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RESUMO

Na luta contra a malignidade cervical e seus precursores, varios métodos
diagndsticos adjuvantes tem sido propostos para aumentar a acuracia de
diagndsticos citoldgicos. A aneuploidia cromossomal tem sido aceita como um
evento chave precoce na tumorigénese causada pela instabilidade genética. A
aneuploidia do DNA, equivalente citométrico de aneuploidia cromossomal,
detectado pela citometria de imagem, pode servir como um marcador de
neoplasia. Durante as ultimas décadas, o aparecimento de uma nova geragao
de hardware com alta capacidade de armazenagem juntamente com a
utilizacdo de software apropriado, tem facilitado o desenvolvimento de elevado
desempenho dos sistemas de citometria de imagem. Um consenso
internacional sobre a aplicagdo clinica da citometria tem sido alcancado.
Entretanto, no Brasil esta técnica ainda nao € utilizada para complementar o
screening citologico. O objetivo deste trabalho foi padronizar a metodologia de
citometria de imagem para avaliar o conteudo de DNA nuclear de células
escamosas do colo uterino. Os resultados demonstraram que os procedimentos
envolvendo o preparo da lamina, fixagao e coloracdo do DNA pela reacdo de
Feulgen, foram apropriados para obtencdo dos valores de densidade oéptica
integrada, que foram reescalonados em termos de valor-C relativo a ploidia do
DNA. Além disso, a analise do DNA de lesbes cervicais revelou resultados
diploides e polipléides, confirmando a utilidade da citometria de imagem como
um meétodo adjuvante adequado para diagndstico e prognostico de lesdes intra-
epiteliais cervicais e carcinoma cervical invasivo. A excepcional eficiéncia do
sistema de analise de imagem, empregado neste estudo, foi possivel realizar
analises de epitélios com custos relativamente baixos, quando comparado aos
sistemas de citometria utilizados nos Paises desenvolvidos. Isto nos permite
inferir que a implementacao deste sistema de analise de imagem pode facilitar
0 seu uso na rotina laboratorial em diversos centros de prevencao e controle de

cancer de colo uterino.

Palavras-chave: citometria de imagem, conteudo de DNA, citopatologia
cervical, lesao intra-epitelial escamosa, papilomavirus humano.



ABSTRACT

“‘DNA image cytometry of epithelial cells cervix”

In the against cervical malignancy and its precursors, several adjuvant
diagnostic methods have been proposed to increase the accuracy of cytologic
diagnoses. Because chromosomal aneuploidy has been accepted as an early
key event in tumorigenesis caused by genetic instability. The DNA aneuploidy,
cytometric equivalent of chromosomal aneuploidy, detected by image cytometry
may serve as a marker of neoplasia. During the last decade, the appearance of
a new generation of hardware with storage capacities together with the
development of appropriate software has facilitated the development of high
performance image cytometry systems. International consensus on the clinical
application of image cytometry has been reached. However, in Brazil this
technique is still not used to complement cytological screening. The objective
of this work was to standardize the methodology of image cytometry to evaluate
nuclear DNA content of squamous cells of the cervix. The results had
demonstrated that to the procedures involving the preparation of the smear,
fixation and DNA staining for the Feulgen reaction had been appropriate for
attainment of the values of integrated optical density, that had been scaling in
terms of relative c value for ploidy of the DNA. Moreover, the DNA analysis of
cervical lesions disclosed resulted diploid and poliploid, confirming the utility of
the image cytometry as an adjuvant method suitable for the diagnosis and
prognosis of cervical intraepithelial lesions and invasive cervical carcinoma.
The bonanza efficiency of the analysis of image system, used in this study, was
possible to carry through analyses of epithelial with relatively low costs, when
compared with the used cytometry systems in the developed countries. This in
allows to conclude that the implementation of this image analysis system can
facilitate to its use in laboratorial routine in diverse prevention centers and

control cervical cancer.

Key words: image cytometry, DNA content, cervical cytopathology, squamous
intraepithelial lesion, human papillomavirus.
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1 INTRODUGAO

O cancer cervical apresenta prognostico bastante favoravel, todavia no
Brasil continua sendo um problema de saude publica, com 19.260 novos casos
estimados para o ano de 2006 (INCA, 2005). Isso porque apenas 30% das
mulheres submetem-se ao exame citopatolégico pelo menos trés vezes na
vida, o que resulta em diagndstico ja na fase avancada da moléstia, em 70%
dos casos (MOTTI et al., 2005).

Com a introdugdo do diagndstico citolégico das lesdes pré-malignas
cervicais, as alteragdes podem ser identificadas em esfregacos, permitindo
selecionar mulheres que possam ser tratadas em uma fase inicial, antes que
sinais ou sintomas viessem a ocorrer (KOSS, 1989).

Entretanto, varios estudos, como os de Gompel, 1974; Rylander, 1976;
Foltz, 1978; Ceccini, 1985 E Van Der Graaf, 1987, chamaram a atencao sobre
resultados falsamente negativos, ja que o exame citolégico € um processo
complexo, trabalhoso, cujo resultado final depende inteiramente da habilidade
do profissional que faz a analise (GOMPEL & KOSS, 1997; CARVALHO &
OYAKAWA, 2000).

Cabe ao clinico a analise critica das alterag¢des citolégicas minimas, pois
a maioria das pacientes nao apresenta sinais detectaveis no momento do
exame. Entretanto, um contingente nao-desprezivel de pacientes alberga
alteragdes virais minimas ou quadros mais graves no espectro de lesdes intra-
epiteliais de colo e da vagina. As estatisticas mundiais demonstram que
aproximadamente 10% das pacientes com alteragbes citologicas
indeterminadas irdo desenvolver lesdes intra-epiteliais de alto grau, sendo,
portanto, necessario o uso de procedimento diagndstico invasivo, como a
biépsia, orientada pela colposcopia (CARVALHO & OYAKAWA, 2000).

Atualmente, a epidemiologia do cancer de colo uterino esta bem
estabelecida em relagdo a existéncia de um agente carcinogénico. Tanto os
carcinomas escamosos, quanto os adenocarcinomas sdo uma consequéncia
rara e desenvolvida em longo prazo, a partir de uma infecgdo viral com

subtipos do Papilomavirus Humano (HPV). A prevaléncia mundial do DNA de
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HPV em carcinomas cervicais é de 99,7% (RABELO, 2002; WALBOOMERS et
al., 1999).

Entretanto, aproximadamente 60% dos casos de condiloma (lesdes
verrucosas causadas pelo HPV) apresentam coilécitos (efeito citopatico do
Papilomavirus Humano) ébvios nos esfregagos. Consequentemente, cerca de
um tergo das infec¢des por HPV podem passar despercebidas citologicamente
se o diagnostico for baseado apenas no encontro de alteragdes coilocitoticas
(CARVALHO & OYAKAWA, 2000).

Nos Estados Unidos das 13.000 mulheres que desenvolvem cancer
cervical anualmente, aproximadamente 30% € em decorréncia de erros na
coleta das amostras e na interpretagdo do citopatologista em detectar a
presenca de células anormais na lamina. Para reduzir esses erros, os Estados
Unidos contam com novas tecnologias e testes adjuvantes (NUOVO et al,
2001).

A citometria de imagem é uma das novas tecnologias que vem sendo
utilizada com sucesso nos Estados Unidos e em outros Paises desenvolvidos,
como ferramenta diagndstica auxiliar em casos duvidosos, diagnosticados na
colpocitologia oncética. Nestes Paises, a citometria de imagem é aplicada com
maior frequéncia para solucionar casos de diagnostico de ASC-US (células
escamosas atipicas de significado indeterminado), e em casos que os critérios
morfolégicos para distingdo da coilocitose de uma LSIL (lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau) variam entre os pesquisadores. Além disto, esta
metodologia também tem oferecido subsidios para reconhecer alteragdes
precoces do conteudo genético da célula da por¢do vaginal do colo uterino,
servindo como prognostico de lesdes malignas (HANSELAAR et al.,, 2001;
NUOVO et al., 2001; BOCKING & NGUYEN, 2004).

No Brasil este método ainda n&do tem sido utilizado como complemento
para analises laboratoriais de rotina. Logo, o objetivo principal do presente
trabalho é padronizar a metodologia de citometria de imagem, para avaliar o
conteudo da ploidia de DNA nuclear de células escamosas do colo uterino e,
consequentemente, disponibilizar esta técnica para outros laboratorios que

possam ter interesse na sua implementagao.



Revisao Bibliografica 17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE COLO UTERINO

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer) sao dois os
indicadores que caracterizam o cancer como problema de saude publica no
Brasil: o aumento gradativo da incidéncia e mortalidade e, o desafio que o
mesmo representa ao SUS, no sentido de garantir o acesso pleno e equilibrado
da populagao ao diagnéstico e tratamento da doenga (BRASIL, 1999).

Os custos sociais do cancer, ainda que de dificil quantificacdo, sao
seguramente elevados. Para RICE & HODGSON, 1999, as implicagbes para os
doentes, a familia e a sociedade em geral sdo a dor, sofrimento, incapacidade
e a morte, representando alguns anos de vida perdidos. Para a sociedade além
do sentimento de perda ainda representam elevados recursos financeiros
gastos e uma reducgao do potencial de trabalho humano.

Os gastos com assisténcia aos pacientes com neoplasias pelo SUS, no
ano de 2000, foram de aproximadamente R$ 713 milhdes, representando
6,44% do total de gastos com assisténcia médica. O atendimento ambulatorial
de alta complexidade oncoldgica absorveu 67% dos recursos, compreendendo
os tratamentos com quimioterapia 55,2% e radioterapia 11,8%. Os demais
recursos foram gastos com internac¢des hospitalares (SBOC, 2000).

Atualmente o cancer se constitui na segunda causa de morte por
doengas no Brasil. Somente na regidao Nordeste &€ que as neoplasias
representam a terceira causa de morte por doenga, ficando apenas 0,02%
depois das doengas infecciosas e parasitarias (SERRANO, T., 2002).

A medida que nos deslocamos para o sul do Pais, as doengas cardio-
vasculares constituem-se na primeira causa de morte e 0s neoplasmas a
segunda (INCA, 2001). Segundo a Secretaria de Estado da Saude, no Estado
de Santa Catarina, em conformidade com a tendéncia nacional, as neoplasias
representam a segunda causa morte por motivos definidos desde 1997 (SES,
2004).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata que o cancer cervical
tem uma incidéncia de 500.000 novos casos por ano no mundo, dos quais,
45% resultam em morte (IARC, 2002).

No Brasil, o cancer de colo uterino € o terceiro tipo de cancer mais
freqUente em mulheres (em primeiro lugar esta o cancer de pele e em segundo,
0 cancer de mama). A estimativa do numero de novos casos por cancer de colo
uterino invasivo para o ano de 2006 no Brasil é de 19.260 (INCA, 2005).

Para a regido Sul do Brasil, foram estimados 3.840 casos de cancer de
colo de utero, para o ano de 2006, ocupando o quarto lugar das neoplasias
primarias. Ja, no Estado de Santa Catarina e na respectiva Capital
(Florianopolis), as estimativas para o mesmo ano, sdo de 670 e 50 casos desta
neoplasia, respectivamente (INCA, 2005).

O céancer de colo uterino representa 10% de todos os tumores malignos
em mulheres, embora seja uma doenga de carater preventivo, ainda esta
diretamente vinculada ao grau de desenvolvimento do pais. Apesar do Brasil
ter sido um dos primeiros paises do mundo a introduzir o exame Papanicolaou
para deteccao precoce do cancer do colo uterino, a doenga continua a ser um
problema de saude publica. Ao contrario do que ocorre nos paises mais
desenvolvidos, as taxas de mortalidade por esta doenca continuam elevadas e,
do ponto de vista cronolégico, vém aumentando no Brasil (VIVA MULHER,
2003).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a partir de
2020 serao diagnosticados 15 milhdes de novos casos de cancer por ano, e,
caso medidas de prevengédo e controle ndo sejam adotadas, a incidéncia de
cancer de colo uterino aumentara em aproximadamente 100%. Em paises do
continente Africano, Asiatico, Leste Europeu e América Central e Sul os indices
de novos casos e mortalidade sdo preocupantes (SHIBUJA, et al., 2002;
BRASIL, 2003).

A neoplasia de colo uterino, no entanto, por apresentar um crescimento
indolente na maioria das lesdes, por apresentar uma lesédo precursora definida
e por ter a medicina descoberto um método aparentemente efetivo de deteccao

precoce, 0 exame de Papanicolaou, é considerada uma doenca que pode ser



Revisao Bibliografica 19

prevenida, desde que os sistemas de acolhimento e encaminhamento das

pacientes sejam eficazes.

2.2 HISTOLOGIA DO APARELHO GENITAL FEMININO

A histologia do aparelho genital feminino evidencia diversas variedades
de tecidos; estes compreendem os revestimentos epiteliais dos diferentes
érgaos e os tecidos de sustentacdo subjacentes (ELEUTERIO Jr, 2003).

O epitélio malpighiano ou pavimentoso estratificado nao-queratinizado é
encontrado nos labios menores da vulva, na vagina e na parte externa do colo
(exocérvice). Este epitélio se divide em trés camadas: profundas,
intermediarias e superficiais (ELEUTERIO Jr, 2003).

As camadas profundas sao formadas de uma ou duas fileiras de células
basais que se assentam na lamina basal. Essas células mostram forma
arredondada, medem cerca de 15 ym de didmetro e tém um nucleo
relativamente volumoso de 8 um circundado por um citoplasma pouco
abundante. Sdo a sede das divisdes celulares que permitem a renovacao do
epitélio em aproximadamente quatro dias (GOMPEL & KOSS, 1997; McKEE,
2001).

As camadas intermediarias formam o estrato mais espesso do epitélio
normal. S&o varias camadas de células que crescem, progredindo em direcao a
superficie do epitélio. As células medem 15 a 40 um de didmetro e possuem
um nucleo arredondado de 8 a 10 ym, com cromatina finamente granulosa. O
citoplasma é ciandfilo e contém glicogénio. A carga glicogénica aumenta sob a
acao da progesterona e € maxima durante a gestacdo. A presenga de jungdes
celulares explica a descamagao em aglomerados (GOMPEL & KOSS, 1997;
McKEE, 2001).

As camadas superficiais sdo constituidas por células grandes, medindo
40 a 60 um de diametro; representam a ultima etapa da maturagao celular. Nas
camadas mais superficiais do epitélio, os nucleos se tornam picnéticos (6 a 5
um de didmetro), se contraem e sao envolvidos por uma zona citoplasmatica

clara, circular e estreita. O desaparecimento das jung¢des celulares favorece a
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descamacao celular em forma de elementos isolados. O citoplasma claro é rico
em filamentos intermediarios protéicos de queratina (GOMPEL & KOSS, 1997;
McKEE, 2001).
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Figura 1. Estrutura da ectocérvice: CT= tecido conectivo, BM= membrana
basal, L1= células basais (1 camada), L2= células parabasais (2 camadas),
L3= células intermediarias (aproximadamente 8 camadas), L4= células
superficiais (5 ou 6 camadas) e L5= células exfoliando. (Adaptado de:
http://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.

O epitélio cilindrico endocervical € composto por camada unica de células
cilindricas secretoras de muco, cujas dimensdes e caracteristicas variam
conforme a agao hormonal, sendo o muco mais fino durante o pico estrogénico
periovulatorio. A superficie do epitélio colunar é irregular com invaginagbes que
se estendem até 8 mm no estroma cervical. Na base do epitélio endocervical,
estdo as células de reserva, importantes pela sua totipotencialidade, estando
envolvidas no processo de reparo de lesdes epiteliais e ensejando quadros de
metaplasia (transformagdo de um epitélio maduro em outro epitélio maduro)
(McKEE, 2001; ELEUTERIO Jr, 2003).

As alteragdes pré-malignas e malignas do cancer de colo uterino (onde o

tipo mais comum é o carcinoma de células escamosas) ocorrem com maior
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frequéncia, na Jungdo Escamo Colunar (JEC). A JEC ou zona de
transformacao (ZT) deve incidir sobre o orificio anatébmico externo do colo
uterino, onde se verifica 0 encontro do epitélio glandular cilindrico ou colunar do
canal endocervical e o epitélio escamoso pavimentoso pluriestratificado, que
reveste a ectoceérvice e a parede da vagina. Esta regidao compreende células de
grande valor diagnostico (SHIRATA, 1998; HERZBERG & SILVERMAN, 1999;
LIRA NETO, 2000).
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Figura 2. Zona de transformacdo (ZT): epitélio escamoso normal (estrela
vermelha), metaplasia escamosa (estrela verde) com algumas células
endocervicais remanescentes (flecha azul). (Adaptado de:
http://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.

Em caso de ectopia, externalizacdo da JEC em direcao a ectocérvice, a
mucosa evertida mantém um contato direto com o meio vaginal normalmente
acido, o qual ndo é proprio a sua integridade estrutural, onde se inicia um
processo de reparacdo. Esse processo € a metaplasia, que € uma alteracao
reversivel, na qual as células adultas sao substituidas por outras células
também adultas com a finalidade de formar um epitélio mais resistente a
agentes externos. Portanto, a metaplasia escamosa traduz a substituicdo do

epitélio cilindrico colunar simples pelo epitélio pavimentoso estratificado. Esta
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substituicido se processa as custas de células de reserva indiferenciadas
localizadas abaixo do epitélio cilindrico. Na auséncia de qualquer agente
mutagénico, a metaplasia é do tipo fisioldgico, enquanto na vigéncia de agente
mutagénico ocorre o aparecimento de células metaplasicas atipicas (SUZUKI
et al., 1995; COTRAN et al., 1996).

SINGER & MONAGHAN, 2002, sugeriram que o comportamento da
metaplasia escamosa “mantém a chave para a compreensdo da oncogénese

cervical”.

2.3 CARCINOGENESE

No decorrer da vida, o DNA sofre alteragdes denominadas de mutacgdes,
que podem ser causadas por erros durante a duplicagdo do DNA, na divisdo
celular. O aparecimento de mutacdes ocorre em todos os seres vivos, sendo
um processo fundamental para a evolugao e diversidade das espécies. Muitas
das mutac¢des nao implicam mudancas detectaveis na atividade metabdlica da
célula ou do organismo e, portanto, passam despercebidas. Outras mutag¢des
podem determinar a morte celular e, por consequéncia, ndao sao, também,
detectaveis. Assim, apenas um pequeno numero de mutagcdes que ocorrem em
genes especificos pode determinar vantagens e um crescimento desordenado
das células (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

Os chamados agentes mutagénicos que vao alterar a sequéncia das
bases no DNA, podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes que
estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias. ApOs passar por varias
divisbes, uma célula podera acumular mutagcdées que, se em numero elevado,
poderao determinar a perda do controle de sua divisao, determinando, assim, o
aparecimento do cancer (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese parecem estar
intrinsecamente ligados. A mutagcdo € uma consequéncia do dano no DNA e
este pode ser o estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos
carcinégenos inicia a formacdo do tumor. A literatura tem mostrado que
mutagdes em varios genes criticos tém sido encontradas nas neoplasias. Os

primeiros genes identificados foram os protooncogenes, nos quais mutagdes
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ocorrendo em um ou poucos codons criticos, podem gerar um produto génico
ativado que causa a transformacgéao celular (BISHOP, 1991). Por outro lado, ha
0s genes supressores de tumor que codificam proteinas essenciais para o
controle do crescimento celular. Quando esses genes sao inativados por perda
ou mutagao, podem resultar em crescimento celular aberrante (MARX, 1993).
Grande numero de agentes causa lesdo genética e induzem
transformacdo neoplasica das células. Enquadram-se nas seguintes
categorias: (1) carcindbgenos quimicos; (2) energia radiante; e (3) micrébios
oncogénicos, principalmente virus. Cada grupo de agentes é considerado
separadamente, embora varios possam atuar em conjunto ou de modo

sinérgico com os efeitos de outros (COTRAN et al., 2000).

2.3.1 Carcinogénese Quimica

Substancias quimicas segura ou presumivelmente cancerigenas
encontram-se amplamente distribuidas na natureza e compreendem desde
alimentos naturais até compostos altamente modificados pelo homem (AMES &
GOLD, 2000).

Os carcindégenos quimicos séo divididos em duas grandes categorias: (1)
carcinégenos diretos; (2) carcindgenos indiretos. Os primeiros sdo agentes
alquilantes ou acilantes que ja possuem atividade eletrofilica intrinseca; por
isso podem provocar cancer diretamente. A maioria das substancias
cancerigenas, contudo, precisa primeiro sofrer modificagdes quimicas no
organismo antes de se tornarem eletrofilicas e ativas como é o caso dos
carcinégenos indiretos (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Os carcindgenos quimicos diretos ou indiretos agem sobre o DNA e
causam mutagdes. O principal mecanismo de agao dos carcinégenos quimicos
€ a formagdo de compostos covalentes como o DNA, que aumentam a
probabilidade de ocorrerem erros durante a replicacdo. No entanto, nem
sempre uma mutagao leva a formacao de tumores, pois 0 organismo dispde de
sistemas eficazes de reparacdo do DNA. Entretanto, alguns carcindbgenos
quimicos, como aldeidos e agentes alquilantes, além da sua agdo mutagénica,

podem inibir a atividade das enzimas reparadoras. Logo, substancias quimicas
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provocam tumores na dependéncia de varios fatores individuais e do ambiente
(BRAUNWALD et al., 2002).

2.3.2 Carcinogénese por Radiagao

A energia radiante, seja na forma de raios UV da luz solar ou na forma de
radiacdo ionizante eletromagnética e particulada, pode induzir neoplasias in
vivo. A luz UV esta claramente implicada na causa de canceres de pele,
enquanto as radiagdes ionizantes de origem meédica, ocupacional e da bomba
atdbmica produziram uma variedade de formas de neoplasia maligna (COTRAN
et al., 2000).

Embora a contribuicdo da radiagcdo para a carga humana total de
canceres seja provavelmente pequena, a laténcia bem conhecida da energia
radiante e seu efeito cumulativo exigem periodos extremamente longos de
observagéo, dificultando a avaliagdo de seu significado total. Somente agora,
depois de varias décadas, € que a incidéncia aumentada de cancer de mama
tornou-se evidente entre mulheres expostas durante a infancia a bomba
atbmica. Além disso, seus possiveis efeitos aditivos ou sinérgicos sobre outras
influéncias carcinogénicas potenciais acrescentaram outra dimensédo (COTRAN
et al., 2000).

Na carcinogénese quimica, as radiagbes também provocam mutacdes
génicas e podem ativar oncogenes (principalmente o ras) e/ou inativar genes
supressores de tumor (BRASILEIRO FILHO, 2004).

2.3.3 Carcinogénese Viral

Numerosos virus DNA e virus RNA demonstraram ser oncogénicos numa
grande variedade de animais, desde anfibios até primatas, e ha evidéncias
cada vez maiores de que algumas formas de cancer humano sao de origem
viral (COTRAN et al., 2000).

Muitos virus de DNA estdo associados com neoplasias diversas,
benignas ou malignas, em diferentes espécies animais. Dentre os diversos
virus de DNA humanos, quatro deles (papilomavirus [HPV], virus de Epstein-

Barr [EBV], virus da hepatite B [HBV] e herpesvirus do sarcoma de Kaposi
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[KSHV]) possuem interesse particular, uma vez que foram implicados na causa
de céancer humano (COTRAN et al., 2000).

Basicamente ha dois tipos de comportamento da infecgdo por um virus
de DNA oncogénico. No primeiro, o virus infecta a célula e permite a
transcricdo de genes precoces e tardios, além da duplicagdo do DNA; com
isso, formam-se novas particulas virais, e a célula é destruida (efeito litico).
Quando ocorre essa sequéncia de eventos, a célula é chamada "permissiva”.
No outro tipo, a célula nao permite a replicacdo viral e € considerada “nao-
permissiva”. Nela, os genes tardios, responsaveis pela codificacdo das
proteinas do capsideo, ndo sao expressos; todavia, os genes precoces s&o
transcritos e o DNA viral integra-se ao genoma da célula hospedeira. Esses
dois fendbmenos — expressdo de genes precoces e integracao do DNA viral —
parecem ser 0s responsaveis comuns pela transformacdo celular
(BRASILEIRO FILHO, 2004).

Outro possivel mecanismo carcinogénico dos virus de DNA é a
transcricdo de genes virais que levam a sintese de proteinas que, na
membrana da célula hospedeira, comportam-se como receptores ativados
transduzindo sinais que ativam fatores de transcrigcdo para genes ativadores de
proliferagcdo e de sobrevivéncia das células. Alguns virus de DNA podem ter
genes que codificam proteinas transativadoras, as quais ativam
protooncogenes celulares (BRAUNWALD et al., 2002).

No caso do HPV, seu estado fisico varia de acordo com o tipo de les&o.
Na maioria dos carcinomas, o genoma viral esta integrado ao da célula
hospedeira, enquanto nas lesdes benignas o virus encontra-se na forma
epissomal (BRASILEIRO FILHO, 2004). Isso sugere que a integragao do DNA
viral é importante na transformacgao maligna. Embora o sitio de integragao viral
nos cromossomos do hospedeiro seja randémico (o DNA viral € encontrado em
diferentes locais em diferentes canceres), o padrao de integragdo é clonal, isto
€, o local de integracdo é idéntico no interior de todas as células de
determinado cancer (COTRAN et al., 2000).
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2331 HPV

O HPV é um virus da familia Papovaridae, com diametro variando de 44
a 55 nm, de forma icosaédrica ndao envelopado composto por um capsideo
consistindo de 72 capsdbmeros, que apresenta o genoma viral fechado
covalentemente e organizado em uma fita de DNA dupla circular, (LEVI, 1996;
MEISELS & MORIN, 1997).

O ciclo biolégico do HPV estéa totalmente ligado ao das células epiteliais
hospedeiras, o0s queratocitos, onde a replicagdo viral acompanha a
diferenciagdo e a maturacdo, sendo nas camadas superiores do epitélio em
que se encontra maior atividade replicativa e maior quantidade de particulas
virais (CRUM & NUOVO, 1991; LEVI, 1996; YAMAMOTO et al., 2002).

O HPV atinge o nucleo das células basais através de microlaceragdes no
epitélio, sendo que os primeiros sinais de transcricdo do genoma virdtico
aparecem cerca de 4 semanas apos a infecgdo. O periodo de incubagao varia
de 2 semanas a 18 meses e a persisténcia das lesbes pode ser avaliada em
semanas, meses ou anos. As alteragdes podem levar ao surgimento de doenca
ativa ou ao aparecimento de lesdes subclinicas. Nas mulheres com doenca
latente, 20% podem apresentar uma regressdo espontanea e outras 60%
necessitam de tratamento simples. Os 20% restantes representam um desafio
para um diagnostico mais aprimorado (HOWLEY, 1991; YAMAMOTO et al.,
2002).
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo biolégico do HPV nos
queratdcitos. (Adaptado de: www.ircm.qc.cal.../ ms_textes/lifecycle.png). Acesso
em: 05 de abril de 2005.

Apesar da infec¢ao pelo HPV ser agente importante, somente o virus ndo
€ suficiente para induzir transformagao maligna. Co-fatores individuais parecem
ser determinantes na expressao do carater latente, replicante ou transformante
desse virus. Os co-fatores de risco para cancer cervical sdo, na grande maioria,
relacionados a atividade sexual. Estes fatores epidemiolégicos sdo conhecidos
e incluem: idade precoce a primeira relagdo sexual, histéria de multiplos
parceiros sexuais, fatores imunolégicos, multiparidade, gravidez, fumo, histéria
ou parceiro com doenca sexualmente transmissivel (DST), contraceptivos orais
e deficiéncias nutricionais (RABELO, 2002).

O numero de parceiros sexuais €& considerado um fator de risco
importante para a aquisicdo da infeccdo pelo HPV. O estado de
imunodeficiéncia, especialmente o relacionado a deficiéncia de imunidade do
tipo celular, como a AIDS, aumenta a susceptibilidade a infecgdes em geral,

sendo alta a prevaléncia da infeccdo pelo HPV nestes grupos, tanto por
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reativagcdo de uma infecg¢ao latente como por aquisicao de uma nova infecgao
(ELLERBROOK et al., 2000).

Os estudos tém demonstrado que a multiparidade é um fator de risco de
grande relevancia na instalagdo do cancer de colo (independente de infec¢ao
pelo HPV), entretanto, esta associacao € ainda controversa (FERENCZY, 1989;
LINDSEY et al., 2004).

Nas pacientes fumantes, altas concentragdes de nicotina e cotidina s&o
encontradas no muco cervical e podem transformar o tecido infectado pelo
HPV. O fumo diminui também a populagao de células de Langerhans, que sao
células apresentadoras de antigenos da epiderme, facilitando a aquisicao da
infeccdo por diversos virus, entre eles o HPV (ROTELI-MARTINS et al., 1998).

Em termos basicos, o cancer de colo de utero pode se desenvolver a
partir da transmissdo sexual pelo Human Papiloma Virus (HPV), principal
responsavel pela indugdo do cancer. Recentes dados epidemioldgicos e
biomoleculares da literatura mostram que o DNA do HPV é encontrado em 95 a
100% dos tumores epiteliais cervicais, conferindo o maior risco para o seu
desenvolvimento. Segundo a OMS (1996), os subtipos 16 e 18 de HPV sao os
agentes etioldgicos do carcinoma escamoso cervical. Ainda no mesmo ano, a
Conferéncia de Consenso realizada pelo Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos enfatizou que o cancer cervical, em todos os casos, € o
primeiro tumor solido essencialmente virus-induzido (CAMARA, 1993;
REZENDE FILHO et al., 1993; COLLACO & PINTO, 1994; DORES et al.,
1999).

O numero de pessoas infectadas pelo HPV é cada vez maior no Brasil.
Tal fato deve-se principalmente, a falta de habito das pessoas usarem
preservativos nas relagbes sexuais. O Ministério da Saude estima que
aproximadamente 25% da populagdo sexualmente ativa do Brasil esteja
contaminada pelo HPV, entretanto, algumas pesquisas estrangeiras sinalizam
que este numero pode chegar a 50% entre adolescentes e jovens adultos
(FIOCRUZ, 2005).

A infecgdo pelo HPV tem sido muito questionada em decorréncia da

auséncia de sintomas que grande parte dos casos apresenta e também pela
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regressao espontédnea das lesdes pré-cancerosas, nado evoluindo para o
cancer. Das mulheres infectadas: 80% nao apresentam sintomas clinicos e, em
cerca de 60 a 70% dos casos, a infec¢ao regride espontaneamente. Somente
em 14% progridem até lesdes intra-epiteliais (NICOLAU, 2003).

No periodo de 2002 a 2004, foram notificados 18.017 casos de infecgao
por HPV na Regido Sul, sendo 10.503 (58,29%), 3.859 (21,42%) e 3.655
(20,29%) casos referentes aos Estados do Rio Grande do Sul, Parana e Santa
Catarina, respectivamente. A faixa etaria mais acometida por esta infeccao foi
de 20 a 24 anos (21,55%, 3.883/18.017) em todo o periodo analisado e em
toda a Regido Sul, corroborando os dados propostos pela literatura (DA
SILVEIRA et al., 2004; HASTREITER et al., 2005; BASEMAN, 2005).

Entre as infecgbes vaginais, a candidiase apresenta-se com maior
prevaléncia entre pacientes com HPV. O HPV por si s6 ndo exerce efeito
imunossupressor, entretanto, quando associado a outras infeccbes, como a
candidiase teria seu desenvolvimento favorecido. A clamidia parece
desempenhar algum papel na oncogénese genital por estimular os fatores de
proliferacdo celular (CARVALHO & OYAKAWA, 2000). Em estudos que
analisaram varios tipos de HPV, observou-se a concomitancia de cervicite com
infeccado pelo HPV em 71,4% dos casos (CARVALHO, et al., 1997; KUBOTA et
al., 1999; CARVALHO & OYAKAWA, 2000).

O uso de contraceptivos orais por periodo prolongado, também parece
aumentar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV, uma vez que, in vitro, fatores
hormonais influenciam a transcricdo do genoma do HPV (MORRISON et al.,
1991).

Caréncias nutricionais, tais como de vitaminas “A” e “C”, beta caroteno e
acido félico estao relacionadas com um aumento do risco de infecgao pelo HPV
(PARELLADA et al., 1999).

Existem cerca de 150 tipos diferentes de HPV, que se apresentam
divididos em dois grupos, quanto a oncogenicidade: os de baixo risco [6, 11,
41, 42, 43 e 44], que sao encontrados principalmente nas lesdes benignas,
como o condiloma acuminado ou plano e neoplasias intra-epiteliais de baixo
grau e os de alto risco [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 66,
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preferencialmente os tipos 16 e 18], presentes na maioria das neoplasias intra-
epiteliais de alto grau e carcinomas do colo uterino (AC CAMARGO, 2003).

A progresséao das lesdes intra-epiteliais pré-neoplasicas estdo associadas
ao grau de oncogenicidade do HPV, logo, a evolugdo destas lesbes
correspondem ao grupo de HPV envolvido, distinguindo-se, desta forma, duas
categorias de lesdes: a) uma, designada de lesdo intra-epitelial de baixo grau
(LSIL), associada principalmente ao grupo de HPV de baixo risco oncogénico,
tendo potencial maligno apenas nos casos em que esta associada ao grupo de
alto risco e b) a lesdo intra-epitelial de alto grau (HSIL) que contém grupos
potencialmente oncogénicos e espera-se que se comportem como uma lesao
precursora do cancer (COPELAND, 1996).

A presenca de HPV oncogénico em LSIL pode levar a HSIL com 87% de
sensibilidade (HERRINGTON, 1995). Em trabalhos de NUOVO, 1998, as
mulheres com atipia em células escamosas de significado indeterminado (ASC-
US) que desenvolveram uma SIL confirmada pela biopsia em 6 meses, 67%
tinham infeccéo pelo HPV oncogénico, onde apenas 10% das mulheres com
ASC-US que nao desenvolveram SIL eram HPV positivas (NUOVO, 1998).

2.4 CLASSIFICACOES CITOLOGICAS

O conceito das lesbes precursoras do cancer cervical data de 1886,
quando Williams noticiou, que préoximos ao cancer invasivo, havia areas do
epitélio que ele reconheceu como néao invasivas. Isso foi at¢é 1900 quando
Cullen melhor definiu essas lesdes ndo invasivas, notando que elas se
pareciam com canceres invasivos, mas nao invadiam o epitélio ainda; entao o
conceito de lesbes precursoras de cancer se tornou mais aceito (SINGER &
MONAGHAN, 2002).

No ano de 1924, George Nikolas Papanicolaou, médico grego, fez uma
observacao incidental de que as células cancerosas derivadas da cérvice
uterina poderiam ser observadas em esfregagos de secregcdo vaginal. Esta
observacao foi apresentada em maio de 1928, e em 1941 foram divulgados os

primeiros resultados de suas pesquisas, alcangando, portanto divulgacao
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internacional a atualmente conhecida “Coloragdo de Papanicolaou” (KOSS,
1989).

Em 1942, Papanicolaou demonstrou que o diagnéstico do cancer em sua
fase inicial poderia ser realizado através dos caracteres morfolégicos anormais
das células esfoliadas do epitélio cervical uterino e propdés uma classificacéo
dos esfregagcos em cinco classes: classe | — normal; classe Il — atipias
benignas; classe lll — suspeito, que inclui as displasias; classe IV — fortemente
sugestivo de malignidade; classe V — francamente maligno ou positivo para
malignidade (NARDOZZA et al., 1993).

Em 1953, Reagan e colaboradores, introduziram a classificacdo das
displasias, referente a alteracdes do epitélio de revestimento do colo uterino, na
Escola Norte-Americana, para diferenciar as varias fases de precursores do
carcinoma cervical e o carcinoma in situ completamente desenvolvido, o que
Ihes conferia algum potencial de malignidade, na dependéncia de maior ou
menor gravidade histolégica. A diferenciacdo é realizada de acordo com a sua
malignidade, onde as alteragbes nucleares e citoplasmaticas sao subdivididas
em: displasia leve — quando se restringem as camadas superficiais; displasia
moderada ou de grau intermediario — com envolvimento de mais da metade da
espessura total do epitélio; displasia grave — quando quase toda espessura do
epitélio esta comprometida por células atipicas (NARDOZZA et al., 1993).

Em 1967, Richart introduziu o termo Neoplasia Intra-Epitelial Cervical:
NIC (graus I, Il, lll e IV) em substituicdo, respectivamente as displasias e
carcinoma in situ instituidos por Reagan. Em 1969, Richart acatou o consenso
de especialistas, abolindo a classificagdo NIC IV, e mantendo a NIC Ill, como
representativa de displasia grave e/ou carcinoma in situ (BUCKLEY et al.,
1982; SUZUKI, 1995; SCHNEIDER & SCHNEIDER, 1998; SHIRATA, 1998).

2.5 SISTEMA BETHESDA

Em 1988, um grupo de especialistas em citologia, histopatologia e
tratamento de pacientes participaram de um encontro promovido pelo National
Cancer Institute (NCl) em Bethesda, Maryland. Este tinha como objetivo

desenvolver um sistema de descricdo dos esfregacos de Papanicolaou que
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representaria a interpretagao citoldgica de um modo claro e relevante para o
clinico. Antes disto, os laboratorios usavam um sistema de classificagdo do
Papanicolaou numérico, confuso e frequentemente idiossincrasico, ou a
terminologia “displasia”, que apresenta pouca reprodutibilidade entre os
observadores, na pratica (SOLOMON & NAYAR, 2005).

Em 2001 o Sistema Bethesda foi reformulado, e a nova classificacao das
lesdes cervicais escamosas foi dividida em 4 categorias: a) Atipia em células
escamosas de significado indeterminado (ASC-US) e células escamosas
atipicas, nao é possivel excluir uma HSIL (ASC-H), como aquelas alteragdes
limitrofes, entre a normalidade e anormalidade e que nao apresentam ainda os
critérios necessarios para classifica-la como displasicas; b) Lesao Intra-epitelial
de Baixo Grau (LSIL), como alteragdes correspondentes a displasia leve e as
alteragdes citopaticas do virus HPV; c) Lesao Intra-epitelial de Alto Grau (HSIL)
as alteragbes correspondentes a displasia moderada e grave, bem como
carcinoma in situ; d) carcinoma de células escamosas (SOLOMON & NAYAR,
2005).
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Figura 4. ASC-US - Nucleos aumentados, porém perfil nuclear ainda liso,

discreta granularidade da cromatina. (obj. 40x). (Adaptado de:
http://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.

ais




Revisao Bibliografica 33

NG,
Figura 5. LSIL - Células intermediarias com aumento nuclear, cromatina

finamente granular, hipercromatismo e coilocitose. (obj. 40x). (Adaptado de:
http://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.
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Figura 6. HSIL - Agrupamento celular com discariose severa, citoplasma pouco
visivel e hipercromatismo acentuado. (obj. 40x). (Adaptado de:
h

ttp://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.
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Figura 7. HSIL com suspeita de futura invasdo: Agrupamento celular com
discariose severa, citoplasma pouco visivel, e hipercromasia proeminente.
Cromatina grosseiramente granular com zonas de clareamento em um dos
nacleos. Fundo do esfregaco hemorragico. (obj. 40x). (Adaptado de:
http://screening.iarc.fr/atlashisto.php). Acesso em: 14 de fevereiro de 2006.

O Sistema Bethesda de 2001 incluiu alteracbes que se baseiam no
acumulo de dados e nos avangos na compreensdo da biologia do céancer
cervical. Os participantes da conferéncia de Bethesda de 2001 concordaram
que a citologia cervical deve ser considerada primariamente como um “teste de
screening, que, em alguns casos, pode servir como uma consulta médica,
fornecendo uma interpretagéo capaz de levar a um diagndéstico” (SOLOMON et
al., 2002). Um diagnéstico final da paciente e seu plano terapéutico integram
nao somente o resultado da citologia cervical, mas também a histéria, os
achados clinicos e outros resultados laboratoriais como a interpretacdo da
biopsia. Esta mudanga na terminologia enfatiza que o resultado da citologia
representa um componente que nem sempre reflete diagndstico final da
paciente (SOLOMON & NAYAR, 2005).
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Observa-se na Tabela 1 a comparacdo entre as Classificacbes
Citologicas, com uma tendéncia a redugdo do numero de grupos de lesdes

desde a classificacdo de Papanicolaou até o Sistema Bethesda.

Tabela 1. Comparagéo das classificagdes citologicas de Papanicolaou — 1942,
Regan — 1953, Richart — 1967 e Sistema Bethesda — 2001 (FILIPPIN, 2004;
SOLOMON & NAYAR, 2005).

. . Sistema
Papanicolaou Regan Richart Bethesda
I Normal Normal
I Atipia reativa/ Atipia reativa/ NILM*
Inflamatodria Inflamatéria
. . ASC-US
/11 Atipia Atipia ASC-H
. . SIL de baixo grau
1] Displasia leve NIC | (LSIL)
I Displasia NIC I SIL de alto grau
moderada (HSIL)
Displasia SIL de alto grau
i acentuada NIC I (HSIL)
. . SIL de alto grau
v Carcinoma in situ NIC [l (HSIL)
Vv Carcinoma Carcinoma Carcinoma
invasivo invasivo invasivo

*Negativo para lesdo intra-epitelial e malignidade

O objetivo do Sistema Bethesda sempre foi promover uma comunicagao
eficaz dos achados relevantes de citologia entre os achados clinicos e
laboratoriais, para fornecer o melhor tratamento para a paciente. Testes
auxiliares sao propostos para serem incorporados no laudo da citologia como o
teste do DNA do HPV, bem como outros testes moleculares que possam ser
desenvolvidos no futuro (SOLOMON & NAYAR, 2005).

A simplificacdo da classificacdo das lesdes epiteliais em dois grupos
(lesbes intra-epiteliais escamosas de baixo grau e de alto grau) responde as
dificuldades de distinguir as nuangas entre diferentes degraus de intensidade
das lesdes pré-cancerosas do colo e minimiza o aspecto subjetivo da
avaliagcao. Deve-se notar que, frequentemente, a citologia nao reflete fielmente

a gravidade e a extensao da lesdo neoplasica. Assim como as outras, essa
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classificagdo nao pode estabelecer uma correlagcdo entre a gravidade da
imagem microscopica e o futuro clinico da lesdo (GOMPEL & KOSS, 1997).

O Sistema Bethesda introduz uma apreciacdo sobre a qualidade do
esfregaco, que o citopatologista teme expor pessoalmente, preocupado em néo
se indispor com o seu interlocutor clinico. Utilizando esse sistema, ele se
respalda nas exigéncias de uma classificagao internacional (GOMPEL & KOSS,
1997).

A expressao precursora da nova categoria “Células escamosas atipicas
(ASC)” era a interpretacdo mais amplamente definida de células escamosas
atipicas de significado indeterminado (SOLOMON et al., 2002; SOLOMON &
NAYAR, 2005). Um estudo nos Estados Unidos sobre a pratica de laudos, em
768 laboratoérios, durante o ano de 1996, descobriu que a classificacdo de
células escamosas atipicas de significado indeterminado, correspondia a uma
média de 5,2% e uma mediana de 4,5% de todos os laudos de citologia
cervical (DAVEY et al., 2000). Esses dados indicam que diversos laboratorios
nos Estados Unidos ndo foram capazes de atingir o alvo, de manter uma
freqUéncia de registro, para células atipicas de significado indeterminado
abaixo de 5%. Esses achados levaram ao desenvolvimento de uma nova
categoria ASC, que apresenta uma definigho mais restrita e um sistema
dicotdmico simples de qualificadores (SOLOMON & NAYAR, 2005).

As Atipias em células escamosas de significado indeterminado (ASC-US)
e SIL, observadas no Estado de Santa Catarina, Brasil, no periodo de 2000 a
2004, tiveram indices de 1,1% e 0,7%, respectivamente, corroborando os
indices propostos pela literatura (GONCALVES, 2005; KURMAN & SOLOMON,
1997).

O ASC-US se refere as alteragdes sugestivas tanto de LSIL como de SIL
de grau indeterminado. Apesar de a maioria das interpretagcbes de ASC-US
serem sugestivas de LSIL, o qualificador “significado indeterminado” é
preferivel porque aproximadamente 10 a 20% das mulheres portadoras de
ASC-US apresentam um NIC Il ou NIC Il subjacente (THE ALTS GROUP,
2003). Espera-se que o ASC-US ocorra em mais de 90% das interpretagdes

ASC na maioria dos laboratérios. O ASC-H € uma designacao reservada para a
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minoria dos casos ASC (espera-se que represente menos de 10%) onde as
alteragdes citoldgicas s&o sugestivas de HSIL. Apenas amostras duvidosas
especialmente preocupantes de HSIL devem ser diferenciadas do volume de
ASC, usando-se a designagcao ASC-H. Os casos classificados como ASC-H
estdo associados a maior valor preditivo positivo para detectar um NIC Il ou
NIC IIl subjacente do que ASC-US, mas sao menos preditivos de NIC Il ou
diagndstico pior do que as interpretagcées definitivas de HSIL (SOLOMON &
NAYAR, 2005).

A classificacdo do esfregaco na categoria “atipica” cria, tanto para o
médico quanto para a paciente, um sentimento de incerteza e de inseguranca e
nao permitem definir uma conduta clinica adequada, com isso frequentemente
os clinicos se sentem obrigados a avaliar a paciente com colposcopia, um
procedimento demorado e caro (GOMPEL & KOSS, 1997; SOLOMON &
NAYAR, 2005).

2.6 DIAGNOTICO LABORATORIAL

2.6.1 Exame Citopatolégico

Apesar do exame de Citopatologia ser o método mais utilizado para o
rastreamento do cancer do colo do utero, desde o inicio da década de oitenta
vem sofrendo uma série de criticas relacionadas com a alta propor¢ao de
resultados falso-negativos, que variam de 2% a 62%. As principais causas s&o
atribuidas a erros na coleta de material, no escrutinio do esfregago ou na
interpretacéo dos diagnésticos (ATTWOOQOD et al., 1985; KOSS, 1989; BOSCH
et al., 1992; MITCHELL & MEDLEY, 1995).

Ha mulheres que apresentam cancer invasivo apos terem um exame
citopatologico negativo (FIGGE et al., 1970; HATEM & WILBUR, 1995;
WILBUR, 1997). E importante preocupar-se com a qualidade do exame
citopatoldgico, pois ndo diagnosticar uma leséo, no caso de um esfregaco falso

negativo, € um resultado desastroso, tanto para a mulher quanto para os
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custos dos servicos publicos de saude (ROHR, 1990; GUIMARAES & SILVA,
1995; HOWELL et al., 1997).

GAY et al., 1985, observaram que 62% dos resultados falso-negativos
foram atribuidos a erros de coleta de material e 38% foram atribuidas a erros
de escrutinio ou de interpretacéo do diagndstico.

Existem evidéncias de que erros de escrutinio e de interpretagcdo de
diagndstico estdo associados com certos padroes de esfregacos. BOSCH et
al., 1992, mostraram que esfregagos que foram erroneamente diagnosticados
como negativos freqientemente continham poucas células anormais. Outro
estudo mostrou que lesdes de pequenas células sdo menos detectadas no
escrutinio (JARMULOWICZ et al., 1989).

MICHEL & MEDLEY, 1995, analisaram 71 esfregacos falso-negativos e o
mesmo numero de esfregacos detectados corretamente como HSIL. Os
pesquisadores verificaram que os esfregagos diagnosticados corretamente
continham um numero significativamente maior de células anormais quando
comparados com os esfregacos falso-negativos, que corresponderam a erros
de escrutinio. Estes autores verificaram que o risco de um diagndstico falso
negativo era 23,7 vezes maior nos esfregagos que continham menos de 50
células anormais do que nos esfregagos que continham mais de 200 células
anormais.

Varias estratégias foram elaboradas para diminuir os resultados falso-
negativos. Foram introduzidos novos tipos de instrumentos, como espatulas
modificadas a partir do tradicional modelo de Ayre e escovas de varios
desenhos, para alcangar mais eficientemente as células da jungcdo escamo-
colunar, regiao onde se localizam a maioria das lesdes recentes (LUZZATTO et
al., 1993; McCORD et al., 1993; BUNTINX & BROUWERS, 1996; SHIRATA et
al., 1998; ZEFERINO et al., 2000; PLESSIS et al., 2001). Atualmente ha varios
estudos sugerindo que a técnica de coleta que utiliza o meio liquido tem melhor
desempenho do que a técnica de coleta convencional do exame citopatolégico
(AMANDA & JOHNSON, 2001; BAKER, 2002; MOSELEY & PAGET, 2002;
WANG et al., 2002).
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A citologia de base liquida surgiu para atender as demandas de
escrutinio computadorizado. Para viabilizar a leitura das laminas por
computadores, era necessario um preparado que apresentasse o menor
numero possivel de artefatos e sobreposicdes celulares; dessa forma, os
preparados citolégicos em base liquida foram chamados a principio de citologia
de mono camada ou camada fina (TAKAHASHI & NAITO, 1997; VELASCO,
2001).

O numero de células em meio liquido é considerado ideal, uma vez que
ao ser acomodado no recipiente, a quase totalidade das células coletadas é
transferida ao meio. Ao se preparar as amostras, essas células sao
randomizadas por agitagdo (independente dos métodos disponiveis no
mercado) e oferecem, teoricamente, uma amostra mais representativa. Essa
metodologia traz um grande avango no preparo citolégico, uma vez que ha
evidéncias de que apenas 20% do material colhido pelo método convencional é
transferido para a lamina; o restante, que esta aderido a escoval/espatula, é
descartado (VELASCO, 2001).

Além disso, tem sido advogado que a citologia de base liquida apresenta
uma série de vantagens em relagdo a citologia cervical convencional, como
caracteristicas citomorfolégicas nitidas e de facil interpretagcdo, melhor
disposicao celular (distribuicio homogénea), menor area de analise. Ha,
também, evidente redugcdo do numero de hemacias, exsudato inflamatério,
muco e preparo de laminas adicionais do mesmo caso sem ter que convocar a
paciente e utilizacdo do material residual para testes moleculares para
identificacdo de agentes etiologicos, como o HPV (GUPTA et al., 2001;
BERNSTEIN et al., 2001).

A citologia de base liquida € o resultado de mais de uma década de
pesquisas, onde se buscou um unico meio, com condicbes de preparo
citolégico de exceléncia em fixagdo, preservacdo celular e de moléculas
protéicas e acidos nucléicos para estudos biomoleculares (VELASCO, 2001).

Uma caracteristica do exame citopatoloégico é que predominam
claramente o trabalho manual, desde a coleta do material até a emisséo e

liberacdo do resultado pelo laboratério. Portanto, o desempenho pode estar
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relacionado com a qualidade dos recursos humanos envolvidos. E de
fundamental importancia a participagao destes profissionais nos programas de
educagao continuada, aprimoramento individual e teste de proficiéncia
(ANDERSON et al., 1987; CDC, 1992; MODY et al., 2000; ASC, 2001).

Também podem influenciar no desempenho do profissional escrutinador,
fatores tais como fadiga ou carga excessiva de trabalho, pois o escrutinio do
esfregaco € uma tarefa repetitiva que requer intensa concentragao e dedicagéo
(REUTER & SCHENCK, 1986).

A citologia, para MERLO, 1981, era a melhor técnica de laboratério, no
estudo das SlLs. No entanto, em estudos posteriores, 0 mesmo autor observou
que a colposcopia permite identificar uma evolugdo das mudangas que se
sucedem na cérvice sendo, portanto, uma técnica util no estudo de citologias

anormais pré-neoplasicas, e que apresentam suspeitas de neoplasias.

2.6.2 Colposcopia e Exame Histopatolégico

O estudo colposcopico permite a identificacdo de alteracdes sutis do
epitélio, imperceptiveis a olho nu, que sao resultados da expressao patoldgica.
No entanto, possui limitagdes, como a subjetividade das observacgdes, a
dificuldade das imagens e a quantificagdo de certas lesbes, como a valorizagéo
de sua extensdo (PUING-TINTORE, 2001).

Uma das muitas vantagens da colposcopia € a de diminuir o uso de
bidpsias de cérvice uterina. No entanto, € importante considerar que entre 5% e
20% das citologias anormais, somente a colposcopia ndo € suficiente para
estabelecer um diagnéstico, requerendo, portanto a biopsia (MERLO, 1981).
Nao se pode duvidar que a colposcopia seja um método de diagndstico clinico
que valoriza, sobretudo as mudancgas de nivel da superficie da cérvice, e que a
citologia € uma técnica de laboratério que estuda mudangas a nivel celular. Por
isto, a citologia e a colposcopia sao consideradas como sistemas
complementares inseparaveis para o estudo de pacientes com SIL (CARRERA
et al., 1974; WETHICH, 1986; SANTOS et al., 2003).
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Alguns trabalhos indicam indices falsos negativos da citologia frente a
colposcopia que oscila entre 10% e 13%. A correlagdo entre a citologia e o
diagndstico colposcépico, mostrou uma sensibilidade de 84,7% (FRANCO &
GALLEGO, 1992). Esta sensibilidade baseia-se em resultados colposcopicos
que se correlacionam claramente com a citologia da paciente. Os protocolos de
controle de qualidade para a pratica colposcopica mencionam valores de
sensibilidade entre 82% e 88% (FEJGIN, 1990; BENEDET, 1991; FRANCO &
GALLEGO, 1992; GONZALEZ & JIMENEZ, 1993).

A correlagado entre diagndstico colposcopico e o estudo histolégico das
biopsias dirigidas, mostrou uma sensibilidade de 86,2%. Dessa maneira, se
quantifica uma correlagdo positiva quando maior ou igual a 80% com cifras
limites satisfatérias na pratica da colposcopia, em torno de 86% (DIAZ &
ARAGON, 1992; GONZALEZ & JIMENEZ, 1993).

A correlagao entre a citologia e o estudo das biopsias € de 80% nos
protocolos antes mencionados; com estes percentuais se aceita uma cifra igual
ou superior a 75% como limite normal para os laboratérios de citologia
(FILIPPIN, 2004).

Analisando-se juntos os trés métodos de diagnostico, a citologia, a
colposcopia e a bidpsia, pode-se dizer sem equivocos, que a confiabilidade
diagndstica em conjunto para identificar uma neoplasia cervical se encontra
entre 90% a 100% (FEJGIN, 1990) e assim detectar mais rapidamente as
lesbes e acompanhar sua progressdo e o emprego de uma profilaxia mais
adequada para cada caso (HEINZ, 1982). Contudo, todas as SIL ndo possuem
0 mesmo comportamento, pois estudos epidemioldgicos de neoplasias
mostram que a prevaléncia de SIL é muito maior que a de cancer cervical,
sugerindo que muitas SIL nao progridem a invasao (NASIELL et al., 1983).

O comportamento biolégico da neoplasia intra—epitelial cervical de alto
grau (NIC Il e NIC Ill) ndo pode atualmente ser previsto com seguranga em
uma unica paciente. O risco estimado de progressao da doenca em diferentes
grupos mostra marcante variagdo (ANDERSON, 1991). Nao é possivel separar
lesbes NIC Il em subtipo puramente regressivo, persistente ou progressivo em

bases histolégicas, citolégicas ou critérios clinicos. O uso de parametros
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objetivos como o conteudo de DNA nuclear merece maior atengao (FU, 1981;
JAKOBSEN et al., 1983; NASIELL, 1984; BIBBO et al., 1985; MONSONEGO et
al., 1997).

Os critérios de diagndstico histopatolégico também se baseiam em
aspectos morfologicos o que confere o carater subjetivo da decisédo
diagnostica. Embora alguns autores tenham relatado elevado nivel de
concordancia diagnostica interobservador, ainda existe consideravel
discrepancia, principalmente nas lesdes limitrofes, uma vez que, do ponto de
vista morfolégico, estas alteracbes formam um espectro. A conduta de
simplesmente desvalorizar a presencga de "alteragdes menores”, traz o risco, de
se permitir que lesdes subdiagnosticadas evoluam para fases mais avangadas.
Por outro lado, o diagndéstico em excesso, acarreta gastos desnecessarios com
tratamento e, ainda danos fisicos, psicologicos e sociais para as pacientes
(FRANQUEMONT et al., 1989).

Em face destas dificuldades é fundamental que haja perfeito
entendimento entre os patologistas e ginecologistas, pois 0 acesso a dados
clinicos e laboratoriais pertinentes, bem como a possibilidade de correlagao
com eventuais exames histoldégicos ou citolégicos prévios € condigédo
fundamental para que se garanta a maxima qualidade do diagndstico
histopatolégico (DI LORETO & ALVES, 1992).

2.6.3 Exame Imunocitoquimico

O método imunocitoquimico baseia-se no reconhecimento de algumas
caracteristicas antigénicas dos papilomavirus através do uso de anticorpos
mono ou policlonais. Essa identificacdo podera ser visualizavel a microscopia
Optica, de acordo com varios procedimentos, em que se incluem os que
empregam imunocomplexos enzimas-antienzima e métodos com marcagao
prévia como a avidina-biotina-peroxidase (ELIAS, 1990).

As imunorreacdes, tanto com anticorpos monoclonais como policlonais

sdo, em geral, bastante especificas, o que traduz uma alta confiabilidade dos
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resultados positivos. Entretanto, muitos casos de infecgao viral comprovada,
mostram-se negativos por esta metodologia (GUPTA et al., 1987).

Estudos da imunorreatividade de esfregagos citolégicos sugestivos de
infecgao por papilomavirus humano através do uso de anticorpo policlonal anti-
BPV-1 com o método da peroxidase-antiperoxidase, conseguiram positividade
de 44% (SHIH et al., 1988). Em outro estudo, ALVES et al., 1988, com biopsias
de colo uterino, mostraram positividade de 56% em condilomas vegetantes e
80% nos condilomas virais aplainados. Estes achados demonstraram o
antigeno do capsideo viral em apenas 2 dentre 14 amostras sem coilocitose,
enquanto 11 dentre 16 casos com coilocitose mostraram-se positivos
(LONGATTO FILHO & ALVES, 1998). CAVALIERE e colaboradores, 1990,
estudaram esfregagos citolégicos com coilécitos sugestivos de HPV e
obtiveram 60,7% de positividade.

As possiveis causas para a negatividade imunocitoquimica em casos de
infeccdo comprovada por outros métodos podem incluir a destruicdo de
antigenos virais pela fixagdo ou ainda a diversidade antigénica entre os mais
de 100 tipos de HPV ja descritos. A negatividade poderia decorrer também da
baixa sensibilidade da propria metodologia ou da existéncia de fases de

infeccdo com diferente expressao antigénica (JENSON et al., 1980).

2.6.4 Biologia Molecular

Mesmo reconhecendo a elevada especificidade de métodos citoldgicos,
histolégicos e ultra-estruturais na identificacdo de alteragdes devidas ao HPV, a
existéncia de grande numero de casos de infec¢cao, sem reflexos morfolégicos,
define as técnicas moleculares como as mais sensiveis para a detecgéo viral
(LONGATTO FILHO & ALVES, 1998).

O método ideal de deteccdo do HPV deve se basear na presenca de
DNA de HPV, ja que o virus ndo precisa estar intacto para induzir doenga. A
utilidade clinica desses métodos ainda precisa ser determinada, mas seu uso
em pesquisa basica é fundamental. A deteccdo molecular inicial de DNA de

HPV foi efetuada através do uso de técnicas de hibridizagdo de acido nucléico,
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como a hibridizacdo Southern (ou blotting). Esse foi o método original de
primeira escolha para a detecgdo de DNA de HPV, em decorréncia do seu
elevado grau de especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma
diferenciacao precisa dos diferentes tipos de HPV, e é o unico através do qual
os médicos podem descobrir tipos desconhecidos. A desvantagem do Southern
blotting é o fato de ser caro e trabalhoso, e, de requerer quantidades
relativamente grandes de tecido, que precisa ser congelado imediatamente
apés a excisao do espécime. Simplificadas técnicas automatizadas de
hibridizagdo, como as técnicas de dot-blot, sdo mais rapidas e faceis, mas
comprometem a especificidade dos resultados (SCHIFFMAN, 1992).

Através de uma técnica modificada, conhecida como hibridizacao in situ,
€ possivel se identificar DNA de HPV nas células, com a garantia de que o
HPV detectado ndo é um contaminante extracelular que se encontra na
superficie epitelial. Entretanto, a sensibilidade do exame é sacrificada com
essa técnica porque o DNA do espécime esta presente apenas em pequenas
quantidades em cada célula, ao invés de encontrar-se isolado e concentrado
como no caso do Southern blotting (GUPTA et al., 1987).

A aplicacdo de uma técnica biolégica molecular poderosa, chamada de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), tem permitido aos pesquisadores
maior facilidade na busca de DNA de HPV. Com a PCR, segmentos
especificos de DNA podem ser amplificados até um milhdo de vezes em
questao de horas, transformando minusculas quantidades de DNA de HPV em
quantidades que podem ser facilmente detectaveis. Além da sua maior
simplicidade em comparagédo ao Southern blotting, a PCR tem o beneficio de
uma sensibilidade sem paralelo na deteccéao do HPV com quase a mesma
especificidade. As técnicas de PCR foram desenhadas para detectar um unico
tipo especifico de HPV ou até 25 tipos diferentes em 1 reacdo, o que pode
acelerar em muito as buscas de HPV (LONGATTO FILHO & ALVES, 1998).

Em decorréncia da sua simplicidade, custo e sensibilidade inigualavel, a
PCR é atualmente o método preferido para a detecgcao de HPV. Entretanto, a
sua maior vantagem também pode ser a sua maior desvantagem. Como

milhdes de cdpias de um segmento genético selecionado sé&o produzidos pela
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PCR, ha um grande potencial de disseminagdo dessas moléculas por todo o
laboratério - em mesas de trabalho, pipetas, solugdes e nas maos. Essas
moléculas contaminantes soltas podem se introduzir em subsequentes reacdes
PCR e dar lugar a falsos positivos. Os pesquisadores devem tomar muito
cuidado e seguir um estrito protocolo a fim de evitar essa grande possibilidade
real, do contrario, correréo o risco de gerar dados com altas prevaléncias falsas
de HPV (RAKOCZY et al., 1990).

Atualmente, a deteccao molecular do HPV é principalmente utilizada em
pesquisa de laboratério e nao faz parte do processo de decisdo clinica.
Entretanto, a medida que os resultados se tornem cada vez mais aceitos, as
técnicas biolégicas moleculares adquirirdo grande potencial no diagndstico e

tratamento de doencgas relacionadas com o HPV (STOLER et al., 1992).

2.6.5 Citometria de Imagem

Nos estudos mais recentes da doenca tumoral, a quantificacdo de
substancias celulares como DNA assumiram grande valor diagndstico,
indicador terapéutico e progndstico. O principio da determinagao quantitativa do
DNA baseia-se no conhecimento de que uma alteragdo no conteudo dos
cromossomos (aneuploidia) se correlaciona frequentemente com crescimentos
tumorais. A quantificagdo do DNA no nucleo celular, desenvolvida a partir dos
trabalhos de Katemensky e Melamed, 1967, vem sendo utilizada nas ultimas
duas décadas para avaliagdo da atividade tumoral de varios tipos de cancer
(YAMAMOTO et al., 2002).

Mudancgas caracteristicas da constituicio dos cromossomos, que estao
presentes em muitos tumores, oferecem frequentemente parametros adicionais
independentes da morfologia, que podem ser usados para o diagndéstico e a
determinacao do grau de malignidade do tumor. Muitas neoplasias humanas,
algumas benignas, revelam aberragcbes cromossomicas detectaveis
microscopicamente (BOCKING et al., 1994; BOCKING, 1995).

Os estudos citogenéticos tém sido empregados em uma grande

variedade de tumores, mas os procedimentos sdo impraticaveis, no momento,
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para propositos clinicos, pois consomem muito tempo e sao caros, nao
podendo ser introduzidos na rotina diaria para diagnéstico dos tumores
(ONOFRE et al., 2003). Alternativamente, a quantificacdo dos efeitos das
aberragdes cromossOmicas no conteudo do DNA nuclear pode ser usada como
marcador diagnoéstico. A aneuploidia do DNA é equivalente a aneuploidia
cromossomal, portanto, a deteccdo de aneuploidia cromossomal ou a do DNA,
por citometria, consistem em marcadores confiaveis para evidenciar a
neoplasia (BOCKING et al., 1994; BOCKING, 1995).

O conteudo de DNA nuclear tem sido estudado em varios tipos de
tumores através da citometria de fluxo e da analise de imagem. Estas técnicas
sdo baseadas na determinagdo da ploidia do DNA e sdo empregadas com o
objetivo de criar parametros com a caracterizagdo da malignidade, que possam
fornecer informagdes mais precisas sobre o comportamento bioldgico dos
tumores em adigdo ao método histolégico tradicional e a distribuicdo do ciclo
celular nos tumores, correlacionando-os com as caracteristicas clinico-
patolégicas (BRESCHIA et al., 1990; KIMBALL et al., 1996; LAGE et al., 1992).

A citometria de imagem € uma das novas tecnologias que vem sendo
utilizada com sucesso em Paises desenvolvidos como complemento para
analises laboratoriais de rotina. Além disso, a citometria de imagem também
pode ser usada como um método de controle de qualidade em diagndsticos
histolégicos e citologicos. Em pacientes com diagndstico citolégico positivo
para ceélulas tumorais e acompanhamento histolégico negativo, a deteccédo de
aneuploidia do DNA deveria motivar o patologista a trabalhar mais
completamente um dado espécime de conizagdo ou biopsia (BOCKING &
NGUYEN, 2004).

Mais de 40 laboratérios na Europa, Estados Unidos e Asia trabalham com

13 diferentes sistemas de citometria como observado na Tabela 2.
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Tabela 2. Sistemas de citometria de imagem, distribuidores e numero de

usuarios (HAROSKE et al., 2000).

Sistemas Distribuidor Nume’rc_) de
usuarios

, Zeiss/Alcatel
AxioHOME (Alemanha/Francga) 3
ACAS Ahrens (Alemanha) 1
CAS 160 Becton & Dickinson (EUA) 3
CAS 200 Becton & Dickinson (EUA) 2

Zeiss/Roche
CIRES/QUIC-DNA (Alemanha/Franca) 3
CM-1 Hundt (Alemanha) 3
KONTRON Zeiss (Alemanha) 1
OPTIMAS Optimas (EUA) 5
V\?c?rtlt(];:t?gn Roche (Franga) 1
Quanticyt UDDL 1
Qploidy Leica (Alemanha) 1
SAMBA Unilog (Franga) 4
VITUM SIS (Alemanha) 1

A citometria de imagem pode ser aplicada a pequeno numero de células,
permite medidas seletivas de células classificadas morfologicamente em
populagdes mistas, identifica e seleciona medidas de possiveis eventos raros, é
um controle de qualidade de imagens dos nucleos armazenados ou para novas
medidas apos relocalizacdo. Além disso, associa padrdes histologicos de
classificacdo de tumores aos padrdes de quantificacdo do DNA e pode ser
utiizada em esfregagcos previamente corados que sao descorados para
utilizacdo da reacdo de Feulgen (BOCKING et al., 1994; BOCKING, 1995;
CAREY, 1994).

A reacédo de Feulgen é uma técnica citoquimica especifica para DNA
(HARDIE et al., 2002). Essa técnica baseia-se na exposicdo de grupos aldeido
na molécula de DNA, como resultado de uma hidrélise acida, e na posterior
ligacdo da pararosanilina, rosanilina ou mangenta rosa, presentes no reativo de
Schiff, aos grupos aldeido formados pelo tratamento com &cido cloridrico
(CHIECO & DERENZINI, 1999).
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A imagem capturada na citometria de imagem é convertida em pixels,
que estdo relacionados a uma cor e uma intensidade em especifico, e
processada automaticamente pelo programa de analise de imagens, gerando
valores de absorbancia relacionados com a area, denominados valores de
densidade o6ptica integrada (DOI) (HARDIE et al., 2002).

A distribuigao dos valores relativos do conteudo de DNA obtidos pela DOI
s&o reescalonado em unidades de valor-C, para facilitar a plotagem de um
padrao de histograma caracteristico, no qual sdo analisados os picos G0/G1 e
G2/M, conforme algoritmos de interpretagcao diagndstica propostos por Haroske
e Bocking em 2001 e 2004, respectivamente (HAROSKE et al, 2001;
BOCKING & NGUYEN, 2004).

As células em proliferagdo ativa passam por quatro estagios, designados
como G1, S, G2 e M. O estado dipléide de repouso é denominado fase GO.
Células 2c, em humanos, contém 7,14 picogramas de DNA até a entrada no
ciclo de proliferagdo, sendo neste ponto denominado fase G1 (gap 1). Durante
a fase S, cada célula duplica seu conteudo de DNA nuclear até atingir 14,28
picogramas. A fase G2 apresenta um indice de DNA equivalente a 4c. Na fase
M, a célula se divide, gerando duas células dipléides que podem entrar na fase
GO ou permanecer em ciclo celular (ALBERTS et al., 1994; RIVOIRE et al.,
2001).

A maioria das analises realizadas, via citometria de imagem, utiliza fonte
de Iluz mono ou policromaticas que €& processada pelas cameras
analdgicas/digitais. Entretanto, no caso de luz com trés canais (24 bits - RGB),
apenas o canal referente ao comprimento de onda na faixa verde é utilizado.
No caso de imagens monocromaticas, estudos citométricos em humanos tém
utilizado, principalmente, a escala de valor do pixel com 8 bits (256 tons de
cinza) (VOLGMAYR & GREILHUBER, 1998) ou 12 bits (4.096 tons de cinza)
(FONTES, 2003; ROSADO, 2004; CLARINDO, 2004).

Conforme o consenso ESACP (European Society for Analytical Cellular
Pathology) 2001 alguns critérios sado levados em consideragdo para a
quantificacdo do DNA como: (i) utilizagdo de células de referéncia, isto é, de

padroes com valor 2c previamente estabelecido, para comparacdo das
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medidas de densidade; (ii) preparagao e analise dos padrdes juntamente com
as amostras do espécime, de tal forma que as células de referéncia passem
pelos mesmos processos que a amostra, em iguais condigdes; e, (iii) o
coeficiente de variagao (CV) entre as medidas obtidas tanto para as amostras
quanto para os padrbes deve ser inferior a 5% (COEN et al., 1992; BOCKING
et al., 1995; HAROSKE et al., 1998; HAROSKE et al., 2001).

A citometria de imagem do DNA tem sido aceita na patologia e na
citopatologia como meio mais objetivo para obter informacgdes relativas ao
diagndstico e progndstico nos canceres humanos (DOUDKINE et al., 1995). As
aplicagdes da citometria de imagem no diagndstico e prognostico de diversas
neoplasias podem ser observadas em varios estudos:

e BOCKING et al., 1986, diagnosticaram carcinoma in situ da cérvice com
uma sensibilidade de 98,6% e especificidade de 100%;

o HAFIZ et al., 1988, diagnosticaram mesoteliomas com uma sensibilidade
de 89% e especificidade de 100%;

e CHATELAIN et al., 1989, identificaram lesdes borderline (displasia leve a
moderada) de epitélio com coilocitose (HPV) da cérvice uterina com um
valor preditivo positivo de 100%;

e NADJARI et al, 1999, diagnosticaram melanomas e carcinomas de
células escamosas da cdérnea e conjuntiva com uma sensibilidade e
especificidade de 100%;

e NADJARI et al., 1999, identificaram neoplasias de tiredide com um valor
preditivo positivo de 100%;

¢ REMMERBACH et al., 2001, alcangaram uma sensibilidade de 98,2% e
especificidade de 100% para o diagndstico citoldégico precoce de cancer
oral invasivo;

e BIESTERFELD et al., 2001, conseguiram uma sensibilidade de 95,9% e
especificidade de 100% para o diagnostico de adenocarcinoma cervical;

e SUDB® et al.,, 2001, puderam predizer o desenvolvimento de cancer
invasivo oral com um valor preditivo positivo de 90% dentro de cinco

anos;
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e Em lesbes pré-neoplasicas como ASC-US e LSIL, GROTE et al., 2004,
puderam predizer histologicamente a malignidade dentro de dois meses

com um valor preditivo positivo de 54%;

A citometria de imagem possibilita ampla avaliagdo da aneuploidia do
DNA em varios tumores. Os dados indicam, geralmente, um progndstico ruim
nos tumores aneupldides que sao relacionados a menor sobrevida e tempo de
recorréncia (COHEN, 1996). No entanto, os resultados da analise do conteudo
de DNA nao devem ser usados como unica base para decisdes clinicas, e sim,
serem usados em conjunto com parametros clinicos e outros testes
laboratoriais (CAREY, 1994; COHEN, 1996; HAROSKE et al.,1997; WALDMAN
et al.,1996). A combinacao de dois ou mais métodos adjuvantes no mesmo
material aumenta a acuracia diagnéstica (BOCKING et al, 2004) como
observado nos estudos:

e PLANZ et al, 2001, alcangaram uma sensibilidade de 94% e
especificidade de 100% para a identificagdo citolégica de cancer de
bexiga em urina aplicando a combinagédo imunocitoquimica e citometria
de imagem,;

e LORENZATO et al.,, 2001, alcangaram uma sensibilidade de 90,9% e
especificidade de 95,4% para a identificacdo citolégica de HSIL na
cérvice uterina aplicando a combinac&o captura hibrida Il e citometria de

imagem;

Métodos diagnédsticos adjuvantes correntemente propostos para aumentar a
acuracia diagnostica da citologia e histologia cervical sdo ensaios para a
deteccdo e tipagem do HPV e citometria de imagem (BOCKING, 1995;
BOCKING & MOTHERBY, 1999; BOCKING & NGUYEN, 2004). Em uma série
de 50 pacientes com displasia cervical leve, moderada e severa, Kashyap e
colaboradores descobriram que 44% dos pacientes mostraram um padréao
aneupléide de DNA, ao passo que a positividade para HPV de alto risco
oncogénico foi encontrado em 46% dos pacientes. O acompanhamento dos

dados revelou que 72,7% dos pacientes que tiveram um padrédo aneupldide de
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DNA e foram positivos para o HPV de alto risco progrediram para carcinoma in
situ, comparado com somente 4,4% dos pacientes que foram positivos para o
HPV de alto risco e tiveram um padrao eupldide de DNA (KUHN et al.; 2000).

Em casos de equivocos no diagndstico citologico, a detecgao citométrica de
aneuploidia do DNA revela a potencial presencga futura de células malignas,
especialmente quando ha discrepancias entre diagnostico citologico e
histolégico. Em uma série de 170 amostras cervicais de rotina, aparentemente
falso-positivas, a aneuploidia do DNA foi encontrada em 47 amostras sem
explicacdo histoldégica. Usando aneuploidia do DNA como um sensivel
marcador de malignidade no epitélio uterino, os autores classificaram aqueles
casos como histologicamente falso-negativos, e ndo como diagndstico
citolégico falso-positivo (BOCKING & NGUYEN, 2004).

Nas neoplasias intra-epiteliais cervicais, as lesdes aneupldides
provavelmente persistem ou progridem até a malignidade, enquanto lesdes
diploides ou polipléides regridem. Na cérvice uterina a presenga de aneuploidia
em SIL esta estritamente correlacionada ao seu grau, estando presente em
75% a 100% das pacientes com lesdes de alto grau (WALSH et al., 1995;
ONOFRE et al, 2003).

Se a aneuploidia do epitélio escamoso ectocervical pode predizer o
desenvolvimento de uma anormalidade histomorfolégica em lesbes de alto
grau, esta caracteristica pode ser util em identificar individuos que requerem
maior atengcdo ou tratamento adicional. Além disso, se a aneuploidia fosse
identificada adjacente a lesbes de alto grau, este estado aneupléide poderia ser
potencialmente valioso na avaliagdo global de esfregagos cervicais de
pacientes com dificil diagndstico citologico (McDERMOTT, 1997).

Tem sido relatado que a ploidia de DNA €& um indicador valido de
resposta para radioterapia em mulheres com malignidade cervical. Em 1991,
Yu e colaboradores descobriram que tumores com aneuploidia de DNA eram
mais radiosensiveis que tumores dipléides. Eles concluiram que ha uma
correlagao direta entre conteudo de DNA e radiosensibilidade em carcinoma
cervical invasivo (BIESTERFELD et al.; 2001).
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A aneuploidia € largamente aceita como marcador de malignidade em
lesbes borderline da cérvice uterina. Muitos autores consideram aneuploidia
somente se uma lesao revela um padrao de distribuicido de DNA diferente de

2c, 4c ou poliploidia (c = quantidade de DNA em uma célula hapldide).

Entretanto, outros consideram uma lesdo aneupldide somente se células
individuais apresentarem um conteudo de DNA > 5c. Este conceito esta
baseado na observacdo que células com um conteudo de DNA > 5c nao
ocorrem em lesdes benignas que nao foram infectadas por virus (CHATELAIN
et al.; 1989).

Em 1989, Chatelain e colaboradores desenvolveram um algoritmo para
diagndstico de DNA de malignidade. Este diagnédstico foi baseado na detecgao
de nucleos com um conteudo de DNA > 5c (5¢ eventos excedentes), mas
excluindo 8c e 16¢ + 12,5%. Este algoritmo n&o era aplicavel para amostras
que tivessem sido irradiadas ou que revelassem sinais morfologicos de
infecgdo viral, pois os virus podem causar poliploidia eupldide, que podem
resultar em diagnéstico falso-positivo. O HPV é encontrado frequentemente em
displasias cervicais e pode resultar em poliploidia acima de 8c. Por esta razéo
foi ajustado um limiar de detecgédo de células aneupldides para 9c de lesdes
com infeccédo pelo HPV morfologicamente detectaveis. Os eventos excedendo
a 9c¢ (9c EE) representam o numero de nucleos com um contetudo de DNA > 9c
em uma preparagao citologica e reflete atipia celular, logo pode ser
considerado um marcador bioldgico util (CHATELAIN et al.; 1989).

Mais recentemente, Bollmann e colaboradores descobriram que ASC-US
com eventos raros de DNA > conteudo de DNA 9c foi encontrado
exclusivamente em combinagdo com HPV de alto risco oncogénico
(BOLLMANN et al.; 2003).

Existem poucos estudos relacionando o conteudo de DNA e o grau de
oncogenicidade do HPV em lesbées como ASC-US, LSIL e HSIL, como
observado na Tabela 3. O mesmo é observado em estudos relacionando
porcentagem de ploidia, lesdes intra-epiteliais pré-neoplasicas e grau de

oncogenicidade do HPV como observado na Tabela 4.
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Tabela 3. Comparagao de diagndstico citopatolégico, freqliéncia de células
com conteudo de DNA > 5c e > 9c e grau de oncogenicidade do HPV.

Frequéncia de | Freqiiéncia de
, ! Grau de
. . células com células com ..
Citologia . - Oncogenicidade Autores
conteudo de conteudo de do HPV
DNA > 5c¢c DNA > 9c
BOCKING et
ASC-US menor maior alto
al., 2004
alto* BOLLMANN
LSIL maior menor
baixo etal., 2003
BOLLMANN
HSIL menor maior alto
et al., 2003
MEHES et
HSIL maior menor alto
al., 2004
BOLLMANN
HSIL NA maior alto
et al., 2005

* Maior niumero de casos em relagao ao HPV de baixo risco; NA = Nao foi analisado no estudo;

Tabela 4. Comparacgao de ploidia do DNA, diagnéstico citopatoldgico e grau de

oncogenicidade do HPV.

Ploidia de | ASC-US | LSIL | HSIL Grau de
DNA (%) (%) (%) Oncogenicidade Autores
do HPV
Diploide NA NA
_ BOCKING et
Aneupldéide NA 20 68,8 alto
al., 2004
Polipléide NA NA
Diploide 39 4
BOLLMANN
Aneupldéide NA 4 79 NA
et al., 2001
Poliploide 57 17
Dipléide 55 10
SHIRATA et
Aneupldéide NA 40 75 NA
al., 2001
Poliploide 5 15
Dipléide NA
NGUYEN et
Aneupldide 44 40,3 94,9 NA
al., 2004
Poliploide NA

NA = Nao foi analisado no estudo;
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Recentemente, Nguyen e colaboradores relataram uma correlagao inter-
observador de 94,1% em medidas do DNA realizadas em 202 esfregagos de
rotina ASC-US positivo. O alto valor de concordancia inter-observador
alcangado neste estudo foi de 20% maior que as taxas relatadas na literatura
para diagnéstico morfologicamente baseado na citologia ou histologia de
displasias cervicais. Explicagdes deste alto valor podem abranger a alta
padronizagcdo de medidas do DNA e interpretagdo de dados diagndsticos e a
objetividade do método (BOCKING & NGUYEN, 2004).

A citometria de imagem do DNA nuclear também pode contribuir para a
prevencdo de custos que os resultados de repetidos e desnecessarios
controles citologicos, histolégicos e clinicos podem oferecer, bem como para os
procedimentos cirurgicos desnecessarios em pacientes com ASC-US/LSIL. Se
a aneuploidia do DNA é detectada, entdo a indicagado da intervencao cirurgica
(conizagdo, excisdo com alga cirurgica de alta frequéncia — LEEP, etc) deveria
ser assumida, também evitaria os custos que ocorrem quando carcinomas
avangados requerem tratamento (BOCKING, 1995; BOCKING & NGUYEN,
2004).

Em suma, o valor da determinagdo da ploidia do DNA no carcinoma da
cérvice uterina, permite inferir que as variagdes anormais, na distribuicdo do
conteudo de DNA, nas células tumorais na interfase, estdo relacionadas com
as anormalidades cromossomais. Estudos cromossOmicos e medidas do
conteudo de DNA nas células de carcinoma cervical confirmam que clones
anormais sdo encontrados nos estagios tardios, pré-invasivos (HSIL). No
minimo metade das lesdes tem um valor modal alto, acima de tripldide e muitas
vezes estdo na regido hipotetrapléide (SILVA FILHO & BIBBO, 1998;
HAROSKE et al., 2000).

Tumores com modos normais ou proximos do normal frequentemente
tém um progndstico favoravel, mas isto ndo é verdadeiro para os tumores de
todos os tipos ou locais, incluindo o carcinoma epidermodide da cérvice, no qual
os tumores préximos de tripléide podem ter prognéstico relativamente favoravel
(HAROSKE et al., 2000).
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Varias evidéncias bioldgicas e dados clinicos confirmam a utilidade da
citometria de imagem como um método adjuvante, adequado para o
diagndstico e prognostico de lesdes intra-epiteliais cevicais e carcinoma
cervical invasivo. Anteriormente uma ferramenta de pesquisa, a citometria de
imagem do DNA padronizada tem se tornado um método laboratorial proveitoso
e de baixo custo para estabelecer, objetivamente e com reprodutibilidade, um
diagndstico precoce de lesdes intra-epiteliais cervicais suspeitas de
progressao, com alto nivel de qualidade. Além disso, pode contribuir para a
avaliagao de relevantes parametros progndésticos e para o monitoramento do
tratamento de pacientes com carcinoma cervical invasivo (BOCKING &
NGUYEN, 2004).

Para a determinagao do carcinoma cervical, o uso das técnicas atuais,
como o teste de Papanicolaou, apresenta baixos indices de reprodutibilidade.
Os testes moleculares, quando apresentam resultados positivos para tipos
virais altamente oncogénicos, ndo determinam necessariamente o
desenvolvimento de uma displasia, sendo necessarios varios outros fatores
concomitantes. Portanto, novas técnicas de analises preditivas, confiaveis e
reprodutiveis devem ser admitidas.

Uma dessas técnicas € a quantificacdo da ploidia de DNA por citometria
de imagem, que além de apresentar excepcional eficiéncia nos paises de
primeiro mundo como Estados Unidos, Alemanha e Franga, seguramente
estara ao alcance dos patologistas brasileiros em futuro proximo, desde que
padronizada dentro de nossas condigdes laboratoriais e solicitada, pelos
médicos, como exame complementar aos ja estabelecidos como ferramenta na

luta contra o cancer.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Padronizar a metodologia de citometria de imagem para avaliar o

conteudo de DNA nuclear de células escamosas do colo uterino;

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar procedimentos para calibracdo do sistema de analise de
imagem, quanto a estabilidade, linearidade das medidas de densidade
optica e uniformidade da iluminagdo na imagem de captura, a fim de
obter pardmetros que demonstrem a confiabilidade das medidas de
densidade 6ptica integradas;

e Aplicar metodologias de preparagao de laminas, fixagdo, hidrélise e
coloragao por meio da reacao de Feulgen para estudos de citometria de
imagem em nucleos de células epiteliais de colo uterino;

e Analisar por citometria de imagem e dentro das condi¢des padronizadas,
amostras de epitélio clinicamente normal, ASC-US, LSIL e HSIL;

e Verificar a existéncia de diferengas no conteudo de DNA, em termos de
valor C, entre células epiteliais normais de colo uterino, ASC-US, LSIL e
HSIL;

e Elaborar histogramas, a partir dos resultados obtidos, que possam
evidenciar com confiabilidade as eventuais semelhangas e diferencas
caracteristicas de cada caso;

e Disponibilizar esta metodologia para outros laboratérios que possam ter

interesse na sua implementacao na rotina;
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4 MATERIAIS E METODOS

41 APROVAGAO NA COMISSAO DE ETICA

Esta dissertagao é resultado do projeto “Citometria de Imagem do DNA
Nuclear de Células Epiteliais do Colo Uterino de Mulheres Sexualmente
Ativas”, que foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, aprovado em 26 de abril
de 2004 (anexo 1).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimentos
experimentais in vitro com amostras de raspado celular de colo uterino.

Neste estudo, foram realizadas coletas de material cervical uterino de
pacientes atendidas no Servigco de Tocoginecologia do Hospital Universitario.
Optou-se por realizar o estudo neste Servico em decorréncia da rotina
assistencial que mantém atendimento em ginecologia e recebe pacientes que
foram encaminhadas de outros servicos publicos e particulares.

As pacientes foram primeiramente esclarecidas quanto ao objetivo da
pesquisa, forma de conducgao (sigilo e privacidade), os métodos aplicados e os
beneficios que o projeto poderia trazer. Apos os esclarecimentos, as pacientes
foram convidadas a participar da pesquisa, e, havendo interesse, foi obtido seu
consentimento por escrito (anexo 2).

Durante o atendimento médico, foi catalogado o resultado do exame
citopatoldgico e coletada amostra de material cervical, utilizando-se o kit
DIGENE®, que é composto de um swab e um tubo plastico que contém um
liquido universal citolégico, o qual foi desenvolvido para preservagdo de
células, DNA, RNA e proteinas. Em seguida, os tubetes foram resfriados entre
2° e 8° C, para garantir a viabilidade das células, e encaminhados ao
Laboratério de Citogenética e Citometria da Universidade Federal de Vigosa -

MG, onde houve a preparagao dos espécimes citolégicos utilizando-se como
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base o consenso ESACP (European Society for Analytical Cellular Pathology)
2001 e as diretrizes de citometria de imagem do DNA em citologia cervical de
2004.

4.3 GRUPO CONTROLE

Foi considerado grupo controle neste estudo:

e Pacientes escolhidas ao acaso, durante consulta ao ginecologista, para

a coleta do epitélio da mucosa bucal.

4.4 GRUPO DE INCLUSAO

Foram considerados grupos de inclusao neste estudo:

e Pacientes submetidas a exames de rotina, com resultado citolégico
Negativo para lesao intra-epitelial e malignidade (NILM);

e Pacientes com alteragdbes como células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US);

e Pacientes com diagnéstico citolégico de leséo intra-epitelial escamosa
de baixo grau (LSIL);

e Pacientes com diagndstico citolégico de leséo intra-epitelial escamosa
de alto grau (HSIL).

4.5 GRUPO DE EXCLUSAO

Foram considerados grupos de exclusao neste estudo:

e Pacientes gestantes e em tratamento ginecolégico (quimioterapia,
radioterapia, cauterizagdo, cirurgia e tratamento local com &cido
tricloroacético (TCA), e outros medicamentos);

e Pacientes com diagnéstico citolégico ou histolégico de carcinoma

invasor.
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4.6 ESTUDO CEGO

Para testar a hipdotese proposta neste estudo foi realizado um estudo
cego, onde o pesquisador, que processou as analises por Citometria de

Imagem, nao tinha conhecimento do resultado da colpocitologia oncdtica.

4.7 AVALIAGAO CITOPATOLOGICA

A avaliagado citopatolégica foi realizada anteriormente a consulta ao
médico a fim de que o0 mesmo pudesse analisar o resultado do exame e, entao,
coletar a amostra para este estudo.

Nesta pesquisa foi adotada a classificagao Bethesda de 2001 por ser uma
terminologia que comunica informagdes clinicamente relevantes a partir do
laboratério para o médico responsavel pelo atendimento das pacientes, por ser
uma terminologia uniforme e razoavelmente reprodutivel entre diferentes
patologistas e laboratorios e também por refletir a compreensdo mais atual da
neoplasia cervical (SOLOMON & NAYAR, 2005).

Basicamente os critérios adotados pelo citopatologista na classificagao,
segundo SOLOMON & NAYAR, 2005, foram:

e NILM: Auséncia de evidéncia celular e nuclear de neoplasia;

e ASC-US: Nucleos com aproximadamente 2 72 a 3 vezes o tamanho da
area do nucleo de uma célula escamosa normal intermediaria
(aproximadamente 35 pm?). A propor¢do nucleo e citoplasma ¢é
ligeiramente aumentada (N/C). A hipercromasia nuclear € minima e ha
irregularidade na distribuicdo da cromatina ou da forma nuclear;

e LSIL: O aumento nuclear é pelo menos trés vezes a area do nucleo de
uma célula intermediaria normal, resultando em aumento da relagao
nucleo/citoplasma. Graus variaveis de hipercromasia nuclear séo
acompanhados por variagdes no tamanho nuclear, nimero e formato. A
binucleagao ou multinucleacao estao geralmente presentes. A cromatina
apresenta em geral uma distribuicdo regular, apesar de ser
grosseiramente granular; por outro lado, a cromatina pode parecer
borrada ou degenerada. O contorno das membranas nucleares é

frequentemente e ligeiramente irregular, mas pode ser liso;
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e HSIL: A hipercromasia nuclear é acompanhada por variagcbes no
tamanho nuclear e na sua forma. O grau de aumento nuclear € mais
variavel do que o visto na LSIL. Algumas células com HSIL apresentam
0 mesmo grau de aumento nuclear como na LSIL, mas a area do
citoplasma esta diminuida, levando ao aumento acentuado da proporgao
nucleo/citoplasma. Outras células apresentam uma proporgao
nucleo/citoplasma muito elevada, mas o tamanho real dos nucleos pode
ser consideravelmente menor do que na LSIL. A cromatina pode ser fina
ou grosseiramente granular e com distribuicdo regular. O contorno da
membrana nuclear € bastante irregular e frequentemente demonstra

entalhes proeminentes ou sulcos.

4.8 ANALISE DAS AMOSTRAS

4.8.1 Preparagao dos espécimes citolégicos

4.8.1.1 Fixagao Celular

As amostras contidas nos kits de coleta foram primeiramente agitadas em
vortex, durante aproximadamente 30 segundos. Em seguida, todo o conteudo
de cada tubo do kit (aproximadamente 1 ml) foi transferido para Eppendorfs, e
o volume foi completado (g.s.p. 2ml) com solugao fixadora de etanol 70%. O
material foi centrifugado a 1.100 rpm, durante 5 minutos e o sobrenadante
descartado. Repetiu-se esta etapa fixadora por 3 vezes com intervalos de 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram armazenadas na mesma solugao

fixadora, em freezer a - 20° C.
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4.8.1.2 Preparagao da Lamina

A suspensao de células armazenada em freezer foi centrifugada a 1.100
rom, durante 5 minutos e o sobrenadante descartado. Ao centrifugado
completou-se para o volume final de 0,5 ml de etanol 70% . Ap6s uma etapa
de vortex, por 40 segundos, retirou-se 50 pl da suspensao, que foi gotejada
em lamina rigorosamente limpa. A lamina foi seca ao ar, com agitagdo, e em
chapa aquecedora (60° C), por no minimo 1 hora.

Cada lamina foi preparada com gotejamentos de uma suspensao de
células-padrdo normal, proveniente do epitélio bucal, gotejada do lado A
(esquerdo) e de uma suspensao celular obtida do epitélio cervical uterino,
gostejada no lado B (direito).

Para cada amostra foram confeccionadas 3 Idaminas em dias diferentes e

com solugdes e corantes recém-preparados.

48.1.3 Pos-fixagao

As laminas foram colocadas em solugéo pds-fixadora de formaldeido 4%
durante 60 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 10
minutos e submetidas a hidrolise em HCI 5 M, a 20° C, durante 60 minutos.
Apds a hidrolise, as laminas foram lavadas novamente, durante 3 minutos, em

agua destilada, com 3 repetigdes.

48.1.4 Coloracgao

As laminas foram colocadas em cadmara umida, no escuro, e com Reativo
de Schiff durante 12 horas. Apds a coloragao, as laminas foram submetidas a
trés lavagens em agua sulfurosa durante 2 minutos para remogao do excesso
de Reativo de Schiff. Em seguida, as laminas foram submetidas a trés lavagens
em agua destilada durante 1 minuto. As laminas foram secas ao ar, montadas
com laminula e 6leo de imersao, e armazenadas no escuro até o momento da
captura das imagens (MENDONCA, 2006).
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e A Reacao de Feulgen foi realizada conforme a especificagéo seguinte:

Solugbes:

a) Reativo de Schiff (com Fucsina basica):

e 0,5 Fucsina basica (Merck®);

e 85 ml de agua destilada (fervendo);
e 15mldeHCI1M;

e 2,23 gde K;S,0s5;

e 24 h em repouso;

e Carvao ativo;

b) Agua Sulfurosa:

e 90 ml de agua destilada;
e 5mIHCI1M;
e 5 ml de metabissulfito 10% (p/v);

c) Metabissulfito 10% (p/v);
d) HCI5 M;

e) Solugao Pds-fixadora: Formaldeido 4%

e 4 ml de formaldeido (solugéo 35%);

e (.S.p 100 ml de agua destilada;
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4.8.2 Citometria de imagem

4.8.21 Sistema de analise de imagem

O sistema de analise de imagem utilizado no presente estudo consistiu
de um fotomicroscoépio OIympusTM, modelo BX60 com fonte de luz estabilizada,
acoplado com uma camera digital Photometrics®, monocromatica CCD de 12
bits, do kit de analise de imagem Cool SNAP-pro™. Utilizou-se um filtro de
interferéncia de cor verde (IF 550) e filtros de densidade neutra (Olympus™).
Cada imagem foi capturada com uma objetiva UPlanFI de 40x com 0,75 de
abertura numérica. Apds a calibracdo do sistema O6ptico, pelo método de
Koéhler, as imagens dos nucleos foram capturadas e processadas com auxilio
das ferramentas do programa Image Pro® Plus 4.5, do kit de andlise de
imagem Cool SNAP-pro™. Uma curva de calibragdo foi obtida a partir de filtros
de densidades conhecidas (DO = 0,15; 0,30; 0,40; 0,60; 0,90; 2,50), e

certificados pela Edmund Industrial Optics.

4.8.2.2 Calibragao do sistema optico e digital

A avaliacao do sistema de analise de imagem foi realizada conforme
descrito por PUECH & GIROUD, 1999, HARDIE et al., 2002, VILHAR &
DERMASTIA, 2002, MENDONCA, 2006 e consistiu da realizagdo de testes de
estabilidade, linearidade e uniformidade da densidade éptica integrada (DOI)
do nucleo, para atender as normas do ESACP 2001.

O teste de estabilidade consiste na determingdo do tempo que o sistema
de analise de imagens necessita, a partir do instante em que foi ligado, para
tornar-se estavel. Para a realizagao do teste de estabilidade foram calculados
os valores de DOI de um pixel e de um nucleo de eritrocito de fémea de Gallus
domesticus posicionados no centro da imagem de captura. As imagens foram
capturadas em intervalos de 4 minutos, durante 88 minutos.

O teste de linearidade € um procedimento de verificagdo da correlacéo
entre a DOI real dos objetos e a gerada pelo sistema de analise de imagens.

Tal correlagdo deve ser linear. A avaliagcdo da linearidade do sistema foi
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realizada seguindo a metodologia descrita por HARDIE et al., 2002. Utilizou-se
de filtros de densidade calibrada (Stepped Density Filter - Edmund Industrial
Optics).

Realizou-se um teste de uniformidade para verificar se cada regido do
campo de visdo e de captura da imagem recebe a mesma intensidade
luminosa. Este teste avaliou a DOl de um mesmo nucleo posicionado em
diferentes coordenadas do campo de captura da imagem. Adotou-se para este
procedimento a metodologia descrita por VILHAR & DERMASTIA, 2002,
MENDONCA, 2006.

4.8.2.3 Captura das Imagens

Utilizou-se uma fungdo Macro de programagdo para automatizar a
captura de nucleos individualizados e posteriormente foram agrupados em uma
biblioteca de imagens.

A selecdo dos nucleos a terem as imagens capturadas seguiu um
procedimento semi-interativo, o qual descartou nucleos cuja morfologia ndo se

apresentava integra ou que nao pertencia ao epitélio escamoso.

4.8.2.4 Calculo da Densidade Optica Integrada (DOI)

O processamento da imagem e o calculo da DOI foram realizados
automaticamente pelas ferramentas do sistema de analise de imagem (Image
Pro® Plus 4.5).

4.8.2.5 Analise de dados

Para as analises estatisticas dos dados obtidos da citometria de imagem
das células epiteliais de colo uterino foi utilizado o software SPSS 11.4 versao
Macintosh™.

O valor de leitura da DOI de cada nucleo foi reescalonado em termos de
valor-C relativo a ploidia do DNA da amostra-padrao, para a elaboragcdo dos

histogramas.
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4.8.2.6 Analise do histograma de DNA

Seguiram-se basicamente as diretrizes e os algoritmos do ESACP 2001
para a interpretacdo dos histogramas de DNA dentro da analise de citometria
de imagem, conforme Tabela 5 (HAROSKE et al, 2001; BOCKING &
NGUYEN, 2004).

Tabela 5. Algoritmos para a diferenciagdo entre euploidia e aneuploidia em
histogramas de DNA da cérvice uterina (BOCKING & NGUYEN, 2004).

DNA- Diploide: 1,8c <= STL<= 2.2¢; 5¢cEE = 0
euploide Polipléide: 1,8c <= STL <= 2,2c ou 3,6¢c <= STL <= 4/4c;
9cEE =0
DNA- Stemline — aneuploidia: STL nem dipléide nem polipléide

aneuploide Single cell — aneuploidia: 9cEE > 0

STL = stemline; 5cEE = Eventos excedentes a 5c¢; 9cEE: Eventos excedentes a 9c;

Segundo o consenso ESACP 2001, o Coeficiente de Variagcédo (CV) da
razao entre a MODA da DOI das células de referéncia e das células nao-

patoldgicas GO/G1 em uma série de medidas deve ser < 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 BIBLIOTECA DE IMAGENS

As metodologias desenvolvidas para a fixacado, hidrélise e coloragao
estequiométrica do DNA pela reagdo de Feulgen proporcionaram a obtencéo
de nucleos de células epiteliais bem preservadas, com coloragao considerada
adequada para a realizagdo das medidas e determinacao dos valores de DOI
(Figuras 8-12).

A coloragdo com Feulgen considerada adequada foi obtida em laminas
hidrolisadas por 60 minutos e coradas durante 12 horas. Periodos inferiores e
superiores de hidrdlise resultaram em l|adminas com nucleos fracamente

corados ou de dificil visualizacao.



Resultados 67

Epitélio Bucal

# o9 0 0 0o @®0® @ 0 @ B ¢ o 9 o o
® § 4 00 02 0 % ¢ © o e o e ®
@ ® ) s 0 0 0? @ 0000 &9 v
SR IT Ve 008 @

Epitélio Cervical (caso Pil_02)

® @ & ¢ & @ ® ) § Q T 9o ¢ & e 08 8
® & © @ @ o 0 9 9 & & ¢ @ ? P § o ®
@ @ ¢ & 9 ®» O o @ & ® o o 6 6 & @ *
@ ®© 0 ¢ @ ® ) o 9 © & ¢ & @ @ \ &9
* @ & o o 0 @ ® 6 @ o & g S e ¥ 0 o
P ®© o © o @ @ & @& & & g o @ o % o o
@ ¢ & 0 @ ® § & o ® o © o b o & * @
@ & & © @ @ ® o ® @ g @ ¢ & ®© 0 g 2
A @ & O

=
=
El

Figura 8. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de células
epiteliais da cérvice (caso Pil_02) e do padrao epitélio bucal, utilizada para
fazer a medida da densidade optica integrada. Barra 10 pym.
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Figura 9. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de células
epiteliais da cérvice (caso Pil_05) e do padrao epitélio bucal, utilizada para
fazer a medida da densidade éptica integrada. Barra 10 um.
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Figura 10. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de células
epiteliais da cérvice (caso T_06) e do padrao epitélio bucal, utilizada para fazer
a medida da densidade 6ptica integrada. Barra 10 uym.
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Figura 11. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de células
epiteliais da cérvice (caso T_13) e do padrao epitélio bucal, utilizada para fazer
a medida da densidade optica integrada. Barra 10 um.
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Figura 12. Amostra do conjunto de imagens capturadas de nucleos de células
epiteliais da cérvice (caso Pil_04) e do padrao epitélio bucal, utilizada para
fazer a medida da densidade 6ptica integrada. Barra 10 um.
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5.2 RESOLUGAO DO SISTEMA DE ANALISE DE IMAGEM

Tabela 6. Comparagao entre o0 numero de nucleos do epitélio bucal (padrao de

referéncia),

nidmero de

nucleos

do epitélio cervical

(anteriormente

diagnosticados pelo Papanicolaou como NILM, ASC-US, LSIL ou HSIL) em
relacdo a MODA da DOl por I[amina.

Pa Numero de Numero de MODA Numero de MODA
P Repeticoes Nucleos EB da DOI Nicleos EC da DOI
L1 60 22,91 33 22,62
L2 74 23,17 69 23,03
NILM (caso L3
Pil_02) L4* 66 21,54 149 21,53
Total de 269 ; 332 ]
nucleos
L1 65 19,31 129 20,63
L2* 75 20,27 174 20,23
NILM (caso L3
T_07) L4 93 19,87 156 21,51
Total de 289 . 591 .
nucleos
L1 54 22,32 104 22,21
L2 64 20,48 92 22,99
ASC-US
(caso L3
Pil_05) L4* 85 22,24 148 22,54
Total de 264 . 439 .
nucleos
L1 77 19,72 89 20,85
L2* 73 20,21 116 20,34
ASC-US L3
T
(caso T_06) L4 79 22.19 115 23,68
Total de 294 . 389 .
nucleos
L1 68 21,69 32 24 .89
L2 46 21,78 38 23,98
LSIL (caso L3
T_01) L4* 133 21,01 102 22,36
Total de 307 ) 189 )

nucleos
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Pap Nimero de Nimero de MODA Numero de MODA
Repeti¢goes Nucleos EB da DOI Nucleos EC da DOI
L1 87 21,99 99 21,66
L2 87 20,98 94 19,72
L3
LSIL (caso L4* 81 22,31 146 20,43
T_02)
L5
Total de 418 . 495 .
nucleos
L1 76 22,31 40 22,49
LSIL (caso L2* 80 22,22 33 23,54
L3
T.03) Total d
ol oe 239 - 163 .
nucleos
L1 76 22,97 41 22,48
L2 59 19,41 51 18,85
LSIL (caso L3"
L4 62 25,34 36 24,71
T 12)
L5
Total de 317 . 222 .
nucleos
L1 65 21,23 104 21,65
L2* 68 21,18 168 20,22
LSIL (caso L3

T_13) L4 70 19,58 78 20,85
Total de 257 . 486 .
nucleos

L1 87 24,42 179 24,26
L2 89 23,07 151 23,44
HSIL (caso L3*

Pil_03) L4 74 21,02 23 21,33
Total de 314 . 536 .
nucleos

L1 64 22,28 159 22,39
L2 69 19,74 141 19,95
HSIL (caso L3*

Pil_04) L4 72 21,34 202 21,59
Total de 262 . 723 .
nucleos

Pap = Exame de Papanicolaou; L = Iamina; EB = Epitélio bucal; EC = Epitélio cervical; DOI =
Densidade 6ptica integrada; *Repetigao escolhida para elaboracéo dos histogramas de DNA,;

O CV da razao entre a MODA da DOI das células de referéncia e das

células ndo-patoldgicas GO/G1, observado no presente estudo, foi igual a 4,1%.
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5.3 DETERMINAGAO DO CONTEUDO DE DNA DAS AMOSTRAS
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Figura 13. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_02) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipl6ide (normal), Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).



Resultados 75

A
30=
= 20
8
10=
U T T II T T T T T
i] 1 2 E] 4 5 E 7 g ] i0
C value
B
El=
40 =
£
8
20=
0= T T T T T T T
1 2 3 4 5 B 7 ] 3 10
C value

Figura 14. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_07) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipléide (normal), Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).



Resultados 76

30

457

40 -

357

C value
B

ro
E5S =
B0 =
55 =
50 -
45 =
40 =

=
FEER
30
25 =
20 =
15+
10+
5=
Uy T T i ‘I T
1 1 2 3 4 3 3 7 & 3 in0
C value

Figura 15. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e de
uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_05) (B), mostrando o numero de células
medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA polipléide, Stemline
em 2c e picos menores em 4c e 8c; 5¢cEE > 0 e 9cEE =0 (B).
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Figura 16. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_06) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
diploide, Stemline em 2c e pico menor em 4c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 17. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_01) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 18. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_02) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipl6ide, Stemline em 2c e pico menor em 4c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 19. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_03) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipl6ide, Stemline em 2c; 5cEE =0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 20. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso T_12) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipl6ide, Stemline em 2c e pico menor em 4c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 21. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e de
uma amostra de epitélio cervical (caso T_13) (B), mostrando o numero de células
medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA polipléide, Stemline
em 2c e picos menores em 4c e 8c; 5¢cEE > 0 e 9cEE =0 (B).
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Figura 22. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_03) (B), mostrando o numero de

células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Figura 23. Histogramas de DNA de uma amostra do padrao epitélio bucal (A) e
de uma amostra de epitélio cervical (caso Pil_04) (B), mostrando o numero de
células medidas e seu correspondente conteudo do valor-C de DNA. DNA
dipléide, Stemline em 2c; 5cEE = 0 e 9cEE = 0 (B).
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Tabela 7. Distribuicdo da ploidia nas amostras citologicas.

Citologia

Diploidia

Poliploidia

NILM (caso Pil_02)

NILM (caso T_07)

ASC-US (caso Pil 05)

ASC-US (caso T_06)

LSIL (caso T _01)

LSIL (caso T _02)

LSIL (caso T _03)

LSIL (caso T _12)

LSIL (caso T_13)

HSIL (caso Pil_03)

HSIL (caso Pil_04)

O 0ol |O00o0o0g g0

D = detectada pela citometria de imagem;
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6 DISCUSSAO

O controle de qualidade da instrumentacdo usada no sistema de analise
de imagem € o primeiro passo para a padronizagao da analise de imagem do
DNA (PUECH & GIROUD, 1999). A maior parte dos trabalhos internacionais
envolvendo citometria de imagem nao apresenta nenhuma mengao a controle
de qualidade do sistema optico e digital antes da execugédo das analises, no
entanto, o presente estudo apresentou um controle de qualidade prévio
realizado por MENDONCA, 2006. Este controle de qualidade da
instrumentacéo, dentro das nossas condigdes laboratoriais, juntamente com a
preparacdo das amostras citolégicas representa um grande avango na
padronizagao da citometria de imagem em nosso meio.

LORENZATO et al, 2001, em estudo utilizando citologia classica,
citometria de imagem e tipagem do HPV, observaram que o emprego do
método convencional impedia a analise da mesma amostra nos trés testes.
Neste mesmo estudo, os autores concluiram que o problema da
reprodutibilidade entre amostras de citologia, citometria de imagem e tipagem
do HPV seria superado pelo uso da citologia em base liquida.

No corrente estudo foi utilizado preparado de base liquida, para coleta
das amostras, por apresentar uma série de vantagens em relagdo ao método
convencional (esfregagco em lamina), entre elas: maior amostragem de células,
reducdo do numero de hemacias, exsudato inflamatério e muco (PEREIRA et
al., 2003), que podem interferir na captura dos nucleos alterados na citometria
de imagem.

Segundo BOCKING & NGUYEN, 2004, as propostas de diagndstico e
prognéstico pela citometria de imagem se apresentam inadequadas quando
realizada diretamente em seccédo de tecido. As medidas do seccionado nao
indicam a real quantidade de DNA, logo o procedimento proposto € a
preparagao dos esfregacos em monocamada por separagdo enzimatica celular
(BOCKING, 1995).

A técnica de gotejamento empregada neste trabalho proporcionou

ldaminas com qualidade adequada para citometria de imagem, em que os
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nucleos apresentaram-se espalhados, com densidade de nucleos por campo
constante, poucas sobreposicdoes e no mesmo plano de foco. Esses fatores
possibilitaram a distribuicdo homogénea do cromdéforo no nucleo. Caso o
cromoforo apresentasse distribuicdo ndo homogénea, a medida de absorbancia
obtida em determinado ponto poderia ndo estar correlacionada com o conteudo
de DNA nuclear (CHIECO & DERENZINI, 1999). A colorac&o estequiométrica
do DNA pela reagcdo de Feulgen, observada neste estudo, proporcionou a
obtencdo de nucleos de células epiteliais bem preservadas como observado
nas Figuras 8-12.

A hidrélise € o passo critico, mais conhecido, da reagcdo de Feulgen
(CHIECO & DERENZINI, 1999; GREILHUBER, 2005). O tempo de hidrdlise
deve ser determinado para cada material, a fim de evitar que haja interferéncia
na coloracdo do DNA pela reacédo de Feulgen (CHIECO & DERENZINI, 1999).
Durante a hidrélise ocorre formacédo de radicais aldeidos nas desoxirriboses,
por meio da depurinacdo, essenciais por se associarem aos cromoéforos
presentes no reativo de Schiff (HARDIE et al., 2002).

Neste estudo, a coloragao considerada adequada foi obtida em laminas
de células epiteliais expostas ao reativo de Schiff por 12 horas e hidrolisadas
por 60 minutos. Periodos inferiores e superiores de hidrélise resultaram
ldminas em que os nucleos estavam fracamente corados ou nao puderam ser
visualizados.

A selecdo dos nucleos, nesta pesquisa, a terem as imagens capturadas
seguiu um procedimento semi-interativo, o qual descartou nucleos cuja
morfologia ndo se apresentava integra ou que nao pertencia ao epitélio
escamoso. Em avaliagdes realizadas por NGUYEN et al., 2004, as imagens
capturadas seguiram, um procedimento interativo randomizado, no qual
somente nucleos alterados foram capturados. BOCKING, 1995, afirmou que a
sensibilidade da citometria de imagem interativa para predizer malignidade em
amostras displasicas é de 96,7%.

Entretanto, BOLLMANN et al., 2001, utilizam um procedimento interativo
nao randomizado na captura das imagens. Este procedimento inclui nucleos

que nao pertencem ao epitélio escamoso.
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A resolucao da citometria de imagem é definida por sua precisédo, que
permite a diferenciacdo de dois picos separados, e sua acuracia em
reconhecer um pico em uma posi¢gdo anormal usando o limiar de precisao
minima de medidas do consenso ESACP 2001. Segundo este consenso, o CV
da razao entre valor modal de DOI das células de referéncia e das células néo-
patolégicas GO/G1 capacita o reconhecimento de stemline de DNA como
aneuploide se elas desviarem mais que 10% do dominio 2c ou dominio 4c, ou
seja, 2¢c £ 0,2c ou 4c = 0,4c (BOCKING & NGUYEN, 2004).

O CV da razédo entre a MODA da DOI das células de referéncia e das
células nado-patologicas GO/G1, observado no presente estudo, foi igual a 4,1%
(Tabela 6), indicando a adequacéo das metodologias de calibragdo do sistema
Optico e digital, coloragdo e analise adotadas. Além disso, o CV das medidas
de DOI, apresentado neste trabalho, foi inferior a 5%, seguindo os padrdes
recomendados para esse tipo de estudo (BOCKING et al., 1995; HAROSKE et
al., 1998; HAROSKE et al., 2001).

As células de referéncia sdo necessarias para o escalonamento das
medidas densitométricas de DNA. Linfocitos, granuldcitos, células epiteliais
normais ou ceélulas do estroma sdo usualmente empregados como padrao
interno. E como padrédo externo, muitas vezes é utilizado hepatdcitos de rato
(BOCKING, 1995).

O padrao externo caracteriza-se por ser processado e analisado
separadamente da amostra teste. Ja no padrao interno, a amostra teste e o
padrdo sao processados e analisados em conjunto (MOTLEY et al., 2000). No
presente estudo foi utilizado células da mucosa oral como padrao interno,
sendo preparadas e fixadas nas mesmas condicdes das células em estudo.

BOLLMANN et al., 2001, utilizaram leucdcitos e linfécitos como células
de referéncia. NGUYEN et al., 2004, utilizaram células escamosas normais de
colo uterino. MULTHAUPT et al., 1993, utilizaram linfécitos e células
escamosas normais da cérvice uterina. SHIRATA et al.,, 2001 e LORENZATO
et al., 2001, utilizaram hepatdécitos de rato.

As desvantagens de se utilizar o padrao externo podem ser atribuidas a

flutuagbes na calibragem do equipamento entre as analises (MOTLEY et al.,
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2000). Esse tipo de problema tem sido evitado com o uso do padrao interno.
Quando o processamento desse e da amostra € realizado em conjunto, ambos
sao afetados pelas perturbacbes que ocorrem durante a preparagao e
coloragdao (DOLEZEL, 1997; MOTLEY et al., 2000; NOIROT et al., 2000;
NOIROT et al., 2003).

Segundo DOLEZEL, 1997, a seleg&o do padréo apropriado € crucial para
a estimativa do tamanho do genoma nuclear. Esse padrédo deve apresentar
estabilidade genética, tamanho de genoma constante, ser facilmente
manipulado e estar disponivel em quantidades suficientes para analise
(VILHAR et al., 2001; DOLEZEL & BARTOS, 2005; GREILHUBER, 2005).

Entretanto, ao se utilizar células escamosas da cérvice uterina como
padrao interno, deve-se levar em consideragcao a laténcia do HPV, pois a
infeccao leva a um conteudo de DNA periploide. Além disso, a infecgao viral
latente aumenta o coeficiente de variagao das células de referéncia (GROTE et
al., 2004).

Segundo KISS et al., 1992, a escolha de células de referéncia dipldide
pode influenciar o nivel de ploidia do cancer a ser analisado. DRESSLER &
BARTOW, 1989, sustentam que as diferengas na intensidade fluorescente
podem existir entre padrbes de referéncia e tumor, ou seja, duas populagdes
de células diploides podem apresentar dois picos G0/G1 completamente
separados no mesmo histograma de DNA. Este segundo pico dipldide pode ser
falsamente interpretado como um pico aneupldide por pessoas inexperientes
descobrindo o campo de medida quantitativa de DNA (DRESSLER &
BARTOW, 1989).

Um estudo realizado por KISS et al., 1992, com cancer de mama,
demonstrou que o tecido escolhido como padrdao de referéncia diploide
notadamente influenciou a posi¢cédo do pico dipléide GO/G1 de ambos os tecidos
normal e neoplasico no histograma de DNA.

Um importante problema ja identificado em estudos de tamanho de
genoma é a presenca de diferentes valores de conteudo de DNA atribuidos a
um mesmo padrdo (MENDONCA, 2006). Segundo DOLEZEL et al., 1998, ha

necessidade de uma padronizacdo dos valores de referéncia para
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quantificacdo, uma vez que o uso de diferentes padrdes pode conduzir a
estimativas do conteudo de DNA divergentes, numa mesma espécie.

No presente estudo foi utilizado o Sistema de Bethesda, como ja
mencionado, por ser uma terminologia que permite a comparagao das
estatisticas a nivel internacional e também por oferecer superior
reprodutibilidade em relagdo as outras classificagbes, uma vez que apresenta
uma divisédo binaria simplificada e correlagéo direta com a ploidia (BOLLMANN
et al., 2001).

Na Europa, alguns paises, como a Bulgaria, ttm adotado o Sistema
Bethesda, enquanto outros, como a Alemanha requerem o uso de mais de um
sistema (BOLLMANN et al., 2001). No Brasil, os citopatologistas, geralmente
mencionam classificagdes anteriores ao Sistema Bethesda (displasias ou NIC)
nos laudos, pois as frequientes mudangas dos modos de classificagdo podem
criar, nos clinicos, um sentimento de confusdo ou imprecisdo (GOMPEL &
KOSS, 1997).

A ploidia de DNA ¢é geralmente aceita como um confiavel marcador de
prospectiva malignidade (BOCKING & CHATELAIN, 1989; BIBBO et al., 1988).
Usando a citometria de imagem, a aneuploidia tem sido demonstrada em todos
os tipos de SIL, mas a frequéncia de casos de aneuploidia € maior em NIC IlI,
alcancando 88% de todos os casos (HANSELAAR et al., 1998). Em geral,
poliploidia estda mais correlacionada com lesdes cervicais benignas do que a
aneuploidia, a qual esta associada a procedimentos mais agressivos (BIBBO et
al., 1988).

Em estudo realizado por SHIRATA et al., 2001, foi observado forte
associacao de diploidia € NIC |, bem como de diploidia e NIC Il. Entretanto, NIC
Il apresentou baixo percentual de associagdo com diploidia e alto percentual
com aneuploidia (SHIRATA et al., 2001).

No presente estudo foi possivel observar a mesma caracteristica, pois as
amostras de LSIL (NIC I) (Figuras 17-20) e igualmente de ASC-US (Figura 16)
apresentaram conteudo de DNA dipléide. O mesmo ocorreu com as amostras

de HSIL (Figuras 22 e 23), que pela classificacdo de Richart, observada nos
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resultados da citologia, apresentaram-se como NIC Il e associadas a DNA
dipléide.

Nossos resultados, assim como os de SHIRATA et al., 2001 demonstram
claramente que NIC II (HSIL) tem um conteudo de DNA similar ao de NIC |
(LSIL) e ASC-US, que pode refletir um baixo potencial de progressao para
malignidade.

MONSONEGO et al., 1997, encontraram associagao de diploidia e NIC Il
em 46% dos casos e passaram a considerar diploidia e NIC I/ll como uma
lesdo de baixo grau, enquanto aneuploidia e NIC I/ll como uma lesao de alto
grau, sendo que todos os NIC Ill foram considerados de alto grau em
decorréncia de sua associagao com aneuploidia.

Segundo BOLLMANN et al., 2003, lesbes aneupldides estdo associadas
com HSIL e com a integracdo do HPV. Entretanto, poliploidizagdo em células
escamosas de lesdes exofiticas (condiloma) &€ também um fenédmeno citopatico
bem descrito que ocorre devido a infecgdo pelo HPV de baixo risco oncogénico
(CHATELAIN et al., 1989).

A infeccao pelo HPV é necessaria, mas nao suficiente para desenvolver
HSIL. Um importante fator para progressédo € a persisténcia da infeccéo e
expressdo continua de genes virais por um longo periodo de tempo
(LORENZATO et al., 2001). Cerca de 80% das infec¢gdes HPV séo transientes
(NOBBENHUIS et al., 1999), entretanto, € bem estabelecido que somente
mulheres com persisténcia de infecgdes pelo HPV de alto risco em qualquer
amostra citologicamente anormal ou normal mostram lesbes cervicais
progressivas (LORENZATO et al., 2001).

Além disso, a persisténcia da infeccdo pelo HPV pode levar a expressao
de oncogenes virais, que eventualmente induziu a mudangas cromossomais no
cariotipo do hospedeiro, resultando em poliploidizacdo (ZUR HAUSEN, 1994;
ALTMANN et al., 1994) seguida por aneuploidia (BOCKING et al., 1994). Logo,
o aumento do conteudo de DNA nuclear para 4c e 8c ndo podem ser
simplesmente interpretados como um achado desfavoravel com potencial
oncogénico (BOLLMANN et al., 2003).
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Em nosso estudo falta esta informagdo, mas fazendo uma analogia a
estudos prévios pode-se reforgar a tendéncia de lesdes intra-epiteliais
escamosas estarem associadas com HPV oncogénico. Como observado, dos
cinco casos de LSIL apenas um caso (Figura 21) apresentou conteudo de DNA
polipldide. Este achado, bem como o de ASC-US (Figura 15), pode estar
associado com a infecgao pelo HPV oncogénico. Segundo MULTHAUPT et al.,
1993, a infecgao pelo HPV gera um histograma de DNA anormal, em que as
stemline estao fora da regido eupléide (dipldide, tetraploide ou octaploide) em
um nivel definido de significancia estatistica (BOCKING & NGUYEN, 2004). A
detecgdo de nucleos com um conteudo de DNA > 5c (5cEE) incluindo 8c +
12,5% (CHATELAIN et al., 1989), como observado nesta pesquisa, caracteriza
uma poliploidia eupléide, que pode estar associada a infeccdo pelo HPV
(BOCKING & NGUYEN, 2004).

Outro importante achado obtido por MULTHAUPT et al., 1993, foi a
presengca de histogramas diploides em quatro casos de infecgéo pelo HPV,
sugerindo que os subtipos de HPV de baixo risco ndo estdo somente
associados a poliploidia de DNA.

O aspecto discriminatério da técnica de citometria de imagem, observado
na Tabela 7, sugere uma reavaliagcdo dos casos de ASC-US, LSIL e HSIL pela
citopatologia, uma vez que os resultados encontrados s&o discordantes entre
os dois métodos.

Segundo BOCKING et al. 1986, tem sido proposto que pacientes com um
histograma de DNA normal podem ser acompanhadas em programas de
screening geral, enquanto pacientes com um perfil de DNA anormal devem
automaticamente passar por exame adicional, minimizando, com isso, 0s
procedimentos cirdrgicos e o0s gastos com repetidos e desnecessarios
controles citologico, histologico e clinico em pacientes com ASC-US e LSIL
DNA eupléide. No entanto, quando aneuploidia de DNA é detectada, uma
intervencgao cirurgica deve ser realizada, a fim de evitar os custos que ocorrem
quando carcinomas avancgados requerem tratamento (BOCKING & NGUYEN,
2004).
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Os resultados obtidos neste estudo também nos permitem inferir que o
screening de rotina para cancer cervical pode ser aprimorado pela seguinte
sequéncia: se o screening citomorfolégico detecta ASC-US ou LSIL, a
combinagao de tipagem de HPV e medida de DNA podem ser realizadas para
determinar o risco de progressao para HSIL. Se a tipagem de HPV é usada em
screening primario, em amostras dentro dos limites normais e com infeccao
pelo HPV de alto risco, a medida de DNA pode ser subsequentemente
realizada para estimar o risco de evolugdo para HSIL (LORENZATO et al,,
2001). Em ambas as sequéncias, a citometria de imagem pode assegurar uma
estratégia de acompanhamento que é razoavel para os 6rgaos de saude e para

a paciente.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

e Nos procedimentos utilizados para quantificagdo de DNA nuclear por
citometria de imagem foi essencial o controle de todos os passos dos
experimentos, da fixacdo aos procedimentos de determinagdo da DOI.
Dada a nao existéncia de critérios bem padronizados para estudos de
citometria de imagem em amostras de Papanicolaou no Brasil;

e As metodologias descritas por MENDONCA, 2006, para avaliagdo do
sistema de analise de imagem, que incluiram os testes de estabilidade,
linearidade e uniformidade das medidas de DOl dos nucleos,
asseguraram a adequacdo do sistema de analise de imagem utilizado
para a realizacdo de medidas densitométricas em amostras da cérvice
uterina;

e Os procedimentos metodolégicos adotados na citometria de imagem,
envolvendo o preparo do material citogenético, a fixagcdo, a reacédo de
hidrolise, a etapa de coloragdo do DNA pela reacdo de Feulgen, foram
apropriados para obtencdo dos valores de densidade 6ptica integrada
(DOI), que foram reescalonados em termos de valor-C relativo a ploidia
do DNA;

e O CV da razédo entre a MODA da DOI das células de referéncia e das
células ndo-patolégicas GO/G1, observado no presente estudo, foi igual
a 4,1%, indicando adequada calibragdo dos equipamentos de
microscopia e de analise de imagem, o que permitiu verificar diferencas
de conteudo de DNA entre células epiteliais normais de colo uterino,
ASC-US, LSIL e HSIL.

e A anadlise do DNA de lesdes cervicais revelou resultados diploides e
poliploides, confirmando a utilidade da citometria de imagem como um
método adjuvante adequado para diagndstico e prognostico de lesdes
intra-epiteliais cervicais e carcinoma cervical invasivo;

o As lesdes dipléides ou poliploides regridem por estarem associadas a

subtipos de HPV de baixo risco oncogénico, enquanto lesdes
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aneupldides persistem ou progridem para cancer por estarem
associadas a subtipos de HPV de alto risco oncogénico;

O Sistema Bethesda, por ser um sistema binario, € biologicamente
correto e clinicamente util, entretanto, a falta de consenso quanto ao seu
uso pode gerar desconfiangas em relagdo aos resultados do
Papanicolaou, quando comparado aos resultados da citometria de
imagem;

A utilizagdo de um fotomicroscépio Olympus™ BX 60 associado com um
sistema de captura e analise de imagem, e um programa estatistico
(SPSS 11.4 versdo Macintosh™), empregado neste estudo, permitiu a
realizagcdo das analises dos epitélios por citometria de imagem, com
custos relativamente baixos, quando comparado aos sistemas de
citometria utilizados nos Paises de primeiro mundo;

A implementacdo do sistema de captura e analise de imagem, que se
mostrou adequado e eficiente na presente analise, pode facilitar o seu
uso na rotina laboratorial em diversos centros de prevengao e controle

de cancer de colo uterino.
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8 PERSPECTIVAS

e Utilizar a citometria de imagem em um numero maior de amostras a fim
de se estabelecer um comparativo com os achados obtidos em paises
desenvolvidos, que utilizam a citometria de imagem na rotina
laboratorial;

e Realizar a citometria de imagem e observar variaveis epidemioldgicas
como idade, tabagismo, sedentarismo, alimentacdo inadequada,
promiscuidade sexual e nivel sécio-econdmico das pacientes;

e Empregar a citometria de imagem em associacdo com técnicas de
tipagem de HPV, a fim de se obter uma correlagdo entre a ploidia de
DNA e o grau de oncogenicidade do HPV nas amostras analisadas;

e Reexaminar resultados citolégicos, onde houve diagnostico de ASCUS e
LSIL, corando as laminas novamente com Feulgen e analisando por
citometria de imagem;

e Aplicar a citometria de imagem no monitoramento do tratamento de
pacientes com carcinoma cervical invasivo a fim de se observar o efeito
terapéutico;

e Avaliar parametros progndsticos pela citometria de imagem e minimizar
a realizacdo de procedimento diagndstico invasivo como a biopsia

orientada pela colposcopia em mulheres;
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ANEXO 1

COMPROVANTES DA APROVAGAO DO PROJETO DE PESQUISA NO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)



