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RESUMO

A aneuploidia, identificada pela Citometria de Imagem do DNA (DNA-
ICM), ¢ aceita internacionalmente como um marcador de transformagio
de células neoplasicas e tem sido associada a progressao de lesdes pré-
cancerosas para cancer cervical invasivo. O objetivo deste estudo foi
investigar a ploidia de DNA em lesdes do colo do ttero de mulheres que
foram atendidas no Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU-UFSC) para exame ginecologico, colposcopia e
bidpsia. Setenta mulheres com resultados citologicos de Células
Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado (ASC-US), Células
Escamosas Atipicas ndo podendo excluir Lesdo Intraepitelial de Alto
Grau (ASC-H), Células Glandulares Atipicas (AGC), Lesao Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau (LSIL) ou Lesdo Intraepitelial Escamosa de
Alto Grau (HSIL) foram incluidas neste estudo prospectivo transversal.
As amostras coletadas em solugdo ThinPrep® PreservCyt® foram
processadas e laminas de citologia em base liquida foram preparadas e
coradas pelo método de Papanicolaou para verificar a celularidade da
amostra ¢ a presenga de células atipicas. Apds analise citologica, as
laminulas foram removidas para posterior coloragdo de Feulgen. A
analise do conteido nuclear por DNA-ICM foi realizada de acordo com
o quarto consenso da Sociedade Europeia de Patologia Celular Analitica
(ESACP) em citometria de imagem. No periodo de abril de 2017 a
novembro de 2017, 70 pacientes atendidas no HU-UFSC foram incluidas
no estudo. Amostra para biopsia ndo foi coletada em 8 pacientes, sendo
estas excluidas do restante das amostras. De forma geral, euploidia foi
identificada em 41,9% e aneuploidia em 58,1% dos casos. Entre os
resultados citoldgicos, aneuploidia foi observada em 37,5% dos casos de
ASC-US, 40,0% em ASC-H, 100% em AGC, 38,9% em LSIL e 83,3%
em HSIL. De acordo com o diagnéstico histoldgico, aneuploidia foi
verificada em 16,7% dos casos negativos, 27,3% em Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) grau 1, 73,9% em NIC 2, 84,6% em NIC 3
e 100% em Carcinoma de Células Escamosas (CCE), Adenocarcinoma in
situ (AIS) e Adenocarcinoma (AC). O algoritmo de eventos excedendo
9¢ (9cEE) foi observado em 91,7% dos casos aneuploides, enquanto o
algoritmo de sfemline aneuploide foi observado em 80,6% e a
combinacdo dos dois algoritmos em 69,4% de todos os casos aneuploides.
Todos os casos de NIC 3 aneuploides foram positivos tanto para o
algoritmo de 9cEE como para stemline aneuploide. O algoritmo
utilizando ao menos 1 evento excedendo 5¢ (5cEE) obteve sensibilidade
de 92,3% e especificidade de 26,1%. Os algoritmos de 2, 3 ¢ 4 eventos



excedendo Sc, apresentaram valores de sensibilidade de 89,7%, 84,6% e
79,5%, respectivamente, e valores de especificidade de 56,5%, 65,2% e
73,9%, respectivamente. O aumento da idade (odds ratio = 1,123) e o
numero crescente de gestacdes (odds ratio = 2,981) foram associados com
a aneuploidia: Dessa maneira, ¢ possivel inferir que a DNA-ICM
demonstrou ser um método adequado para investigar o comportamento
da ploidia de lesdes precursoras do céncer cervical. A aplicagdo desse
método tem potencial de apontar quais resultados citologicos anormais
necessitam ser investigados de maneira mais rigorosa.

Palavras-chave: Citometria de imagem de DNA. Aneuploidia. Citologia
cervical.



ABSTRACT

Prospective analysis of DNA ploidy in atypias and intraepithelial
lesions of the cervix

Aneuploidy, identified by DNA image cytometry (DNA-ICM), is
accepted internationally as a well-standardized marker of neoplastic cell
transformation and has been associated with progression of precancerous
lesions to invasive cancer. The aim of this study was to investigate DNA
ploidy in cervical lesions of women who were treated at the University
Hospital of the Federal University of Santa Catarina (HU-UFSC) for
gynecological examination, colposcopy and biopsy. Seventy women with
cytological results of Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance (ASC-US), Atypical Squamous Cells — Cannot Exclude
HSIL (ASC-H), Atypical Glandular Cells (AGC), Low Grade Squamous
Intraepithelial Lesion (LSIL) or High Grade Squamous Intraepithelial
Lesion (HSIL) were included in this prospective cross-sectional study.
Samples collected in ThinPrep® PreservCyt® solution were processed
and liquid-based cytology slides were prepared and stained by the
Papanicolaou method to verify sample cellularity and the presence of
atypical cells. After cytological analysis, coverslips were removed for
further Feulgen staining. Nuclear content analysis by DNA-ICM was
performed according to the fourth consensus of the European Society for
Analytical Cell Pathology (ESACP) in image cytometry.

In the period from April 2017 to November 2017, 70 patients attended at
HU-UFSC were included in the study. Biopsy sample was not collected
in 8 patients, and these were excluded from the rest of the samples. In
general, euploidy was identified in 41.9% and aneuploidy in 58.1% of
cases. Among cytological results, aneuploidy was observed in 37.5% of
ASC-US cases, 40.0% in ASC-H, 100% in AGC, 38.9% in LSIL and
83.3% in HSIL. According to the histological diagnosis, aneuploidy was
found in 16.7% of negative cases, 27.3% in Cervical Intraepithelial
Neoplasia (CIN) grade 1, 73.9% in CIN 2, 84.6% in CIN 3 and 100% in
Squamous Cell Carcinoma (SCC), Adenocarcinoma in situ (AIS) and
Adenocarcinoma (AC). The 9c exceeding events (9cEE) algorithm was
observed in 91.7% of aneuploid cases, while the aneuploid stemline
algorithm was observed in 80.6% and both algorithms combined in 69.4%
of all aneuploid cases. All CIN 3 aneuploid cases were positive for 9cEE
algorithm as well as aneuploid stemline. The algorithm of at least 1 event
exceeding 5c (5cEE) obtained sensitivity of 92.3% and specificity of
26.1%. The algorithms of 2, 3 and 4 events exceeding Sc, presented



sensitivity values of 89.7%, 84.6% and 79.5%, respectively, and
specificity values of 56.5%, 65.2% and 73.9%, respectively. Increase in
age (odds ratio = 1,123) and increasing number of pregnancies (odds ratio
=2,981) were associated with aneuploidy. Thus, it is possible to infer that
DNA-ICM has been shown as an adequate method to investigate the
ploidy behavior of precursor lesions to cervical cancer. The application
of this method has the potential to indicate which abnormal cytological
results need to be investigated in a more rigorous way.

Keywords: DNA image cytometry. Aneuploidy. Cervical Cytology.
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1 INTRODUCAO

O cancer de colo do utero é considerado uma das ameagas mais
importantes a vida das mulheres (WHO, 2014). Em 2012, foram
estimados 527.600 novos casos ¢ 265.700 mortes por esse cancer no
mundo, no qual mais de 85% das mortes ocorreram em regides menos
desenvolvidas (TORRE et al., 2015). Programas de rastreio organizados
associados ao acompanhamento das pacientes e tratamento das lesdes pré-
cancerosas foram capazes de reduzir em cerca de 80% a mortalidade por
cancer cervical em paises desenvolvidos nas tltimas décadas (LAARA;
DAY; HAKAMA, 1987; DICKINSON et al., 2012; WHO, 2014). Por
outro lado, em regides onde os programas de rastreio ndo cobrem a
populagdo alvo adequadamente, ndo se observa reducao significativa na
incidéncia da doenga (ADAB et al., 2004; COMBER; GAVIN, 2004;
PEIRSON et al., 2013).

A pratica tradicional para o rastreio do cancer cervical foi
originalmente introduzida pelo médico grego George Papanicolaou na
década de 1940, que desenvolveu uma técnica de coloracdo capaz de
evidenciar células atipicas pela microscopia 6tica (PAPANICOLAOU,
1942; BOSGRAATF et al., 2014). No Brasil, o rastreio do cancer cervical
segue o modelo oportunistico e se d pelo exame citolégico em mulheres
de 25 a 64 anos. Recomenda-se que resultados citologicos de lesdo
intraepitelial escamosa de alto grau, células escamosas atipicas nao
podendo excluir lesdo intraepitelial escamosa de alto grau, células
glandulares atipicas ou adenocarcinoma in situ devem ser encaminhados
para o exame colposcopico seguido de coleta para bidpsia para
confirmagdo da lesdo. Casos de les@o intraepitelial escamosa de baixo
grau ou de células escamosas atipicas de significado indeterminado
devem retornar para o rastreio citoldégico devido a baixa prevaléncia de
cancer nessas categorias (INCA, 2016). No entanto, sabe-se que cerca de
7% dos casos de atipias escamosas e 21% dos casos de lesdes escamosas
de baixo grau progridem para lesdes mais graves (MELNIKOW et al.,
1998).

Apbs o estabelecimento do papilomavirus humano (HPV) como
responsavel pelas alteracdes observadas no exame citologico e sua
ligagdo com o cancer cervical (WALBOOMERS et al., 1999; ZUR
HAUSEN, 2002; GAO; SMITH, 2016), o teste de HPV também foi
introduzido nos programas de rastreio de alguns paises (CASTLE, 2015).
No entanto, embora a infeccdo por HPV seja necessaria para a
transformacao tecidual, ela ndo ¢é suficiente para causar a progressdo da
doenga (BURD, 2003) e somente uma pequena parcela das lesdes
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progridem para cancer invasivo (VINK et al., 2013; KUDELA et al.,
2016). Portanto, um grande desafio permanece em detectar quais destas
lesdes vao regredir e quais vao progredir.

A medida da ploidia do acido desoxirribonucleico (DNA) tem se
mostrado um marcador fidedigno em avaliar a progressdo de lesdes
intraepiteliais cervicais (BOCKING; NGUYEN, 2004). A Citometria de
Imagem do DNA (DNA-ICM) ¢ um método que mede de forma
quantitativa o conteudo do DNA. O contetido nuclear das células em
analise ¢ comparado com o conteudo nuclear de células normais (células
euploides na fase Go/G: do ciclo celular) e, dessa forma, ¢ possivel
determinar de forma objetiva a presenga de células aneuploides
(GARNER, 2014).

A aneuploidia ¢ caracterizada por aberragdes numéricas e/ou
estruturais no conteido de cromossomos e a presenca dessas células tem
sido utilizada como marcador de neoplasia (HAROSKE et al., 2001;
BOCKING; NGUYEN, 2004; ONOFRE et al., 2008), no qual lesdes
aneuploides provavelmente persistem ou progridem para malignidade,
enquanto lesoes euploides regridem (BOLLMANN et al., 2001; GROTE
et al., 2004). A DNA-ICM ¢ uma técnica confiavel, com alta
reprodutibilidade entre os observadores e com bom custo-beneficio para
confirmar o diagndstico de anormalidades celulares no colo uterino
(BOCKING; NGUYEN, 2004; NGUYEN et al., 2004; NGHIEM et al.,
2015).

A conferéncia de Consenso Internacional na Luta contra o Cancer
Cervical, For¢a Tarefa 8, promovida pela Academia Internacional de
Citologia em Chicago nos Estados Unidos da América (EUA),
recomendou a DNA-ICM como um método adjuvante util na
identificagdo objetiva de lesdes pré-cancerosas cervicais que necessitam
acompanhamento clinico (HANSELAAR et al., 2001). A Sociedade
Europeia de Patologia Celular Analitica (ESACP) publicou quatro
consensos internacionais na padronizagio da DNA-ICM (BOCKING;
GIROUD; REITH, 1995; GIROUD et al., 1998; HAROSKE et al., 1998,
2001).

Diante do exposto, o comportamento da ploidia do DNA em atipias
e lesdes precursoras ao cancer cervical utilizando a DNA-ICM foi
estudado em mulheres atendidas no Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC) para exame ginecoldgico, colposcopia e biopsia
apos encaminhamento devido a um resultado citolégico prévio alterado,
com o inten¢do de melhorar a identificagdo de pacientes que necessitam
ser acompanhadas de maneira mais rigorosa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COLO DO UTERO

O colo do utero ou cérvice compreende a por¢ao inferior do ttero.
A cérvice possui um canal, conhecido como canal endocervical, que
permite a comunicacdo entre a cavidade uterina na sua extremidade
superior e a vagina na sua extremidade inferior (SINGH, 2014).

A porgao exterior da cérvice, que se comunica com a vagina, ¢
conhecida como ectocérvice e € coberta por epitélio escamoso
estratificado. Ja a por¢do da cérvice relacionada ao canal endocervical é
conhecida como endocérvice que, por sua vez, ¢ revestida por células
colunares produtoras de muco (MILLS, 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia e histologia do colo do utero
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Fonte: Adaptado de National Cancer Institute, 2004 (Ilustrador: Don Bliss).
Notas: Localizagdo do colo do titero no corpo da mulher com detalhe para os tipos
celulares encontrados nessa regido. Células glandulares em conformagao colunar
simples localizadas na endocérvice e células epiteliais escamosas em
conformagao estratificada localizadas na ectocérvice.
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A morfologia do epitélio escamoso estratificado sofre alteragdes
durante o ciclo menstrual devido a influéncia dos hormdnios ovarianos.
No seu estado mais maduro, a ectocérvice pode ser dividida
histologicamente em trés camadas: a camada basal e parabasal, a camada
intermediaria e a camada superficial. A membrana basal separa o epitélio
escamoso do tecido conjuntivo subjacente (BIBBO; WILBUR, 2015).

A endocérvice ¢ revestida por uma camada tnica de células
colunares produtoras de muco que pode ter aparéncia pseudoestratificada.
(KIERSZENBAUM; TRES, 2016).

A jun¢do escamo-colunar (JEC) € o local onde ocorre a unido entre
o epitélio escamoso estratificado e a mucosa colunar simples. A
localiza¢do da JEC varia de acordo com a idade, influéncias hormonais,
estado reprodutivo e condicdes patologicas (HERFS et al., 2013). Durante
a infancia, a JEC ¢ geralmente localizada no canal endocervical
anatomico, onde permanece até a menarca. Apos o inicio da puberdade
ocorre a eversdao do epitélio colunar da parte inferior do canal
endocervical para a regido externa da cérvice voltada para a vagina. Isso
¢ chamado de ectopia e a partir desse momento o tecido endocervical é
gradualmente substituido por epitélio escamoso ao longo dos anos
reprodutivos por um processo fisiolégico denominado metaplasia
escamosa (BIBBO; WILBUR, 2015). A area em que a mucosa colunar
esta sendo substituida por epitélio escamoso ¢ conhecida como zona de
transformacdo (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2003; MILLS,
2012). Cerca de 95% lesdes pré-cancerosas cervicais tem origem nessa
regido (KIERSZENBAUM; TRES, 2016).

2.2 CITOLOGIA CERVICAL

Em uma amostra citoldgica cervical normal, ¢ possivel observar
células derivadas do epitélio escamosos (células basais, parabasais,
intermedidrias e superficiais), células endocervicais e células
metaplésicas derivadas da zona de transformagdo. Além disso, células
endometriais podem ser normalmente encontradas em mulheres nos anos
reprodutivos durante, e alguns dias apos, a menstruagdo, enquanto as
células ainda estdo se desprendendo do utero (KOSS; MELAMED,
2005). Por outro lado, a presencga de células endometriais em mulheres
com mais de 45 anos ¢ considerada anormal e chama a atencdo para a
possibilidade de neoplasia endometrial NAYAR; WILBUR, 2015a).

Células basais e parabasais sdo células escamosas imaturas e estio
localizadas na camada mais profunda do epitélio escamoso. As células
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basais se dividem e maturam para formar as células parabasais, que por
sua vez, sdo células arredondadas, um pouco maiores do que as basais,
com uma pequena quantidade de citoplasma cianofilico moderadamente
denso e niicleo arredondado com cromatina uniformemente distribuida e
area de aproximadamente 50 um? (Figura 2) (MILLS, 2012; CIBAS;
DUCATMAN, 2014; BIBBO; WILBUR, 2015; NAYAR; WILBUR,
2015a).

Figura 2 — Célula escamosa parabasal

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Célula parabasal (seta grossa) em uma amostra citologica corada pelo
método de Papanicolaou (aumento de 40x). Célula escamosa intermediaria (seta
fina); Célula escamosa superficial (seta pontilhada).

As células parabasais sdo incomuns em amostras de mulheres em
idade reprodutiva. No entanto, em mulheres durante a menopausa, células
escamosas imaturas sdo comumente encontradas devido a atrofia epitelial
em decorréncia da reduc@o das concentragdes de estrogénio nessa época
da vida. Demais estados de restricdo de estrogénio como em criangas,
mulheres em uso de anticoncepcionais contendo apenas progestina,
periodo pds-parto e em certos estados amenorreicos podem apresentar
citologia parecida com a de mulheres na menopausa, com abundancia de
células imaturas (MILLS, 2012; CIBAS; DUCATMAN, 2014; BIBBO;
WILBUR, 2015; NAYAR; WILBUR, 2015a).

As células parabasais passam por um processo de maturagio e se
diferenciam em células escamosas intermedidrias, que geralmente estdao
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presentes na camada intermediaria do epitélio escamoso. As células
escamosas intermediarias possuem citoplasma mais abundante do que o
de células parabasais. Nessas células, o acimulo de glicogénio da ao
citoplasma uma caracteristica mais clara ou finamente granular levemente
cianofilica. O nticleo ¢ menor quando comparado ao nucleo de uma célula
parabasal com area aproximada de 35 pm2 E geralmente alongado e
regularmente apresenta uma ranhura longitudinal, possui membrana
nuclear claramente definida e cromatina finamente granular
uniformemente distribuida. O nucleo de células intermedidrias escamosas
¢ utilizado como referéncia de tamanho para outras células em amostras
de citologia cervical (Figura 3) (MILLS, 2012; BIBBO; WILBUR, 2015;
NAYAR; WILBUR, 2015a).

Figura 3 — Células escamosas intermediarias

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Notas: Células escamosas intermedidrias em uma amostra citologica corada pelo
método de Papanicolaou (aumento de 40x).

Na camada mais externa da ectocérvice estdo presentes as células
do estagio final de maturagdo do epitélio escamoso estratificado, as
células superficiais. Essas células sdo geralmente vistas na fase
proliferativa do ciclo menstrual. Elas possuem jungdes desmossomicas
menos coesas, tornando-as propicias a constante esfoliacdo a partir da
superficie da mucosa. As células superficiais escamosas sdo grandes
(aproximadamente 40 - 60 um de didmetro) e poligonais, o citoplasma ¢é
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abundante, translucido, geralmente eosinofilico ¢ tem a membrana
citoplasmatica bem definida. O nucleo é pequeno e arredondado com area
de 10 — 15 pum? e altamente condensado (picnoético) com cromatina
uniformemente distribuida (Figura 4) (BIBBO; WILBUR, 2015;
NAYAR; WILBUR, 2015a).

Figura 4 — Células escamosas superficiais
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Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Células escamosas superficiais em uma amostra citoldgica corada pelo
método de Papanicolaou (aumento de 40x).

A presenga de células metaplasicas ou células endocervicais na
lamina é considerado um indicador de que a zona de transformagéo foi
amostrada (BIBBO; WILBUR, 2015). A presenca dessas células ¢
importante, pois estudos prévios demonstram que existe correlagdo entre
a taxa de amostragem da zona de transformacédo e a taxa de detecgdo de
anormalidades citologicas (NARINE; YOUNG, 2007; FARAKER;
GREENFIELD, 2013).

As células metaplasicas podem exibir um espectro de aspectos
morfologicos (NAYAR; WILBUR, 2015a). Células metaplasicas
imaturas sdo frequentemente observadas como células isoladas, porém
agregados também sdo vistos e as bordas das células sdo geralmente
distintas. O formato das células é arredondado, com o nimero de células
poligonais aumentando com a maturagdo. O citoplasma ¢ denso,
cianofilico, homogéneo e muitas vezes vacuolizado (Figura 5). As células
metaplasicas mais maduras sdo muitas vezes indistinguiveis de outras
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células escamosas. Elas possuem bordas distintas e sdo redondas ou
poligonais. Quando comparado as células metaplasicas imaturas, as
maduras t€ém menos citoplasma cianofilico homogéneo (BIBBO;
WILBUR, 2015).

Figura 5 — Célula metaplésica

. '@

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Notas: Célula metaplasica em uma amostra citologica corada pelo método de
Papanicolaou (aumento de 40x).

O citoplasma de células endocervicais ¢ fracamente cianofilico,
transparente e difusamente vacuolado ou granular. O nucleo ¢
arredondado ou alongado, com tamanho altamente variavel (média de 50
um?) e apresenta um padrdo de cromatina finamente granular e uniforme
com pequenos nucléolos. As células apresentam polaridade com o nucleo
em uma extremidade do citoplasma e muco na extremidade oposta e sdo
frequentemente observadas agrupadas na citologia, isso dd uma aparéncia
a célula de "paligada" (quando as células s@o vistas de lado) (figura 6) ou
"favo de mel" (quando as células sdo vistas de frente) (Figura 7) (BIBBO;
WILBUR, 2015; NAYAR; WILBUR, 2015a).



33

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Célula endocervicais em formato de “palicada” (seta grossa) em uma
amostra citologica corada pelo método de Papanicolaou (aumento de 40x).
Células escamosas intermedidrias (seta fina).

Figura 7 — Células endocervicais em formato de “favo de mel”

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Notas: Célula endocervicais em formato de “favo de mel” em uma amostra
citologica corada pelo método de Papanicolaou (aumento de 40x).
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O esfregago cervical corado pelo método de Papanicolaou ¢é aceito
mundialmente como um método ndo invasivo para detecc¢ao e prevengéo
do cancer cervical, pois o exame dessas células pode revelar
anormalidades citologicas que antecedem o cancer invasivo (WHO, 2014;
NAYAR; WILBUR, 2015a). A identificagcdo de células displasicas deve
levar a um acompanhamento da paciente, seguida de confirmacdo da
lesdo pré-cancerosa por avaliagdo histologica do tecido e subsequente
tratamento das lesdes que tem potencial de causar metastase (WHO,
2013).

2.3 LESOES PRE-CANCEROSAS

O cancer cervical ¢ precedido por uma longa fase de doenca pré-
invasiva que pode durar cerca de 20 anos (VINK et al., 2013). Essas
lesdes pré-cancerosas podem ser detectadas no exame citoldgico e
confirmadas na avaliacdo histologica do material de bidpsia do colo do
utero. Histopatologicamente, as alteragdes pré-cancerosas sao
classificadas de acordo com o grau de comprometimento do tecido.
Displasia leve com acometimento de 1/3 do tecido cervical ¢ chamado de
NIC 1, que ¢ caracterizado por ativagdo minima da taxa de proliferagdo
das células basais e ocasionalmente presenca de coildcitos nas células da
camada mais superficial. Displasia moderada com acometimento de 2/3
do tecido cervical é chamado de NIC 2. Ja displasia grave ou carcinoma
in situ (CIS) é chamado de NIC 3, nessas lesdes as células em proliferagao
ocupam a terceira parte superior do epitélio e no caso do CIS, as células
ocupam a espessura total do tecido cervical (Figura 8) (WOODMAN;
COLLINS; YOUNG, 2007; BIBBO; WILBUR, 2015).

E importante ressaltar que as lesdes pré-cancerosas nio acarretam
risco a vida da paciente, pois estas lesdes ndo sdo capazes de produzir
metastases. Enquanto ndo houver o rompimento da membrana basal e
invasdo para o estroma cervical, o tratamento previne o cancer cervical
em 100% dos casos (KOSS; MELAMED, 2005). E consenso, portanto,
que as lesdes pré-invasivas devem ser tratadas para impedir sua
progressdo para carcinoma invasor (MCCREDIE et al., 2008).

As alteragdes citologicas do colo uterino podem ser observadas
apds a coleta por citologia esfoliativa e coloragdo das laminas pelo
método de Papanicolaou. A classificacdo ¢ realizada de acordo com o
Sistema de Bethesda (NAYAR; WILBUR, 2015a). Esse sistema foi
criado em 1988 com o objetivo de servir como uma nomenclatura
uniforme e reprodutivel entre diferentes profissionais e também ser
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flexivel para se adaptar a uma grande variedade de situagoes laboratoriais
e localizagdes geograficas. Atualmente, o Sistema de Bethesda estd em
sua terceira edicdo (NAYAR; WILBUR, 2015b).

Figura 8 — Progressdo de uma lesdo cervical benigna para cancer invasivo.
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Fonte: Adaptado de Lowy e Schiller (2006).

Notas: Da esquerda para a direita existe uma progressao das alteragdes teciduais
a partir do tecido inicialmente normal até o cancer invasivo, que ¢ caracterizado
pelo rompimento da membrana basal e invasdo das células neoplasicas para o
estroma adjacente.

Legenda: Neoplasia intraepitelial cervical (NIC); Lesdo intraepitelial escamosa
de alto grau (HSIL); Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL).

O Sistema de Bethesda classifica citologicamente as alteragcdes no
tecido escamoso como lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)
ou lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) (NAYAR; WILBUR,
2015a). LSIL engloba lesoes associadas a displasia leve (NIC 1) e as
alteracOes relacionadas a LSIL sdo observadas em células bem
diferenciadas. Caracteristicas morfoldgicas que podem estar presentes em
LSIL s3o multinucleagdo, coilocitose e nucleos hipercromaticos
aumentados, com bordas irregulares e cromatina grosseira (Figura 9)
(KOSS; MELAMED, 2005; BIBBO; WILBUR, 2015).
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HSIL engloba lesdes associadas a displasia moderada (NIC 2) e
grave (NIC 3/CIS) e morfologicamente é possivel observar alteragdes em
células imaturas com alta relagdo nucleo citoplasma e nucleos
hipercromaticos com cromatina densa, grosseira e irregular (Figura 10)
(KOSS; MELAMED, 2005; BIBBO; WILBUR, 2015).

Essa classificagdo citologica ¢ baseada na evidéncia de que a
maioria das LSIL oferecem pouco risco de progressdo para cancer
invasivo, ao passo que boa parte das HSIL estdo associadas a persisténcia
da lesdo e maior potencial para progressao (BANSAL et al., 2008;
KJAER et al., 2010). Dessa forma, o acompanhamento clinico de uma
HSIL deve ser mais rigoroso do que de uma LSIL, pois sugere-se que 30
— 40% das HSIL ndo tratadas progridem para cancer invasivo (KOSS;
MELAMED, 2005).

Figura 9 — Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) (seta grossa) em uma
amostra citologica corada pelo método de Papanicolaou (aumento de 40x). Célula
escamosa intermediaria (seta fina).
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" o,
Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Notas: Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) (seta) em uma amostra
citologica corada pelo método de Papanicolaou (aumento de 40x).

Além dessas duas classificagcdes, o sistema de Bethesda ainda
permite que os resultados sejam classificados em uma terceira categoria,
a de células escamosas atipicas (ASC). As alteracdes morfologicas
observadas em ASC podem ndo ter relagdo com a infecg¢do pelo HPV ou
neoplasia, porém podem conter achados que sugerem a possivel presenga
de uma lesdo intraepitelial cervical oculta ou até mesmo cancer cervical
em casos raros. As células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US) (Figura 11) s@o sugestivas de uma lesdo de
baixo grau, porém ndo possuem critérios suficientes para serem
classificadas como LSIL. A morfologia atipica nos casos de ASC-US
sugere que essas células ndo devem ser classificadas como negativas para
lesdo intraepitelial ou malignidade (NILM). J4 as células escamosas
atipicas ndo podendo excluir lesdo intraepitelial escamosa de alto grau
(ASC-H) (Figura 12) ndo possuem critérios suficientes para serem
classificadas como HSIL, porém possuem caracteristicas morfologicas
suspeitas em células pobremente diferenciadas (NAYAR; WILBUR,
2015a).
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Figura 11 — Células escamosas atipicas de significado indeterminado

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Célula escamosa atipica de significado indeterminado (ASC-US) (seta
grossa) em uma amostra citolégica corada pelo método de Papanicolaou
(aumento de 40x). Célula escamosa intermediaria (seta fina).

Figura 12 — Células escamosas atipicas ndo podendo excluir lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Células escamosas atipicas ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto
grau (ASC-H) (seta) em uma amostra citoloégica corada pelo método de
Papanicolaou (aumento de 40x).



39

As alteragdes pré-invasivas em células glandulares cervicais sdo
classificadas em células glandulares atipicas (AGC) ou adenocarcinoma
in situ (AIS). As AGC devem ser classificadas de acordo com o tecido de
origem (endocervical ou endometrial) sempre que possivel. Essas células
exibem atipia nuclear que excede alteragdes Obvias reativas ou
reparadoras (Figura 13), mas ndo possuem caracteristicas de AIS ou
adenocarcinoma invasivo. As células endocervicais atipicas ainda podem
ser classificadas como favorecendo neoplasia. A morfologia dessas
células ¢ mais parecida com a de um AIS, porém elas ndo possuem todos
os critérios para serem classificadas como tal. O AIS ¢ considerado como
sendo o equivalente glandular do HSIL e o precursor de um
adenocarcinoma invasivo. A interpretagdo citologica de AIS tem boa
correlagdo com o resultado histologico quando os critérios de
interpretacdo citologica sdo bem aplicados, como a identificacdo de
células dispostas principalmente em agregados com ntcleos
aglomerados, discretamente aumentados, hipercromaticos, com
cromatina granular, auséncia de bordos citoplasmaticos e polaridade
alterada. Além disso, podem ser observados fragmentos teciduais com
padrdo de ramificacdo e aberturas glandulares (rosetas) e as células da
periferia mostram um padrdo em “plumagem” (NAYAR; WILBUR,
2015a).

Figura 13 — Células glandulares atipicas
‘ R sl

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Notas: Células glandulares atipicas (AGC) em uma amostra citologica corada
pelo método de Papanicolaou (aumento de 40x).
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2.4 CANCER CERVICAL

Os dois tipos mais comuns de cancer cervical sdo o carcinoma de
células escamosas (CCE) e o adenocarcinoma (AC) (LEA; LIN, 2012). O
CCE ¢ responsavel por cerca de 75% dos casos de céancer cervical,
enquanto o AC contabiliza aproximadamente 25% do total. Outras
variantes histolégicas menos comuns compreendem uma pequena
porcentagem dos diagndsticos de cancer cervical (WILLIAMS et al.,
2015).

O CCE varia de tumores queratinizados bem diferenciados até
tumores  pobremente  diferenciados e ndo  queratinizados.
Citologicamente, o sistema de Bethesda ndo subdivide essas variantes,
pois muitas vezes ndo ¢ possivel fazer a distingdo somente com base nos
achados citologicos e o progndstico € predominantemente definido pelo
estagio da doenga e ndo difere entre os tipos. No entanto, as caracteristicas
morfologicas das variantes de CCE sdo discutidas separadamente para
fins descritivos no sistema de Bethesda (NAYAR; WILBUR, 2015a).

O CCE queratinizado bem diferenciado apresenta células
geralmente isoladas; intenso pleomorfismo com células caudadas e em
fuso; citoplasma denso e eosinofilico ou alaranjado devido a
queratinizac¢do; nicleos densos e frequentemente picnoticos e opacos;
cromatina grosseiramente granular com espagos paracromatinicos; além
disso, macronucléolos, assim como diatese tumoral, podem estar
presentes, porém sdo menos comuns do que no tipo ndo queratinizado. O
CCE nao queratinizado pouco diferenciado apresenta células redondas ou
ovais que ocorrem isoladamente ou em agregados sinciciais; citoplasma
cianofilico; pleomorfismo, porém ndo tdo marcante como no tipo
queratinizado; nucleos aumentados, com variacdo de tamanho e
membrana nuclear irregular; cromatina grosseiramente granular com
espacos paracromatinicos; por fim, macronucléolos e didtese tumoral
geralmente estdo presentes (BIBBO; WILBUR, 2015; NAYAR;
WILBUR, 2015a).

O quadro 1 apresenta as diferencas morfoldgicas entre atipias,
lesdes e carcinomas de células escamosas.



Quadro 1 — Diferencas morfoldgicas entre atipias, lesdes e carcinomas de células escamosas.
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e Atipias escamosas Lesdes Intraepiteliais escamosas Careci de células esc
Caracteristica celular Py = —
ASC-US ASC-H LSIL HSIL Queratinizado Nio queratinizado
Maturagéo celular bem diferenciadas imaturas bem diferenciadas imaturas bem diferenciadas imaturas
. . geralmente isoladas ou em . isoladas ou em . isoladas ou em
Disposi¢ao X geralmente isoladas SR geralmente isoladas SR
isoladas grupos pequenos agregados sinciciais agregados sinciciais
Citoplasma
de células de células i . X .
.. . . de células basais ou . de células basais ou
superficiais ou de células superficiais ou . intenso .
eTamanho . o - . i parabasais parabasais
intermedidrias metaplésicas intermedidrias (14— 20 pm) pleomorfismo (14 — 20 um)
(40 — 60 pm) (40 — 60 pum) M M
N cianofilico ou . . cianofilico ou geralmente . . . .
eColoragdo X . cianofilico X - - . eosinofilico cianofilico
eosinofilico eosinofilico cianofilico
Nicleo
N hipercromasia hipercromasia geralmente geralmente geralmente geralmente
eColoragdo . . ‘s . o . (o . .
minima pode estar presente hipercromatico hipercromatico hipercromatico hipercromatico
minima . varia entre regular a . . .
eContorno . . pode ser irregular entre reg bastante irregular bastante irregular bastante irregular
irregularidade muito irregular
aumentado (2,5 a aumentado (1,5 a . aumentado, com
eTamanho @ a aumentado (4 a 6x) aumentado (4 a 6x) bastante variado L ’
3x) 2,5x) varia¢@o no tamanho
. . . grosseiramente grosseiramente
. minima . granular grosseira a densa, grosseira e
eCromatina . . pode ser grosseira . granular com espagos | granular com espagos
irregularidade densamente opaca irregular . .
paracromatinicos paracromatinicos
Macronucléolos ausente ausente ausente ausente pode estar presente geralmente presente
~ ligeiramente alta, porém menor
Relagdo n/c 8 alta pouco aumentada alta geralmente alta p
aumentada que HSIL
Didtese tumoral ausente ausente ausente ausente pode estar presente geralmente presente

Fonte: Elaborado pela autora (2018). (CIBAS; DUCATMAN, 2014; BIBBO; WILBUR, 2015; NAYAR; WILBUR, 2015a).

Legenda: Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US); células escamosas atipicas nao podendo excluir lesdo
intraepitelial de alto grau (ASC-H); lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL); lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL); Relagdo
nucleo/citoplasma (n/c); vezes ().
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O AC endocervical possui diferentes subtipos histologicos e essa
variedade pode tornar o reconhecimento citologico desafiador. Em muitos
casos, os critérios citologicos se sobrepdem aos descritos para um AIS,
porém algumas caracteristicas podem sugerir invasdo. No AC, as células
anormais geralmente sdo abundantes; o citoplasma ¢é finamente
vacuolado; os nucleos sdo pleomodrficos e a cromatina demonstra
clareamento e distribuicdo irregular; macronucléolos geralmente estdo
presentes e didtese tumoral necrotica ¢ comum. Células escamosas
anormais podem estar presentes, o que representa uma lesdo escamosa
coexistente ou o componente escamoso de um AC mostrando
diferenciacdo escamosa parcial (CIBAS; DUCATMAN, 2014; NAYAR;
WILBUR, 2015a).

2.4.1 Epidemiologia

O céancer cervical ¢ uma das malignidades que mais aflige as
mulheres na atualidade. Em 2012, foram estimados 527.600 novos casos
e 265.700 mortes por esse cancer no mundo, sendo que ele foi o quarto
tipo de cancer mais incidente e a quarta causa de morte por cancer entre
mulheres. A fatalidade do cancer cervical, no entanto, ¢ desigual entre
paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento, visto que mais de
85% das mortes ocorrem nas regides do mundo em desenvolvimento,
como regides da Asia, da Africa e da América Latina e do Caribe
(TORRE et al., 2015).

As menores taxas de mortalidade de cancer cervical sdo observadas
na Australia/Nova Zelandia (2,4/100.000), América do Norte
(2,9/100.000) e Norte Africano/Oriente Médio (3,3/100.000), enquanto as
maiores taxas de mortalidade estio localizadas no Sul da Africa
subsaariana  (27,0/100.000), no Centro da Africa subsaariana
(24,7/100.000) e na Oceania (15,6/100.000) (FITZMAURICE et al.,
2017).

A reduzida taxa de mortalidade do cancer cervical nas regides mais
desenvolvidas do globo quando comparado as regides menos
desenvolvidas se da, principalmente, pela implementacdo bem-sucedida
de programas de rastreamento organizados para detectar lesdes pré-
cancerosas, seguida do acompanhamento e, quando necessario,
tratamento das pacientes (WHO, 2014). Em regides onde os programas
de rastreamento sdo oportunisticos ndo se observa redugdo significativa
na incidéncia ou mortalidade da doenca (ADAB et al, 2004;
SANKARANARAYANAN et al., 2009; PEIRSON et al., 2013).
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A implementagdo de programas de rastreio organizados que
utilizaram a citologia cervical resultou em um grande declinio nas taxas
de incidéncia e mortalidade do cancer cervical nas tltimas décadas. Em
um estudo em paises nordicos entre 1965 a 1974 que compararam as taxas
de mortalidade antes e apds a introdugdo do programa de rastreamento
organizado (como, por exemplo, recrutamento sistematico das pacientes,
lembretes para as mulheres em falta com o rastreamento,
acompanhamento das pacientes e sistema de vigildncia das mulheres na
faixa etaria de selecdo) mostrou que é possivel reduzir a taxa de
mortalidade do cancer cervical em cerca de 80%, como foi o caso da
Islandia, que possuia o programa com a maior cobertura entre os paises
nérdicos. Também foi observado o declinio de 50% e 34% nas taxas de
mortalidade por céancer cervical na Finlandia e na Suécia,
respectivamente. Na Dinamarca, onde 40% da populacdo era coberta pelo
programa organizado, a reducdo da mortalidade foi de 25%. Ja na
Noruega, onde somente 5% da populagdo era coberta, a mortalidade foi
reduzida em somente 10% (LAARA; DAY; HAKAMA, 1987).

A mortalidade por cancer cervical também foi reduzida
drasticamente em paises britanicos entre 1971 e 2000 apds a
implementacdo de um programa de rastreio com aumento da cobertura
populacional na faixa etaria adequada e aumento na frequéncia de rastreio
para 3 ou 5 anos. O mesmo nao foi observado na Irlanda, onde o programa
oportunistico de rastreio teve pouco impacto na reducdo da taxa de
mortalidade (COMBER; GAVIN, 2004). Na Colimbia Britanica entre
1955 e 1985, as taxas de incidéncia e mortalidade foram reduzidas em
78% e 72%, respectivamente, onde cerca de 85% das mulheres passaram
pelo rastreio a0 menos uma vez na vida (ANDERSON et al., 1988) e foi
estimado que no Canada entre 1952 e 2006, a mortalidade por cancer
cervical foi reduzida em 83% apds o aumento das taxas de rastreio
(DICKINSON et al., 2012).

No Brasil, o rastreio do cancer cervical segue predominantemente
o modelo oportunistico e se da pelo exame citopatologico em mulheres
de 25 a 64 anos que ja iniciaram vida sexual (INCA, 2016). O cancer
cervical € o terceiro tipo de cancer mais comumente diagnosticado ¢ a
quarta causa de morte por cancer segundo o Instituto Nacional de Céancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA). A estimativa para o biénio 2016-
2017 apontou a ocorréncia de 16.340 novos casos com um risco estimado
de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres. No entanto, existem diferengas
regionais, no qual o cancer cervical foi o primeiro mais incidente na
regido Norte (23,97/100.000); nas regides Centro-Oeste (20,72/100.000)
e Nordeste (19,49/100.000), ocupou a segunda posicao; na regido Sudeste
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(11,30/100.000), a terceira; e na regido Sul (15,17/100.000), a quarta
posicao (INCA, 2015).

Durante 1980 e 2009, a tendéncia de mortalidade por cancer
cervical como um todo mostrou estabilizagdo no Brasil, porém houve
diferengas regionais. As regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul mostraram
uma redu¢do na mortalidade, enquanto o Norte ¢ o Nordeste do pais
apresentaram uma tendéncia ascendente (GONZAGA et al., 2013).

Dados mais recentes mostram uma tendéncia decrescente
consistente nas taxas de mortalidade com exce¢do da regido Norte, onde
as taxas permaneceram estdveis com leve tendéncia a aumentar. A
mortalidade por cancer cervical no Brasil ¢ de 7,2/100.000 mulheres. A
regido Norte mostra os maiores indices de mortalidade (14,0/100.000),
seguida da regido Nordeste (8,6/100.000), Centro-Oeste (8,3/100.000),
Sul (6,6/100.000) e Sudeste (5,7/100.000) (VALE et al., 2016). Projecdes
para 2030 demonstram que havera redugao das taxas de mortalidade, onde
a média no Brasil sera de 5,2/100.000 mulheres. Esta previsto que a
reducdo mais marcante serd na regiao Sul. Também se espera reducdo nas
taxas das regioes Sudeste e Centro-Oeste. Ja as regides Norte e Nordeste
apresentam tendéncia global de aumento (BARBOSA et al., 2016).

Em uma analise historica de 2006 a 2013 do programa de rastreio
do cancer cervical no Brasil, foi constatado que a taxa de cobertura do
programa parece ser menor do que 70%. Além disso, aproximadamente
25% dos exames sdo realizados em mulheres fora da faixa etéria alvo e
isso leva a um desperdicio dos recursos investidos no programa. No
entanto, mesmo com essa cobertura, houve um aumento significativo na
porcentagem de exames realizados em mulheres na faixa etdria alvo ao
longo dos anos (ZEFERINO; DERCHAIN, 2006; COSTA et al., 2015).
Isso € refletido na redugdo das taxas de mortalidade no Brasil nas ultimas
décadas (BARBOSA et al., 2016). Por outro lado, como foi descrito
anteriormente, existe uma grande desigualdade entre as regides
Brasileiras. Os dados mostram que as piores situagdes se encontram nos
estados com os menores indices de desenvolvimento humano (IDH),
enquanto os estados com maior IDH apresentam tendéncia decrescente de
mortalidade. As regides com melhor estrutura urbana (regides Sul e
Sudeste) contam com a presenga de sistemas de saude bem equipados e
bem distribuidos no territorio, o que facilita o rastreamento regular,
diagnostico e tratamentos oportunos. Nas demais regides, existe uma
limitacdo de acesso aos servigos de saude, seja pela esparsa ocupagdo do
territdrio (regides Centro-Oeste e Norte) ou pela concentragao de centros
de cuidado em poucos locais (regido Nordeste) (GONZAGA et al., 2013;
BARBOSA etal., 2016).
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Para mudar essa tendéncia de aumento das taxas de mortalidade
por cancer cervical nas regides com menores niveis socioecondmicos do
Brasil, serd necessario reformular a estratégia atual de controle com novas
politicas publicas, como a descentralizagdo dos servigos de diagnostico e
dos centros de referéncia para o tratamento, contratacao de profissionais
competentes ¢ em numero suficiente para atender a populagdo, além da
necessidade de intensificar as campanhas de sensibilizagdo, com
mensagens que levem em consideragdo as barreiras educacionais,
socioculturais e religiosas que impedem as mulheres de acessar os
servicos de satde (MASEKO; CHIRWA; MUULA, 2015). Alguns
autores sugerem inclusive, que esfor¢os para melhorar a qualidade do
programa de rastreio do cancer cervical no Brasil provavelmente nao
afetardo significativamente a mortalidade por este cancer enquanto nao
houver efetivamente a implementacdo de um programa organizado de
rastreio (DERCHAIN; TEIXEIRA; ZEFERINO, 2016).

2.4.2 Fatores de risco

Existem fatores de risco associados ao aumento das chances de
uma mulher desenvolver cancer cervical. O principal deles € a associagdo
entre certos tipos oncogénicos de HPV, conhecidos como HPV de alto
risco, ¢ o surgimento de alteragdes citologicas e histologicas relacionadas
ao cancer cervical e seus estigios pré-invasivos (ZUR HAUSEN, 1996,
2002; GAO; SMITH, 2016).

No ano de 1960, Ernest Ayre deu suporte a ideia de que a atipia
coilocitdtica ou coilocitose (um halo claro ao redor do nticleo das células),
termo que havia sido previamente descrito por Leopold Koss, era de
origem viral (AYRE, 1960). Alguns anos mais tarde, Alexander Meisels
e Roger Fortin obtiveram a confirma¢ao cientifica de que as alteracdes
citologicas e histologicas reconhecidas no epitélio cervical estavam
relacionados ao condiloma acuminado (MEISELS; FORTIN, 1976). Ja a
conexdo entre 0 HPV e o cancer cervical foi sugerida pelo médico alemao
Harald zur Hausen (ZUR HAUSEN et al., 1974, 1975, ZUR HAUSEN,
1976, 1977) que, em 2008, foi contemplado com parte do Prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina por suas contribui¢des (NOBEL PRIZES AND
LAUREATES, 2008). Atualmente, a relagdo entre o HPV e o céncer
cervical ja estd bem estabelecida (ZUR HAUSEN, 2002; GAO; SMITH,
2016) e foram confirmados em estudos multicéntricos que o DNA do
HPYV pode ser detectado em amostras de carcinomas invasivos em 90 —
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100% dos casos (BOSCH et al., 1995, 2002; WALBOOMERS et al.,
1999).

O HPV faz parte de um grande grupo de virus de DNA ndo
envelopados pertencentes a familia Papillomaviridae. Mais de 200 tipos
de HPV ja foram isolados na natureza, destes cerca de 40 infectam o trato
genital feminino e apenas uma minoria estd associada ao cancer cervical.
A transmissdo acontece por contato fisico direto, principalmente por via
sexual, e a maioria das infec¢des permanece assintomatica. Todavia,
algumas infec¢des podem causar lesdes epiteliais benignas (verrugas
genitais, também conhecidas como condiloma acuminado), lesdes pré-
cancerosas e, mais gravemente, cancer (CIBAS; DUCATMAN, 2014;
BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015).

Os tipos de HPV sdo divididos em HPV de baixo risco e HPV de
alto risco dependendo da frequéncia com que estdo associados ao cancer
cervical, ou seja, se um tipo de HPV ¢ primariamente detectado em
verrugas genitais e lesdes ndo malignas ele é dito como de baixo risco e
se ele ¢ frequentemente associado com céancer cervical € dito como de alto
risco. Os HPV de alto risco mais comuns sdo os HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ¢ 68 (FERENCZY; FRANCO, 2002; ZUR
HAUSEN, 2002; SCHIFFMAN et al., 2016).

Os fatores de risco associados a infeccdo pelo HPV estdo
principalmente relacionados ao comportamento sexual
(CASTELLSAGUE, 2008). Cerca de metade das infecgdes pelo HPV
acontecem nos trés primeiros anos ap6s o inicio da vida sexual da mulher
(COX, 2006) e a idade precoce nos primeiros contatos sexuais esta
relacionado ao risco aumentado de cancer cervical (PLUMMER et al.,
2012). O numero de parceiros sexuais ¢ um dos fatores de risco mais
importantes para a transmissdo do HPV e nimero elevado de parceiros
sexuais durante a vida esta relacionado ao risco aumentado de cancer
cervical (COX, 2006; CHELIMO et al., 2013). O comportamento sexual
do parceiro também influencia as chances de uma mulher entrar em
contato com o HPV. Foi constatado em um estudo que, quando
comparado a mulheres que possuiam parceiros sexuais monodgamos,
mulheres cujos parceiros sexuais tinham outros parceiros tinham risco
aumentado de infec¢do (WINER et al., 2003). Além disso, homens que
relataram ter multiplos parceiros sexuais ou que sdo portadores de HPV
podem ser vetores de HPV de alto risco e podem colocar suas parceiras
em risco de desenvolver cancer cervical (BOSCH et al., 1996;
CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2003).

No colo do utero, o HPV infecta as células da camada basal do
epitélio escamoso que foi comprometido por micro-abrasdes
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(WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). A partir disso, o virus passa
a se replicar no niicleo das células infectadas. A medida que as células
infectadas se dividem e entram na camada parabasal, elas passam por
etapas de expressdo génica relacionadas a diferenciacdo. A amplificagdo
do genoma viral normalmente ocorre na camada intermediaria e a
montagem e liberagdo do virus ocorre proxima a camada superficial
(DOORBAR, 2005). Essa estratégia para completar o ciclo celular ¢é
utilizada tanto por HPV de baixo risco como por HPV de alto risco. No
entanto, somente os HPV de alto risco possuem a capacidade de evolugdo
para cancer por induzir a proliferagdo celular nas camadas de células
menos diferenciadas (SCHIFFMAN et al., 2016).

Os tipos de HPV mais frequentemente detectados em carcinomas
cervicais sdo o HPV 16, contabilizando cerca de 60% dos casos, seguido
do HPV 18 com 15% e do HPV 45 com 5% dos casos (GUAN et al.,
2012). Mulheres infectadas com esses tipos de HPV tem um risco
aumentado de desenvolver lesdes precursoras ou até mesmo carcinoma
invasivo (DE SANJOSE et al., 2007; BIBBO; WILBUR, 2015).

O genoma do HPV possui aproximadamente 8 mil pares de bases
e ¢ composto por seis genes de transcrigdo precoce "early" (E1, E2, E3,
E4, ES, E6 e E7) que codificam proteinas ndo estruturais, dois genes de
transcri¢do tardia "late" (L1 e L2) que codificam proteinas estruturais do
capsideo viral e uma regido controle nio codificante (TOMMASINO,
2014).

A principal diferenca entre os tipos de HPV de baixo e alto risco
estd associada a atividade das proteinas codificadas pelos genes precoces
E6 e E7. A carcinogenicidade de HPV de alto risco resulta da integracdo
de seu material genético com o DNA da célula hospedeira, o que leva ao
aumento da atividade das oncoproteinas virais E6 e E7, que se ligam aos
genes supressores tumorais p53 e proteina do retinoblastoma (pRb),
respectivamente. O efeito sobre os alvos celulares e vias envolvidas no
desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas e cancer ¢ limitado nos HPV
de baixo risco (FERENCZY; FRANCO, 2002; SCHIFFMAN et al.,
2016).

Os resultados da atuag@o das oncoproteinas virais do HPV sdo a
desregulagdo de eventos celulares cruciais como o ciclo celular, a
apoptose, o reparo do DNA, a senescéncia e a diferenciagdo celular, o que
facilitam o acimulo de danos ao DNA e progressdao para malignidade
(TOMMASINO, 2014). Além das oncoproteinas E6 e E7, a proteina ES
também parece ter um papel importante na oncogenicidade do HPV, pois
atua em estratégias de evasao do virus ao sistema imunolégico (CAMPO
et al., 2010; DE FREITAS et al., 2017). Esse comprometimento da
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atuacdo do sistema imunologico facilita a persisténcia da infecgdo, o que
contribui com a transformacdo de células normais em células malignas
(SONG et al., 2015), pois sabe-se que o surgimento de lesdes precursoras
e a evolugdo para carcinoma invasivo estd fortemente associada com a
infecgdo persistente pelo virus (KOSHIOL et al., 2008).

A infecgdo persistente por HPV de alto risco, no entanto, nao ¢
garantia de que a mulher tera cancer (BURD, 2003). Isso ¢ corroborado
pelo fato de que a maioria das infec¢des sdo facilmente controladas pelo
sistema imunoldgico tendo remissdo espontanea entre 1 a 2 anos em 90%
dos casos (PLUMMER et al., 2007; RACHEL SKINNER et al., 2016).
Além disso, o cancer cervical ¢ precedido por uma longa fase de doenca
pré-invasiva e somente uma pequena parcela das lesdes progridem para
cancer invasivo (MELNIKOW et al., 1998; VINK et al., 2013). (Figura
14).

Figura 14 — Historia natural da infec¢do do HPV e céncer cervical
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Fonte: Adaptado de (SCHIFFMAN; CASTLE, 2005)

Notas: Grande parte das infec¢cdes por HPV ocorrem nos primeiros anos apos o
inicio da atividade sexual em mulheres entre os 15 e 20 anos de idade. No entanto,
a grande maioria tem remissdo espontinea (clearance) entre 1 a 2 anos e, de
forma geral, apenas as infecg¢des persistentes estdo associadas com o surgimento
de lesdes pré-cancerosas, o que ocorre aproximadamente 10 anos apds a infeccao.
A maioria dos casos de cancer invasivo ocorre cerca de 20 anos ap6s a infeccdo,
em mulheres entre 40 e 50 anos.

Dessa forma, a literatura aborda alguns cofatores que podem
influenciar a persisténcia da infec¢do pelo HPV e/ou a progressao para
cancer cervical.
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Dado a evidéncia de que a indugdo de imunotolerancia do sistema
imunoloégico pela infec¢do persistente por HPV ¢ um dos principais
mecanismos para o surgimento de lesdes pré-cancerosas, porém nao
suficiente para a evolucdo para cancer invasivo, fatores como as
diferencas genéticas do hospedeiro demostram ter um papel importante
na progressdo para cancer cervical (CHEN et al., 2011; SONG et al.,
2015). Em uma meta-analise, foi verificado que 14 variantes de 11 genes
ou loci podem aumentar o risco de cancer cervical e que esses genes estao
principalmente relacionados com imunovigilancia, imunorregulacao,
reparo do DNA e metabolismo celular (ZHANG et al., 2014). Além disso,
polimorfismos no fator de necrose tumoral alfa (LIU et al., 2012), bem
como em variantes de interleucina 1 beta (QIAN et al., 2010), também
estdo envolvidos no risco aumentado de cancer cervical.

Um ambiente no qual o sistema imune estd comprometido ¢é
imprescindivel para a progressdo da doenca. Dessa forma, além da
capacidade de evasdo ao sistema imunoldgico de tipos oncogénicos de
HPV e de fatores genéticos do hospedeiro que facilitam a permanéncia do
virus no tecido, fatores que levam a imunossupressao também estdo
relacionados ao risco aumentado de cancer cervical e persisténcia da
infecgio (DUGUE et al, 2013). A infecgdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) reduz a probabilidade do sistema
imunologico em eliminar a infeccdo com o HPV (ROWHANI-RAHBAR
et al., 2007). Além disso, o risco de cancer cervical ¢ maior em mulheres
infectadas com o HIV quando comparado com mulheres ndo infectadas,
no qual o risco € crescente com o aumento da gravidade da
imunossupressao (ABRAHAM et al., 2013; CLIFFORD et al., 2016).
Mulheres que receberam transplante de oOrgdos solidos tem risco
aumentando devido a terapia imunossupressora pos-transplante
(CHAPMAN; WEBSTER; WONG, 2013). A terapia de longa duragdo
com imunossupressores utilizada em doengas autoimunes também esta
associada com o aumento do risco de malignidade cervical
(BERNATSKY; RAMSEY-GOLDMAN; CLARKE, 2009; SINGH et al.,
2009; KLUMB et al., 2010).

O uso prolongado de contraceptivos orais estd associado com o
risco aumentado de cancer cervical (MORENO et al., 2002). Além disso,
¢ observado que o risco diminui apos a cessacdo do uso e em 10 anos ou
mais o risco torna-se 0 mesmo de uma mulher que nunca fez o uso de
contraceptivos orais (INTERNATIONAL COLLABORATION OF
EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER et al.,
2007). Possiveis mecanismos para explicar essa associacdo incluem a
interagdo entre estrogénios e progestagenos com receptores hormonais
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presentes no tecido cervical, uma vez que a zona de transformagao é
altamente sensivel a estimula¢do hormonal esteroide (REMOUE et al.,
2003). Além disso, supde-se que os hormdnios esteroides sexuais
aumentam a expressdo dos oncogenes E6 ¢ E7 do HPV, propiciam o
estimulo a degradacdo de genes supressores tumorais e, dessa forma,
incrementam a capacidade do DNA viral em transformar as células
cervicais e induzir a carcinogénese (MOODLEY et al., 2003; ROURA et
al., 2016).

A multiparidade estd relacionada com o carcinoma de células
escamosas do colo do utero entre mulheres com positividade para o HPV
(INTERNATIONAL COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL
STUDIES OF CERVICAL CANCER, 2006; JENSEN et al., 2013).
Mulheres que relataram 7 gestagdes completas ou mais e que tinham
menos de 17 anos na primeira gravidez apresentaram um risco quatro
vezes maior de desenvolver carcinoma cervical de células escamosas do
que mulheres que tiveram 1 a 2 gestagdes e que tinham mais de 21 anos
na primeira gravidez (MUNOZ et al., 2002). Um dos mecanismos
propostos para essa associacdo sdo as concentragdes elevadas de
estrogénio e progesterona, que sfo responsaveis pelas alteragdes na
posicao da JEC durante as gestagdes. Isso facilitaria a exposi¢ao da zona
de transformacdo ao HPV por muitos anos (JENSEN et al., 2013). Outro
possivel mecanismo é a imunossupressao ligada a gravidez, o que poderia
contribuir com o papel do HPV na carcinogénese cervical (ROURA et al.,
2016). Por outro lado, as taxas de prevaléncia e progressdo para cancer
cervical em mulheres gravidas sdo comparaveis as observadas em
mulheres que ndo estdo gravidas, dessa forma, a gravidez em si ndo deve
ser considerada uma condicao de risco (ORIGONI et al., 2014).

O tabagismo ¢ outro fator de risco importante. Existe uma
associacdo positiva com fumantes e ex-fumantes, bem como uma
associacdo linear crescente com o periodo de tabagismo e o numero de
cigarros fumados por dia. Quando comparado com mulheres fumantes,
mulheres que pararam de fumar por pelo menos 10 anos tem metade do
risco de desenvolver cancer cervical (ROURA et al., 2014). Mecanismos
propostos para o papel do tabagismo na carcinogénese no colo do utero
incluem a indugdo de um efeito imunossupressor local devido ao
comprometimento da resposta imune, o que facilitaria a persisténcia da
infeccdo (POPPE et al., 1995; SZAREWSKI et al., 2001; HARRIS et al.,
2004). Outro possivel mecanismo é o dano ao DNA das células cervicais
devido a presenga de nicotina e outros metabdlitos do cigarro no tecido
cervical (PROKOPCZYK et al., 1997; KAPEU et al., 2008).
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O risco de cancer cervical pode ser aumentado em mulheres com
outras infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs). Mulheres infectadas
com Chlamydia trachomatis estdo associadas com maior risco de cancer
cervical. Assume-se que a co-infec¢do de Chlamydia trachomatis e HPV
aumentam as chances de tornar a infeccio pelo HPV persistente. Além
disso, é provavel que o resultado da resposta inflamatdria esteja associada
com a geragdo de radicais livres, o que contribui, a0 menos em parte, para
o desenvolvimento de instabilidade genética das células cervicais
(CASTELLSAGUE et al., 2014; ZHU et al., 2016).

Por fim, outro fator de risco para o cancer cervical é o status
socioecondmico, uma vez que mulheres que nao t€m acesso a servigos de
saude adequados, programas de rastreio e tratamento das lesdes pré-
cancerosas, estdo em maior risco (MCGRAW; FERRANTE, 2014).
Existem barreiras ao acesso e utilizacdo dos servigos de prevencdo do
cancer cervical em paises de baixa e média renda, o que é refletido em
mais de 85% das mortes por cancer cervical nesses locais
(CHIDYAONGA-MASEKO; CHIRWA; MUULA, 2015; TORRE et al.,
2015).

2.5 RASTREIO DO CANCER CERVICAL

O rastreio do cancer cervical visa detectar alteragdes pré-
cancerosas que, quando ndo tratadas, tem potencial de progredir para
cancer invasivo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o rastreio
deve ser realizado ao menos uma vez em mulheres na faixa etaria alvo de
30 a 49 anos. Entre os exames recomendados estdo o exame citologico, o
teste de HPV e a inspegao visual com écido acético (IVA). Independente
da abordagem utilizada, o objetivo ¢ cobrir a maior propor¢do de
mulheres em risco (WHO, 2014).

O rastreio do cancer cervical no Brasil segue o modelo
oportunistico e se da pelo exame citolégico em mulheres de 25 a 64 anos.
A recomendagdo para conduta inicial frente aos resultados alterados dos
exames citologicos no Brasil estd representada no quadro 2. Mulheres
infectadas pelo HIV ou com outra forma de imunossupressdo devem ser
encaminhadas para colposcopia quando apresentarem alteragcdes no
resultado citoldgico, inclusive casos de ASC-US e LSIL. No caso de
achados anormais maiores na colposcopia, deve-se realizar a biopsia para
avaliac@o histopatologica. Na presenca de NIC 1, a paciente devera voltar
a fazer seguimento citologico. Nos demais casos a paciente deve seguir
conduta de tratamento especifica (INCA, 2016).
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Quadro 2 — Recomendagdes brasileiras para conduta inicial frente aos resultados
alterados dos exames citoldgicos

Diagnéstico Faixa etaria Conduta inicial
citologico
<25 anos Repetir citologia em 3
anos
ASC-US Entre 25 e 29 anos Repetir citologia em 12
meses
> 30 anos Repetir citologia em 6
meses
<25 anos Repetir citologia em 3
anos
LSIL >25 anos Repetir citologia em 6
meses
ASC-H
AGC E inh
AlS Todas as idades nca{n tnhar para
THSIL colposcopia
Cancer invasivo

Fonte: Adaptado das diretrizes brasileiras para o rastreamento do cancer de colo
do tutero (INCA, 2016).

Legenda: Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US);
Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); Células escamosas atipicas
ndo podendo excluir lesdo de alto grau (ASC-H); Células glandulares atipicas
(AGC); Adenocarcinoma in situ (AIS); Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau
(HSIL).

Apesar de seu sucesso na reducdo das taxas de incidéncia e
mortalidade do cancer cervical (DICKINSON et al., 2012), o exame
citologico tem suas limitagdes. Os principais problemas sdo baixa
sensibilidade, amostras insatisfatorias, problemas de reprodutibilidade e
ma interpretagao dos diagndsticos. Alternativas como a citologia em base
liquida (CBL) foram introduzidas no mercado com o objetivo melhorar a
qualidade dos exames citologicos. A CBL ¢ associada a redugdo de
resultados insatisfatorios, possibilidade de realizar outras analises com a
solugdo remanescente e automatizagdo de todo o processo de analise
(ROZEMEIJER et al., 2017).

Dada a associagdo entre tipos oncogénicos de HPV e o cancer
cervical (BOSCH et al., 1995; WALBOOMERS et al., 1999), testes de
HPV, bem como vacinagdo contra o virus, estdo sendo incorporados em
programas de rastreio de paises desenvolvidos como um complemento a
citologia ou como uma alternativa mais sensivel e com melhor custo-
beneficio em longo prazo (HOSTE; VOSSAERT; POPPE, 2013). O teste
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de HPV, no entanto, tem menor especificidade do que a citologia,
principalmente em mulheres mais jovens (< 30 anos) (PILEGGI et al.,
2014). Dessa forma, possiveis consequéncias indesejadas do rastreio
primario com testes de HPV incluem diagndstico de lesdes que
regrediriam espontaneamente, com consequente encaminhamento
desnecessario para colposcopia e excesso de tratamento (RONCO;
GIORGI ROSSI, 2017).

No Brasil, o tratamento recomendado é chamado de exérese da
zona de transformacdo (EZT), que ¢ um procedimento ambulatorial
realizado sob vis@o colposcopica e anestesia local para excisdo do tecido
lesionado. Os procedimentos excisionais sdo denominadas excisdes dos
tipos 1, 2 ou 3, de acordo com a profundidade do tecido que é determinado
pelo tipo de zona de transformag¢do observado na colposcopia
(BORNSTEIN et al., 2012). Outras opg¢des de tratamentos incluem a
eletrocauterizag@o, a crioterapia e a destrui¢@o a laser. Estas técnicas, no
entanto, tem a desvantagem de ndo fornecer informacgdo quanto ao
tratamento da totalidade da lesdo ou existéncia de microinvasdo ou
invasdo, pois o tecido é destruido. Dessa forma, esses tipos de tratamentos
sdo recomendados quando nédo ha suspeita de lesdo invasiva ou glandular,
a lesdo ¢ completamente visivel e ndo se estende ao canal endocervical
(INCA, 2016).

O tratamento excessivo pode ser particularmente perigoso para
mulheres com intencdo de ter filhos, pois foi demonstrado que o
tratamento de lesdes pré-cancerosas em mulheres jovens esta associado
ao aumento de morbidade obstétrica e neonatal, como parto prematuro e
abortos espontaneos (KYRGIOU et al., 2006, 2014). Assim, uma parte
dessas mulheres podera desenvolver complicagdes associadas a gravidez
apos um tratamento possivelmente desnecessario.

Portanto, o grande desafio permanece em identificar quais lesdes
vao regredir ou progredir para cancer invasivo, uma vez que O
comportamento bioldgico das lesdes pré-cancerosas nao pode ser predito
com seguranga apenas com base nos critérios citoldgicos, histologicos e
clinicos (KUDELA et al., 2016). Dessa forma, um método objetivo e
acessivel que possa fazer essa predi¢do seria excepcionalmente util no
rastreio do cancer cervical.

2.6 PLOIDIA DO DNA

Ploidia ¢ um termo dado para o nimero de cromossomos que
compdem o genoma de uma célula. Os gametas humanos, por exemplo,
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possuem 23 cromossomos, que caracterizam uma quantidade haploide de
DNA. A condi¢do em que o numero de cromossomos de uma célula é
multiplo da quantidade haploide é chamada de euploidia, que pode ter
células com contetido diploide ou poliploide de DNA. Células diploides
compreendem a maioria das células somaticas humanas e possuem o
dobro da quantidade de DNA de uma célula haploide (46 cromossomos).
Ja em células poliploides, o nimero de cromossomos excede o numero
diploide, porém a quantidade ainda ¢ um multiplo exato do numero
haploide, como nas células em divisdo celular controlada (4x, 8x, 16x,
32x). Células poliploides podem ser normalmente observadas em
megacaridcitos e também durante a diferenciagdo tecidual hepatica com
conteido de DNA até 16 vezes superior ao de uma célula haploide
(BIESTERFELD et al., 1994; KIERSZENBAUM; TRES, 2016).

A aneuploidia ¢ caracterizada por uma aberracdo numérica e/ou
estrutural no conteudo de cromossomos que desvia de um multiplo do
contetido haploide. A aneuploidia se origina durante a divisdo celular
quando os cromossomos ndo se separam adequadamente entre as duas
células-filhas o que resulta na perda ou ganho de contetdo de DNA
(BOCKING; NGUYEN, 2004; ORR; GODEK; COMPTON, 2015). A
aneuploidia estd presente nas células cancerigenas em geral e no caso do
cancer cervical estd presente nas lesdes precursoras bem como, mais
tardiamente, nos tumores invasivos (GARNER, 2014). As alteracdes
severas no contetido de DNA dessas células cervicais ocorrem devido a
instabilidade cromossdmica ocasionada pela atuacdo de oncoproteinas
virais durante a carcinogénese associada ao HPV (DUENSING;
MUNGER, 2002; GIAM; RANCATI, 2015)

2.6.1 Instabilidade cromossdmica e aneuploidia

A instabilidade cromossdémica ¢ uma forma de instabilidade
genOmica que se refere a perda da capacidade de uma célula em manter o
mesmo nimero de cromossomos de uma geragdo para a proxima, o que
acarreta em altas taxas de perda e ganho de contetido cromossomal. Ela é
consequéncia de muta¢des em genes envolvidos na replicagdo do DNA,
segregacdo cromossOmica ¢ pontos de controle do ciclo celular. A
aneuploidia, uma condicdo no qual o numero total de cromossomos ¢
aumentado ou reduzido quando comparado ao conteudo haploide de
DNA, ¢é uma consequéncia da instabilidade cromossdmica
(THOMPSON; BAKHOUM; COMPTON, 2010; POTAPOVA; ZHU;
LI, 2013; GIAM; RANCATI, 2015).
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No inicio do século XX, o zoologista e citologista alemado Theodor
Boveri inferiu que tumores surgem de células normais que se tornaram
aneuploides como resultado de uma mitose aberrante (WEAVER;
CLEVELAND, 2006). Atualmente, a instabilidade cromossdémica e a
aneuploidia sdo reconhecidas como caracteristicas comuns de células
cancerigenas que frequentemente atuam em conjunto para promover o
processo carcinogénico (POTAPOVA; ZHU; LI, 2013; GIAM;
RANCATI, 2015).

Na neoplasia cervical, a desregulacdo da expressdo génica viral e
instabilidade gendmica do hospedeiro desempenham um papel central na
carcinogénese mediada pelo HPV (SENAPATI; SENAPATI; DWIBEDI,
2016). O surgimento de aneuploidia é resultado da agdo das oncoproteinas
E6 e E7 (TOMMASINO, 2014). Essas altera¢des induzem anormalidades
centrossdmicas que levam a erros na segregagdo cromossomica que, por
sua vez, conduz a iniciagdo e progressao do cancer (DUENSING;
MUNGER, 2001; MITTAL; BANKS, 2017).

Um estudo verificou que a proporcao de alteracdes do DNA ¢
maior em pacientes com cancer do que com NIC 3 e aumenta com o nivel
de integragdo. Os autores concluiram que a instabilidade cromossomica
inicial pode facilitar a integracdo do DNA viral, o que potencializa a
atividade das oncoproteinas, o que promove crescimento celular e,
eventualmente, progressdo para cancer invasivo (BODELON et al.,
2016).

E aceito que a aneuploidia é um resultado inevitavel da
instabilidade cromossOmica e essa aberragdo no conteido cromossomal
pode ser detectada e quantificada usando citometria de DNA
(DANIELSEN; PRADHAN; NOVELLLI, 2016).

2.7 CITOMETRIA DE IMAGEM DO DNA

A DNA-ICM ¢ um método que mede de forma quantitativa o
contetido do DNA (GARNER, 2014) e a presenca dessas células tem sido
utilizada como marcador para identificacdo de células neoplasicas
(HAROSKE et al., 2001; BOCKING; NGUYEN, 2004; ONOFRE et al.,
2008).

Nas lesdes pré-cancerosas cervicais, as lesdes aneuploides
provavelmente persistem ou progridem até a malignidade, enquanto
lesdes diploides ou poliploides regridlem (BOLLMANN et al., 2001;
GROTE et al., 2004). A medida da ploidia do DNA tem se mostrado um
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marcador fidedigno em avaliar a progressdo de lesdes pré-cancerosas
(BOCKING; NGUYEN, 2004).

Foi demostrada em estudos prévios a eficacia da citometria do
DNA em conjunto com o teste de HPV em selecionar mulheres com alto
risco de progressdo para lesdes de alto grau e céncer cervical
(LORENZATO et al.,, 2001). No manejo de atipias citologicas, foi
verificado que os casos aneuploides com presenga de células com
conteudo de DNA acima de 9c devem ter uma investigacdo e
acompanhamento mais rigoroso devido a maior probabilidade de
progressdo para lesdes mais graves (BOLLMANN et al., 2003b;
LORENZATO et al., 2008). Foi verificada a utilidade em distinguir casos
de LSIL de casos de HSIL (BOLLMANN et al., 2001). A DNA-ICM ¢
util na diferenciag@o entre lesdes progressivas e regressivas em pacientes
com diagndstico de ASC, LSIL e AGC (GROTE et al., 2004). Além disso,
em pacientes com resultados conflitantes entre o teste de HPV e a
citologia, a ploidia do DNA pode ser usada para selecionar casos com alto
risco de progressdo para HSIL, especialmente em casos de infeccdo
persistente por HPV (LORENZATO et al., 2002).

2.7.1 Coloracio de Feulgen

A reagdo de Feulgen foi introduzida por Feulgen e Rossenbeck em
1924 como uma coloracdo especifica de DNA. Ela ¢ o padrdo ouro para
a analise por DNA-ICM e ¢ aceita como um método estequiométrico para
a coloragdo exclusiva do conteido de DNA de forma padronizada e
reprodutivel (BIESTERFELD et al, 2011). Essa reacdo ¢ um
procedimento citoquimico realizado em duas etapas.

Na primeira etapa, o DNA ¢ submetido a uma hidrolise acida para
separar as bases de purina da cadeia dupla do DNA. Dessa forma, a
molécula do DNA se torna apurinica, com grupos aldeidos livres. Na
segunda etapa, as células sdo expostas ao reagente de Schiff. Os grupos
aldeidos livres na molécula de DNA apurinica se ligam
estequiometricamente a pararosanilina dissolvida no reagente de Schiff,
produzindo uma coloragdo magenta. A pararosanilina ¢ a forma néo
metilada de uma série de corantes agrupados sob o nome de fucsina
basica. Existem outros reagentes que podem substituir a pararosanilina no
reagente de Schiff. A European Society for Analytical Cellular Pathology
(ESACP) recomenda o uso de tionina e pararosanilina (HAROSKE et al.,
1998; CHIECO; DERENZINI, 1999; HARDIE; GREGORY; HEBERT,
2002; BIESTERFELD et al., 2011).
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2.7.2 Medida do conteudo de DNA

A medicdo da quantidade de DNA com DNA-ICM baseia-se na lei
de Lambert-Beer, pois a absorbancia ¢ proporcional tanto a concentra¢ao
quanto a espessura do conteudo nuclear corado pelo método de Feulgen.
Durante a analise, o comprimento de onda ideal ¢ selecionado com um
filtro (~560nm, proximo do maximo de absor¢do para o reagente de
Schiff) e a luz monocromatica passa através da lamina com a amostra. As
medidas sdo tomadas tanto dentro do nucleo (corado) quanto fora do
nucleo (area limpa da 1amina). Parte da luz que passa através do DNA
corado ¢é absorvido e o restante da luz transmitida ¢ detectado pelos pixels
de uma camera digital. Portanto, a absorbancia é medida de maneira
indireta pela transmitancia, no qual a diferenca de intensidade de luz
dentro e fora do nucleo que chega até o sensor da camera acoplada ao
microscopio ¢ utilizada para fazer o calculo do conteido de DNA
(HARDIE; GREGORY; HEBERT, 2002) (Figura 15).

A camera possui um dispositivo de carga acoplada (CCD), que ¢
um sensor normalmente colocado numa posi¢do em que o plano de
imagem primario seja formado pela objetiva do microscépio. Esse sensor
¢ subdividido em milhares de minusculos pogos de potencial (pixels)
quadrados ou retangulares (6-15um por lado), cada um se comporta como
uma unidade fotométrica independente que transforma tnicos fétons em
fotoelétrons. Assim, o total de DNA presente em um nucleo ¢ obtido da
soma do DNA medido por cada pixel da imagem daquele nicleo. A
ploidia do DNA ¢ expressa em unidades de Densidade Otica Integrada
(DOI) (Figura 16) (BOCKING; NGUYEN, 2004; CHIECO et al., 2013;
GARNER, 2014).
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Figura 15 — Modelo esquematico de funcionamento dos componentes do

microscopio para analise por DNA-ICM
. Cimera

EJ Objetiva
Luz transmitlda
<Z >~ Limina

Luz incidente

<K,

Luz '
monocromdtica
) FAhro

\/ Fontede luz

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Notas: Componentes do microscopio necessarios para analise por DNA-ICM. A
luz monocromatica ¢ selecionada apds passagem pelo filtro, que em seguida ¢
condensada e passa através das amostras coradas pelo método de Feulgen
contidas na lamina. A imagem ¢ ampliada pela objetiva do microscopio e captada
pela camera do equipamento.

Os nucleos de células de referéncia sdo normalmente nucleos
diploides do mesmo organismo. Estes podem ser encontrados como
nucleos ja presentes na preparacdo em andlise (controle interno) ou
nucleos diploides isolados de outros tecidos e adicionados a preparagéo
(controle externo). A vantagem de utilizar células de referéncia interna é
o compartilhamento de todas as etapas preparatorias com as células de
importancia diagnostica (GIROUD et al., 1998; GROTE et al., 2004;
CHIECO et al., 2013).

Os resultados obtidos a partir da analise com DNA-ICM sdo
exibidos como histogramas de DNA. A interpretacdo dos resultados ¢
feita por meio dos algoritmos preconizados pelo Quarto Consenso
ESACP em Diagndstico por Citometria de Imagem de DNA (HAROSKE
et al., 2001; CHIECO et al., 2013).
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Figura 16 — Captagdo da imagem pelo dispositivo de carga acoplada (CCD)

Luz transmitida

Ndcleo corado
com Feulgen

Luz incidente

Fonte: Elaborado pela autora (2018)

Notas: A luz monocromatica passa pelo nicleo e ¢ transmitida de acordo com a
densidade da coloracdo de Feulgen, que é proporcional ao conteudo de DNA
nuclear. A luz transmitida ¢ detectada pelos milhares de sensores da camera, que
se comportam como uma unidade fotométrica independente para transformar
unicos fotons em fotoelétrons. O total de DNA presente em um nticleo é obtido
da soma do DNA medido por cada pixel da imagem daquele nucleo.

Os histogramas de DNA-ICM sido expressos em uma escala "c".
Na andlise, uma populacdo diploide de células na fase Go/G1 do ciclo
celular ¢ utilizada como referéncia para o reescalonamento dos valores de
DOI. Portanto, o valor modal de DOI dessas células representa o contetido
2¢ de DNA no histograma (BOCKING; NGUYEN, 2004).

Ap0s a definigdo da escala de referéncia, o conteudo de DNA de
demais células de importancia diagndstica pode ser determinado.

Células na fase G2 do ciclo celular sdo aquelas que completaram a
sintese do DNA e, portanto, possuem o dobro da quantidade normal de
material genético de uma célula diploide. Essa poliploidizag@o ¢ chamada
de tetraploidia e essas células possuem um contetido 4c de DNA. Células
poliploides estdo em divisdo celular controlada e podem possuir contetido
de DNA de 4c, 8c, 16¢, 32¢ e assim por diante (BIESTERFELD et al.,
1994; KIERSZENBAUM; TRES, 2016).

O objetivo do DNA-ICM, no entanto, ¢ identificar células fora dos
padrdes euploides (diploide ou poliploide) (BOCKING; NGUYEN,
2004). Sabe-se que a progressdo de NIC 1 para NIC2, NIC3 e carcinoma
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invasivo esta relacionada com o desvio crescente dos histogramas do
padrao diploide de DNA. Isso suporta o conceito de que a aneuploidia
representa um marcador especifico e objetivo de neoplasia cervical e que
sua deteccdo em lesdes pré-cancerosas identifica quais delas
provavelmente irdo progredir para malignidade (HAROSKE et al., 2001;
BOCKING; NGUYEN, 2004).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ploidia de DNA em lesdes do colo uterino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar os resultados da ploidia do DNA com os resultados da
citologia de encaminhamento, da histologia e com os dados demograficos
das pacientes;

Testar algoritmos utilizando DNA-ICM para identificar lesdes pré-
cancerosas cervicais;

Avaliar fatores de risco associados com a aneuploidia.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

Trata-se de um estudo prospectivo transversal, realizado em
mulheres que foram atendidas no ambulatério de ginecologia e
colposcopia do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao
Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) entre abril
de 2017 a novembro de 2017. Estas mulheres ao apresentarem alteracdes
citologicas na citologia oncdtica de exames prévios, foram encaminhadas
ao HU-UFSC para exame ginecoldgico, colposcopia e bidpsia. Foram
incluidas neste estudo, todas as pacientes que aceitaram participar do
estudo e apresentaram algum tipo de alteragdo citoloégica no exame
citopatologico do colo uterino (Quadro 3) de acordo com a classificacdo
do Sistema de Bethesda (NAYAR; WILBUR, 2015a). Foram excluidas
do estudo mulheres que estavam gravidas no momento do exame ou
menores de 18 anos.

Quadro 3 — Alteragdes citologicas do colo uterino que foram incluidas
no estudo

Alteracio no exame citopatologico

e  (Células escamosas atipicas
=de significado indeterminado (ASC-US)

Células =ndo podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau
escamosas (ASC-H)

e Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)

e Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL)
Células e  (Células glandulares atipicas (AGC) endocervicais
glandulares e  Adenocarcinoma in situ (AIS)

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da UFSC (ANEXO A), protocolo niimero
57423616.3.0000.0121. Toda paciente participante foi previamente
abordada e informada acerca dos objetivos do estudo. Aquelas que
aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE) (ANEXO B) e posteriormente responderam a um
questionario epidemioldgico (ANEXO C).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As mulheres selecionadas foram submetidas a exame
ginecoldgico, colposcopico e bidpsia. No momento do exame
ginecolodgico, foram coletadas amostras citologicas com espatula de Ayre
e escova endocervical para a execugdo de citologia em base liquida e da
citometria do DNA. As amostras foram armazenadas em solugdo
ThinPrep® PreservCyt® (Hologic Inc. Massachusetts, EUA), enviadas
ao Laboratério de Citologia Clinica da UFSC e posteriormente
processadas para a confeccdo das ldminas. Nas mulheres que possuiam
lesdes evidentes na colposcopia, foi realizada a bidpsia e encaminhada ao
setor de patologia do HU-UFSC.

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E CITOLOGIA EM
BASE LIQUIDA

As amostras coletadas em solu¢do ThinPrep® PreservCyt® foram
armazenadas em geladeira pelo periodo de até seis semanas antes do
processamento. No momento de serem processadas, as amostras foram
retiradas da geladeira para atingirem a temperatura ambiente. Cada frasco
foi agitado manualmente e 14 ml da amostra foram transferidos para um
tubo de centrifugacdo de fundo conico do tipo Falcon estéril. Os tubos
foram centrifugados a uma velocidade e tempo de rotacdo de 1800 rpm
por 5 minutos, respectivamente. Apds a centrifugagdo, 2 ml do
sobrenadante e 15ul do sedimento foram transferidos para um tubo de
ensaio. A suspensdo de células contida no tubo de ensaio foi utilizada para
a preparagdo das laminas citologicas. O restante da amostra foi devolvido
para o frasco de ThinPrep® PreservCyt®.

As laminas citologicas foram preparadas por meio do sistema de
citocentrifuga semi-automatizado Cellspin® [ (TharmacGmbH,
Waldsolms, Alemanha), que tem por fungdo produzir uma monocamada
de células em uma area definida da ldmina usando forca centrifuga. O
volume de amostra utilizado para a citocentrifugacdo foi de 2 ml e a
velocidade e tempo de rotagdo foram de 1800 rpm por 5 minutos,
respectivamente. Durante esse processo, o excesso de amostra ¢ coletado
em um filtro e as células sdo transferidas para a ldmina de vidro de
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maneira a criar uma fina camada celular satisfatoria e sem sobreposi¢des
numa area retangular de 22 x 15 mm (THARMAC, 2010).

Apbs a citocentrifugacdo, as laminas foram secas ao ar e
posteriormente submetidas a coloragdo pelo método classico de
Papanicolau (KOSS; MELAMED, 2005).

4.3.1 Coloracio de Papanicolaou

A coloragdo de Papanicolaou iniciou-se com a imersao das laminas
em etanol 99,5%. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua
destilada por 2 minutos, coradas em solug¢@o de hematoxilina de Harris la
(Merck, Darmstadt, Nr: 1.09253.1022) por 1 minuto e 30 segundos e
lavadas em agua corrente por 3 minutos. Apos duas baterias de etanol
99,5% (2 e 1 minuto, respectivamente), as laminas foram coradas em
solucdo Orange G 2a (Merck, Darmstadt, Nr: 1.06888.0500) por 10
segundos, imersas duas vezes em etanol 99,5% (2 e 1 minuto,
respectivamente), coradas em solucdo EA 50 (Merck, Darmstadt, Nr:
HT40332-1L) por 4 minutos e imersas duas vezes em etanol 99,5% (2 e
1 minuto, respectivamente). Em seguida, as 1aminas foram banhadas em
etanol/xilol (1:1) por 1 minuto e 30 segundos e imersas em xilol por 2
minutos. Por fim, as laminas foram montadas com Entellan® (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha, Nr:1.07961.0100) e laminula.

As laminas coradas pelo método de Papanicolaou foram
examinadas por meio de microscopia de luz para verificar a celularidade
da amostra e a presenca de células atipicas para aplica¢do da citometria
de DNA. Apds analise citologica, as laminas foram imersas em xilol até
a completa remocao das laminulas para posterior coloracdo de Feulgen.

4.4 CITOMETRIA DE IMAGEM DO DNA

4.4.1 Coloracgao de Feulgen

A coloracdo de Feulgen foi realizada segundo Feulgen e
Rossenbeck (1924) com algumas modifica¢des (BIESTERFELD et al.,
2011). Iniciou-se com a imersdo das laminas em xilol por pelo menos 15
minutos até completa remocdo das laminulas. Em seguida, as laminas
foram imersas em etanol 99,5% (5 minutos) e etanol 96% (5 minutos), e
posteriormente foram imersas em formalina tamponada 10% por 50
minutos. Apos duas lavagens em agua destilada (10 e 5 minutos,
respectivamente), as laminas foram mantidas em HCL 5N a 27°C durante
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60 minutos sendo, posteriormente lavadas em agua destilada por trés
vezes (2 minutos cada). Em seguida, elas foram banhadas em reagente de
Schiff (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, Nr:1.09033.0500) por 60
minutos e em uma bateria de SO2.H>O por trés vezes (5 minutos cada),
lavadas em agua destilada por duas vezes (1 minuto cada), desidratadas
por uma bateria de etanol (70%, 96% e 99,5%, 3 minutos cada) e
finalizadas em xilol por 15 minutos. Por fim, as ldminas foram montadas
com Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha, Nr:1.07961.0100)
e laminula.

As laminas montadas foram armazenadas ao abrigo da luz até o
momento da medi¢ao do conteudo de DNA.

4.4.2 Medicao do conteido de DNA

As medigoes dos contetidos de DNA foram realizadas utilizando-
se o sistema de analise de imagem MotiCyte DNA Cytology Work Station
(Motic, Xiamen, China), que consiste de um computador acoplado a um
microscopio Motic BA410™, com camera de video colorida Moticam
Pro 285A™ (1.4 megapixels, 1360 x 1024 pixels). O software utilizado
no presente estudo foi o MotiCyte versao 2 (Motic, Xiamen, China)
(Figura 17).

Figura 17 — Sistema de analise de DNA-ICM

Fonte: Foto retirada pela autora (2018).
Notas: Células selecionadas com o software do equipamento apos captura da
imagem por meio da cAmera acoplada ao microscopio.

Foram selecionadas no minimo 30 células de referéncia em cada
lamina. As células de referéncia possuem um conteido de DNA
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conhecido e sdo utilizadas para o reescalonamento dos valores de DOI,
que sdo valores arbitrarios, para a escala de referéncia (2c, 4c, 8c). O
coeficiente de variagdo (CV) entre as células de referéncia ndo deve ser
maior do que 5% (GIROUD et al., 1998; BOCKING; NGUYEN, 2004).

Mais de 300 células de andlise para cada ldmina foram
selecionadas. As células com morfologia nuclear suspeita (nucleo
aumentado, coloracdo mais intensa), foram arbitrariamente incluidas na
analise devido a sua relevancia. Os valores de DOI obtidos a partir das
células de analise foram representados em forma de histograma.

O Quadro 4 traz uma relagdo explicativa dos termos técnicos
utilizados na técnica da DNA-ICM.

Quadro 4 — Defini¢do dos termos técnicos basicos da citometria de imagem do
DNA

Representa a frequéncia da distribuicdo dos valores de
densidade otica integrada (DOI) obtidos pelas medigoes

Histograma de . . .
g citométricas das células com seus DNAs corados

DNA . . .
N estequiometricamente e reescalados pela DOI a partir de
células de referéncia em unidades “c”
Pico do . . . .
. Alcance estatisticamente significativo num histograma de
histograma de DNA
DNA

Representa uma populagao proliferativa de células com um
DNA stemline | padrdo cromossomal tinico. Uma stemline € a fracdo da fase
Go/Gy, cujo o segundo pico ¢ o dobro do primeiro

DNA euploide representa o tipo de distribuicdo de DNA

DNA euploide que ndo pode ser diferenciada da populagdo normal de
células
Referente ao tipo de distribuigdo de DNA que é
DNA aneuploide estatisticamente diferente da populagdo de células

considerada normal

DNA diploide refere-se ao tipo de histograma de DNA
euploide que se apresenta como o equivalente de uma

DNA diploide populagdo de células somaticas humanas na fase Go/G; do
ciclo celular
Poliploidizacio Refere-se a progressdo repetitiva de um contetido de DNA

euploide (x2, x4, x8, etc...)

Fonte: Adaptado de Haroske e colaboradores (2001)

Para que os padrdes de desempenho da analise por DNA-ICM
sejam alcangados com uma probabilidade de erro de p < 0,05 (HAROSKE
et al., 1997), as andlises estatisticas aplicadas a DNA-ICM requerem o
seguinte desempenho:
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e O CV darazdo entre os valores modais de DOI de células
de referéncia e células ndo patolégicas na fase Go/G; deve
ser < 5%;

e O erro padrio relativo (fSEM = CV/vn) das células de
referéncia em cada amostra deve ser < 1,5%.

Uma DNA stemline podera ser identificada como diploide se ela
estiver dentro da fra¢do da fase Go/Gi do ciclo celular (2¢) (Figura 18).
Além disso, uma DNA stemline podera ser identificada como poliploide
(Figura 19) dentro de uma posicao de duplicacdo da fracdo da fase Go/Gi
+ 0,2¢ (em 4c) e + 0,4c (em 8c), respectivamente, com probabilidade de
erro de p < 0,05 se:

e O CV das razdes entre os valores modais de DOI de
células ndo patoldgicas nas fragdes das fases Go/G1 e Go/M
em uma série de medidas for < 2,5%.

- Reference nucleifR)
M Analysis nuelei(a)

1.0 2.0 3 ah

Fonte: Histograma elaborado pela autora com o software MotiCyte DNA Cytology
Work Station.

Notas: Histograma de DNA mostrando um padréo euploide de DNA (stemline
em 2c¢). Nucleos de referéncia (R) em vermelho e nucleos em analise (A) em azul.
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- Reference nuclei(R)
Il Analysis nuclei(R)

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0
Fonte: Histograma elaborado pela autora com o software MotiCyte DNA Cytology
Work Station.

Notas: Histograma de DNA mostrando um padrao tetraploide de DNA (stemlines
em 2c e 4¢). Nucleos de referéncia (R) em vermelho e nicleos em analise (A) em
azul.

Apo6s o cumprimento desses padroes de desempenho, os resultados
obtidos a partir dos histogramas gerados foram analisados pelo software
da MotiCyte DNA Cytology Work Station (Motic, Xiamen, China) e a
interpretagdo dos resultados foi realizada de acordo com os principios e
diretrizes estabelecidas pelo Quarto Consenso da ESACP em Diagnostico
por Citometria de Imagem de DNA (HAROSKE et al., 2001).

4.4.3 Algoritmos para determinacio de aneuploidia segundo a

ESACP

O DNA stemline aneuploide é caracterizado se o valor modal da
stemline for menor que 1,80c ou maior que 2,20c ¢ menor que 3,60c ou
maior que 4,40c. Eventos raros de DNA incluiram os eventos excedendo
9cEE (Figura 20). Aneuploidia por eventos raros ¢ determinada como ao
menos uma célula por lamina em anélise com conteido de DNA superior
a9c (BOCKING; NGUYEN, 2004). Eventos raros com poliploidia acima
de 9c, como em 16¢ e 32c (x12.5%) foram considerados euploides para
evitar diagnosticos falso-positivos (CHATELAIN et al., 1989).



72

Figura 20 — Histograma com padrdo aneuploide de DN.
= T T T T T T T

T T T T T T =

Il Reference nuclei(R)
- Analysis nuelei(A)

6.0 7.0 ‘I' 5“: lJ' 1‘.‘: ZJ: 13.0 Hll

Fonte: Histograma elaborado pela autora com o software MotiCyte DNA Cytology
Work Station.

Notas: Histograma de DNA mostrando um padrao aneuploide de DNA (stemlines
em 2¢, 6.7c e 7.4c; Eventos excedendo 9¢ = 6). Nucleos de referéncia (R) em
vermelho e nicleos em analise (A) em azul.

10 20 30 40

4.4.4 Avaliacao de eventos de DNA excedendo Sc

O algoritmo de eventos de DNA excedendo 5c foi investigado com
o objetivo de estudar sua relacdo com as lesdes pré-cancerosas cervicais
que necessitam de intervengdo de acordo com as diretrizes brasileiras de
rastreamento do cancer de colo do ttero (INCA, 2016). Para isso, uma
curva caracteristica de operagdo do receptor (ROC) foi utilizada para
calcular os valores de sensibilidade e especificidade para identificar
lesoes histologicas de NIC 2+ (NIC 2, NIC 3, CCE, AIS ou AC) de acordo
com o nimero de 5cEE por ldmina. Lesdes que ndo necessitam de
intervencdo foram determinadas como NIC 1 ou negativo na bidpsia.

45 AVALIACAO DA RELACAO ENTRE LESOES PRE
CANCEROSAS CERVICAIS E PLOIDIA DO DNA

Os resultados da citologia oncética e do padrdo ouro diagndstico
(histologia) foram relacionados com os resultados da ploidia do DNA
para avaliar o comportamento de lesdes escamosas atipicas como ASC-
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US e ASC-H, de lesdes escamosas de baixo grau e de alto grau e de atipias
glandulares como AGC e AIS quanto ao conteudo de DNA.

4.6 AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO ASSOCIADOS COM A
ANEUPLOIDIA

Foram avaliados os fatores de risco associados com o resultado de
aneuploidia utilizando um modelo de regressdo logistica. Esse método
estatistico ¢ utilizado para estimar a probabilidade da ocorréncia de um
desfecho categdrico bindrio (varidvel dependente) em fungdo de
diferentes  fatores  (variaveis independentes) (DOMINGUEZ-
ALMENDROS; BENITEZ-PAREJO; GONZALEZ-RAMIREZ, 2011).

As varidveis independentes foram os dados coletados a partir do
questionario epidemioldgico de cada paciente (ANEXO C): idade, héabito
de fumar, ISTs prévias, método anticoncepcional e nimero de gestacdes.
Neste estudo foi avaliada a influéncia que cada varidvel independente tem
sobre a variavel dependente binaria (euploidia ou aneuploidia).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A avaliag@o dos fatores de risco associados com a aneuploidia foi
analisada por regressdo logistica. Demais varidveis categoricas foram
analisadas pelo teste de > de Pearson ou teste exato de Fischer quando
apropriado. A curva ROC foi utilizada para determinar valores de ponto
de corte. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. As
compilagdes dos dados e andlises estatisticas foram realizadas por meio
do software IBM® SPSS Statistics versao 22.0 (IMB corp., New York,
EUA).

4.7.1 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra esperada para o estudo foi
utilizada a seguinte féormula (1) para descri¢do de variaveis qualitativas
em uma populac¢ao (MIOT, 2011):

. N.p.q.(Za/2)?
n= (N-1).(E)24p.q.(Za/2)>?
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no qual, n = tamanho da amostra; Zo/2 = valor critico para o grau de
confianga desejado, usualmente 1,96 (95%); E = erro padrdo, usualmente
+5% da propor¢do dos casos (precisdo absoluta); N = tamanho da
populag@o (finita); p = propor¢do de resultados favoraveis da variavel na
populagdo; q = proporg¢ao de resultados desfavoraveis na populacio (g=1-
p)-

Para a determinacdo do tamanho da populacdo finita e da
proporg¢do dos resultados favoraveis (atipias cervicais) a base de dados
DATASUS foi consultada quanto a informagdes sobre os exames
citopatoldgicos cérvico-vaginais realizados no estado de Santa Catarina
durante um periodo total de 8 meses, proporcional ao periodo de abril de
2017 a novembro de 2017. Foram selecionados os resultados do nimero
total de exames realizados, resultados de ASC-US, ASC-H, AGC, AIS,
LSIL e HSIL. Foi realizada uma média dos valores obtidos referentes ao
periodo de 8 meses dos anos de 2011, 2012 ¢ 2013 (DATASUS, 2017).

No periodo de 8 meses sdo realizados uma média de 225.668
exames em Santa Catarina. Nesse mesmo periodo, sdo diagnosticados
2.364 ASC-US (1,05%), 625 ASC-H (0,28%), 176 AGC-SOE (0,08%),
51 AGC-possivelmente neoplasico (0,02%), 1.124 LSIL (0,5%) e 439
HSIL (0,19%).

O valor critico para o grau de confianca desejado foi considerado
como sendo 1,96 (95%) e o erro padrdo (E) foi considerado como sendo
de 5%. Esses e os demais valores populacionais encontrados no
DATASUS foram aplicados na férmula para calcular o tamanho da
amostra.

No periodo do estudo, sdo esperadas 16 amostras de ASC-US, 5
amostras de ASC-H, 8 amostras de LSIL e 3 amostras de HSIL. As
categorias de atipias glandulares foram consideradas em conjunto devido
a baixa prevaléncia, sendo esperadas 2 amostras.



75

5 RESULTADOS

No periodo de abril de 2017 a novembro de 2017, 70 pacientes
atendidas no HU-UFSC foram incluidas no estudo. Estas pacientes
possuiam como citologia de encaminhamento ASC-US (12 casos), ASC-
H (11 casos), AGC (2 casos), LSIL (20 casos) e HSIL (25 casos)
justificando o encaminhamento para o exame ginecologico e
colposcdpico.

Segundo o calculo amostral, o nimero minimo esperado de
pacientes com resultados citologicos de ASC-H, AGC, LSIL e HSIL
foram obtidos. A unica excecdo foi para o resultado de ASC-US, no qual
o numero minimo calculado foi de 16 e somente 12 pacientes foram
incluidas no estudo.

A média em dias entre a citologia de encaminhamento e a coleta
da nova amostra no HU-UFSC foi de 83,4 dias. O menor intervalo entre
as duas consultas foi de 11 dias e o maior intervalo foi de 365 dias.

A andlise das amostras histologicas pelo setor de patologia do HU-
UFSC, revelou pacientes com resultado negativo (12 casos), NIC 1 (11
casos), NIC 2 (23 casos), NIC 3 (13 casos), CCE (1 caso), AIS (1 caso) e
AC (1 caso) (Tabela 1).

Tabela 1 — Relagdo entre citologias de encaminhamento e resultado histologico.
Citologia de encaminhamento

Histologia g0 js  AscH  AGC LSIL HSIL T(O/ff;‘l
Sem lesdo 3 3 - 3 3 12 (17,1)
NIC 1 - ! ] 9 1 11(15.7)
NIC 2 3 5 ] 4 11 230329
NIC 3 1 ! 1 2 8 13 (18.6)
CCE ) ) | - - 1(1.4)
AIS - i ) ] | 1 (1.4)
AC 1 ] ] ] ) 1 (14)
BNR 4 1 2 1 8 (11.4)

Total (%) 12(17,) 11(157) 2@29) 20(28,6) 25(357) 70 (100)

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Legenda: Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US);
Células escamosas atipicas ndo podendo excluir lesdo de alto grau (ASC-H);
Células glandulares atipicas (AGC); Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau
(LSIL); Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL); Neoplasia
intraepitelial cervical (NIC); Carcinoma de células escamosas (CCE);
Adenocarcinoma in situ (AIS); Adenocarcinoma (AC); Bidpsia ndo realizada
(BNR).
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Entre os 12 resultados histologicos sem lesdo, 8 casos eram de
cervicite cronica, 2 de HPV juntamente com cervicite cronica, 1 de
condiloma acuminado e 1 de metaplasia escamosa. Entre os 11 resultados
histologicos de NIC 1, 9 casos (81,8%) tiveram LSIL como citologia de
encaminhamento. Dos 36 resultados histologicos de NIC 2 (23 casos) e
NIC 3 (13 casos), 19 casos (52,8%) foram encaminhados citologicamente
como HSIL. Entre os 39 resultados histologicos de NIC 2+ (NIC 2, NIC
3, CCE, AIS ou AC), 20 casos (51,3%) foram encaminhados
citologicamente como HSIL, 6 casos (15,4%) como LSIL e 13 casos
(33,3%) como atipia escamosa (ASC-US e ASC-H) ou atipia glandular
(AGC). Entre esses resultados citologicos de atipias, AGC contribuiu com
5,1% dos encaminhamentos, ASC-US com 12,8% ¢ ASC-H com 15,4%.

A bidpsia ndo foi coletada em 8 pacientes devido a achados
normais no colo do utero ou julgamento de amostra insatisfatoria para
bidpsia durante o exame colposcépico. Estas pacientes possuiam como
citologia de encaminhamento: ASC-US (4 casos), ASC-H (1 caso), LSIL
(2 casos) e HSIL (1 caso). Esses resultados citologicos sem confirmacao
histolégica ndo foram incluidos no restante das analises.

DNA-ICM foi realizada nas 62 pacientes que possuiam resultado
histologico e de forma geral, a andlise identificou 26 casos (41,9%)
euploides e 36 casos (58,1%) aneuploides (Tabela 2).

Tabela 2 — Relacao entre resultados da citologia de encaminhamento e da ploidia
de DNA

Citologia de N Ploidia de DNA
encaminhamento Euploide (%) Aneuploide (%)
ASC-US 8 5(62,5) 3(37,5)
ASC-H 10 6 (60,0) 4 (40,0)
AGC 2 0(0) 2 (100)
LSIL 18 11 (61,1) 7 (38,9)
HSIL 24 4 (16,7) 20 (83,3)
Total 62 26 (41,9) 36 (58,1)

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Legenda: Numero de casos (N); Células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASC-US); Células escamosas atipicas ndo podendo excluir leséo
de alto grau (ASC-H); Células glandulares atipicas (AGC); Lesao intraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL); Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau
(HSIL).

De acordo com os resultados citoldgicos representados na tabela 2,
oito casos foram interpretados citologicamente como ASC-US. Destes,
trés obtiveram resultado aneuploide (dois casos diagnosticados
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histologicamente como NIC 2 e um caso diagnosticados histologicamente
como AC na biopsia). Dos 10 casos de ASC-H, quatro casos
diagnosticados histologicamente como NIC 2 eram aneuploides. De 2
casos citologicamente confirmados como AGC, um caso foi confirmado
na bidpsia como NIC 3 e o outro como CCE, ambos aneuploides. De 18
casos interpretados citologicamente como LSIL, sete eram aneuploides
(um caso sem lesdo histologica, trés casos diagnosticados
histologicamente como NIC 1, um caso como NIC 2 e dois casos como
NIC 3). Por fim, 24 casos foram interpretados na citologia oncética como
HSIL. Aneuploidia foi identificada em vinte casos, dos quais um caso foi
negativo na bidpsia, dez casos foram diagnosticados histologicamente
como NIC 2, oito casos como NIC 3 e um caso como AIS.

Dos resultados histologicos (Tabela 3), aneuploidia foi identificada
em 16,7% dos casos negativos para lesdo pré-cancerosa, 27,3% dos casos
de NIC 1, 73,9% dos casos de NIC 2, 84,6% dos casos de NIC 3 e em
100% dos casos de CCE, AIS ¢ AC.

Tabela 3 — Relacdo entre resultados da histologia e da ploidia de DNA

Resultado N Ploidia

histologico Euploide (%) Aneuploide (%)
Sem lesdo 12 10 (83,3) 2 (16,7)
NIC 1 11 8(72,2) 3(27,3)
NIC 2 23 6 (26,1) 17 (73,9)
NIC 3 13 2 (15,4) 11 (84,6)
CCE 1 0(0) 1 (100)

AIS 1 0(0) 1 (100)

AC 1 0(0) 1 (100)
Total 62 26 (41,9) 36 (58,1)

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Legenda: Numero de casos (N); Neoplasia intraepitelial cervical (NIC);
Carcinoma de células escamosas (CCE); Adenocarcinoma in situ (AIS);
Adenocarcinoma (AC).

Dos 12 casos negativos na histologia, 2 (16,7%) casos
demostraram resultado aneuploide. O primeiro caso (paciente 41) foi
encaminhado como LSIL e foi diagnosticado histologicamente como
cervicite cronica. Aneuploidia foi caracterizada devido a 3 eventos
excedendo 9c (figura 21). O segundo caso (paciente 60) foi encaminhado
como HSIL e a bidpsia revelou cervicite cronica. Foram observados 23
eventos excedendo 9c (figura 22) e stemline aneuploide em 5.5¢ (figura
23) nesse caso.
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Figura 21 — Aneuploidia na paciente 41 (9cEE)

213c 212c 211c

—

9381c 9.75¢c 9.44c

Fonte: Células selecionadas com o software MotiCyte DNA Cytology Work
Station.

Notas: Células na parte superior da imagem circuladas de vermelho (células de
referéncia); Células na parte inferior da imagem circuladas em azul (células de
analise), 3 eventos excedendo 9c.

Figura 22 — Aneuploidia na paciente 60 (9cEE)

212¢c 211c 2.10c
18.49¢c 14.18c 1322¢
13.11¢ 12.76¢ 12.68¢

Fonte: Células selecionadas com o software MotiCyte DNA Cytology Work
Station.

Notas: Células na parte superior da imagem circuladas de vermelho (células de
referéncia); Células na parte inferior da imagem circuladas em azul (células de
analise), 6 de 23 eventos excedendo 9c.
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Figura 23 — Aneuploidia na paciente 60 (9cEE e stemline aneuploide)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M Reference nuclei(R)
M Analysis nuclei(a)

| IL II 1 1
L_J: ‘j.: 1J: 14.: 13: 1J: :EJ.: 19.0(c

Fonte: Histograma elaborado pela autora com o software MotiCyte DNA Cytology
Work Station.

Notas: Histograma de DNA mostrando um padrao aneuploide de DNA (stemlines
em 2c e 5.5¢; eventos excedendo 9¢ =23). Nucleos de referéncia (R) em vermelho
e nucleos em analise (A) em azul.

th o 3o 4b shoeh b g s e ado

A tabela 4 apresenta os resultados histoldgicos e a distribuicdo de
algoritmos utilizados em DNA-ICM. O algoritmo de 9cEE foi observado
em 33 (91,7%) dos 36 casos aneuploides, ja o algoritmo de stemline
aneuploide foi observado em 29 (80,6%) e os dois algoritmos combinados
foi observado em 25 (69,4%) de todos os casos aneuploides.

Tabela 4 — Resultados histologicos e distribui¢do dos algoritmos utilizados em
DNA-ICM

Aneuploidia de DNA
Resultado STL 9¢EE STL Total de
histolégico aneuploide (%) aneuploide e  aneuploidia
(%) ° 9¢EE (%) (%)
Sem lesdo 12 1(8,3) 2 (16,7) 1(8,3) 2 (16,7)
NIC 1 11 2(18,2) 3(27,3) 19,1) 3(27,3)
16
NIC 2 23 12 (52,2) (69.6) 11 (47,8) 17 (73,9)
11
NIC 3 13 11 (84,6) (84.6) 11 (84,6) 11 (84,6)
CCE 1 1 (100) 0(0) 0(0) 1 (100)
AIS 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
AC 1 1 (100) 0(0) 0(0) 1 (100)
33
Total 62 29 (46,8) (53.2) 25 (40,3) 36 (58,1)

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
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Legenda: Numero de casos (N); Citometria de imagem do DNA (DNA-ICM);
Neoplasia intraepitelial cervical (NIC); Carcinoma escamoso (CCE);
Adenocarcinoma in situ (AIS); Adenocarcinoma (AC); Stemline (STL); Eventos
excedendo 9¢ (9cEE).

A relagdo entre os valores de ScEE e os resultados histologicos sdo
comparados na tabela 5. Entre os resultados histologicos sem lesdo, 1 ou
2 eventos excedendo Sc foram detectados em 50% ou mais dos resultados.
O algoritmo de 3 ou 4 eventos excedendo 5c acarretou em uma quantidade
menor de resultados falso-positivos nos casos sem lesdo na histologia.
Dos resultados de NIC 1, o algoritmo de 3 ou 4 eventos excedendo 5c
obteve a mesma propor¢do de resultados positivos quando comparado a
aneuploidia definida pela ESACP, ja o algoritmo de 1 ou 2 eventos
excedendo 5Sc identificou uma propor¢do maior de resultados positivos
em NIC 1 quando comparado ao resultado aneuploide. Os algoritmos
utilizando 1, 2, 3 ou 4 eventos excedendo 5c¢ foram mais eficazes em
detectar casos de NIC 2 do que os algoritmos estabelecidos pela ESACP
para identificar aneuploidia. As proporgoes de identificacdo dos casos de
NIC 3, CCE AIS e AC foram as mesmas para os algoritmos utilizando
5cEE ou aneuploidia determinada pela ESACP, com excegdo do
algoritmo de 4 eventos excedendo 5S¢, que néo foi capaz de identificar um
caso de CCE que possuia somente 3 eventos acima de Sc.

Tabela 5 — Resultados histoldgicos e algoritmo de ScCEE

Eventos excedendo 5C Total de
Resultado aneuploidia
histolégico 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%) ((l,z) )
~ 6
Sem lesao 12 9 (75,0) (50.0) 4(33,3) 3(25,0) 2 (16,7)
4
NIC 1 11 8(72,2) (36.4) 3(27,3) 3(27,3) 3(27,3)
21 19 18
NIC 2 23 22(95,7) 91,3) (82,6) (78,3) 17 (73,9)
11 11 11
NIC 3 13 11 (84,6) (84,6) (84,6) (84.,6) 11 (84,6)
CCE 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0(0) 1 (100)
AIS 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
AC 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Total 62 53 (85,5 45 40 37 36 (58,1)

(72,6) (64,5) (59,7
Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Legenda: Numero de casos (N); Citometria de imagem do DNA (DNA-ICM);
Neoplasia intraepitelial cervical (NIC); Carcinoma escamoso (CCE);
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Adenocarcinoma in situ (AIS); Adenocarcinoma (AC); Stemline (STL); Eventos
excedendo 5c (5cEE).

A figura 24 representa a curva ROC para determinar o valor de
ponto de corte de ScEE para identificar lesdes que necessitam de
intervencdo (NIC 2, NIC 3, AIS, AC e CCE) de acordo com as diretrizes
brasileiras atuais para rastreamento de cancer de colo do ttero (INCA,
2016). Os pontos de corte de 5cEE por ldmina com seus respectivos
valores de sensibilidade e especificidade foram calculados (Tabela 6).

Figura 24 — Curva ROC com sensibilidade e especificidade do algoritmo de ScEE
para identificar lesdes cervicais que necessitam de intervengao
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Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: O nimero de ScEE foi contabilizado em cada uma das 62 pacientes. Os
pontos destacados sdo para 1, 2, 3 e 4 eventos excedendo 5c. Lesdes que
necessitam de intervengdo foram determinadas como NIC 2, NIC 3, AIS, AC e
CCE. Lesoes que ndo necessitam de intervengdo foram determinadas como NIC
1 ou negativo na biopsia. AUC: 0,793; Intervalo de confianga 95%: 0,670 a0,915;
Erro padrao: 0,062; p: 0,000.

Legenda: Caracteristica de operagdo do receptor (ROC); Eventos excedendo Sc
(5¢EE); Neoplasia intraepitelial cervical (NIC), Adenocarcinoma in situ (AIS);
Adenocarcinoma (AC); Carcinoma de células escamosas (CCE); Area sobre a
curva (AUC).
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De acordo com a determinagdo dos pontos de corte, 1 evento
excedendo 5c em uma lamina possui sensibilidade de 92,3% para
identificar lesdes que necessitam de intervencdo. Porém, esse algoritmo
acarreta em um valor muito alto de resultados falso-positivos, com
especificidade de apenas 26,1%. Os demais algoritmos de 2, 3 ou 4
eventos excedendo 5c apresentaram valores crescentes de especificidade
(56,5%, 65,2% e 73,9%, respectivamente), porém, valores decrescentes
de sensibilidade (89,7%, 84,7% e 79,5%, respectivamente). A area sobre
a curva (AUC) foi de 0,793.

Tabela 6 — Pontos de corte de ScEE para identificar lesdes que necessitam de
intervengao

5¢cEE Sensibilidade (%) Especificidade (%)
1 92,3 26,1
2 89,7 56,5
3 84,6 65,2
4 79,5 73,9

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

A relagdo dos 70 resultados de citologia oncotica, histologia e
ploidia pode ser verificado no quadro 5.

Quadro 5 —Relagfo entre resultados citoldgicos, histologicos e ploidia (continua).

i i i i i STL Ploidia
Paciente | Citologia | Histologia 5cEE 9cEE .
aneuploide
1 LSIL NIC 2 2 0 ) Euploide
2 HSIL AIS 22 1 5.82¢ Aneuploide
3 HSIL NIC 1 0 0 } Euploide
4 AGC CCE 3 0 3.55¢ Aneuploide
5 LSIL NIC 2 3 0 } Euploide
6 LSIL NIC 1 20 0 - Euploide
3.54c; 4.74c; Aneuploide
! HstL NIE 101 & 5.65¢; 7.00c
8 LSIL Cerkvl'cne 0 0 i Euploide
crénica
9 ASC-H NIC 2 7 0 3.40¢ Aneuploide
10 LSIL NIC 3 52 2 3.03c; 6.17¢ Aneuploide
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Quadro 5 — Relacdo entre resultados citologicos, histologicos e ploidia

(continuagdo).
Paciente | Citologia | Histologia 5cEE 9cEE STL . Ploidia
aneuploide
11 ASC-US NIC 3 0 0 - Euploide
12 LSIL NIC 1 1 0 - Euploide
13 Ascy | Cevicite ! 0 - Euploide
cronica
14 HSIL NIC 3 8 2 2:43c; Ancuploide
4,58¢ P
15 ASC-H NIC 2 97 7 8.32¢ Aneuploide
16 ASC-US NIC 2 2 1 - Aneuploide
17 Asc-us | Nao . . . -
realizado
3.07c;
18 ASC-H NIC 2 92 7 6.31c; Aneuploide
7.65¢
3.48c; .
19 LSIL NIC 2 45 2 6.47¢ Aneuploide
20 LSIL NIC 1 0 0 - Euploide
21 ASC-H NIC 2 25 3 - Aneuploide
22 HSIL NIC 2 102 14 7.20c Aneuploide
23 HSIL NIC 2 19 2 3.31c Aneuploide
24 HSIL NIC 3 28 12 4.49¢ Aneuploide
3.09c; .
25 LSIL NIC 3 19 2 333¢ Aneuploide
HPV+
26 ASC-US cervicite 2 0 - Euploide
cronica
HPV+
27 LSIL cervicite 1 0 - Euploide
cronica
28 ASC-US NIC 2 1 0 - Euploide
29 HSIL NIC 2 42 1 5.15¢ Aneuploide
30 ASC-H NIC 2 0 0 - Euploide
4.85c; .
31 AGC NIC 3 103 16 5.60c Aneuploide
32 psiL | Cervicite 8 0 ; Euploide
cronica
33 Asc.ug | Condiloma 0 0 - Euploide
acuminado
34 LSIL NIC 1 1 0 - Euploide
35 HSIL NIC 2 39 4 3.51c Aneuploide
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Quadro 5 — Relacdo entre resultados citologicos, histologicos e ploidia
(continuagdo).

Paciente Citologia | Histologia | ScEE | 9cEE STL . Ploidia
aneuploide
36 HSIL NIC 2 12 4 - Aneuploide
37 ASC-H Nao - - - -
realizado
3.19c; 3.42¢; .
38 HSIL NIC 3 68 3 5.58¢: 6.61c Aneuploide
39 psiL | Metaplasia | 0 ; Euploide
escamosa
40 HSIL NIC 2 145 13 3.01c; 5,92¢ Aneuploide
41 LSIL Cel:VI.C ite 26 3 - Aneuploide
cronica
42 ASC-H NIC 3 0 0 - Euploide
43 HSIL NIC 3 85 23 7.71c Aneuploide
44 ASC-US Nao ; ; ; -
realizado
45 HSIL NIC 3 79 6 6.70c; 7,38C Aneuploide
46 LSIL NIC 2 11 0 - Euploide
47 Asc-H | Cervicite | 0 ; Euploide
cronica
48 HSIL NIC 3 130 26 3.77¢; 6.02¢ Aneuploide
49 LSIL NIC 1 0 0 - Euploide
50 LSIL NIC 1 1 1 - Aneuploide
51 LSIL NIC 1 3 0 - Euploide
52 LSIL NIC 1 19 0 1.71c; 3.56¢ Aneuploide
53 LSIL NIC 1 96 29 8.08¢c Aneuploide
54 LSIL Ndo ; ; ; -
realizado
55 HSIL NIC 3 115 32 8.52¢ Aneuploide
56 HSIL NIC 2 58 18 - Aneuploide
57 Asc-us | Cevicite 1 0 . Euploide
cronica
1.77¢; 2.91c;
58 HSIL NIC 2 37 13 3.52¢; 6.97c; Aneuploide
7.45¢
59 ASC-US AC 7 0 2.83¢; 3.35¢ Aneuploide
60 HSIL Cervicite |y | o3 5.50c Aneuploide
cronica




85

Quadro 5 — Relacdo entre resultados citologicos, histologicos e ploidia
(conclusio).

. . . Histologi 5cE 9cE STL ‘e
Paciente Citologia a E E aneuploide Ploidia
61 HSIL Ndo - ; - -
realizado
62 ASC-US Ndo - ; - -
realizado
63 ASC-US NIC 2 57 9 - Aneuploide
64 ASC-US Ndo - ; - -
realizado
65 HSIL NIC 2 4 0 - Euploide
66 HSIL NIC 2 108 14 3.84c¢; 7.77¢c Aneuploide
67 ASC-H NIC 1 0 0 - Euploide
68 HSIL NIC 2 31 5 2.89¢; 5.70¢ Aneuploide
69 LSIL Ndo - ; - -
realizado
70 Ascp | Cewvicite |, 0 ; Euploide
cronica

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Notas: Casos sublinhados em verde sdo aqueles em que ha concordancia entre o
resultado citologico de HSIL, o resultado histologico de NIC 2/NIC 3 e o
resultado aneuploide na ploidia.

Legenda: Eventos excedendo 5c ou 9¢ (ScEE ou 9cEE); Stemline (STL); Células
escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US); Células escamosas
atipicas ndo podendo excluir lesdo de alto grau (ASC-H); Células glandulares
atipicas (AGC); Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); Lesao
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL); Neoplasia intraepitelial cervical
(NIC); Carcinoma de células escamosas (CCE); Adenocarcinoma in situ (AIS);
Adenocarcinoma (AC).

Um modelo estatistico de regressdo logistica foi utilizado para
avaliar a possivel influéncia das variaveis apresentadas na tabela 7 sobre
o resultado de aneuploidia. Habito de fumar, uso de contraceptivos orais
e presenca de ISTs prévias nas pacientes ndo alcangaram significancia
estatistica para explicar o resultado de aneuploidia quando o modelo foi
aplicado individualmente para cada variavel. Portanto, essas variaveis
foram excluidas do modelo. O modelo de regressao logistica que utilizou
idade foi estatisticamente significativo (x*= 15,029, p = 0,000). O modelo
explicou 29,0% (Nagelkerke R?) da variancia no resultado de aneuploidia
e classificou corretamente 69,4% dos casos. O aumento da idade foi
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associado a uma maior probabilidade de apresentar resultado aneuploide
(odds ratio = 1,123, p = 0,001). O modelo de regressdo logistica que
utilizou niimero de gestagdes foi estatisticamente significativo (y* =
20,750, p = 0,000), sendo capaz de explicar 38,3% (Nagelkerke R?) da
variancia no resultado de aneuploidia. O modelo classificou corretamente
77,4% dos casos e o aumento no numero de gestagdes foi associado a uma
maior probabilidade de apresentar resultado aneuploide (odds ratio =
2,981, p=0,000). Quando o modelo avaliou idade e nimero de gestacdes
de forma conjunta, ele foi capaz de explicar 42,1% (Nagelkerke R?) da
variancia no resultado de aneuploidia e classificou corretamente 79,0%
dos casos de forma estatisticamente significativa (y*= 23,284, p = 0,000).

Tabela 7 — Dados demograficos das pacientes

Caracteristicas das Ploidia
pacientes Euploide Anecuploide Total
Idade em anos
(média + DP) 30,7+8,2 40,8+ 11,0 36,5+11,1
Numero de gestagdes
(média = DP) 0,58+1,0 2,33+2,1 1,60 £1,9
Habito de fumar (%)
Nio 21 (80,8) 21(58,3) 42
Ex-fumante 1(3,8) 5(13.,9) 6
Sim 4(154) 10 (7,8) 14
Uso de contraceptivos
orais (%)
Nio 13 (50,0) 24 (66,7) 37
Sim 13 (50,0) 12 (33,3) 25
ISTs (%)
Nio 20 (76,9%) 25 (69,4%) 45
Sim 6 (23,1%) 11 (30,6%) 17
Total 26 36 62

Fonte: Elaborado pela autora (2018).
Legenda: Desvio padrdo (DP); Infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs).
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6 DISCUSSAO

O cancer do colo do utero ainda ¢ um grande problema de satde
publica e tem uma das maiores taxas de mortalidade por cancer entre
mulheres em todo o mundo (TORRE et al., 2017). Programas de rastreio
organizados utilizando como base a citologia oncdtica para investigar
lesdes pré-cancerosas cervicais foram capazes de reduzir em cerca de
80% a mortalidade por esse cancer nas ultimas décadas em alguns paises
desenvolvidos (LAARA; DAY; HAKAMA, 1987; DICKINSON et al.,
2012). Atualmente, estima-se que mais da metade de todos os novos casos
de cancer cervical se manifestem em mulheres que raramente ou nunca
foram investigadas em programas de rastreio e que mais de 85% das
mortes ocorram em paises em desenvolvimento (TORRE et al., 2015;
BENARD et al., 2017).

Por outro lado, mesmo com o sucesso da citologia cervical como
método de rastreio, reconhece-se que a técnica tem suas limitagdes. Os
principais problemas sdo relacionados a baixa sensibilidade, amostras
insatisfatorias, problemas de reprodutibilidade e ma interpretacdo dos
diagnosticos (BOONE; ERICKSON; HUH, 2012). Estudos relataram que
20-32% dos casos de cancer invasivo ndo sdo identificados pela citologia
(LEYDEN et al.,, 2005; SUBRAMANIAM et al., 2011). Para tentar
contornar essas limitagdes, novas tecnologias foram introduzidas no
mercado.

O primeiro produto utilizando citologia em base liquida aprovado
pela Administracao de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos EUA foi o
ThinPrep® (Hologic Inc. Massachusetts, EUA) em 1996, seguido do
SurePath™ (Becton, Dickinson and Co, New Jersey, USA) em 1999
(GIBB; MARTENS, 2011). O consenso geral ¢ de que ndo ha melhora
significativa na sensibilidade entre citologia convencional e a citologia
em base liquida para detectar NIC 2+ (RONCO et al., 2007; ARBYN et
al., 2008). Por outro lado, alguns estudos recentes apontam que a
sensibilidade para detectar NIC 2+ parece ser maior com a citologia em
base liquida (REBOLJ et al., 2015; ROZEMEIJER et al., 2017). Além
disso, fatores como a reducdo de resultados insatisfatorios, possibilidade
de realizar outras analises com a solug¢do remanescente ¢ automatizagio
de todo o processo de analise tornam a base liquida uma alternativa muito
atraente (ROZEMEIJER et al., 2016).

O HPV ¢ estabelecido como causa do cancer cervical (ZUR
HAUSEN, 2009; RONCO; GIORGI ROSSI, 2017). A implementagdo de
programas de rastreio baseados em testes de HPV e programas de
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vacinagdo para prevenir a infec¢do pelo virus sdo recomendados pela
Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2014). Essas abordagens estdo em
discussdo como uma alternativa atraente para sistemas de atengo a saude
de paises que tem dificuldade de implementar programas de rastreio
eficazes baseados na citologia (BOSCH et al., 2015; CATARINO et al.,
2015). No entanto, apesar do teste de HPV possuir sensibilidade superior
a citologia, seu valor preditivo positivo para cancer cervical ¢ deficiente
(REBOLJ et al., 2013).

A aneuploidia, que pode ser identificada pela DNA-ICM, é aceita
internacionalmente como um marcador de transformacdo de células
neoplasicas, além de ter sido associada a progressdo de lesdes pré-
cancerosas para cancer (GIROUD et al., 1998; HAROSKE et al., 1998,
2001; GARNER, 2014). Dessa forma, esse estudo investigou a ploidia de
DNA em lesdes do colo uterino de mulheres que foram atendidas no
ambulatorio de ginecologia e colposcopia do HU-UFSC entre abril de
2017 a novembro de 2017. Estas mulheres apresentaram alteracdes
citologicas na citologia oncotica de exames prévios

Na analise citologica, o nimero minimo esperado dos diferentes
resultados citologicos segundo o calculo amostral foi obtido, com excegéo
para o resultado de ASC-US. Isso acontece porque segundo as diretrizes
brasileiras para o rastreamento do cancer de colo do titero, mulheres com
resultado citologico de ASC-US devem repetir o exame citologico em 12
meses, com exce¢ao das mulheres com mais de 30 anos que devem repetir
0 exame em 6 meses. A colposcopia somente ¢ indicada nessas pacientes
se o resultado da citologia subsequente for igual ou sugestivo de lesdo
intraepitelial ou cancer, ao passo que resultados persistentes de LSIL ou
resultados unicos de ASC-H, HSIL, AGC, AIS ou sugestivo de cancer
devem ser encaminhados para a colposcopia (INCA, 2016). Por essa
razao, espera-se que uma quantidade menor de pacientes com resultado
de ASC-US seja encaminhada para o exame colposcopico em relacdo ao
numero total de diagndsticos citologicos dessa atipia. Observou-se nesse
estudo uma quantidade menor de pacientes com resultado de ASC-US,
uma vez que a coleta das amostras citoldgicas e posterior analise por
DNA-ICM foi efetuada na mesma consulta em que o exame colposcopico
foi realizado.

Entre os resultados histoldgicos, 81,8% dos 11 resultados de NIC
1 foram encaminhados como LSIL e 52,8% dos 36 resultados de NIC 2 e
NIC 3 foram encaminhados como HSIL. Nos casos de NIC 2+, 15,4%
dos casos foram encaminhados como LSIL. Sub-diagnédstico de NIC 2+
seguido de um resultado citolégico de LSIL foi verificado previamente
em 15— 16% dos casos (KHUAKOONRATT et al., 2008; ZHENG et al.,
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2017). Problemas na correlagdo entre o resultado citologico e o
diagnostico histologico podem ser atribuidos a erros na amostragem,
preparagdo inadequada da Iladmina citologica e variagdes na
reprodutibilidade dos resultados citologicos devido ao carater subjetivo
das interpretacdes (STOLER; SCHIFFMAN, 2001; GUPTA; SODHANI,
2004; HEARP et al., 2007; KURTYCZ et al., 2017). Além disso, também
existe a possibilidade da lesdo ter regredido ou progredido no periodo
entre o exame citologico e o encaminhamento para a confirmacéo da lesdo
(RAAB; GRZYBICKI, 2011). A literatura traz que apenas 10% das lesdes
de baixo grau progridem para lesdes de alto grau em um periodo de 1 ano,
ao passo que as taxas de regressdo para lesdes de alto grau sdo menores
(MELNIKOW et al., 1998; BANSAL et al., 2008; DISCACCIATI et al.,
2011; KUDELA et al., 2016). Nesse estudo, o tempo médio entre a
citologia de encaminhamento e a consulta ginecoldgica e colposcopica no
HU-UFSC foi de 83,4 dias, variando de 11 a 365 dias. Infelizmente, ndo
¢ possivel determinar a quanto tempo as pacientes estavam portando a
lesdo antes do exame citologico de encaminhamento. Dessa forma, ¢
dificil indicar qual dessas variaveis pode ter contribuido em maior peso
para a discrepancia na correlagdo entre os resultados citoldgicos e
histolégicos.

A existéncia de categorias citologicas de atipias cervicais no
sistema de Bethesda acarreta um impasse adicional na correlagdo entre
citologia e histologia, pois resultados de ASC-US, ASC-H e AGC ndo
possuem um correspondente na classificagdo histologica (NAYAR;
WILBUR, 2015a). Nesse estudo, 33,3% dos diagnoésticos histologicos de
NIC 2+ foram encontrados apds citologia de encaminhamento com
resultado de atipia glandular ou escamosa, no qual AGC contribuiu com
5,1% dos encaminhamentos, ASC-US com 12,8% e ASC-H com 15,4%.
Demais estudos averiguaram prevaléncia de NIC 2+ em mulheres com
ASC-US de 11,8 — 23,7% (COSTA; BARROS, 2011; PANYANUPAP et
al.,, 2011) e com ASC-H de 19,3 — 38,0% (CYTRYN et al., 2009;
DIFURIO et al., 2009; HOWELL; GURUSINGHE; TABNAK, 2009).

De forma geral, euploidia foi identificada em 41,9% e aneuploidia
em 58,1% dos 62 casos investigados.

Entre os resultados citologicos de atipia cervicais, aneuploidia foi
identificada em 37,5% dos casos de ASC-US, 40,0% dos casos de ASC-
H e 100% dos casos de AGC. Taxa elevada de aneuploidia em pacientes
com AGC foi verificada previamente (GROTE et al., 2004). Atipias
escamosas podem conter achados que sugerem a possivel presenca de
uma lesdo intraepitelial cervical oculta ou até mesmo cancer cervical em
casos raros (NAYAR; WILBUR, 2015a). Bollmann et al. (2003) e
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Lorenzato et al. (2008) afirmaram que um contetido de DNA aneuploide
em casos de atipias escamosas representam lesdes progressivas com
comportamento semelhante ao HSIL. As diretrizes brasileiras para o
rastreamento do céncer de colo do utero ndo recomendam o
encaminhamento para bidpsia nos casos de ASC-US devido a baixa
prevaléncia de cancer invasivo nessa categoria, dando preferéncia para o
acompanhamento com exame citologico (INCA, 2016). No entanto,
alguns casos sdo encaminhados para um posterior exame ginecoldgico ¢
colposcopico para confirmagdo da lesdo, devido principalmente a
persisténcia do resultado de atipia (PERKSANUSAK et al., 2015). A
aplicagdo da DNA-ICM para apontar quais resultados citologicos de
atipia escamosa necessitam ser investigados de maneira mais rigorosa tem
potencial de melhorar o manejo dessas pacientes e evitar o
encaminhamento desnecessario para bidpsia.

Entre os resultados citologicos de LSIL, aneuploidia foi observada
em 38,9% dos casos. Outros estudos encontraram prevaléncia de
aneuploidia entre 4 — 63,6% em casos de LSIL (MONSONEGO et al.,
1997; BOLLMANN et al., 2001, 2003a). LSIL ¢ considerada uma lesao
transitoria com baixa taxa de progressdo para cancer cervical (LAU;
FRANCO, 2005). De forma semelhante aos casos de atipias escamosas,
um resultado de aneuploidia na analise por DNA-ICM poderia melhorar
o manejo dessas pacientes e auxiliar na selecdo de pacientes que tem
maior risco de possuir uma lesdo com carater progressivo. Entre os
resultados de HSIL, aneuploidia foi identificada em 83,3% dos casos.
Monsonego et al. (1997) e Bollmann et al. (2003a) verificaram
aneuploidia em casos de HSIL em 78,0% e 91,8% dos casos,
respectivamente.

De acordo com a relag@o entre resultados da histologia e ploidia de
DNA, aneuploidia foi verificada em 16,7% dos casos negativos, 27,3%
em NIC 1, 73,9% em NIC 2, 84,6% em NIC 3 ¢ 100% em CCE, AIS e
AC. Dos 12 casos negativos na histologia, 2 (16,7%) casos demostraram
resultado aneuploide. No primeiro caso, encaminhado citologicamente
como LSIL e diagnosticado histologicamente como cervicite cronica,
aneuploidia foi caracterizada devido a 3 eventos excedendo 9c. O
segundo caso, encaminhado como HSIL e também diagnosticado
histologicamente como cervicite cronica, aneuploidia foi caracterizada
devido a eventos excedendo 9c e stemline aneuploide em 5,5¢. Resultados
aneuploides em casos histologicamente negativos podem ser em
consequéncia de um erro na determinagdo do local exato da lesdao durante
o procedimento ginecologico ou histologico ou até mesmo devido a erros
de interpretagdo. Erros de diagnoéstico histologico podem acontecer em
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até 11,8% dos casos (RAAB et al., 2005) e juntamente com erros na
amostragem celular podem explicar discrepancias entre os achados da
citologia/DNA-ICM e achados histologicos, uma vez que casos de
cervicite cronica foram reportados previamente como sendo euploides
(SHIRATA et al., 2003; GROTE et al., 2004). Uma hipotese adicional
proposta seria de que as células com lesdo poderiam estar na camada mais
externa do colo do tutero e estas foram em sua maioria amostradas durante
a coleta citologica. Dessa forma, ndo sobrariam células suficientes para
caracterizar NIC histolégico, porém explicaria a presenca de células com
contetido acima de 9¢ na lamina citoldgica. Essa possibilidade parece ser
mais plausivel para a paciente encaminhada como LSIL, no qual as
células alteradas s3o aquelas da camada mais superficial (NAYAR;
WILBUR, 2015a).

Aneuploidia foi observada em 3 (27,3%) dos 11 casos de NIC 1.
Estudos corroboram com esses achados, pois encontraram aneuploidia em
NIC 1 de 14 — 54% dos casos (MONSONEGO et al., 1997; GROTE et
al., 2004). A progressdo de NIC 1 para NIC 2, NIC 3 e cancer invasivo
esta relacionada ao desvio crescente dos histogramas do padrio diploide
de DNA. Presenga de aneuploidia ja em casos de NIC 1 representa um
marcador precoce e objetivo de lesdes que provavelmente irdo evoluir
para malignidade (BOCKING; NGUYEN, 2004).

Foi demostrado que a prevaléncia de aneuploidia € maior em casos
de NIC 2+ do que em NIC 1 ou resultados negativos (MONSONEGO et
al.,, 1997; GROTE et al., 2004). Além disso, a aneuploidia tem sido
utilizada para prever a progressao de NIC, em um estudo demonstrou um
valor preditivo positivo de 81,8% para NIC 2+ (BOLLMANN et al.,
2005). Neste estudo, aneuploidia foi verificada em 73,9% e 84,6% dos
casos de NIC 2 e NIC 3, respectivamente. Dois de 13 casos de NIC 3
obtiveram resultado euploide, 1 caso encaminhado como LSIL (paciente
11) e outro como ASC-H (paciente 42). Estes achados corroboram com
resultados de outros estudos, nos quais alguns casos de NIC 3 euploides
foram reportados (SKYLDBERG et al., 2001; GROTE et al., 2004).
Euploidia em NIC 3 poderia explicar alguns casos de regressdo
espontanea nessa categoria (MONSONEGO et al., 1997). Sabe-se que a
idade das pacientes desempenha um papel importante na ploidia, uma vez
que cerca de 80% das lesdes de NIC 3 em mulheres com mais de 50 anos
apresentam padrdo aneuploide e essa porcentagem diminui para 40% em
mulheres com menos de 35 anos (HANSELAAR et al., 1988). As
pacientes com NIC 3 euploide no estudo tinham 31 e 36 anos e as
pacientes com NIC 3 aneuploide tinham 41,2 anos = 6,0 (idade média +
desvio padrio).
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O tnico caso de AIS diagnosticado na histologia demonstrou
aneuploidia apresentando 9cEE e stemline aneuploide. Aneuploidia em
lesoes glandulares cervicais também foi observada em outros estudos e
sua presenca ¢ associada a transformagdo maligna de lesdes
endocervicais, com potencial para ser usado como método diagnostico
complementar. (BIESTERFELD et al., 2001; GROTE et al., 2004).

Ambos os casos de cancer invasivo foram aneuploides devido a
presenga de stemlines aneuploides. Aberragdes cromossomicas ocorrem
durante a progressao tumoral e comumente isso resulta no surgimento de
stemlines fora da regido euploide. Essas stemlines constituem a expansao
clonal de células com aneuploidia cromossomal (BOCKING; NGUYEN,
2004; GROTE et al., 2004). Stemlines aneuploides sdo comuns no cancer
cervical e foi sugerido que a presenca delas esta correlacionado com um
prognostico desfavoravel nessa neoplasia (GROTE et al., 2001), inclusive
em casos recorrentes (DAVEY et al., 1998).

O algoritmo de 9cEE foi observado em 91,7% dos casos
aneuploides, enquanto o algoritmo de stemline aneuploide foi observado
em 80,6% e a combinagdo dos dois algoritmos estava presente em 69,4%
de todos os casos aneuploides. Esses resultados estdo em concordancia
com os observados por Grote et al. (2004), que descreveram aneuploidia
por eventos raros em 85,5% de todas as pacientes que apresentaram
distribuigdes anormais de DNA. Nesse mesmo estudo, stemline
aneuploide e ambos os algoritmos combinados mostraram prevaléncia de
30,7% e 16,1% entre os casos aneuploides, respectivamente (GROTE et
al., 2004). Em nosso estudo, todos os casos de NIC 3 aneuploides foram
positivos tanto para o algoritmo de 9cEE como para stemline aneuploide.
A presenca desses algoritmos em conjunto foi associada em um estudo
com um valor preditivo positivo de 100% para NIC 2+ (SKYLDBERG et
al., 2001). E reconhecido que casos de NIC 3 apresentam taxas de
progressao para cancer invasivo maiores do que qualquer outra categoria
de NIC (MOTAMEDI et al., 2015; KUDELA et al., 2016). Portanto,
sugere-se que a presenca de stemline aneuploide associada a 9cEE em um
histograma de DNA indique a expansio de células tumorais (BOCKING;
NGUYEN, 2004; GROTE et al.,, 2004) e que o tratamento dessas
pacientes deva ser imediato devido ao risco emitente de progressdo para
invasdo.

Em casos de NIC 1 e NIC 2, a presenga de poliploidia até 8c é
comum. Por esse motivo, Chatelain et al. (1989) sugeriu que o limite de
detec¢do de eventos raros para caracterizar aneuploidia deveria ser acima
de 9c, excluindo valores em torno de 16¢ e 32c para evitar diagndsticos
falso-positivos em casos de poliploidia. Por outro lado, alguns autores
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consideram 9cEE restritivo para o rastreio de lesdes pré-cancerosas, pois
esses eventos raros sao escassos para dar ao teste sensibilidade razoavel
(GUILLAUD et al., 2006). Portanto, alguns autores sugerem o uso de
5cEE ou até mesmo 6¢EE para estabelecer um resultado suspeito (SUN
et al., 2005; GUILLAUD et al., 2006; TONG et al., 2009; DEMIREL;
AKYUREK; RAMZY, 2013).

No presente estudo, algoritmos que utilizaram mais de 1 evento
excedendo 5c foram investigados para avaliar sua utilidade em identificar
casos de NIC 2+. Os algoritmos de 1 ou 2 eventos excedendo 5c por
amostra obtiveram valores de sensibilidade proximos de 90% (92,3% e
89,7%, respectivamente). Por outro lado, o valor de especificidade para o
algoritmo de 1 evento excedendo 5c foi baixo (26,1%) e o de 2 eventos
excedendo 5c foi de 56,5%. Esses valores reduzidos de especificidade
ocorreram devido a presenca abundante desses eventos em casos
histologicamente negativos para lesdo ou em casos de NIC 1. A
especificidade para os algoritmos de 3 ou 4 eventos excedendo 5c foi
ligeiramente melhor (65,2% e 73,9%, respectivamente), porém, isso
culminou na reducgdo da sensibilidade, com valores de 84,6% para 3
eventos Sc e 79,5% para 4 eventos excedendo Sc. Com esses dados, pode-
se inferir que o algoritmo de ao menos 1 evento excedendo 5c pode
contribuir com o diagndstico de resultados falso-positivos, o que poderia
levar a diagnésticos excessivos e tratamentos desnecessarios.

O algoritmo de 2 eventos excedendo Sc foi capaz de identificar
91,3% dos casos de NIC 2, ao passo que os algoritmos que caracterizam
aneuploidia de acordo com a ESACP (9cEE e stemline aneuploide)
identificaram 73,9% desses casos. A utilizacdo do algoritmo de 2 eventos
excedendo 5c para o rastreio de lesdes pré-cancerosas parece ser uma
abordagem interessante e apesar dele também contribuir com o
diagnostico de resultados falso-positivos, ele faz isso de forma mais
moderada do que o algoritmo de 1 eventos excedendo Sc. De forma
parecida, o algoritmo de 3 eventos excedendo 5c foi capaz de identificar
82,6% dos casos de NIC 2. Alguns estudos de rastreio utilizaram esses
algoritmos de 2 ou 3 eventos excedendo 5c como tentativa para melhorar
a especificidade da citometria para detectar NIC 2+ sem perder
sensibilidade (SUN et al., 2005; TONG et al., 2009). Tong et al. (2009)
utilizaram o algoritmo de 2 eventos excedendo 5c, obtendo sensibilidade
de 91,7% e especificidade de 54,1%. J& Sun et al. (2005) utilizaram o
algoritmo de 3 eventos excedendo Sc, no qual a sensibilidade foi de 54,3%
e a especificidade foi de 96,9%. A deteccdo desses ScEE foi utilizada
nesses estudos para caracterizar amostras suspeitas que necessitam de
maiores investigagoes.
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Uma deficiéncia do algoritmo de 4 eventos excedendo Sc em nosso
estudo foi a ndo identificagdo de um caso de CCE, o que caracteriza um
erro grave. Os demais eventos acima de 5c por amostra apresentaram
valores de sensibilidade decrescentes, o que reduz a utilidade desses
algoritmos quando o objetivo ¢ a identificagdo do maior nimero possivel
de casos suspeitos que necessitam ser encaminhados para maiores
investiga¢des. Portanto, os algoritmos de 2 ou 3 eventos excedendo Sc
parecem ser mais adequados se a intengdo do teste € o rastreio primario
de lesdes pré-cancerosas, de forma que a maioria das verdadeiras lesdes
sejam diagnosticadas e o minimo possivel de resultados falso-positivos
sejam encaminhados de forma desnecessaria para a bidpsia.

Um modelo estatistico de regressdo logistica foi utilizado nesse
estudo para avaliar a influéncia de variaveis como habito de fumar, uso
de contraceptivos orais, presenca de ISTs prévias, numero de gestagdes e
idade sobre o resultado da ploidia. Todos esses fatores foram associados
em outros estudos com o risco aumentado de cancer cervical (MORENO
et al., 2002; VESCO et al., 2011; JENSEN et al., 2013; ROURA et al.,
2014). Nesse estudo, apenas o valor crescente do nimero de gestacdes e
da idade das pacientes demonstrou ter relagdo com o resultado de
aneuploidia. No entanto, um numero maior de pacientes € necessario para
averiguar a influéncia desses fatores sobre o resultado de aneuploidia de
maneira mais estatisticamente relevante.

Por fim, € importante expor algumas limitagdes do estudo. Esse foi
um estudo prospectivo transversal, no qual as amostras foram coletadas
uma vez em cada paciente e o resultado da ploidia foi verificado naquele
unico momento. Para verificar se as amostras com DNA aneuploide vao
de fato progredir para lesdes mais graves, seria necessario a execucdo de
um estudo prospectivo longitudinal sem qualquer intervengdo de
tratamento nessas pacientes. No entanto, esse tipo de andlise seria
antiético. Até o momento, estudos retrospectivos ddo suporte a suposi¢do
de que lesdes aneuploides provavelmente progridem para lesdes mais
graves (BIBBO et al., 1989; KASHYAP; DAS; LUTHRA, 1990;
BOLLMANN et al., 2001; GROTE et al., 2004) e as extrapolacdes das
consequéncias de um resultado aneuploide em nosso estudo sdo baseadas
nesta suposicdo. Em relagcdo a andlise por DNA-ICM, as células de
importancia diagnostica foram selecionadas de forma manual. A andlise
de uma lamina completa levou em torno de 40 a 60 minutos, o que poderia
ser um problema em laboratérios com grande demanda de analises.
Equipamentos automatizados de DNA-ICM ja sdo utilizados em alguns
paises como a China e o Canada para tornar a analise mais dinamica (SUN
et al., 2005; GUILLAUD et al., 2006; TONG et al., 2009). Foi relatado
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que a DNA-ICM ¢ um método eficaz e com bom custo-beneficio para o
rastreio do cancer cervical (NGHIEM et al., 2015). Dessa forma, a DNA-
ICM demonstra ser uma metodologia interessante para auxiliar no rastreio
primario de lesdes pré-cancerosas cervicais, bem como para identificar
quais lesdes possuem maior probabilidade de progressdo para cincer
invasivo.

O fluxograma proposto neste estudo para ser aplicado na clinica
seria aplicar a DNA-ICM em todos os casos de atipias ou lesdes de baixo
grau evidenciadas no resultado citologico. Os casos de ASC-US e LSIL
euploides retornariam para o rastreio no periodo determinado pelas
diretrizes brasileiras de rastreamento do cancer de colo do tutero, porém
os casos aneuploides devem ser encaminhados para colposcopia e bidpsia.
Estudos com um nimero maior de pacientes precisam ser realizados para
determinar se pacientes com resultados de ASC-H ou AGC euploides
podem retornar para o rastreio citologico com seguranca ao invés de
serem diretamente encaminhadas para a biopsia como € o procedimento
recomendado. Ja resultados de HSIL ou mais grave devem continuar
sendo encaminhados para a bidpsia até que demais estudos sejam
realizados.
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7 CONCLUSOES

A DNA-ICM demonstrou ser um método adequado para investigar
o comportamento da ploidia de lesdes precursoras do cancer cervical;

O algoritmo de eventos raros acima de 9c foi observado em 91,7%
dos casos aneuploides, demonstrando ser predominante para caracterizar
aneuploidia. J& 80,6% dos casos aneuploides foram positivas para o
algoritmo de stemline aneuploide e 69,4% dos casos aneuploides
demostraram ser positivos para ambos os algoritmos;

Quando o algoritmo de eventos raros acima de 9c foi utilizado,
91,7%

O algoritmo de eventos raros acima de 9c demonstrou ser
predominante para caracterizar aneuploidia, sendo observado em 91,7%
dos casos aneuploides. Ja

Ja o algoritmo de stemline aneuploide e a sua combinacdo com
9cEE foram observados em menores proporgdes;

A presenca de aneuploidia foi observada de maneira crescente em
relacdo a progressdo da gravidade das lesdes pré-cancerosas cervicais,
sendo verificada em 27,3% de NIC 1, 73,9% de NIC 2, 84,6% de NIC 3
e em 100% dos casos de cancer invasivo;

Todos os casos de NIC 3 aneuploides apresentaram tanto 9cEE
como stemlines aneuploides, o que indica a expansao de células tumorais
e provavelmente esta relacionado as maiores taxas de progressdo para
cancer invasivo nesses casos;

O algoritmo de ao menos 1 evento excedendo 5c foi observado de
forma abundante em casos negativos para lesdo na histologia e sua
aplicacdo no rastreio pode induzir a resultados falso-positivos;

Os algoritmos de 2 ou 3 eventos excedendo S5c apresentaram
valores de sensibilidade proximos de 90% para identificar NIC 2+,
qualificando a utilizagdo desse algoritmo eficaz no rastreio primario de
lesdes pré-cancerosas cervicais;
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O nimero crescente de gestagdes e aumento da idade foram
associados a uma maior probabilidade de apresentar um resultado
aneuploide na analise por DNA-ICM;

A aplicagdo da DNA-ICM utilizando os algoritmos de 9cEE e
stemline aneuploide para apontar quais resultados citologicos atipicos
necessitam ser investigados de maneira mais rigorosa tem potencial de
melhorar o manejo dessas pacientes.
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8 PERSPECTIVAS

Utilizar a DNA-ICM em um numero maior de pacientes para
avaliar de forma mais significativa o uso dos algoritmos para caracterizar
aneuploidia segundo a ESACP em casos de atipias e lesdes de baixo grau;

Avaliar o algoritmo de eventos excedendo S¢ em um numero maior
e mais diversificado de pacientes, como em casos negativos para lesdo e
com outras ISTs;

Fazer a associagdo entre os resultados da DNA-ICM e os tipos de
HPYV presentes em cada amostra;

Relacionar os resultados de aneuploidia com outras varidveis
epidemiolégicas que ndo foram abordadas nesse estudo, porém que
também tem relagdo com a maior probabilidade de progressao para cancer
cervical;

Acompanhar os casos de lesdes aneuploides, a fim de verificar a
probabilidade de recidiva da doenca em comparacdo com lesdes
euploides.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataoforma
SANTA CATARINA - UFSC %cﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise Multimodal das Atipias do Colo Uterino
Pesquisador: Alexandre Sherlley Casimiro Onofre

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 57423616.3.0000.0121

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.691.864

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa que envolve o Programa de pés-graduagédo em Ciéncias Médicas e Programa de
pés-graduagdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina; estudo prospectivo transversal,
envolvendo mulheres que serdo atendidas no ambulatério de ginecologia e colposcopia do Hospital
Universitario da UFSC, que apresentarem alteragdes citolégicas na colpocitologia oncética. O estudo sera
realizado de maio de 2016 a abril

de 2019.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario:

Realizar uma anélise multimodal das atipias do colo uterino utilizando métodos tais como a citometria do
DNA (DNA-ICM), imunocitoquimica, teste de HPV, AgNOR e hibridizag&o in situ por fluorescéncia (FISH).
Objetivo Secundario:

. Avaliar a ploidia do DNA nas células atipicas; . Analisar a positividade dos anticorpos anti-Ki67, anti-p53 e
anti p16ink4a; . Analisar a associagdo entre os graus de atipias identificados nas células cervicais e a
presenga do HPV detectada por PCR e captura hibrida e sua genotipagem;ldentificar os subtipos de HPV de
alto risco mais prevalentes no nosso meio;. Analisar a hiperexpressdo das regides nucleolares por prata
(AgNORY)

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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Continuagao do Parecer: 1.691.864

nas células atipicas;. |dentificar alteragdes cromossomais em células atipicas por hibridizagao in situ por
fluorescéncia. Fazer uma andlise comparativa multimodal em predizer o risco de gravidade das lesdes;.
Identificar os sinais/achados colposcopicos mais importantes numa andlise conjunta com a ploidia do DNA
em predizer o risco de gravidade das lesdes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informam sobre o beneficios: As pacientes que apresentarem resultados positivos nos
métodos adjuvantes serdo convidadas a visita médica para acompanhamento adequado. Como riscos e
desconfortos: sentir um pequeno desconforto durante a coleta do preventivo, durante a introdugao do
espéculo ou coleta de células do colo do ttero. Como havera acesso aos seus dados, ha um risco de perda
de sigilo dessas informagdes, mas os pesquisadores garantem que tomar&o todos os cuidados para evitar
que isso ocorra.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa encontra-se adequadamente instrumentalizada do ponto de vista tedrico, tem mérito cientifico e
importancia no que se refere a prevengao dos agravos decorrentes de uma citologia positiva para células
neoplasicas. Os documentos encontra-se adequados para a tramitagdo. O Cronograma no formulario de
tramitagdo ainda precisaria ser mais especificado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

O TCLE encontra-se adequadamente instrumentalizado com informagdes ao alcance das participantes e
evidenciando o acompanhamento, caso se faga necessarios, apds a anélise do material coletado durante o
estudo. O TCLE contempla as recomendagdes da Resolugéo 466/2012.

Recomendagées:

Recomenda-se, em futuras submissdes detalhar mais o cronograma de execugao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

conclus&o: aprovado

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 28/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 709158.pdf 15:01:05
Projeto Detalhado / | ProjetoGuardaChuva2016.pdf 28/06/2016 |Alexandre Sherlley Aceito
Brochura 15:00:45 | Casimiro Onofre

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesg@contato.ufsc.br
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Investigador ProjetoGuardaChuva2016.pdf 28/06/2016 |Alexandre Sherlley Aceito
15:00:45 | Casimiro Onofre

Declaragdo de DeclaracaoDiretor.pdf 28/06/2016 |Alexandre Sherlley Aceito

Instituicdo e 15:00:27 |Casimiro Onofre

Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 28/06/2016 |Alexandre Sherlley Aceito

Assentimento / 14:58:51 | Casimiro Onofre

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 28/06/2016 |Alexandre Sherlley Aceito
14:54:13 [ Casimiro Onofre

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

FLORIANOPOLIS, 22 de Agosto de 2016

Assinado por:

Washington Portela de Souza

(Coordenador)

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401

Bairro: Trindade
UF: SC
Telefone: (48)3721-6094

Municipio:
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Saude
Hospital Universitario
Curso de Pos-Graduacdo em Farmacia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. estd sendo convidada como voluntdria a participar da
pesquisa “Analise Multimodal das Atipias do Colo Uterino” a ser
desenvolvida na Universidade Federal de Santa Catarina sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Alexandre Sherlley Casimiro Onofre. Nesse
estudo pretende-se avaliar o grau de severidade da lesdo evidenciada no
seu ultimo exame preventivo utilizando algumas metodologias tais como
a citometria do DNA (DNA-ICM), imunocitoquimica, teste de Papiloma
virus humano (HPV), coloragdo pela prata das regides organizadoras de
nucléolos (AgNOR) e hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH).

O motivo que nos levou a este estudo € poder proporcionar um
diagndstico precoce das lesdes que poderdo progredir ao cancer do colo
do utero, tendo como beneficio um tratamento e/ou controle mais
adequado para seu caso, visando sempre a cura completa da lesdo. Devido
a lesdo diagnosticada no seu tltimo exame, vocé serd submetida ao exame
colposcopico (exame necessario para identificar o local da lesdo) e
biopsia caso haja necessidade. E importante ressaltar que todos esses
procedimentos realizados durante a consulta, sfo rotineiramente
realizados em todas pacientes com preventivo alterado, mesmo naquelas
que ndo facam parte da pesquisa.

Assinando este termo, a Sra concorda em participar deste estudo
permitindo uma nova coleta de preventivo para confirmar o resultado
anterior, o acesso ao material pertencente a senhora (preventivo e bidpsia)
e também as informacdes que estdo nas fichas dos exames de preventivo,
colposcopia e biopsia e respondera a um questionario epidemiolégico.
Essa nova coleta de preventivo além de confirmar o resultado anterior,
podera ser utilizada para a realizagdo dos outros testes tais como DNA-
ICM, imunocitoquimica, HPV, AgNOR e FISH. Como desconfortos e
riscos, vocé podera sentir um pequeno desconforto durante a coleta do
preventivo, durante a introdugéo do espéculo ou coleta de células do colo
do tutero. Como havera acesso aos seus dados, ha um risco de perda de



128

sigilo dessas informacdes, mas os pesquisadores garantem que tomarao
todos os cuidados para evitar que isso ocorra.

A sua participagdo € voluntaria e a recusa em participar nao
acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que sera
atendida pela médica pesquisadora responsavel pela conduta deste estudo,
Dra Adriane Pogere.

A Sra tem a garantia que recebera respostas ou esclarecimentos a

todas as suas perguntas sobre os assuntos relacionados & pesquisa, por
meio do contato com os pesquisadores. A Sra ndo tera nenhuma despesa
decorrente desta pesquisa, nem recebera qualquer vantagem financeira e
tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
qualquer represalia/prejuizo a seu atendimento. Os pesquisadores
declaram que cumprirdo as exigéncias contidas na Resolu¢gdo CNS
466/2012 (especialmente nos itens IV.3 e IV.4), que o sigilo/privacidade
dos participantes sera garantido durante todas as etapas da pesquisa,
inclusive na divulgacdo dos resultados, que os participantes terdo direito
ao ressarcimento de eventuais despesas e indenizagdo diante de eventuais
danos produzidos pela pesquisa. Os resultados da pesquisa estardo a sua
disposi¢do quando finalizada.
A Sra. terd assegurado o seu tratamento e acompanhamento clinico da
mesma forma como € feito com as mulheres que fazem controle por
neoplasia intraepitelial cervical, ou seja, serd submetida a exame
ginecoldgico e colposcopico semestral durante o periodo minimo de 2
anos. Apds este periodo de tempo e com os resultados desses exames
negativos, a Sra. serd encaminhada a sua unidade bésica de saude para
controle anual de rotina.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em 2 (duas) vias,
sendo que uma copia serd arquivada pelo pesquisador responsavel e a
outra serd fornecida a vocé.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderdo ser
questionadas diretamente a Dra Adriane Pogere ou ao Comité de Etica
em Pesquisa da UFSC localizado no prédio Reitoria II, 4°andar, sala 401,
localizado na Rua Desembargador Vitor Lima, n°® 222, Trindade,
Florianopolis. Telefone para contato: 3721-6094.

Eu, 5
portadora do RG/CPF , concordo em
participar desta pesquisa, bem como com a utilizagdo dos dados
coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha identificacdo,
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conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.
A minha participacdo ¢ voluntaria podendo ser suspensa a qualquer
momento. Pelo presente consentimento, declaro que fui esclarecida sobre
a pesquisa a ser realizada, de forma detalhada, livre de qualquer
constrangimento e obrigagdo, € que recebi uma cdpia deste termo,
assinada pelos pesquisadores.

Florianopolis, de de

Nome e assinatura da paciente

Dr. Alexandre Sherlley Dra. Adriane Pogere
Casimiro Onofre Pesquisadora Participante
Responsavel pela Pesquisa (48) 30394417
(48) 37213474 e-mail:

e-mail: asonofre@hotmail.com adripogere(@hotmail.com
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ANEXO C — Instrumento de coleta dos dados

PROTOCOLO DE PESQUISA

DADOS PESSOALIS:

Nome:

Prontuario: Idade anos
Estado civil: () casada () unio estavel ( ) solteira () outros
Escolaridade (anos completos): anos.
Procedéncia (bairro):
Naturalidade:
Fumante: () sim () ndo no cigarros/dia:
Doengas cronicas: () sim ( )ndo
Qual(is):

Medicagdes utilizadas:

ANTECEDENTES GINECOLOGICOS:

Idade da primeira relagdo sexual: anos
Ultimo preventivo realizado (em meses ou anos):
IST prévias: () sim ( ) ndo

() sifilis () gonorréia () clamydia () trichomonas ( ) condilomas ()
HIV () herpes genital Outros:
Me¢étodo anticoncepcional : () ACO () DIU () injetavel mensal
Outros:

Condon: () sim () ndo () as vezes

ANTECEDENTES OBSTETRICOS:
G: P: C: A: () espontaneo () provocado () ectopica
Idade no primeiro parto: anos.

CITOLOGIA DO ENCAMINHAMENTO:
()ASCUS ()ASC-H ()LSIL ( )HSIL ( )atipias glandulares SOE
( )atipias glandulares, possivelmente neoplasicas.

IMPRESSAO COLPOSCOPICA:
() achados normais. ZTT tipo .
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() alteragdo regenerativa.

() alteragdo de grau menor.

() alteragdo de grau maior.

() sugestivo de cancer invasor.

CITOLOGIA (BASE LIQUIDA):

() Negativo () ASCUS () ASC-H () LSIL () HSIL () Cainvasor ()
atipias glandulares SOE () atipias glandulares, possivelmente neoplasicas
() adenocarcinoma “in situ” () adenocarcinoma invasor

ANATOMO - PATOLOGICO:

() Negativo () NIC 1 () NIC 2 () NIC 3 () Ca micro invasor () Ca
invasor escamoso ( ) adenocarcinoma “in situ” ( ) adenocarcinoma
invasor

CITOMETRIA:
() Diploide (') Poliploide ( ) Aneuploide

TESTE HPV:
() negativo
() positivo: 16 18 31 33 3539 45 51 52 56 58 59 66 68

IMUNOHISTOQUIMICA:
anti-Ki67:

anti-p53:
anti p16ink4a:




