | ICN [ BMN | VAC | IN [ HP | Irreg | Polic | N/C [ IMN [ HC | CG | DQ

1 1+ X X NEGATIVO
2 1+ X X X X X X X X ASC-H
3 3+ X X X X X X X X X X X X ASC-H
4 1+ X X X X X X ASC-US
5 3+ X X X X X X X ASC-US
6 2+ X X X NEGATIVO
7 1+ X X X X X NEGATIVO
8 1+ X X NEGATIVO
9 2+ X NEGATIVO
10 3+ X X X NEGATIVO
11 X INSATISFATORIO
12 1+ NEGATIVO
15 2+ X X X X X X X NEGATIVO
16 3+ X X X NEGATIVO
17 1+ X X X X ASC-H
18 1+ X X X X NEGATIVO
19 2+ X X X X NEGATIVO
20 2+ X X X X X X HSIL
21 2+ X X X X X X X X ASC-H
22 3+ X X X X X X X X X X ASC-H
23 3+ X INSATISFATORIO
24 2+ X X X X X X X ASC-US

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusao nuclear; BMN —
bi/multinucleacéo; VAC - vacuolizagdo citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relacdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina

grosseira; DQ — densa queratinizacao

(continua)
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AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL | Hist | CGM | Rep | Hem | MAC | ICN [ BMN | VAC | IN | HP | Irreg | Polic | N/C | IMN | HC | CG | DQ

25 1+ X X X X X X NEGATIVO
26 3+ X X X X X X X NEGATIVO
29 3+ X X X X X NEGATIVO
30 1+ X X X X X X X CEC
31 2+ X X X X X X X X ASC-H
32 2+ X X X X X NEGATIVO
33 3+ X X X X X X X X CEC
34 1+ NEGATIVO
36 1+ X X X NEGATIVO
37 1+ X X X X X X X ASC-H
38 1+ X X X X X X X NEGATIVO
39 2+ X INSATISFATORIO
40 1+ X X X X NEGATIVO
41 2+ X X X X X ASC-US
42 1+ X X NEGATIVO
44 2+ X X X X X X NEGATIVO
45 3+ X X X X X CEC
46 1+ X X NEGATIVO
47 X X X X X X ASC-H
48 3+ X X X X CEC
49 2+ X X X X NEGATIVO
50 2+ X X NEGATIVO

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusdo nuclear; BMN —
bi/multinucleacdo; VAC — vacuolizacao citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relacdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina

grosseira; DQ — densa queratinizacdo

(continua)
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AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL | Hist | CGM | Rep | Hem | MAC | ICN | BMN | VAC | IN | HP [ Irreg | Polic | N/C [ IMN | HC | CG | DQ
51 2+ X X X X NEGATIVO
52 X X NEGATIVO
53 1+ X X X X NEGATIVO
54 2+ X X NEGATIVO
55 1+ X X X NEGATIVO
56 2+ X X X X X X NEGATIVO
57 1+ X X X X X NEGATIVO
58 1+ X X X NEGATIVO

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusao nuclear; BMN —
bi/multinucleacéo; VAC - vacuolizagdo citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relagdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina

grosseira; DQ — densa queratinizacao

(concluséo)



118

9.4 APENDICE D - TABELA DOS ACHADOS MORFOLOGICOS Cl TOLOGIA EM BASE LIQUIDA — CBL

AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL | Hist [ CGM | Rep | Hem | MAC | ICN [ BMN | VAC | IN [ HP | Irreg | Polic | N/C [ IMN [ HC | CG | DQ

1 1+ X X NEGATIVO
2 2+ X X X X X X ASC-US
3 2+ X X X X X X X X X X ASC-H
4 1+ X X X X X X ASC-US
5 2+ X X X NEGATIVO
6 2+ X INSATISFATORIO
7 1+ X X X X NEGATIVO
8 1+ X X X X NEGATIVO
9 1+ X X X NEGATIVO
10 3+ X INSATISFATORIO
11 X INSATISFATORIO
12 1+ X NEGATIVO
15 2+ X X X X ASC-US
16 X X X AGUS
17 3+ X NEGATIVO
18 1+ X X X X NEGATIVO
19 3+ X X NEGATIVO
20 2+ X X X X LSIL
21 2+ X X X X HSIL
22 3+ X X X X X X ASC-H
23 3+ INSATISFATORIO
24 1+ X X X X X X ASC-US

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusao nuclear; BMN —
bi/multinucleacéo; VAC - vacuolizagdo citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relacdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina

grosseira; DQ — densa queratinizacao

(continua)
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AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL | Hist [ CGM | Rep | Hem | MAC | ICN [ BMN | VAC | IN [ HP | Irreg | Polic | N/C | IMN | HC | CG | DQ

25 1+ X X X X NEGATIVO
26 2+ X X X NEGATIVO
29 3+ X NEGATIVO
30 1+ X X X ASC-US
31 1+ X X X X X ASC-H
32 1+ X X X X NEGATIVO
33 3+ X X X X X X CEC
34 1+ NEGATIVO
36 1+ X X X NEGATIVO
37 1+ X X X X X ASC-H
38 1+ X X NEGATIVO
39 INSATISFATORIO
40 1+ INSATISFATORIO
41 2+ X X X X ASC-US
42 1+ X X NEGATIVO
44 2+ X X X X X NEGATIVO
45 3+ X X X CEC
46 1+ X X NEGATIVO
47 X X ASC-H
48 3+ X X X CEC
49 2+ X X X NEGATIVO
50 1+ X X X NEGATIVO

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusao nuclear; BMN —
bi/multinucleacéo; VAC - vacuolizagdo citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relagdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina

grosseira; DQ — densa queratinizacdo

(continua)
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AMOSTRA INFLAMACAO RADIOTERAPIA NEOPLASIA DIAGNOSTICOS
EL [ Hist | CGM | Rep [ Hem | MAC | ICN | BMN | VAC | IN [ HP | Irreg | Polic | N/C | IMN | HC | CG | DQ

51 INSATISFATORIO
52 2+ X X NEGATIVO
53 2+ X X NEGATIVO
54 2+ X NEGATIVO
55 1+ X X X NEGATIVO
56 3+ X X NEGATIVO
57 X NEGATIVO
58 1+ X X NEGATIVO

EL — exsudato leucocitario; Hist — histiécitos; CGM — células gigantes multinucleadas; Rep — reparo; Hem — hemorragia; INC — inclusao nuclear; BMN —
bi/multinucleacéo; VAC - vacuolizagdo citoplasmatica; IN — ingestdo de neutrdfilos; HP — halo perinuclear; Irreg — irregularidade de forma celular; Polic —
policromasia; N/C — aumento da relagdo nucleo/citoplasma; IMN — irregularidade da membrana nuclear; HC - hipercromasia nuclear; CG — cromatina
grosseira; DQ — densa queratinizacao

(concluséo)
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CASO | TRATAMENTO | ESTADIO | DIAGNOSTICO | INSAT | NEG | ASC-US | AGUS | ASC-H LSIL HSIL CEC CAPTURA IMUNOCITOQUI
HIBRIDA MICA
1 CR B2 CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,50
2 RQ 1B CEC CBL CcC NEGATIVO NEGATIVO
RLU/CO =0,42
3 R 1B CEC CC,CBL POSITIVO POSITIVO
URL/CO 1,08
4 RQ 1B CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 0,26
5 RQ ][] CEC CBL CcC NEGATIVO POSITIVO
RLU/CO = 0,26
6 R B CEC CBL CcC NEGATIVO
RLU/CO = 0,29
7 RQ ][] CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/PC = 0,26
8 CRQ =] CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,38
9 RQ ][] CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 0,27
10 RQ B CEC CBL CcC NEGATIVO
RLU/CO =0,29
11 RQ 1B CEC CC, NEGATIVO
CBL RLU/CO =0,91
12 CR IB1 CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO =0,29
15 RQ 1B CEC CcC CBL POSITIVO POSITIVO
RLU/CO = 33,98
16 RQ B ADENO CcC CBL POSITIVO
RLU/CO = 3,11

C — cirurgia; R — radioterapia; Q — quimioterapia; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida; CEC- carcinoma de células escamosas;
ADENO - adenocarcinoma, INSAT — insatisfatorio; NEG — negativo

(continua)
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CASO | TRATAMENTO | ESTADIO | DIAGNOSTICO | INSAT | NEG | ASC-US | AGUS | ASC-H LSIL HSIL CEC CAPTURA IMUNOCITOQUI
HIBRIDA MICA
17 CRQ 1B CEC CBL CcC POSITIVO POSITIVO
RLU/CO =1,71
18 CR IB1 ADENO CC, POSITIVO
CBL RLU/CO = 1,18
19 RQ 1B CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 0,97
20 CRQ A CEC CBL CcC POSITIVO POSITIVO
RLU/CO =
2120,03
21 RQ 1]} CEC CcC CBL POSITIVO POSITIVO
RLU/CO = 1,04
22 RQ B CEC CC, CBL NEGATIVO POSITIVO
RLU/CO = 0,95
23 RQ ][] CEC CC, POSITIVO
CBL RLU/CO = 1,21
24 RQ ]=] CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 56,51
25 CRQ 1B CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 1,09
26 CRQ 1B CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 2,99
29 RQ B2 CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO =0,88
30 CRQ 1B CEC CBL CcC POSITIVO POSITIVO
RLU/CO = 67,09
31 RQ 1B CEC CBL, CC NEGATIVO NEGATIVO
RLU/CO = 0,65
32 RQ IVA CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 0,51

C — cirurgia; R — radioterapia; Q — quimioterapia; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida; CEC- carcinoma de células escamosas;
ADENO - adenocarcinoma, INSAT — insatisfatério; NEG — negativo

(continua)
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CASO | TRATAMENTO | ESTADIO | DIAGNOSTICO INSAT | NEG ASC-US | AGUS | ASC-H LSIL HSIL CEC CAPTURA IMUNOCITOQUI
HIBRIDA MICA
33 CR 1B CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 3,32
34 RQ B CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 1,42
36 RQ 1]} CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 1,07
37 CR B CEC CC, CBL POSITIVO POSITIVO
RLU/CO = 1,39
38 CR B2 CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 1,06
39 R "B CEC CC, NEGATIVO
CBL RLU/CO =0,83
40 R 1B CEC CBL CcC POSITIVO NEGATIVO
RLU/CO = 2,09
41 RQ 1B CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO =22, 83
42 RQ 1B CEC CC, POSITIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 1,28
44 RQ 1B CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =0,93
45 RQ 1]} CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =1,72
46 R 1B CEC CC, NEGATIVO POSITIVO
CBL RLU/CO = 0,79
47 RQ 1B CEC CC, CBL POSITIVO NEGATIVO
RLU/CO = 1,00
48 CR B CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =
1897,80

C — cirurgia; R — radioterapia; Q — quimioterapia; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida; CEC- carcinoma de células escamosas;
ADENO - adenocarcinoma, INSAT — insatisfatério; NEG - negativo

(continua)
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CASO | TRATAMENTO ESTADIO DIAGNOSTICO INSAT NEG ASC-US AGUS ASC-H LSIL HSIL CEC CAPTURA IMUNOCITOQUI
HIBRIDA MICA
49 CRQ IB2 CEC CC, NEGATIVO
CBL RLU/PC = 0,74
50 RQ nB CEC CC, NEGATIVO
CBL RLU/PC = 0,72
51 RQ nB CEC CBL ccC NEGATIVO
RLU/CO = 0,42
52 R A CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,79
53 CR IB2 CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,60
54 CR \Y; ADENO CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,90
55 RQ nB ADENO CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO = 0,71
56 R B CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =0,41
57 RQ B CEC CC, NEGATIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =0,28
58 CRQ nB CEC CC, POSITIVO NEGATIVO
CBL RLU/CO =2,59

C — cirurgia; R — radioterapia; Q — quimioterapia; CC — citologia convencional; CBL — citologia em base liquida; CEC- carcinoma de células escamosas;

ADENO - adenocarcinoma, INSAT — insatisfatorio; NEG - negativo

(concluséo)
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9.6 APENDICE F - ARTIGO

Association between human papillomavirus infection and cytological

abnormalities in early follow up of invasive cervic al cancer

Azevedo AEB, Carneiro FP, Figueiredo F, Bocca AL, Teixeira LS, Mauricio Filho,
MARQ, Nakashima JP, Abreu WC, Junqueira MIMB, Magalhdes AV.

Considering the limitations of cytology in detection of residual cervical cancer, the
aim of this study was to evaluate frequency and load of high risk HPV in cervical and
vaginal samples in early follow up of patients treated for invasive cervical cancer and
correlate this with the results of cytological examination. Conventional cytology and
hybrid capture were performed in cervical and vaginal samples of 52 women with
invasive cervical carcinoma three months after therapy. High risk HPV was detected
in 46.1% of the samples and median and range of ratio RLU/CO (estimated viral
load) in positive samples was 1.71 (1 - 2120.03). No significant difference was
observed in viral frequency and in median of the ratio RLU/CO between samples of
patients at different stages (I, IlI, Ill) and between cervical samples (obtained from
patients submitted to exclusive radiotherapy with or without chemotherapy) and
vaginal samples (obtained from patients submitted to hysterectomy and radiotherapy
with or without chemotherapy). Cytological abnormalities were significantly more
frequent in samples with HPV than in samples without HPV. The viral load was also
significantly higher in samples with cytological abnormalities when compared with the
samples with negative cytology. In conclusion, HPV detection methods may be
useful as a complement to conventional cytology for the diagnosis of residual cancer

in patients after radiotherapy for cervical cancer in early follow-up.

Key-words: cervical cancer, cervical cytology, hybrid capture, radiotherapy



126

INTRODUCTION

Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most prevalent infections
all the world, the estimated overall HPV prevalence is 11.7% [Bruni et al., 2010]. The
virus is involved in carcinogenesis of cancers of high prevalence and morbidity such
as cancers of the head and neck and in anogenital region [Parkin and Bray, 2006].
In cervix, various types of high-risk HPV have been detected in almost all cases of
invasive cancer [Thomison et al., 2008]. Cervical cancer is the third most common
cancer among women worldwide [Ferlay et al., 2010; Jemal et al., 2011]. The
treatment includes surgery, external beam radiotherapy, brachytherapy and
chemotherapy and is established according to clinical stage of the International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) [Creasman, 1995; Petignat and
Roy, 2007]. It is known that most relapses occur within the first two years after
treatment and the local recurrence has been described in 14% to 57% of patients.
Follow-up visits strategy involves every 3-4 months in the first two years, and every
6-12 months in years 3-5 [Elit et al., 2009; Haie-Meder et al., 2009].

There is little evidence that cervical / vaginal cytology significantly adds to the
clinical exam in detecting early disease recurrence, because of the low sensitivity
and diagnostic difficulties related to the effects of radiotherapy [Cooper et al., 2006;
Elit et al.; 2010; Rintala et al., 1997; Singh et al., 2005; Wright et al.,, 2003].
Although hybrid capture is a test widely used associated with cytology in
pretreatment diagnosis, HPV detection tests are not routinely used in following
patients after treatment, especially in developing countries. Recent studies have
shown that the identification of the virus may be clinically useful after treatment of
invasive cervical cancer, because it indicates not only the therapeutic response as
well as the risk of developing a new cervical or vaginal cancer [Badaracco et al.,
2010; Harima et al., 2002; Nagai et al., 2004; Singh et al., 2006; Song et al., 2010;
Venturoli et al., 2008]. But it remains unclear if there is an association between viral
persistence and presence of abnormalities in cervical/vaginal cytology soon after
treatment for invasive cervical cancer. Therefore, in view of the importance of early
diagnosis of residual cervical carcinoma, the aim of this study was to evaluate the

frequency and load of high risk HPV by hybrid capture in cervical and vaginal
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samples soon after the treatment for invasive cervical cancer and correlate this with

the results of cytological examination.

METHODS

Patients

The present study included 52 women with invasive cervical carcinoma,
stages | to IV (International Federation of Gynecology and Obstetrics [FIGO]) treated
in the Base Hospital and University Hospital of Brasilia during the years 2009-11. The
treatment was established in accordance with the stage of disease and clinical
conditions of the patients and included hysterectomy, radiotherapy (external beam
radiotherapy and brachytherapy) and chemotherapy. All our patients underwent
brachytherapy. Of these patients, 48 had squamous cell carcinoma and 4
adenocarcinoma. This study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of
Health Sciences at the University of Brasilia and informed consent was obtained from

all patients.

Cytology and biopsy

Cervical samples (from patients submitted to exclusive radiotherapy with or
without chemotherapy) and vaginal samples (from patients submitted to
hysterectomy and radiotherapy with or without chemotherapy) were obtained for
cytological analysis in the first follow-up visit (three months after brachytherapy). The
samples were analyzed by conventional cytology and the slides were fixed with
absolute alcohol and stained by the Papanicolaou method. The cytological findings
were classified according to the 2001 Bethesda System into the following categories
[Solomon et al.,, 2002]: negative, atypical squamous cells of undetermined
significance (ASC-US), atypical glandular cells of undetermined significance (AGUS),
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atypical squamous cells - cannot exclude high-grade intraepithelial lesion (ASC-H),
low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), high-grade intraepithelial lesion

(HSIL) and invasive carcinoma.

Hybrid capture

Cervical or vaginal samples for HPV detection also were obtained in the first
follow-up visit (three months after brachytherapy). In hybrid capture, 13 types of high-
risk HPV have been identified 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68.
The ratio RLU (relative light unit)/CO(Cutoff)>1.0 was considered positive. The ratio
values RLU/CO were considered a semi-quantitative estimate of viral load [Terry et
al., 2001].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The x2 and Fisher's tests were used to analyze the
distribution differences of HPV frequency between groups. The values of RLU/CO
were expressed as median and range. Comparisons of these values between groups
were made with non-parametric (Mann-Whitney and Kruskal-Wallis) tests. Statistical
significance was assigned to p< 0.05.

RESULTS

The hybrid capture was positive in 24/52 (46.1%) samples. The median of the
ratio RLU/cutoff (estimated viral load) in all (positive and negative) samples was 0.94
(0.26 — 2120.03) and in positive samples 1.71 (1 - 2120.03). In vaginal and cervical
specimens, HPV was detected respectively in 11/17 (64.7%) and 13/35 (37.1%) of
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patients and the median of ratio RLU/CO was respectively 1.18 (0.29 - 2120.03) and
0.88 (0.26 - 656.51), but these differences were not significant. In patients with stage
[, Il and Ill, the number of positive samples in hybrid capture was respectively 4/10
(40%), 8/17 (47%) and 9/23 (52.2%) and the median and range of ratio RLU/CO was
respectively 0.81 (0.29 - 1897.8), 0.91 (0.26 - 656.51) and 1.00 (0.26 - 2120.03).
Although the viral frequency and median of ratio RLU / CO had been lower in
samples of patients in stage I, this difference was not significant.

Of the 52 patients, 17 (32.7%) presented cytological abnormalities. In vaginal
and cervical specimens, cytological abnormalities were detected respectively in 6/17
(35.3%) and 11/35 (31.4%) of patients, but these difference was not significant. The
frequency of HPV and the values of ratio RLU/CO according to results of cytological
examination are shown in Table 1. The cytological abnormalities were significantly
more frequent in samples with HPV (positive hybrid capture) (12/23, 52.1%) than in
samples without HPV (negative hybrid capture) (5/26, 19.2%) (p = 0.019, Fisher's
test). The median of the RLU/CO was also significantly higher in samples with
cytological abnormalities (1.39, 0.26 — 2120.03) when compared with the median in
samples with negative cytology (0.79, 0.26 - 33.98) (p = 0.029, Mann-Whitney). The
cytological diagnosis of invasive squamous cell carcinoma (SCC) was confirmed by

biopsy in all patients except for one who died shortly after brachytherapy.

DISCUSSION

In this study, HPV detection was performed in cervical and vaginal samples of
patients in early follow-up after treatment for invasive cervical cancer to evaluate the
role of an HPV test as an adjunct method to cytology to diagnose residual cancer. In
previous studies, the detection rate of HPV in cervical and vaginal samples after
treatment for invasive cervical cancer has varied from 21.2% to 78% and possible
factors responsible for this variation are the time of sample collection after treatment,
the method of virus detection, staging of the disease and type of treatment
[Badaracco et al., 2010; Nagai et al., 2004; Singh et al., 2006; Song et al., 2010;
Venturoli et al., 2008]. In present study, HPV was detected in 46.1% of the samples
which were obtained soon after treatment, during the first follow up visit (3 months
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after brachytherapy) because the aim was to diagnose residual cancer early and
hybrid capture was chosen to be a method used commercially that detects virtually
all types of high risk HPV. Most of patients were in advanced stage of the disease
and were treated according to their disease staging and clinical conditions, but no
significant difference was observed in viral frequency and in median of ratio RLU/CO
between patients at different stages (I, I, 1ll) and between cervical samples (obtained
from patients submitted to exclusive radiotherapy with or without chemotherapy) and
vaginal samples (obtained from patients submitted to hysterectomy and radiotherapy
with or without chemotherapy). In a recent study, that also evaluated the presence of
HPV at 3 months after radiotherapy by hybrid capture, the detection rate of HPV was
22.4% [Song et al., 2010]. According to the authors of this previous study, the low
rate observed may be explained by the treatment of the most patients with
chemoradiotherapy. The authors of this previous study also observed that in about
half of the samples there was a disappearance of the virus in subsequent evaluations
and they suggest that some virus detected in the first months were probably in
cellular debris resulting from radiotherapy.

The results of present study show that the cytological abnormalities were
significantly more frequent in samples with HPV than in samples without HPV. The
viral load (estimated by RLU/CO) was also significantly higher in samples with
cytological abnormalities when compared with samples with negative cytology.

In present study, of the 26 samples that were negative in hybrid capture, only
5 (19.2%) had Pap smear abnormalities. As the result of the cytology was ASC in
these samples, this cytological abnormality may be explained by the presence of
reactive atypia induced by radiation therapy or, less probably, the presence of
cellular changes caused by a type of HPV not detected by hybrid capture. According
to a previous study, radiation-induced atypical cells are detected in 28% of pap
smears taken during the first 4 months after radiotherapy, with the rate decreasing
thereafter [Rintala et al., 1997]. These morphological changes, which affect non-
neoplastic and neoplastic epithelial cells, make it extremely difficult to interpret
cytological finding. So, hybrid capture may be very useful in samples diagnosed as
ASC soon after radiotherapy, since the absence of HPV DNA on this test will favor
atypia induced by radiation and the presence of the virus, mainly with high viral load,

will be suspected for residual cancer.
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In contrast, samples with positive hybrid capture but without cytological
abnormalities were found in present study (11/32, 34.4%). The explanations for this
are the presence of virus in cell debris after radiotherapy or the presence of a latent
infection with risk of developing cervical or vaginal neoplasia later. Song et al
observed that in most samples with the ratio RLU/CO below 10 there was a
disappearance of virus, and they suggest that samples with low viral load may be
associated with the presence of small amount of HPV DNA in tumor cells degraded
after radiotherapy. In present study, all samples with positive hybrid capture but
without cytological abnormalities presented values of the ratio RLU/CO below 3.11,
except for one which value was 33.98. So, the results of present and previous
studies indicate that positivity in HPV test, immediately after treatment, should not be
interpreted singly as indicative of residual tumor or risk of developing new lesion
since the viral load and cytological findings must be considered. In relation to latent
infection after treatment, results from a previous study provide evidence that HPV
has a causative role in the development of post radiation vaginal dysplasia, since
high-risk HPV DNA was found in 97.7% of these vaginal lesions [ Barzon et al.,
2002].

Another aspect to be discussed is the possibility of a false-negative result in
cytology and hybrid capture; in present study, 21/52 (40.4%) of the samples were
negative in both tests. As reported earlier, it is technically often difficult to obtain a
representative smear after treatment due marked morphologic alterations caused by
radiation therapy including narrowing, obliteration and ulceration of the cervix and
vagina [Zannoni and Vellone et al., 2008]. Besides this, on histological examination,
neoplastic residual cells are scant, often inside the cervical stroma, and covered by
reparative or reactive epithelium [Zannoni and Vellone et al., 2008; Zannoni et al.,
2008]. This means that the residual tumor rarely reached the cervical surface where
it could be sampled by spatula or brush. A previous study showed that most
hysterectomy specimens after radiotherapy have residual cancer and cytology does
not detect most cases [Zannoni and Vellone et al., 2008].

In summary, present study showed that the high-risk HPV is present in almost
half of the samples soon after treatment for invasive cervical cancer and its
frequency and viral load is not related to the stage of disease and local where
samples are obtained (cervix or vagina). As samples with cytological abnormalities
are associated with the presence of the virus and higher viral load, it is possible to
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conclude that HPV detection methods may be useful in early follow-up as a

complement to conventional cytology for the diagnosis of residual cervical cancer

after radiotherapy.

Table 1 Frequency of high risk HPV and the values of ratio RLU/CO according to

cytological findings

Hybrid Diagnostic
capture I N ASC-US ASC-H HSIL Invasive
Carcinoma
Positiv e n=1 n=11 n=2 n=>5 n=1 n=4
(1.21) (1.06-33.98) (22.83 — 656.51) (2-1.72) (2121.03) (1.72-1897.80)
Negative n=2 n=21 n=2 n=3 n=0 n=0

| — insatisfactory; N - negative
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO A - SISTEMA DE CLASSIFICACAO PARA NEOPLASIAS DO COLO
UTERINO - FEDERACAO INTERNACIONAL DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA
(FIGO)

Estadio |

Destadio | refere-se aocarcinoma estritaments limitado ao colo utering; este estadio deve ser descomsiderado
se ha extensan ao corpo utering, O diagnistico dos estadios 141 & |AZ deve ser baseado no exame microscopico
da tecido excisado, de preferéncia umcone gue inclua toda a leséo.

Estadio 1A Neoplasia invasiva identificada somente mic rescoplcamente. Ha umainvasio medida do estroma
com uma profundidade maxima de 5 mm e um diametro de ate 7 mm.

Estadio 1A41:  Invasao medida do estroma de até 3 mm de profundidade e 7' mm de diametm,

Estadio 1AZ:  Invasho medida do estroma maior que 3 mm mas de até 5 mm de profundidade
ate 7 mm de didmetro.

Estadio 18: Lesties clinicas limitadas ao colo uterino ou leses pré-clinicas malores que no estadio 1A,
Todas as lestes macroscopicas, mesmo com invasao superfical, so corsideradas neoplasias
no estadio B,

Estadio 1B81: Lesdes clinicas de até 4 cm.
Estadio 182: Lesdes clinicas masres de 4 cm.

Estidio 11

Oestadio Il refere-se ao carcinoma gue s estende mais alem do colo uterino, mas ndo invade a parede pelvica.
0 carcinoma atinge a vagina, mas ate o seu terco inferior,

Estadio Ila: M&o ha comprometimento evidente do paramétrio. Ainvasio da-se até os dois tercos
superiores da vagina.

Estadia lIB: Comprometimento evidente do parametrio, mas nao a parede pelvica lateral,

Estadio Il

0 estadio |1l refere-se ao carcinoma que invadiu a parede pélvica lateral. Ao togque retal, ndo ha espaco sem
neoplasia entre o tumor @ a parede pélvica lateral. O tumor ocupa o terco inferfor da vagina, Todos os casos
com hidronefrose ou rim nao-funcionante 530 considerados neoplasias no estadio M.

Estadio lllA:  Maoha extensio a parede pélvica lateral, mas ha invasao do terco inferior da vagina.

Estadio 1iB:  Extensdo a parede pélvica lateral, hidronefrose ou rim nao-funcionante,

Estadio IV

Oestadio IV refere-se ao carcinoma que se estendeu mais além da pelve verdadeira ou invadiu clinicamente a
mucosa da bexiga e/ou o reto.

Estadio MA:  Disserninacao do tumor para rgaos pélvicos adjacentes.
Estadio IVB:  Diseminacio para drgdos a distdncia.

Eimpossivel avaliar clinicamen e seuma neoplasia do colo uterino invadiu o corpo do Gtero. Assim, a determinacao
da extensdo ao corpo deve ser desconsiderada.
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