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RESUMO

Andrade LB. Analises morfométrica, imunocitoquimica e molecular das
citologias cérvico-vaginais com atipias de significado indeterminado.
Sao Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundacao Antbénio Prudente].

Introducéo: o cancer de colo uterino é a terceira causa mais frequente de
cancer em mulheres no mundo. O HPV é o agente etiolégico envolvido nos
casos de lesbes cervicais, sendo detectado em 95 a 100% dos casos.
Entretanto,a infecgao pelo HPV é transitoria e ndo, necessariamente, produz
lesdes neoplasicas. A situagdo onde o resultado do exame citolégico € de
significado indeterminado (ASC-US, ASC-H, ACG-US e ACG-H) é de
especial interesse pelo potencial risco de abrigar lesdo neoplasicas e pela
dificuldade que causa na decisao clinica. Objetivo:avaliar a contribuicdo da
complementagdo diagnostica as citologias ceérvico-vaginais com atipias de
significado indeterminado pelas analises morfométrica, imunocitoquimica e
genotipagem viral do HPV. Métodos: 260 casos de citologia em meio liquido
foram analisadas pelo parédmentros morfométrico(ImageJd/NIH institute);
imunocitoquimico,anticorpo CINtec Plus e genotipagem para HPV, pelo
Linear Array®; incluindo casos positivos, negativos e indeterminados.
Resultados: 260 casos: 64 ASC-US, 9 ASC-H, 5 ACG-US, 2 ACG-H, 83
LIBG, 41 LIAG, 6 de carcinomas, 50 negativos. 239 foram amostras
genotipadas: 132 positivas para HPV AR, 20 positivas para HPV BR e 83
negativas. O teste de genotipagem de HPV, nos casos indeterminados,
apresentou sensibilidade de 0,86; especificidade de 0,52; VPP de 0,21 e
VPN de 0,96. Nos casos indeterminados, o teste morfométrico nao
apresentou valor de p significativo para nenhum parédmetro avaliado. A 1CQ,
nos casos indeterminados, obteve sensibilidade de 0,67; especificidade de
0,61; VPP de 0,21 e VPN de 0,92. Conclusdes: a genotipagem para HPV e
a ICQ se mostraram bons métodos complementares ao exame citoldgico
para rastramento das citologias indeterminadas, auxiliando na identificacao
das pacientes que abrigam lesdes clinicamente relevantes.



SUMMARY

Andrade LB. [A morphometric, immunocytochemistry and molecular
analysis of atypical cells of undetermined significance on
cervicovaginal cytology]. Sado Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagéo
Antdnio Prudente].

Introduction: cervical cancer is the third most common cause of cancer in
women worldwide. HPV is the etiological agent involved in almost all cases
of cervical lesions, being detected in 95-100% of cases. However, HPV
infection is transient and do not necessarily produces neoplastic lesions. The
diagnosis of atypical cells of undetermined significance on cytology (ASC-
US, ASC-H, ACG and ACG-US-H) is of particular interest because of the
potential risk of harboring neoplastic lesion and the difficulty it causes in
clinical decision. Objective: To evaluate the contribution of morphometric
analysis, immunocytochemistry and viral genotyping of HPV the cervical-
vaginal cytology with atypical cells of undetermined significance. Methods:
260 cases of liquid-based cytology were analyzed by morphometric
parameter settings (Imaged / NIH institute); immunocytochemistry, antibody
CINtec® Plus and Linear Array® HPV genotyping test, including positive,
negative and indeterminate cases. Results: 260 cases: 64 ASC-US, ASC 9-
H, 5-US ACG, ACG-2 H, 83 LSIL, 41 HSIL, 6 carcinomas, 50 negative. 239
samples were genotyped: 132 HPV HR positive, 20 HPV LR positive and 83
negative. The sensitivity, specificity, PPV and NPV of HPV-DNA testing for
detection of CIN 2 or worse in women with atypical cells of undetermined
significance were 86%, 52%, 21% and 96%. In ASC cytology cases, the
morphometric test showed no significant p value for any parameter
evaluated. The sensitivity, specificity, PPV and NPV of CINtec®Plus for
detection of CIN 2 or worse in women with atypical cells of undetermined
significance were 67%%, 61%, 21% and 92%. Conclusions: HPV test and
CINtec®Plus in patients with ASC may be a powerful ancillary tool for
identifying women at a high risk of underlying significant cervical lesions.
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de colo uterino € um tema de grande relevancia por sua alta
incidéncia e elevadas taxas de mortalidade, representando, no Brasil, a
segunda causa mais frequente de caéncer em mulheres e, no mundo, a
terceira causa. Segundo os dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA),
sao esperados 17.540 novos casos para o ano de 2012. Sem considerar os
tumores da pele ndo melanoma, o cancer do colo do utero € o mais
incidente na regido Norte (24/100 mil). Nas regides Centro-Oeste (28/100
mil) e Nordeste (18/100 mil) ocupa a segunda posi¢do mais frequente, na
regidao Sudeste (15/100 mil), a terceira, e na regiao Sul (14/100 mil), a quarta
posicdo. As mais recentes estimativas mundiais apontam que a razao
mortalidade/incidéncia é de 52%, sendo responsavel pelo obito de 275 mil
mulheres (Ministério da Saude 2011).

Nos Estados unidos, a incidéncia é de 12.170 novos casos por ano,
com mortalidade de 4.220/ano (HOWLADER 2012). As taxas de incidéncia
apresentam grande variagdo geografica, o que é, parcialmente, explicado
por diferengcas nos sistemas de saude, intensidade dos programas de
rastreamento e exposicdo ao principal fator de risco, o HPV. O oeste da Asia
€ a regidao de menor incidéncia, possuindo uma taxa de 4,9/100.000

mulheres, ja o leste Africano é a regido de maior incidéncia, perfazendo um



total de 35/100.000 mulheres. Os paises africanos de maior incidéncia sao
Guiné e Zambia (BOYLE e LEVIN 2007). Essa neoplasia é, relativamente,
incomum em paises desenvolvidos, devido ao maior empenho e
investimento nos programas de prevengdo e manejo das lesbes preé-

neoplasicas (CASTLE et al. 2011; CUZICK et al. 2008).

Mulheres

. 23,65 -35,13
i 18892364
. 14,51 - 18,88

10,85 - 14,50

Fonte: Ministério da Saude (2011)

Figura 1 - Representacao das taxas brutas de incidéncia de cancer de colo

uterino por 100.000 mulheres, para o ano de 2012.
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Figura 2 - Tipos de cancer mais incidentes na populacédo brasileira para o

ano de 2012, sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma.

A incidéncia de cancer do colo do utero manifesta-se a partir dos 25
anos. O risco aumenta, rapidamente, até atingir seu pico na faixa etaria de
40 a 60 anos (Ministério da Saude 2007). Nos ultimos anos, essa neoplasia
tem sido diagnosticada em idades cada vez mais precoces. O pico de
incidéncia de infeccdo pelo HPV ocorre aos 20 anos e o pico de
incidéncia/deteccédo de lesdes de alto grau ocorre aos 30 anos (CUZICK et
al. 2008). O cancer de colo uterino representa uma neoplasia maligna com
grande potencial de cura, quando diagnosticado e tratado precocemente, por
isto, o foco no implemento de programas da deteccdo das lesdes pré-
malignas (Ministério da Saude 2011).

As lesbes pré-neoplasicas do colo uterino sdo denominadas Lesdes
Intraepiteliais Cervicais e representam uma doenga comum nas mulheres
em idade reprodutiva. O Colégio Americano de Patologistas sugere que
mais de um milhdo de mulheres sdo diagnosticadas a cada ano com Lesdes
Intraepiteliais Cervicais de Baixo Grau e, aproximadamente, quinhentos mil

sdo diagnosticadas com lesdes de alto grau (EVERSOLE et al. 2010). No



Brasil, o exame citologico cervical é a estratégia de rastreamento
recomendada pelo Ministério da Saude, prioritariamente, para mulheres de
25 a 59 anos de idade (Ministério da Saude 2007). Com a implantagao dos
programas de rastreamento, a incidéncia de cancer cervical reduziu
drasticamente, mas, em nenhuma populacéo, esta estratégia foi capaz de
eliminar o cancer do colo uterino. As causas descritas como responsaveis
pelo controle inadequado dessa neoplasia envolvem falha no
comparecimento para a coleta sistematica, coleta incorreta do material,
diagndstico e conduta inadequadas e programas de rastreamento baseado

apenas na citologia, teste pouco sensivel (COX 2002; WRIGHT et al. 2007).

1.2 FATORES DE RISCO

Dados laboratoriais e epidemiologicos suportam a conclusdo de que o
Papiloma Virus Humano (HPV) é o agente etiolégico envolvido na grande
maioria dos casos de lesdes epiteliais malignas e pré-malignas do colo
uterino, sendo o DNA do virus detectado em 95 a 100% dos casos (DEHN et
al. 2007) Outros fatores devem estar envolvidos na transformag&o maligna
da mucosa cervical. Dentre eles admite-se: tabagismo, multiplicidade de
parceiros sexuais, iniciagdo sexual precoce, uso de contraceptivos orais,
coinfeccdo com outras doengas sexualmente transmissiveis e fatores
individuais. Entretanto, esses fatores sdo controversos na literatura e nao
foram comprovados como fatores causais e, sim, como cofatores (TINDLE

2002; BOYLE e LEVIN 2007).



Os Papiloma virus sdo microorganismos icosaédricos de 52-55 nm de
diametro, ndo envelopados, epiteliotropicos. Sao virus de DNA que se
replicam no nucleo de células epiteliais escamosas e induzem proliferacao.
As particulas virais consistem em unica molécula de DNA de dupla fita
circular, de aproximadamente 8000 pares de bases, contida em estrutura
esférica, o capsideo, que € composto por 72 capsémeros (BOYLE e LEVIN
2007). A fita de DNA codificadora contém, aproximadamente, 8 Open
Reading Frames (ORFs), as quais séo transcritas de uma unica fita de DNA
e sao subdivididas em trés porgdes funcionais: regido que codifica as
proteinas precoces (E1-E7), proteinas tardias (L1-L2) e porcdo longa nao
codificadora(LCR). As proteinas precoces estao envolvidas na replicagdo do
DNA e proliferacdo celular, as tardias estdo envolvidas na formacédo do
capsideo viral e LCR contém elementos necessarios para replicacao e
transcrigao viral (DEHN et al. 2007). Segue abaixo a descricao das proteinas
com suas fungdes mais relevantes.

Proteina E1: proteina viral de 73-kDa, necessaria para replicacao
viral. E1 se liga a uma sequéncia de DNA especifica, denominado sitio de
ligacdo E1(E1BS). E1 forma estrutura hexamérica com a proteina E2,
resultando em um complexo com atividade helicase, o qual promove a
abertura da hélice de DNA, expondo a fita modelo para a sintese da nova
fita de DNA (BOYLE e LEVIN 2007).

Proteina E2: proteina viral de 40-45 kDa (a depender do papiloma
virus), constituida por trés por¢cdes. A primeira, na extremidade

carboxiterminal, um dominio responsavel pela dimerizacdo, o qual forma



homodimeros que reconhecem e se ligam a sequéncias de DNA
palindrémicas (ACCGNNNNCGGT) na regido de LCR. A segunda, localiza-
se na regiao central da proteina, tem funcgéo indefinida, embora tenha sido
descrita como reguladora da estabilidade da molécula. A terceira, na porgéao
aminoterminal, € essencial na regulacdo da transcricdo e regulagdo da
replicagao viral devido a sua interacdo com E1. Estudos em culturas de
células demonstraram que baixos niveis de E2 ativam a transcrigcao,
enquanto que altos niveis de E2 reprimem a transcricdo, promovendo
bloqueio das oncoproteinas E6 e E7. O silenciamento do gene E2 leva a
altos niveis de E6 e E7 observados nas células transformadas (BOYLE e
LEVIN 2007).

Proteina E4: apesar da sua localizagdo no genoma e do nome “E”, a
proteina E4 é expressa nos estagios finais e € a mais abundante durante o
ciclo de vida viral. E4 parece exercer papel fundamental em facilitar e dar
suporte a amplificagdo do genoma viral, na regulagdo da expressdo dos
genes tardios, no controle da maturagdo dos virus e na liberagdo das
particulas virais. A expressao da proteina E4 induz a parada do ciclo celular
na fase G2 nas células epiteliais escamosas. Ainda ndo esta claro na
literatura, o quao relevante é, esta fungcdo, na maturagcao e producao viral.
Existem hipdteses que contemplam o fato de que células suprabasais que
entraram na fase S, pela agao de E7, sdo mantidas nessa fase, pela acao de
E4, afim de, maximizar a amplificagcdo do genoma viral (BOYLE e LEVIN

2007).



Proteina E5: nem todos os tipos de HPV apresentam E5. Proteina de
natureza hidrofébica que apresenta peso variavel de acordo com o tipo de
HPV. E considerada uma proteina com poder de transformacao das células,
uma vez que, em culturas, essa proteina promove a transformagdo dos
queratinécitos, potencializando a capacidade de imortalizacdo das proteinas
E6 e E7 (BOYLE e LEVIN 2007).

Proteina E6: sua principal fungao € inibir a atividade transcricional e
pré-apoptética da proteina produzida pelo gene supressor de tumor p53,
pois a ligagdo E6-p53 leva a degradacao de p53. E6 afeta, essencialmente,
a capacidade do p53 de parar o ciclo celular e ativar apoptose em resposta a
um dano no DNA. E6 também se liga a uma série de outras proteinas
relacionadas a processos de transcricdo, polaridade e motilidade celular,
além de inibir outros genes supressores de tumor e moléculas proé-
apoptéticas, como Myc e Bak. E6 contribui para imortalizagdo da célula, mas
0 mecanismo pelo qual ela exerce essa fungdao permanece controverso
(BOYLE e LEVIN 2007).

Proteina E7: essa proteina se liga a proteina produzida pelo gene
supressor de tumor pRb e a outras proteinas como p107 e p130.
Funcionalmente, ocorre a perda da funcgéo inibitéria do gene pRb, levando a
ativagdo de moléculas mediadas por E2F e a progressao da célula para fase
S e a proliferacao celular (BOYLE e LEVIN 2007).

Proteinas L1 e L2: codificam a maior e menor proteina do capsidio
viral, respectivamente. In vitro, L1 forma as VLPs (“virion like proteins”) que

possui a mesma morfologia e antigenicidade do virus completo, informacao



utilizada no desenvolvimento das vacinas contra o HPV (BOYLE e LEVIN
2007).

Foram descritos mais de 100 tipos de HPV, caracterizados por
diferentes sequéncias de bases de nucleotideos na por¢ao L1. Um novo tipo
€ reconhecido, quando a sequéncia de DNA da regido L1 difere mais de
10% dos tipos ja existentes. Quando essas diferengas encontram-se entre 2
e 10%, define-se um subtipo e quando as diferengas sdao menores de 2%,
define-se uma variante (BOYLE e LEVIN 2007). Sabe-se que mais de 40
tipos HPV infectam a mucosa cervical. Estes sio divididos em virus de baixo
(tipos 6, 11, 40, 42, 54 e 57) e alto risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66 e 68) para progressao para cancer cervical. Os tipos
de baixo risco estdo envolvidos em lesdes benignas (condilomas
acuminados) e os de alto risco, correspondentes a 90% das infec¢des
cervicais, resultam em lesdes pré-neoplasicas e carcinomas invasivos
(BOYLE e LEVIN 2007).

O ciclo de vida do Papiloma Virus requer integridade da célula
epitelial para que esteja apta a proliferar. Primeiramente, a partir do ruptura
da integridade do epitélio, o virus atinge e infecta as células da camada
basal, as células de reserva ou as células tronco cervicais. Normalmente,
quando a célula entra em divisdo celular, a célula-filha perde o contato com
a membrana basal e migra para o compartimento suprabasal, onde a célula
perde o estimulo proliferativo e entra em processo de diferenciagao celular.
Entretanto, nas células epiteliais infectadas pelo HPV, este processo nao

ocorre e as células da porgcao suprabasal continuam sintetizando DNA e



expressando marcadores de proliferacdgo (JEON e LAMBERT 1995;
FLORES et al. 1999). Desse modo, a célula propicia a amplificagdo do
genoma viral, a expressdo dos genes relacionados ao capsideo e ascensao
do virus até as camadas superficiais do epitélio (ZUR HAUSEN 2002;
WOODMAN et al. 2007). A depender de fatores do hospedeiro e de
mecanismos celulares, as infecgdes por HPV de alto risco podem solucionar
espontaneamente, sao as infecgdes transitérias, evolugcdo observada em
70% dos casos, em 1 ano. Os outros 30% irdao desenvolver lesdes pré-
neoplasicas. Essas lesbes também podem regredir apdés a resolugdo da
infecgdo viral, dependendo do estado imunolégico e do grau da leséo. 50%
das lesbes de baixo grau regridem apds 1 ano, enquanto uma pequena
porcao das lesdes de alto grau regridem (BOYLE e LEVIN 2007). Existem
evidéncias de que o virus pode permanecer em estado latente. A laténcia do
HPV pode ser definida como um estado em que o DNA do virus € mantido
sem que haja producdo de particulas virais. Algumas evidéncias sugerem a
existéncia deste estado viral, sdo elas: (1) o DNA do HPV pode ser
detectado em epitélios cervicais normais e inumeros estudos tém mostrado
que o risco das mulheres com HPV de alto risco e citologia normal de
desenvolver lesdes pré-neoplasicas, em 2 anos, aumenta substancialmente
(KOUTSKY et al. 1992; HILDESHEIM et al. 1994; ROZENDAAL et al. 2000);
(2) mulheres sem evidéncias clinicas ou citoldgicas de infecgdo pelo HPV
desenvolvem lesdes clinicas durante a gestacdo, momento de
imunossupressao fisioldgica e que essas lesdes regridem no pds-parto

(NOBBENHUIS et al. 2002); (3) mulheres em terapia imunossupressora e
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aquelas com infecgdo pelo HIV tém maior incidéncia de céncer cervical
(KLEIN e KORETZ 1994; CAPPIELLO et al. 1997; SUN et al. 1997; CU-
UVIN et al. 1999; ELLERBROCK et al. 2000). (4) pacientes tratadas por
lesbes relacionadas ao HPV, mas que apresentam teste de HPV positivo,
apesar do exame citologico, colposcépico e histolégico negativos, tem maior
risco de desenvolver outras lesbes comparadas com o grupo controle
negativo (KOUTSKY et al. 1992; NOBBENHUIS et al. 2002).

O ciclo de vida viral pode seguir duas vias: produzir infecgbes
produtivas ou ndo produtivas (abortivas). Uma infec¢cao produtiva leva a
producao de particulas virais completas, sem que haja integracdo do DNA
viral ao DNA do hospedeiro. Quando a célula epitelial sofre maturagao, o
HPV utiliza a maquinaria metabdlica da célula a fim de inativar os inibidores
do ciclo celular p21 e p27. Nas infeccbes produtivas o DNA do HPV
permanece em estado epissomal e E1/E2 reprimem, em parte, a expressao
de E6 e E7, as duas oncoproteinas mais importantes do HPV. Em condicbes
ainda nao explicadas, algumas infecgbes sao abortivas desde o inicio e
algumas infecgdes produtivas se tornam abortivas, podendo converter um
processo infeccioso em neoplasico. Neste momento, a expressao dos genes
tardios e a ascensao viral € inibida, o virus se integra ao DNA da célula
hospedeira. Essa integragao resulta em superexpressao das oncoproteinas
E6 e E7. E6 promove a degradagao da proteina p53 e da proteina, proé-
apoptotica, BAK, resultando em resisténcia a apoptose, aumento da
instabilidade cromossémica e em ciclo celular ndo monitorado. Além disso,

a ativacédo da telomerase e a inibicdo da degradacdo da familia das SRC
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Kinases pela oncoproteina E6, parece exercer importante fungcdo na
proliferagéo celular (ZUR HAUSEN 2002). Ja a oncoproteina E7 ira se ligar e
promover a degradagao do gene do retinoblastoma, levando a desregulagao
da via Rb-ciclinaD/p16 com consequente superexpressdo do p16™K*? nas
células neoplasicas.

A proteina p16™<“2

exerce papel fundamental nos mecanismos de
regulagéao do ciclo celular das células eucariéticas. Essa molécula faz parte
do controle da transi¢ao do ciclo celular entre as fases G1-S, mediada pelo

pRb. Quando expresso, o p16"<* tem efeito antiproliferativo.
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Fonte: WOODMAN et al. (2007)
Figura 3 - Diagrama simplificado ilustrando mecanismo de infec¢do viral
celular nas células cervicais e a transformacdo do epitélio normal em

neoplasico.
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Na maioria dos casos, a infeccdo pelo HPV é transitéria e nao,
necessariamente, produz lesbes clinicamente relevantes na mucosa
cervical. A prevaléncia de cancer de colo uterino é baixa, comparado com a
alta incidéncia de infeccédo pelo HPV. A evolucado dessas infecgdes refletem
as caracteristicas virais(tipo), caracteristicas do hospedeiro(estado
imunoldgico, genética, etc), e o microambiente sobre o qual a infecgao

ocorre (TINDLE 2002; BOYLE e LEVIN 2007).

1.3 METODO DE RASTREAMENTO, LESOES INTRAEPITELIAIS

CERVICAIS E CONDUTAS PRECONIZADAS

As lesdes pré-neoplasicas do colo uterino sdo denominadas lesdes
intraepiteliais cervicais e representam uma doenga comum nas mulheres em
idade reprodutiva. No Brasil, o exame citoldgico cervical € a estratégia de
rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude (2007). Com a
implantagcéo dos programas de rastreamento, a incidéncia de cancer cervical
reduziu drasticamente, mas, em nenhuma populagdo, esta estratégia foi
capaz de eliminar o cancer do colo uterino (COX 2002; WRIGHT et al.
2007). A citologia cérvico-vaginal convencional tem limitagdes,
especialmente, a baixa sensibilidade para detectar as lesbes pré-malignas
(50-75%) (RUNOWICZ 2007). Além disto, a citologia cérvico-vaginal ndo é
capaz de prever quais lesbes pré-cancerosas serdo clinicamente
significantes, essencialmente, nos casos diagnosticados como lesdo de

baixo grau (LSIL) e nos casos de atipias citolégicas minimas (ASC-US, ASC-
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H, AGC). A classificagao utilizada para reportar a citologia cervical é
baseada no sistema de Bethesda 2001 (Anexo 1), a qual possui, de forma

simplificada, as seguintes categorias diagnésticas:

1. Dentro dos limites da normalidade;

2. Alteracdes inflamatdrias e reparativas;

3. Atipias celulares de significado indeterminado;
4. Lesdbes intraepiteliais de baixo grau;

5. LesdGes intraepiteliais de alto grau;

6. Carcinomas invasivos.

Nos casos indeterminados (ASC-células escamosas atipicas) o
patologista deve classificar como ASC-US (atipias de significado
indeterminado) e ASC-H (atipias em que nédo se pode excluir lesdo de alto
grau). Os diagndsticos de ASC-US e ASC-H necessitam maior investigacao,
na tentativa de identificar as pacientes propensas a desenvolver lesdo de
alto grau. Atualmente, € bem conhecido que a infeccéo pelo HPV de alto
risco (HR-HPV) é necessaria, porém nao suficiente para o desenvolvimento
de cancer cervical. Em consequéncia, tem sido recomendado o teste para
HPV em pacientes com ASC. A sensibilidade do teste é excelente, mas a
alta prevaléncia de infecgbes transitorias, principalmente em pacientes
abaixo de 30 anos, limita a especificidade desse método. Sendo assim,
surgiu a necessidade de validagdo de novos métodos capazes de prever,

com maior especificidade, a transicao de ASC para LIAG.
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A situacado onde o resultado do exame citolégico € de significado
indeterminado (ASC-US ou ASC-H) é de especial interesse pelo risco de
abrigar uma lesao clinicamente importante e pela dificuldade que causa na
decisdo clinica. Essas situagdes necessitam de outros métodos para
identificar as pacientes que apresentam ou evoluirdo com lesdes pré-
neoplasicas (SCHIFFMAN et al. 2000; SOLOMON et al. 2002b;
VASSILAKOS et al. 2002; RUNOWICZ 2007).

Abaixo segue uma breve descricdo das categorias diagndsticas
citolégicas.

o Citologia com atipias de significado indeterminado: é uma
categoria intermediaria em que ndo se pode afirmar, se as atipias
observadas sdo decorrentes de processos inflamatérios ou
neoplasicos. Nos casos de ASC-US, as atipias sdo vistas em células
maduras e nos casos de ASC-H, as alteragdes sdo observadas em
células imaturas. E quando ocorre em células endocervicais €
denominado AGC. Na rotina, os diagndsticos de ASC-US e ASC-H
surgem quando alteragdes celulares associadas a inflamacéo,
metaplasia escamosa imatura, atrofia ou pés-radioterapia simulam as
alteragbes citoldgicas observadas nas displasias de baixo grau ou alto
grau (DEMAY 1996; KOSS e MELAMED 2006). E recomendado que
o indice de citologias nesta categoria ndo deve ultrapassar 5% e que
a razao ASC/SIL nao deve exceder 3:1 (DAVEY et al. 1994; GERBER
et al. 2001; JUSKEVICIUS et al. 2001; LEE et al. 2006). Em geral,

essas atipias regridem em aproximadamente 68% dos casos; 7%



progridem para lesdes de alto grau e 0,25% progridem para cancer

invasivo (MELNIKOW et al. 1998).

Figura 4 - Exemplos de citologias em meio liquido com atipias de significado

indeterminado. Papanicolaou, 10x e 40x. Observam-se atipias nucleares tais como
hipercromasia, discreta irregularidade nuclear e halos claros perinucleares ndo conclusivos

de infecgao viral.

o Leséo intraepitelial de baixo grau: lesdo que ocorre em células
intermediarias e superficiais, em que observa-se aumento do
tamanho nuclear, irregularidade no contorno e na forma nuclear,

hipercromasia e coilocitose. E encontrada em, aproximadamente, 2%
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das citologias cervicais. E causada por tiposs de HPV de alto e baixo
risco e pode regredir, espontaneamente, em 43 a 47% dos casos. Em
21% dos casos observa-se progressao para lesbes de alto grau.
Menos de 0,15% dessas lesdes evoluem para cancer invasivo

(MELNIKOW et al. 1998; BOYLE e LEVIN 2007).

Figura 5 - Exemplo de citologia em meio liquido com diagnédstico de lesao

intraepitelial cervical de baixo grau. Observa-se binucleagéo, irregularidade no

contorno e na forma nuclear, hipercromasia e coilocitose. Foto realizada no aumento de
40x.

o Lesdo intraepitelial de alto grau: Observam-se atipias em células
escamosas imaturas. Ha aumento da relacdo nucleo-citoplasmatica,
hipercromasia, distribuigédo irregular da cromatina e irregularidade do
contorno nuclear. Les&do encontrada em 0,5% das citologias cervicais.
Pode regredir em 35% dos casos e tem chance de 1,4% de progredir

para cancer cervical (MELNIKOW et al. 1998; BOYLE e LEVIN 2007).
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L

Figura 6 - Exemplo de citologia em meio liquido com diagndstico de lesao

k

intraepitelial cervical de alto grau. Observa-se aumento da relagéo

nucleo/citoplasmatica, irregularidade no contorno e na forma nuclear e hipercromasia. Foto

realizada no aumento de 100x.

Se por um lado, o manejo inadequado dessas lesdes aumenta o risco
de céancer cervical, por outro, o tratamento exagerado pode gerar
complicagbes e aumentar a morbidade. Na tentativa de padronizar essas
condutas, foram desenvolvidos 0s consensos internacionais para 0 manejo
das citologias alteradas e das lesdes cervicais. O manual mais recente € o
de 2006, coordenado pela Sociedade Americana de Colposcopia e
Patologias Cervicais.

o Condutas preconizadas nos casos de citologias indeterminadas:
segundo o consenso de 2006, as pacientes diagnosticadas com
atipias celulares de significado indeterminado, possivelmente nao
neoplasicas (ASC-US) podem ser seguidas de trés maneiras:

1. Repetir o exame citoldgico em seis meses;

2. Realizar colposcopia;
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3. Fazer o teste para detectar HPV de alto risco.

As mulheres com ASC-US que tem o teste de HPV negativo, podem
repetir o exame citolégico em 12 meses. As mulheres com teste de HPV
positivo sdo tratadas do mesmo modo que as LIBG. Se a paciente for
seguida com a repeticdo da citologia em seis meses, a citologia deve ser
repetida até que dois exames consecutivos sejam classificados como
negativos. A colposcopia € recomendada nos casos em que a citologia for
indeterminada ou positiva. Nos casos de ASC-H (atipias de significado
indeterminado em que néo se pode afastar lesdo de alto grau), as pacientes
devem ser encaminhadas para avaliagdo colposcépica. Caso nao seja
identificada lesédo de alto grau, as pacientes devem ser acompanhadas com
teste de HPV a cada 12 meses ou por exame citoldégico a cada 6 a 12
meses. Se o teste de HPV for positivo ou se o exame citolégico for
indeterminado ou positivo, a paciente deve ser encaminhada para
colposcopia. Se o teste de HPV e/ou citologia forem negativos, a paciente

deve retornar para o rastreamento habitual.
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Management of Women with Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US)
- i HPV DNA Testing*

Repeat Cytology — ' i
FPreferred if liquid-based eytalogy
@l or co-collection available
Both Tests > ASC HPV Positive® HPV Negative
Negatlve (on efther result) (managed i same manner as
Colposcopy women with 1S
Endocervical sampling preferred in women Repeat Cytology
Routine with nolesions, and those with @12 mos
Screen ing unsatisfoctary colposcopy
NOCIN CIN ) Manage per
- S . ~ ASCCP Guideline
HPV Unknown HPV Positive® : ~
Repeat Cytology Cytology 2 ASCOrHPV (+) Repeat Colposcopy
@12mos @6 & 12mos OR
HPV DNA Testing Negative Routine Screening

@12 mos

Fonte: WRIGHT et al. (2006)
Figura 7 - Condutas recomendadas pela Sociedade Americana de

Colposcopia e Patologia Cervical nos casos de ASC-US

Management of Women with Atypical Squamous Cells: Cannot Exclude High-grade SIL (ASC - H)

Colposcopic Examination
NOCIN23 “ TR N
v
Cytology @ 6&m2mosor Manage per
HPV DNA Testing @12mos ASCCP Guideline
e A
2 ASCor HPV (+) Negative

Y A

Routi
ooy | St

Fonte: WRIGHT et al. (2006)
Figura 8 - Condutas recomendadas pela Sociedade Americana de

Colposcopia e Patologia Cervical nos casos de ASC-H

Condutas preconizadas nas citologias com LIBG: As pacientes
devem ser encaminhadas para realizacdo de colposcopia. Se nao
forem identificadas lesdes de alto grau, deve ser feito o teste de HPV

ou repetir a citologia em 6 a 12 meses. Se o teste de HPV e/ou
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citologia negativos, a paciente deve retornar para o programa de
rastreamento habitual. Se o teste de HPV for positivo ou se a citologia
for indeterminada ou positiva, a paciente deve ser encaminhada para

colposcopia.

Management of Wornen with Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL) *

Colpesopic Exaeninaticn*
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Fonte: WRIGHT et al. (2006)
Figura 9 - Condutas recomendadas pela Sociedade Americana de

Colposcopia e Patologia Cervical nos casos de LIBG.

o Condutas preconizadas nas citologias com LIAG: Conizagdo ou
colposcopia sado condutas aceitaveis para as pacientes com LIAG.
Quando se opta pela colposcopia e ndo € identificada lesdo de alto
grau na bidpsia, pode ser feita conizagdo ou acompanhamento da

paciente com colposcopia e citologia em 6 a 12 meses.
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Management of Women with High-grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) *

Immediate Loop or Colposcopic Examination
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Fonte: WRIGHT et al. (2006)
Figura 10 - Condutas recomendadas pela Sociedade Americana de

Colposcopia e Patologia Cervical nos casos de LIAG

1.4 ESTRATEGIAS DE MELHORIA DO RASTREAMENTO DO

CANCER CERVICAL E MARCADORES MOLECULARES

Com todo o conhecimento da biologia viral do HPV e da cinética dos
epitélios acumulada nas ultimas décadas, o uso de marcadores de infecgao
viral ou desregulagdo do ciclo celular se apresentam como alternativas
naturais as duvidas morfolégicas e a implementacdo de novas metodologias
para o rastreamento do cancer cervical. Ha, portanto, nitido significado
clinico na utilizagdo de novos métodos e marcadores moleculares para
aumentarem a sensibilidade da citologia cérvico-vaginal na detecgado das
lesdes pré-neoplasicas e diminuicdo dos exames falso negativos (DEHN et
al. 2007).

O teste para HPV tem sido adotado para triagem de pacientes com

ASCUS e para rastreamento primario em conjunto com a citologia cérvico-
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vaginal em pacientes acima de 30 anos, na tentativa de aumentar a
sensibilidade da citologia cérvico-vaginal (SCHIFFMAN et al. 2000;
SOLOMON et al. 2002b; VASSILAKOS et al. 2002; RUNOWICZ 2007).
Multiplos estudos tém demonstrado que o teste para detecgcdo do HPV pode
ser usado como método primario de rastreamento, pois € mais sensivel,
reprodutivel e tem maior valor preditivo que a citologia convencional
isoladamente (STOLER et al. 2007). Entretanto, o teste para HPV €& menos
especifico que o teste de Papanicolaou. Estudos demonstram que ha perda
de 2,7% em especificidade. A sensibilidade dos dois testes juntos chega a
100%, com especificidade de 92,5% (MAYRAND et al. 2007). A maioria dos
estudos clinicos tém sido realizados utilizando a hibridacdo in situ como
método de detecgdo do HPV, o qual categoriza as pacientes em portadoras
de HPV de alto ou baixo risco. Embora esse teste tenha demonstrado sua
utiidade para triagem das pacientes, ele nao informa caracteristicas
especificas quanto ao tipo de HPV presente no espécime. Sabe-se que tipos
especificos de HPV trazem maior risco para desenvolvimento de cancer
cervical. Sendo assim, a deteccdo do tipo especifico do HPV, através da
genotipagem, poderia ajudar a estratificar melhor o risco das pacientes
(HUBBARD 2003).

A expressdo do p16™K4a

e sua importancia clinica tem sido estudada
amplamente em amostras de citologia e bidpsia cervical. A pesquisa da
superexpressdo protéica de p16™**® tem sido demonstrada como um bom

método de triagem para colposcopia das pacientes categorizadas como

ASC-US e LIBG. A maioria dos estudos verificou alta sensibilidade para



23

deteccao das lesdes de alto grau que foram categorizadas como atipicas na
citologia, com resultados comparaveis ao da detecgado do virus por métodos
moleculares. Ha, contudo, ganho significativo na especificidade do teste,
comparado a pesquisa do HPV. Entretanto, a imunocitoquimica para
p16™*? n3o foi padronizada e a possibilidade de marcagdo das células
metaplasicas e endocervicais, gerou resultados inconsistentes e desuso na
pratica clinica (DONA et al. 2012). Recentemente, um novo método tem sido
estudado, no qual é, simultaneamente, pesquisada a expressdo de p16"«+
e ki-67 na mesma célula. Em condi¢des fisioldgicas, a coexpressao dessas
proteinas ndo ocorre, uma vez que induzem efeitos opostos na célula
(SCHMIDT et al. 2011). Enquanto o p16™“? tem acdo anti-proliferativa,
inibindo o ciclo celular; o Ki-67 é detectado em células em proliferacao.
Sendo assim, a coexpressao de p16/ki-67 na mesma célula, indica um ciclo
celular desregulado decorrente, possivelmente, de oncoproteinas virais (E6
e E7). Poucos estudos foram publicados, mas este marcador se mostrou
promissor tanto para rastreamento primario, quanto para casos de citologias
com atipias minimas, uma vez que, se mostrou um teste sensivel, sem
decréscimo na especificidade (SCHMIDT et al. 2011; ATKINS 2011; PETRY
et al. 2011; DONA et al. 2012).

Estudos clinicos estdo em andamento nos EUA e Europa, os quais
visam possiveis marcadores moleculares para melhor avaliagcdo dos casos
de ASC e melhoria dos programas de rastreamento do cancer cervical.
Dentre eles, destacam-se ALTS (ASCUS/LSIL Triage Study for Cervical

Cancer), PALMS (Primary ASC-US LSIL Marker Study) e ATHENA
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(Addressing THE Need for Advanced HPV Diagnostics). O PALMS é um
estudo clinico prospectivo europeu, o qual avalia os marcadores p16/Ki-67 e
teste de HPV de alto risco nos casos citolégicos de ASC e LIBG, como
possiveis discriminadores de risco para LIAG no exame histolégico. O
estudo clinico ATHENA, desenvolvido nos EUA, avaliou a performance do
teste de HPV de alto rico na triagem dos casos de ASC-US e para o
rastreamento primario do cancer cervical. E o ALTS avaliou a melhor
maneira de conduzir os casos de atipias minimas, se por colposcopia,
repeticdo do exame citolégico ou teste de HPV de alto risco. Diante disto,
acredita-se que os métodos de rastreamento primario de cancer cervical e,
especificamente, dos casos citolégicos com atipias minimas sofrerdo

mudancas e permitirdo uma conduta médica mais adequada.



25

2 JUSTIFICATIVA

Frente ao fato de que n&do ha uma conduta estabelecida na literatura
diante da citologias cérvico-vaginais com atipias de significado
indeterminado e de ndo haver um marcador especifico capaz de predizer o
comportamento biolégico dessas lesdes, ha espacgo para a investigacdo de
métodos complementares que possam contribuir para conduta médica mais
adequada. Atualmente, ha diversos métodos complementares a citologia
cérvico-vaginal disponiveis para aumentar sua sensibiliade mas a melhor

maneira de combinar seus beneficios ndo esta bem estabelecida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a contribuicdo da complementagao diagndstica das citologias
cérvico-vaginais com atipias de significado indeterminado com as analises

morfométrica, imunocitoquimica e genotipagem viral do HPV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo de cada um dos testes complementares a
serem aplicados;

. Correlacionar as caracteristicas morfométricas, imunocitoquimicas e
moleculares das citologias cérvico-vaginais com atipias de significado
indeterminado com os achados histoldgicos;

o Sugerir protocolo de métodos complementares a ser utilizado no
servico de Anatomia Patolégica do Hospital A. C. Camargo nas

citologias cérvico-vaginais com atipias de significado indeterminado.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAS

Trata-se de estudo prospectivo em que as amostras foram obtidas de
pacientes em acompanhamento no ambulatério de ginecologia do Hospital
A.C. Camargo nos anos de 2009 a 2011. Foram selecionadas as pacientes
com amostras satisfatérias para avaliagdo, com resultados citolégicos de
atipias de significado indeterminado e que apresentavam biopsias
correspondentes. Além disso, foram selecionadas pacientes sem lesdes
clinicas, as quais foram utilizadas como grupo controle negativo. Pacientes
portadoras de lesbes intraepiteliais de baixo e alto grau/carcinoma,
comprovadas por biopsia, representam o grupo controle positivo. Foram
excluidas do estudo as pacientes que apresentarem amostras insuficientes
pela paucicelularidade ou aqueles que nao concordaram em participar do
estudo. (Anexo 3).

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo
Antdnio Prudente através do parecer numero 1197/09.

Os dados clinicos foram anotados em protocolo desenhado

especificamente para este projeto. (Anexo 2).
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4.2 METODO DE COLETA E PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras bioldgicas foram coletadas, durante a consulta
ginecologica de rotina, com instrumento especifico fornecido pelo fabricante.
A espatula é usada para coleta de amostra ectocervical e a escova para
amostrar conteudo endocervical. As células coletadas foram transferidas
para frasco especifico de citologia em meio liquido, o qual continha solugao
a base de metanol (PreservCyt). As amostras foram processadas no
aparelho de citologia em meio liquido ThinPrep® 2000 (Cytyc Corporation,
Boxborough, Mass). A citologia de base liquida permite a melhor avaliagao
devido a reducédo de elementos que dificultam o diagndstico, como presenca
de muco, sangue e células inflamatodrias. Ao propiciar melhor padronizagéo
da fixacdo, a citologia em meio liquido permite a realizagdo de testes
complementares como reagdes imunocitoquimicas e estudos moleculares. O
frasco contém 20 ml de conservante e apenas um quinto deste é utilizado
para a preparagéo da lamina para o estudo diagndstico rotineiro. As laminas
foram coradas pelo método de Papanicolaou no corador automatico Sakura
modelo Tissue-Tek® Prisma.

O excedente da amostra foi encaminhado para a pesquisa de
genotipagem do HPV e estudo imunocitoquimico das pacientes
selecionadas. As citologias foram rastreadas pelos citotécnicos do
departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo e revistas
pela doutoranda sob supervisdo do orientador, com treinamento prévio na

metodologia de citologia de meio liquido.
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4.3 CLASSIFICACAO DAS CITOLOGIAS

Utilizou-se a classificagdo de Bethesda 2001 (Anexo 1), a qual possui
as seguintes categorias diagnodsticas: dentro dos limites da normalidade;
alteragdes inflamatorias e reparativas; atipias celulares de significado
indeterminado; lesdes intraepiteliais de baixo grau; lesdes intraepiteliais de

alto grau e carcinomas invasivos.

4.4 REVISAO CITOLOGICA E HISTOLOGICA

As laminas originais coradas pelo método de Papanicolaou,
referentes aos casos citologicos selecionados e as biopsias pareadas,
coradas por hematoxilina-eosina, foram reavaliadas por dois patologistas
(doutoranda e orientador), segundo a classificacao de Bethesda 2001(Anexo
1), para os exames citolégico e segundo a classificagdo preconizada pelo

Colégio Americano de Patologistas, para as biopsias.

45 METODO DE DETECCAO E GENOTIPAGEM DO HPV

Foi utilizado o teste LINEAR ARRAY HPV da empresa Roche. E um
teste qualitativo in vitro para deteccdo do Virus do Papiloma Humano. Ha
deteccdo de trinta e sete gendtipos de HPV, incluindo tipos de alto e baixo
risco [6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58,

59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82(MM4), 83 (MM7),
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84 (MMS8), IS39 e CP6108]. Os HPVs 33, 35, 52 e 58 compdem a regiao da
fita denominada POOL de HPV de alto risco.

O Teste de Genotipagem LINEAR ARRAY HPV baseia-se em quatro
processos principais: preparagcao da amostra; amplificacdo por PCR do DNA
alvo usando iniciadores para o HPV; hibridacdo dos produtos amplificados
com sondas oligonucleotidicas; e detecgao dos produtos amplificados e

ligados a sonda, por determinagao colorimétrica.

4.5.1 Preparacdo da Amostra

O DNA do HPV ¢ isolado por lise de amostras de células cervicais
através de desnaturacdo a temperaturas elevadas. A lise é realizada na
presenca de proteinase K, agente caotropico e detergente. Ha isolamento e
purificacdo do DNA numa coluna e eluicdo com agua sigma. O gene da B-
globina humana é isolado simultaneamente e avalia a adequacgao celular,
extracdo e amplificacdo de cada amostra processada individualmente. Foi
utilizado para este processo de extragcdo o QlAamp ® DNA Micro Kit/Qiagen

(Anexo 6), segundo as instrugdes do fabricante.

4.5.2 Amplificacdo por PCR

a) Selecédo do Alvo

O Teste de Genotipagem LINEAR ARRAY HPV usa iniciadores
biotinilados para definir uma sequéncia de nucleotideos dentro da regiao
polimdrfica de L1 do genoma do HPV, a qual possui, aproximadamente, 450

pares de base. Um grupo de iniciadores para HPV presente na Mistura
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Principal € concebido para amplificar o DNA do HPV de 37 gendtipos,
incluindo 14 gendtipos de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66 e 68). As sequéncias da sonda de captagao estéo localizadas em
regides polimérficas de L1 ligadas por estes iniciadores. Um par de
iniciadores adicional visa o gene da R-globina humana para proporcionar um

controle de adequacao da célula, extragao e amplificacao.

b) Amplificacdo do Alvo

A DNA Polimerase AmpliTag® Gold é utilizada para amplificacdo “hot
start” do DNA alvo do HPV e do controle da R-globina. Primeiramente, a
mistura de reagcdo de PCR é aquecida para ativar a DNA Polimerase
AmpliTag® Gold, para desnaturar o DNA viral e o DNA gendmico humano e
para expor as sequéncias alvo ao iniciador. A medida que a mistura esfria,
os iniciadores ligam-se ao DNA alvo. A DNA polimerase AmpliTaq Gold, na
presenca de Mg2+ e de dNTPs em excesso, alonga os iniciadores ligados
ao longo dos modelos alvo para produzir uma molécula de DNA do HPV
alvo, de dupla cadeia, de cerca de 450 pares de base ou uma molécula de
DNA da R-globina, de 268 pares de base, denominada “amplicon”. Este
processo € repetido durante um determinado numero de ciclos. A
amplificagdo ocorre apenas na regiao do genoma do HPV ou do gene da 3-
globina que se encontra entre o par de iniciadores. Nao se amplifica todo o
genoma.

No Teste de Genotipagem LINEAR ARRAY HPV, a amplificagédo

seletiva do acido nucléico alvo da amostra é conseguida pela utilizagao de
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uma enzima AmpErase (uracil-N-glicosilase) e de trifosfato de deoxiuridina
(dUTP). A enzima AmpErase reconhece e catalisa a destruicdo de cadeias
de DNA que contém deoxiuridina15, mas ndo de cadeias de DNA contendo
deoxitimidina. A deoxiuridina ndo se encontra no DNA da natureza, mas esta
sempre presente no amplicon, devido ao uso de trifosfato de deoxiuridina
para além do trifosfato de deoxitimidina no reagente de Mistura Principal; por
conseguinte, o amplicon € o unico que contém deoxiuridina. A deoxiuridina
torna o amplicon contaminante susceptivel a destruicdo pela enzima
AmpErase antes da amplificacdo do DNA alvo. A enzima AmpErase, que
esta no reagente de Mistura Principal, catalisa a clivagem de DNA contendo
deoxiuridina em residuos de deoxiuridina, ao abrir a cadeia de deoxiribose
na posi¢cdo C1. Quando aquecida, no primeiro passo de amplificagcao
térmica, no pH alcalino da Mistura Principal, a cadeia de DNA do amplicon
quebra-se na posicao da deoxiuridina, tornando assim o DNA néo
amplificavel. A enzima AmpErase ¢ inativa a temperaturas acima dos 55°C,
ou seja, durante os passos de amplificagdo térmica, ndo ha destruicdo do
amplicon alvo. Apés a amplificacdo, qualquer enzima residual € desnaturada
pela adicdo da Solugcdao de Desnaturacdo, impedindo desta forma a

degradacao de qualquer amplicon alvo.

4.5.3 Reacdao de Hibridacao
Apds amplificagao por PCR, os amplicons do HPV e da 3-globina séo
desnaturados quimicamente para formar um DNA de cadeia simples, através

da adicdo de Solugcdao de Desnaturagcdo. As aliquotas do amplicon
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desnaturado sao transferidas para o reservatério adequado da bandeja de
tipagem, que contém tampdo de hibridacdo e uma Uunica Tira de
Genotipagem LINEAR ARRAY HPV, a qual é revestida com bandas das
sondas para os tipos de HPV e [3-globina. O amplicon marcado com biotina
s6 ira hibridar com as sondas oligonucleotidicas, se o amplicon contiver a

sequéncia correspondente da sonda complementar.

4.5.4 Reacdao de Deteccéo

Apds conclusao da reagdo de hibridagdo, a Tira de Genotipagem
LINEAR ARRAY HPV é rigorosamente lavada, para remover qualquer
material ndo ligado. E adicionado Conjugado Estreptavidina-Peroxidase de
Rabano Silvestre a tira. O Conjugado Estreptavidina-Peroxidase de Rabano
Silvestre liga-se ao amplicon marcado com biotina hibridado com as sondas
oligonucleotidicas, que se encontram presentes na tira. A tira é lavada para
remover o Conjugado Estreptavidina-Peroxidase de Rabano Silvestre nao
ligado e uma solugdo de substrato contendo perdxido de hidrogénio e
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina(TMB) é adicionada a cada tira. Na presenca de
peréxido de hidrogénio, a estreptavidina-peroxidase de rabano silvestre
catalisa a oxidagcao de TMB para formar um complexo de coloracdo azul,
que precipita nas posicdes da sonda onde ocorre hibridagdo. A Tira de
Genotipagem LINEAR ARRAY HPV ¢é lida visualmente, comparando o
padrao de bandas azuis com o Guia de Referéncia do Teste de

Genotipagem LINEAR ARRAY HPV.
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Figura 11 - Foto demonstrando como € o resultado do teste de HPV e como

ele é interpretado. Este caso é positivo para os tipos 16, 35 e POOL de tipos de alto

risco.

4.6 ANALISE MORFOMETRICA

Para a analise morfométrica as laminas foram escaneadas no
equipamento Scanscope XT (Aperio Technologies, Inc.). As células foram
analisadas e os nucleos de interesse selecionados no programa Aperio
ImageScope v10.2.2.2319 (Aperio Technologies, Inc. disponivel em:
http://www.aperio.com/download-imagescope-viewer.asp).

Foram selecionados os nucleos que nao apresentavam sobreposicao,
em que fosse possivel sua delimitagdo completa. Os calculos morfométricos
foram feitos com auxilio do programa Image J1.43d (Java 1.6.0_14 32-bit)
(disponivel em: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html), desenvolvido pelo
NIH (National Institutes of Health). As imagens foram adicionadas réguas de
escala, sendo assim, a cada imagem analisada o programa foi calibrado, a

fim de evitar possiveis erros na afericio.
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Delimitou-se, manualmente, o nucleo da célula por 5 vezes e as
médias foram usadas para a realizagdo dos calculos no programa Image J.
Para cada parametro estudado, foi feita uma média de todos os valores
encontrados nas células alteradas de cada caso do estudo. Sendo assim,
chegamos a um valor unico para cada caso, de cada um dos parametros
avaliados. Para efeito de dicotomizacdo das variaveis estudadas,
calculamos o ponto de corte através da curva R.O.C., considerando o
melhor conjunto de sensibilidade e especificidade. As varidveis com area
sobre a curva igual ou superior a 0.75 com p<0.05, foram dicotomizadas em
positiva e negativa pelo ponto de corte estabelecido. Denominamos
“morfometria combinada” positiva, quando as variaveis area, cilindricidade e
solidez estavam acima do CUT-off estabelecido, uma vez que o
tamanho(area), irregularidade(cilindricidade) e hipercromasia(solidez) sdo os
achados morfoldgicos mais relevantes para definir um caso como alto grau.

A partir destas medidas, seguiu-se uma avaliagdo da amplitude da
variagao, dos parametros morfométricos, nos casos indeterminados com
biépsia e molecular negativos e indeterminados com bidpsia e/ou molecular
positivos e comparamos com o0s casos citologicamente benignos e
citologicamente positivos (comprovados por bidpsia ou molecular), afim de
verificar se ha sobreposicdo nos valores ou se a morfometria pode ser util na
discriminagcdo dos casos indeterminados. A analise morfométrica foi
realizada sem o conhecimento do resultado da analise histolégica ou

molecular, o que evita a introducdo de um possivel viés.
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Figura 12 - As setas indicam os nucleos que serdo analisados e as réguas

para calibracao.

Figura 13 - Representagao da delimitagdo do nucleo feita manualmente.

Parametros que foram analisados:

e Area nuclear: calculada em pm?;

e Perimetro nuclear: que é o limite mais externo do poligono obtido com
a delimitacado do nucleo;

e Circularidade nuclear: foi obtido usando a férmula 4n x Area /
(Perimetro)? Os valores de Circ. variam de 0 a 1, sendo que, se o
valor for 1, o poligono & um circulo perfeito e, se for préximo de zero,

o poligono é alongado;
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e Razao dos didmetros nucleares: é a relagdo entre a menor largura
(menor eixo) pela maior largura (maior eixo) do poligono;

e Cilindricidade nuclear: calculado usando a férmula 4x area/tr x(maior
eixo)2 Quantifica a variagao do menor diametro em diferentes planos
do nucleo, considerando que um cilindro perfeito esta variacéo é nula;

e Solidez nuclear: é calculado usando a féormula area/area convexa.

Avalia a homogeneidade da distribuicdo da cromatina nuclear.

4.7 IMUNOCITOQUIMICA

A seguir, as amostras foram encaminhadas para realizagdo de
imunocitoquimica para a dupla marcacdo de p16/ki-67. Utilizamos o
anticorpo CINtec® Plus Kit, da empresa Roche, segundo as instru¢gdées do
fabricante (Anexo 4). As laminas foram preparadas no equipamento
ThinPrep® 2000, sendo imediatamente fixadas em alcool 99% por 10
minutos a 1hora e secas, ao ar, por 20 minutos a 16 horas. O kit contempla
a realizagcdo da imunocitoquimica através de um coquetel de anticorpos
primarios prontos para o uso. Sao eles: anticorpo monoclonal de
camundongo (clone E6H4) contra a proteina P16™*® humana e anticorpo
monoclonal de coelho (clone 274-11 AC3) contra a proteina Ki-67. O p16
apresenta marcagao nuclear e citoplasmatica, de cor marrom(DAB) e o Ki-
67, marcacao nuclear, de coloragéo vermelha(fast red).

Foram consideradas positivas as citologias que apresentaram pelo

menos 1 célula com dupla marcagao para p16/ki-67 e negativas aquelas que
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apresentaram marcacado para apenas um dos marcadores ou que eram
completamente negativas (SCHMIDT et al. 2011).

Foram excluidas da analise as laminas que nao continham o minimo
de células escamosas especificadas no sistema de Bethesda 2001, os quais
definem como satisfatéria, a citologia com, no minimo, 5000 células epiteliais
preservadas. A estimativa de 5000 células é realizada contando um minimo
de 10 campos, passando pela porcado central da lamina. O numero minimo
de células que devem ser vistas por campo depende da area da ocular do
microscopio que foi utilizado. Usa-se a férmula para estimar: numero de
células por campo = 5000/(area do circulo/area da ocular) (SOLOMON et al.

2002a).

4.8 DADOS CLINICOS

Os dados clinicos neste estudo foram obtidos a partir dos prontuarios
das pacientes arquivados no Hospital A.C. Camargo. Foram obtidos os
seguintes dados: nome da paciente, registro geral, idade, data de
nascimento, estado civil, cor da pele, historia gestacional, uso de

anticoncepcional oral, histéria familiar de cancer e historia de tabagismo.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram dispostas em Tabelas de contingéncia

(2x2 ou 3x2) e analisadas pelo teste do qui quadrado ou teste exato de
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Fisher. Para o calculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) utilizamos Tabelas de
contingéncia contendo variaveis categéricas dicotdbmicas. O padrao ouro
para estes calculos foi sempre a biopsia do colo uterino.

A citologia foi categorizada em Negativa, Indeterminada, Positivo —
Baixo Grau, e Positiva — Alto Grau. Para as analises dicotémicas foi
considerada Alto Grau versus Nao Alto Grau.

O teste molecular para HPV foi descrito como Negativo ou Positivo
para cada tipo especifico e agrupado em Negativo, Positivo — Alto Risco,
Positivo — Baixo Risco, Positivo — Alto e Baixo Risco. Para as Analises
dicotbmicas casos contendo pelo menos um tipo de alto risco foi
considerado Alto Risco (AR) e os demais Negativos para HPV-AR. Dos 37
tipos testados, foram considerados os seguintes tipos como de Alto Risco os
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 66 e 68. Os casos foram
também analisados e agrupados segundo o numero de tipos co-existentes
em uma amostra: Negativo, 01 tipo ou 2 ou mais tipos.

Os resultados da imunocitoquimica (ICQ) foram analisados como
negativo ou positivo (qualquer célula marcada) para o anticorpo testado.
Para as analises estatisticas os casos foram agrupados em ICQ positiva
quando havia dupla marcagado para p16/Ki-67 e negativo quando um ou
nenhum marcador foi positivo.

As medidas de morfometria foram avaliadas como variaveis continuas
pelo teste de analise de varidncia (ANOVA) com pds teste de Bonferroni

para comparacao dos grupos dois a dois. Para efeito de dicotomizagédo das
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variaveis Area Nuclear, Perimetro Nuclear, Circularidade, Razdo dos
Diametros Nucleares, Cilindricidade e Solidez, calculamos o ponto de corte
através da curva R.O.C., considerando a melhor correlagao sensibilidade e
especificidade. As variaveis com area sobre a curva igual ou superior a 0.75
com p<0.05, foram dicotomizadas em positiva e negativa pelo ponto de corte
estabelecido. Denominamos “morfometria positiva” casos com positividade
concomitante para as variaveis dicotomizadas.

Os calculos estatisticos e graficos foram feitos no programa Graph

Prism v.4, com o erro alfa de 5% para a significancia estatistica (p<0,05).



41

5 RESULTADOS

Os casos indeterminados pelo exame citologico sdo os de interesse
para o presente estudo e foram avaliados pelos trés métodos propostos. Foi
considerado grupo controle negativo os casos negativos para dois métodos
em estudo: exame citolégico e teste de genotipagem e confirmados com
biépsia. Como grupo controle positivo, os casos positivos para LIAG no
exame citologico e positivos para tipos de HPV AR na genotipagem e
confirmados com bidpsia. Foi considerado como padrdao ouro o exame

anatomopatolégico (bidpsia).

51 CARACTERIZACAO DA POPULACAO SELECIONADA

Foram selecionados 260 casos de citologias cérvico-vaginais, com
biopsias pareadas, sendo 80 casos com diagndstico citologico
indeterminado (ASC-US, ASC-H, ACG-US, ACG-H), 130 casos positivos
(LIBG, LIAG, carcinoma) e 50 casos negativos (Tabela 1). Dos 80 casos
indeterminados, 64 foram categorizados como ASC-US, 9 como ASC-H, 5
como ACG-US e 2 como ACG-H. Dos 130 casos positivos, 83 foram
categorizados como lesdes intraepiteliais de baixo grau (LIBG), 41 como
lesbes intraepiteliais de alto grau (LIAG), 4 casos como adenocarcinoma e 2

casos como carcinoma epidermaoide.
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Tabela 1 - Numero de casos por categoria diagndstica citolégica

Diagnostico citolégico NUumero de casos TOTAL
Indeterminadas 80
ASC-US 64(80,00%)
ASC-H 9 (11,25%)
ACG-US 5 (6,25%)
ACG-H 2 (2,50%)
Positivas 130
LIBG 83(63,84%)
LIAG 41(31,53%)
Carcinomas 6 (4,61%)
Negativas 50
TOTAL 260

*ASC-US indica atipias de células escamosas de significado indeterminado de provavel
origem nao neoplasica; ASC-H indica atipias de células escamosas de significado
indeterminado e ndo se pode afastar lesdo de alto grau; ASG-US indica atipias em células
glandulares de significado indeterminado; ACG-H indica atipias em células glandulares em
que nao se pode afastar lesédo de alto grau. LIBG indica les&o intraepitelial cervical de baixo
grau; LIAG indica lesédo intraepitelial cervical de alto grau; CEC indica carcinoma
epidermoéide.

As categorias diagnosticas das bidpsias correspondentes as citologias

indeterminadas seguem na Tabela 2.
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Tabela 2 - Categorias diagnésticas das biopsias correspondentes as

citologias diagnosticadas como indeterminadas (ASC-US, ASC-H, ACG-US,
ACG-H).

Citologia  ASC-US ASC-H  ACG-US  ACG-H TOTAL
Bidpsia (n=64) (n=9) (n=5) (n=2)
Negativo para
45(70,31%)  5(55,5%)  4(80,0%) 0 54
leséo cervical
LIBG(NIC 1) 14(21,87%) 1(11,1%) 0 0 15
LIAG(NIC 2/3) 5(7,81%) 2(22,2%) 0 0 7
Adenocar. in situ 0 1(11,1%) 0 1(50,0%) 2
Adenocarcinoma 0 0 1(20,0%) 1(50,0%) 2

*ASC-US indica atipias de células escamosas de significado indeterminado de provavel
origem nao neoplasica; ASC-H indica atipias de células escamosas de significado
indeterminado e ndo se pode afastar lesédo de alto grau; ACG-US indica atipias em células
glandulares de significado indeterminado; ACG-H indica atipias em células glandulares em
que nao se pode afastar lesdo de alto grau. LIBG indica lesao intraepitelial de baixo grau;
LIAG indica leséo intraepitelial de alto grau; Adenocar. Indica adenocarninoma.

Categorias diagnésticas das bidpsias correspondentes as citologias

positivas seguem na Tabela 3.

Tabela 3 - Numero de casos, por categoria diagnostica, das bidpsias dos
casos de citologia positiva

Citologia LIBG LIAG Adenocarcinoma CEC TOTAL
Biopsia (n=83) (n=41) (n=4) (n=2) (n=130)
Negativo para
36(43,4%)  4(9,8%) 0 0 40
lesao cervical
LIBG(NIC 1)  34(41,0%)  2(4,9%) 0 0 36
LIAG(NIC 2/3)  12(14,5%) 32(78,0%) 0 0 44
CEC 0 3(7,3%) 0 2(100,0%) 5
Adenocarcinoma  1(1,2%) 0 4(100,0%) 0 5

*LIBG indica lesao intraepitelial de baixo grau; LIAG indica lesdo intraepitelial de alto grau;
CEC indica carcinoma epidermoéide.
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Segue na Tabela 4 a caracterizagdo dos dados clinicos da populagao
selecionada para este estudo. Observa-se um predominio de pacientes
acima de 30 anos, solteiras, nuligestas ou com 1-3 gestagdes, nao fumantes
€ uma proporc¢ao discretamente maior de ndo usuarias de anticoncepcionais.

Tabela 4 - Caracterizacdo clinica da populacdo selecionada para este
estudo de acordo com a categoria do diagndstico citoldgico.

Citologia NEGATIVA INDETERMINADA LIBG LIAG
(n=50) (n=80) (n=83) (n=47)

Caracteristicas clinicas
IDADE
<30 12 22 34 16
>30 38 58 49 31
EST CIV
CASADA 23 24 23 9
SOLTEIRA 25 47 54 30
DIVOR 0 7 4 4
VIUVA 2 2 2 4
GESTACOES
0 12 22 38 13
1-3 23 35 26 15
4-6 4 3 5 10
>6 0 0 1 1
NI 11 20 13 8
FUMANTE
SIM 2 7 15 15
NAO 27 26 26 14
NI 21 47 42 18
HF CANCER
SIM 24 34 21 15
NAO 16 19 29 17
NI 10 27 33 15
ACO
SIM 19 20 42 16
NAO 16 33 23 17
NI 15 27 18 14

*G CIT NOR: grupo de pacientes com citologia normal; GRUPO IND: grupo de pacientes
com citologia normal; GRUPO LIBG: grupo de pacientes com lesao intraepitelial de baixo
garu; GRUPO LIAG: grupod e pacientes com lesao intraepitelial de alto grau; EST CIV:
estado civil; DIVOR: divorciada; HF CANCER: histéria familir de cancer; ACO:
anticoncepcional oral; NI: ndo informado
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5.2 AVALIACAO DOS METODOS SEPARADAMENTE

5.2.1 Genotipagem de HPV

Dos 260 casos selecionados, foram genotipadas 239 amostras. 21
amostras ndo foram genotipadas e consideradas como inadequadas, devido
a material insuficiente para realizacdo do teste, danificacdo do frasco ou
retirada do material do laboratério de anatomia patolégica do Hospital A.C.
Camargo. Dos casos genotipados, 4 ndo funcionaram, 152 foram positivos
para algum tipo de HPV e 83 casos foram negativos. Os resultados de

acordo com os diagnosticos citoldgico e histolégico seguem na Tabela 5.

Tabela 5 - Numero de casos positivos e negativos para HPV de acordo com
a categoria diagndstica da citologia e bidpsia.

CIT/HPV BIOPSIA
Negativa LIBG(NIC 1) LIAG(NIC 2/3) Total
Negativa 48
HPV AR 5 0 1
HPV BR 4 1 0
Negativa 37 0 0
Indeterminada 66
HPV AR 24 8 6
HPV BR 3 0 0
Negativa 19 5 1
LIBG 78
HPV AR 21 24 6
HPV BR 5 4 2
Negativa 8 4 4
LIAG 43
HPV AR 4 2 31
HPV BR 0 0 1
Negativa
TOTAL 0 0 5 235

*CIT: citologia; LIBG: leséo intraepitelial de baixo grau; LIAG: lesdo intraepitelial de alto
grau; HPV AR: infecgao por pelo menos um tipo de HPV de alto risco; HPV BR: infecgao por
somente tipos de HPV de baixo risco;
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Primeiramente, analisamos a contribuicdo do teste de HPV como
método isolado de analise, na populacao total do estudo, incluindo casos e
controles. O resultado da bidpsia foi considerado como método padrao ouro.
Consideramos os casos HPV positivos, quando havia infecgao por algum
tipo de alto risco e como HPV negativos, os verdadeiramente negativos e os
casos positivos para tipos de baixo risco. E foi considerado como padrao
ouro, o resultado da bidpsia, sendo considerada positiva apenas as lesdes
de alto grau, as lesbes de baixo grau foram excluidas da analise. As
estatisticas mostraram um risco relativo de 1,829 de se detectar LIAG,
quando o teste de HPV é positivo para tipos de alto risco; com valor de
p<0,0001; sensibilidade de 0,81(81%); especificidade de 0,55(55%); valor
preditivo positivo (VPP) de 0,46(46%) e valor preditivo negativo (VPN) de
0,86(86%).

A Figura 14 demonstra numero e propor¢cao de casos com bidpsia
negativa e positiva que foram positivas e negativas para o teste de HPV,
sendo observada grande reducao na proporcao de casos de biopsia positiva

com teste de HPV negativo.
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Linear Array-HPV Alto Risco & Biopsia
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Figura 14 - Numero e proporgaéo de casos positivos e negativos para HPV
de alto risco de acordo com o resultado da biopsia.

Quando analisamos os mesmos dados dividindo por idades abaixo e
acima dos 30 anos, observa-se manutencao da sensibilidade e aumento da
especificidade do teste, sem alteragdes relevantes nos VPP e VPN, nas

pacientes acima de 30 anos.

Tabela 6 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do teste de
HPV em pacientes acima e abaixo dos 30 anos

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN
<30anos <0,1163 0.82 0.41 0.43 0.81
>30anos  <0,0001 0.81 0.61 0.47 0.88

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo
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A sequir, foram correlacionados os dados nas citologias com atipias
de significado indeterminado. Observou-se que a maior contribuigdo esta no
VPN, o qual demonstra que nos casos indeterminados em que o teste de
HPV resultou negativo, a chance de ser verdadeiramente negativo € de
96%.

Comparou-se os valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN
do teste de HPV nas citologias indeterminadas subdivididas por idades
abaixo e acima de 30 anos. N&o observou-se a mesma tendéncia da
populagao total de aumento da especificidade, no subgrupo acima de 30
anos. E as diferengas nao foram estatisticamente significativas entre os dois

grupos.

Tabela 7 - Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN do teste de HPV em
casos de citologias indeterminadas dos subgrupos de pacientes acima e
abaixo de 30 anos

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Todas 0,1041 0,86 0,52 0,21 0,96
< 30 anos 0,2088 1,00 0,55 0,38 1,0
> 30 anos 0,6050 0,75 0,51 0,15 0,95

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo
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Tabela 8 - Comparacgao entre os resultados das bidpsias e de genotipagem
do HPV nos casos com resultado citologico indeterminado

Bidpsia
> LIAG(NIC2/3) LIBG(NIC 1) NEGATIVA TOTAL
Genotip.
HPV AR 6 8 24 38
HPV BR 0 0 3 3
NEG 1 5 19 25
INAD 3 2 9 14
TOTAL 10 15 55 80

*HPV+ significa casos positivos para pelo menos um tipo de HPV de alto risco; HPV+ BR
significa positivo exclusivamente pelos tipos de HPV de baixo risco; NEG: casos negativos
para qualquer tipo de HPV; INAD. corresponde a amostra inadequada para realizagao do
teste de HPV; LIBG significa les&o intraepitelial cervical de baixo grau; LIAG se refere a
lesao intraepitelial cervical de alto grau.

Analisamos a distribuigcdo das idades de acordo com a coinfec¢ao por
2 ou mais tipos de HPV. Observa-se uma tendéncia a diminuigdo da média
das idades com o aumento do numero de tipos encontrados de HPV, até a
infecgao por 4 tipos. Nao se observa essa tendéncia na infecgcéo por cinco
ou mais tipos. Entretanto, acredita-se que essa tendéncia se manteria, uma
vez que existem poucos casos de infeccdo com 5 ou mais tipos e as
variacbes das idades neste subgrupo sdo grandes, resultando em grandes
variacdes nos intervalos de confianga. Esses dados sdao demonstrados na

Tabela 9 e Figura 15.



50

Tabela 9 - Numero de casos positivos para um ou mais tipos de HPV (1,2, 3,
4, 5 ou seis tipos) e mediana de idade em cada subgrupo.

Coinfeccgéo
Nenhum 1 2 3 4 5 6+
Idade
Numero de
83 48 49 19 16 9 11
casos

Minimo 23,00 22,00 16,00 23,00 18,00 19,00 19,00
Mediana 46,00 42,50 36,00 33,00 28,50 49,00 42,00
Maximo 80,00 70,00 81,00 82,00 49,00 85,00 73,00
95% Cl 40,69- 37,37- 35,68- 28,62- 2597- 29,73- 28,62-
° 46,65 44 .67 44 .61 42,86 34,90 59,61 52,83

*Cl: intervalo de confiancga

Idade & Coinfecgao por HPV

804

60+

Idade

404

Numero de tipos diferentes

Figura 15 - Relagéo da coinfec¢gao de HPV com a idade
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Os tipos de HPV mais frequentes na populagcao selecionada para este
estudo foram: 16, 61, 53 e 51. Propor¢dao que se mantém na populagao de
casos de citologia indeterminada, populacdo de interesse deste estudo.
Figura 16 demonstra numero de casos por tipo de HPV, em destaque os

tipos mais frequentes.

Frequéncia dos tipos de HPV
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Figura 16 - Frequéncia dos tipos de HPV na populagédo selecionada neste

estudo. Em cores estdo destacados os tipos mais frequentes

O HPV 16 foi o tipo mais frequentemente encontrado, sendo positivo
em 56 casos, em 12 casos como unico tipo infectante e em 44 casos como

coinfeccgao.
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Tabela 10 - Numero de casos positivos para HPV 16 segundo diagnostico
citolégico e resultado da bidpsia

Biopsia )
) - Negativa LIBG(NIC 1) LIAG(NIC 2/3) Total
Citologia
Indeterminada 8 2 14
Negativa 1 2
LIBG 5 14 2 21
LIAG 0 0 19 19
Total 14 18 24 56

* LIBG significa les&o intraepitelial de baixo grau; LIAG se refere a lesado intraepitelial de
alto grau.

Citologia Indeterminada
Frequéncia dos tipos de HPV
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Figura 17 - Frequéncia dos tipos de HPV no grupo de pacientes com

citologia indeterminada. Em cores estio destacados os tipos mais frequentes.
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Observa-se na Figura 18 a distribuicdo dos tipos de HPV nos grupos
de idade abaixo e acima dos 30 anos, na populagdo selecionada neste

estudo.
Frequéncia dos tipos de HPV por faixa etaria
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Figura 18 - Demonstra a distribuicao dos tipos de HPV nos grupos de idade

abaixo e acima dos 30 anos, na populagao selecionada neste estudo.
A seguir detalhamos a frequéncia de coinfec¢do do HPV segundo os

diagnosticos citolégicos.

Tabela 11 - Numero de casos negativos e positivos para um ou mais tipos
de HPV, de acordo com o diagndstico citolégico

Coinfecgéo ) Positiva 1 Positiva varios
) ) Negativa ) i Total
Citologia tipo tipos

Negativa 37 8 3 48
Indeterminada 25 13 28 66
LIBG 16 14 48 78
LIAG 5 12 26 43

Total 83 47 105 235

* LIBG significa lesao intraepitelial de baixo grau; LIAG se refere a lesao intraepitelial de alto
grau.
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A seguir foram analisadas as frequéncias e distribuigdo dos casos
subdividindo os tipos de HPV em alto e baixo risco (potencial oncogénico
viral). Foram considerados tipos de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 56, 58, 59, 66 e 68.

PROPORCAO DOS TIPOS DE HPV DE ALTO E BAIXO RISCO

BHPVAR BHPVBR ENEG BWINAD

Figura 19 - Demonstra a proporgéo dos tipos de HPV de alto (HPV AR) e
baixo risco (HPV BR), casos negativos (NEG) e inadequados (INAD) na

populagao selecionada neste estudo.

5.2.2 Morfometria

Realizada em 150 amostras de citologia, incluindo 60 casos
indeterminados, 77 positivos(27 LIAG e 50 LIBG) e 13 negativos, cujos
resultados seguem abaixo.

Os parametros morfométricos foram avaliados a partir da média das 5
medidas feitas em cada nucleo. Foram fotografadas todas as células

atipicas disponiveis, o que varia de um caso para outro. A partir destas
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medidas foi feita uma avaliagdo da amplitude da variagdo desses
parametros nos casos indeterminados com biopsia e teste molecular
negativos e indeterminados com bidpsia e/ou teste molecular positivos. Para
efeito de dicotomizacdo das variaveis estudadas, calculamos o ponto de
corte através da curva R.O.C., considerando melhor conjunto de
sensibilidade e especificidade. As variaveis com area sobre a curva igual ou
superior a 0.75 com p<0.05, foram dicotomizadas em positiva e negativa

pelo ponto de corte estabelecido.

Tabela 12 - Estabelecimento dos pontos de corte para cada parametro
morfométrico, com melhor relagao sensibilidade/especificidade

Ponto de Sensibilidade  Especificidade

AUC p

Corte (IC 95%) (IC 95%)
Area Nuclear 0,8708 0,0008 >101,3 90 (55-99) 83 (62-95)
Perimetro 0,9000 0,0003 >39,79 90 (55-98) 83 (62-95)
Circularidade 0,7958 0,0073 <0,88 80 (44-97) 75 (53-90)
Razao Diametros 0,7750 0,0126 >1,35 70 (34-93) 79 (57-92)
Cilindricidade 0,7600 0,0173  <0,7518 70 (34-93) 79 (57-93)

Solidez 0,5958 0,3847 - - -

*AUC: area abaixo da curva

Utilizando os ponto de corte estabelecidos na Tabela 12 para cada
uma das varidaveis morfométricas, calculamos a sensibilidade e
especificidade, VPP e VPN na populacio total e nos casos indeterminados.
Avaliamos ainda se a combinacao de paradmetros resultaria em melhor
predicao dos casos indeterminados. Consideramos “morfometria combinada
positiva”, quando as variaveis area e cilindricidade estavam acima do ponto
de corte, uma vez que o tamanho (area), irregularidade (cilindricidade) e

hipercromasia (solidez) sdo os achados morfolégicos mais relevantes para
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definir um caso como alto grau. Como a solidez n&o obteve um valor de p
significativo pela sobreposicdo dos valores nas diversas categorias de
diagndstico citolégico, nds ndo consideramos este parametro morfométrico
na analise combinada. A sensibilidade do teste morfométrico, na populagao
total, foi de 55% (0,55), especificidade de 67% (0,67), VPP de 47% (0,47) e

VPN de 75% (0,75); com valor de p=0,025.

Morfometria combinada & Bidpsia
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Figura 20 - Demonstra a distribuicdo dos casos de morfometria combinada
positiva e negativa, de acordo com o resultado da biépsia, na populagao

total deste estudo.

Nos casos indeterminados, o teste morfométrico ndo se mostrou
estatisticamente significativo em nenhum dos parédmetros morfomeétricos
analisados e os valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN

seguem na Tabela 13.



57

Tabela 13 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para cada
parametro morfométrico para deteccdo de LIAG nas citologias
indeterminadas.

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Area 1,00 0,50 0,56 0,14 0,88

Perimetro 1,00 0,33 0,59 0,11 0,86

Circularidade 0,31 1,00 0,27 0,17 1,00
Razao dos

. 0,32 1,00 0,24 0,16 1,00
didmetros

Cilindricidade 0,58 1,00 0,22 0,16 1,00

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

A morfometria como teste isolado, n&o foi capaz de separar os casos
indeterminados que foram positivos ou negativos na biopsia. Esse teste foi
capaz de determinar de uma maneira objetiva o que é visto de forma
subjetiva pelo patologista. Ao analisarmos a Figura 21, observamos que o
padrdao de morfometria dos casos que tiveram a citologia indeterminada,
com biopsia de lesédo de alto grau é, aproximadamente, o oposto do padréo
morfométrico das lesbes de alto grau na citologia confirmadas por biopsia.
Ou seja, é um padrao morfolégico que foge ao habitual e que ndo podera ser
percebido pelo patologista, uma vez que os critérios sdo essencialmente

estabelecidos pelo padrao nuclear.
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Figura 21 - Graficos das variagbes das médias dos parametros

morfométricos, obtidas para cada nucleo dos casos de citologia

indeterminada, comparadas com o diagnostico da biopsia. No eixo x encontram-
se os resultados da citologia confirmados com bidpsia, sendo: NEG citologia negativa com
bidpsia negativa, IND-NEG citologia com atipias de significado indeterminado com bidpsia
negativa, IND-BG citologia com atipias de significado indeterminado com biopsia de lesao
de baixo grau, IND-AG citologia com atipias de significado indeterminado com biépsia de
lesdo de alto grau, POS-BG casos com citologia positiva e bidpsia correspondentes de
lesdo de baixo grau e POS-AG os casos com citologia positiva e bidpsia de Lesao de alto
grau. No eixo y encontram-se os valores dos parAmetros morfométricos analisados.
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5.2.3 Imunocitoquimica

A imunocitoquimica (ICQ) foi realizada em todos os casos, destes, 80
foram inadequados para avaliacdo, uma vez que ndo haviam células
suficientes para considera-lo satisfatério. Foram considerados os critérios
utilizados no sistema de Bethesda 2001, os quais definem como satisfatéria,
a citologia com, no minimo, 5000 células epiteliais preservadas. Das 180
amostras satisfatorias para avaliacdo, 71 resultaram positivas e 109
negativas. Para os calculos estatisticos foram consideradas bidpsias
positivas somente as lesdes de alto grau, foram excluidos os casos de baixo
grau, resultando em um total de 148 amostras.

Ao avaliar o teste ICQ isoladamente como método de diagndstico, ele
se mostrou um bom método de triagem combinado com o exame citoldgico,
com sensibilidade de 85%(0,85), especificidade de 77%(0,77), VPP de

63%(0,63), VPN de 92%(0,92) e um valor de p<0,0001.
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Figura 22 - Distribuigdo dos casos de imunocitoquimica (ICQ) positiva e
negativa, de acordo com o resultado da bidpsia, na populagdo total deste
estudo.

Tabela 14 - Distribuicdo da positividade de p16/Ki-67 por diagnostico
citolégico, histologico e categoria do HPV.

Biopsia/HPV Positividade p16/Ki-67(n=71)
CIT Negativa CIT Indeterminada LIBG LIAG
Negativa
HPV AR
HPV BR ! U 3 2
0 1 1 0
NEG
INAD 0 5 1 0
0 2 0 0
LIBG(NIC 1)
HPV AR
HPV BR 0 0 4 1
0 0 0 0
NEG
INAD 0 2 0 0
0 1 1 0
LIAG(NIC 2/3)
HPV AR
HPV BR 1 4 3 21
0 0 1 1
NEG
INAD 0 0 2 4
0 0 0 2
Total 2 22 16 31

*CIT: citologia; LIBG: leséo intraepitelial de baixo grau; LIAG: lesdo intraepitelial de alto
grau; HPV AR: infecgao por pelo menos um tipo de HPV de alto risco; HPV BR: infecgao por
somente tipos de HPV de baixo risco; NEG: negativo para qualquer tipo de HPV; INAD:
amostra inadequada para avaliagdo do HPV.



61

Tabela 15 - Distribuicao dos resultados da imunocitoquimica para p16/Ki-67
por diagnaostico citologico e histologico.

CIT/ICQ BIOPSIA TOTAL
Negativa LIBG(NIC 1)  LIAG(NIC 2/3)
NEGATIVA 39
ICQ - 36 1 0 37
ICQ +
Q 1 0 1 2
INDETERMINADA 53
ICQ - 15 3 4 22
ICQ +
Q 23 6 2 31
LIBG 52
ICQ - 5 5 6 16
ICQ +
Q 18 16 2 36
LIAG 36
ICQ - 2 0 3 5
ICQ +
Q 2 1 28 31
TOTAL 102 32 46 180

*CIT NEG: citologia negativa; CIT INDET: citologia com atipias de significado indeterminado;
CIT LIBG: citologia com diagndstico de lesao intraepitelial de baixo grau; CIT LIAG: citologia
com diagndstico de lesao intraepitelial de alto grau; ICQ: imunocitoquimica para p16/Ki-67.

Tabela 16 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da
imunocitoquimica para detecgdo de lesdo intraepitelial de alto grau, na
populacao total do estudo e dividida por faixas etarias.

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Todas <0,0001 0,85 0,77 0,63 0,92
< 30 anos 0,0057 0,83 0,67 0,53 0,90
> 30 anos <0,0001 0,67 0,92 0,85 0,81

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo
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Figura 23 - Dupla marcagao ICQ para p16/ki-67 nas células atipicas. Fotos

realizadas no aumento de 100x.

Figura 24 - A esquerda marcacdo para Ki-67 em células em proliferacéo e a
direita, células negativas para os dois marcadores. Fotos realizadas no aumento
de 100x e 10x.

A seguir avaliamos a populagdo de interesse do estudo (casos
indeterminados) com os achados da imunocitoquimica e bidpsia. Nos casos
indeterminados a imunocitoquimica teve sensibilidade de 67%(0,67),
especificidade de 61%(0,61), VPP de 21%(0,21), VPN de 92%(0,92), com

p=0,38.
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Tabela 17 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN da
imunocitoquimica para detecgdo de lesdo intraepitelial de alto grau, na
populacdo total do estudo e dividida por faixas etarias, nos casos de
citologia indeterminada.

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Todas 0,38 0,67 0,61 0,21 0,92
< 30 anos 1,00 0,50 0,30 0,12 0,75
> 30 anos 0,10 0,75 0,71 0,27 0,95

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

5.3 CORRELACAO DAS TRES METODOLOGIAS TESTADAS

A correlagdo entre imunocitoquimica (ICQ), teste molecular de HPV e
morfometria foi avaliada na populacéo total do estudo e na populagdo de
interesse de citologias de significado indeterminado.

Avaliamos também se a combinagdo das metodologias é capaz de
predizer melhor a presenca de lesdo de alto grau na bidpsia do que as
metodologias separadamente. Os resultados seguem na Tabela 18.

Tabela 18 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para
deteccdo de lesao intraepitelial de alto grau da imunocitoquimica (ICQ),

Linear Array, morfometria(M) e os testes combinados, na populagao total do
estudo

p Sensibilidade  Especificidade VPP VPN

ICQ <0,0001 0,85 0,77 0,63 0,92
Morfometria 0,0255 0,55 0,68 0,47 0,75
HPV <0,0001 0,81 0,55 0,46 0,86
ICQ+M <0,0001 0,57 0,89 0,72 0,80
HPV+M 0,0182 0,38 0,85 0,55 0,74
ICQ+HPV <0,0001 0,69 0,86 0,69 0,86
ICQ+HPV+M 0,0001 0,41 0,98 0,90 0,77

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; ICQ: imunocitoquimica para
p16/Ki-67; M: morfometria combinada(area e cilindricidade)
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Observa-se reducdo na sensibilidade quando os dois testes sao
combinados, mas com relevante aumento na especificidade, com um valor
de p estatisticamente significativo. Caracteristica observada também,

quando os trés métodos sdo combinados.

Tabela 19 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para
detecgdo de lesdo intraepitelial de alto grau da imunocitoquimica (1CQ),
Linear Array e os testes combinados, no grupo de pacientes com citologia
indeterminada

p Sensibilidade Especificidade VPP VPN

ICQ 0,3778 0,67 0,61 0,21 0,92
HPV 0,1041 0,86 0,52 0,21 0,96
ICQ+M 0,4335 0,33 0,85 0,20 0,92
HPV+M 0,3200 1,00 0,71 0,13 1,00
ICQ+HPV 0,0423 0,67 0,79 0,36 0,93

ICQ+HPV+M - - - - -

*ICQ: imunocitoquimica para p16/Ki-67; M: morfometria combinada; VPP: valor preditivo
positivo; VPN: valor preditivo negativo. N&o foi possivel a andlise da combinagdo dos trés
métodos(ICQ, HPV e morfometria) nos casos indeterminados devido a pequena quantidade
de casos que possuiam os trés métodos positivos. Nao foi possivel correlacionar as trés
metodologias nos casos indeterminados devido ao reduzido nimero de casos.

54 PROTOCOLO SUGERIDO DE METODOS
COMPLEMENTARES NAS CITOLOGIAS DE SIGNIFICADO
INDETERMINADO

Baseado em nossos resultados e nos protocolos de conduta
internacionais (BRISMAR-WENDEL et al. 2009), propusemos protocolo a ser
adotado no servico de anatomia patoldgica do Hospital A. C. Camargo nas
citologias cérvico-vaginais com ASC-US. Os protocolos diferem de acordo
com faixa etaria acima ou abaixo de 30 anos. A morfometria pode ser usada

nos casos que necessitam confirmacgao objetiva dos achados morfolégicos.
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) ) Teste Conduta/
Citologia Idade Complementar Observacao
T Retorno ao Screening
i VPN 100%,
até 30 anos —
HPWV Ao Hisea +
Indetermimada
pliE/EIGT +
= 30 anos
R Retorno an Screening
PABFREES VIN 5%

* Se negativa, fazer bidpsias as cegas e repetir o teste molecular em 12 meses para avaliar

persisténcia viral/aspectos imunocitoquimicos.

Figura 25 - Protocolo sugerido de métodos complementares nos casos de
ASC-US.
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6 DISCUSSAO

Os casos indeterminados pelo exame citologico sdo os de interesse
para o presente estudo, visto que € uma das alteragdes citologicas mais
frequentemente diagnosticadas, perfazendo um total de 4-5% de todos os
exames citoldgicos interpretados nos Estados Unidos e, sobretudo, devido a
sua natureza inespecifica. O diagnoéstico de um exame citolégico como
indeterminado, pode levar a condutas clinicas equivocadas, pois
compreende uma variabilidade de alteragdes citoldgicas que variam desde
condigdes reativas e inflamatoérias até carcinomas invasivos (STOLER et al.
2007). A fim de, aperfeigoar as condutas nos casos de citologias com atipias
de significado indeterminado, informacgbes adicionais s&o necessarias para
melhor estratificar as pacientes em risco de desenvolver lesbées de alto grau

ou cancer cervical.

6.1 GENOTIPAGEM PARA HPV

A introducao do teste de deteccdo do HPV de alto risco, para triagem
de mulheres com ASC, se mostrou valido na distincdo de alteracdes
benignas, daquelas com lesbes de alto grau ou carcinoma invasivo.
Entretanto, a alta prevaléncia de positividade para HPV de alto risco,
comparado com a baixa prevaléncia de lesées de alto grau limitou o uso

desse teste e o tornou alvo de muitos estudos, nessa populagao especifica



67

(Anonymous 2000; SOLOMON et al. 2002b; MONK e BREWSTER 2003;
SCHIFFMAN e SOLOMON 2003; ZUNA et al. 2005; FERRIS et al. 2006;
WALKER et al. 2006; STOLER 2007). O presente estudo verificou o teste de
HPV, como uma das alternativas para estratificacdo de risco das pacientes
com exame citologico indeterminado. No presente estudo, observou-se alta
incidéncia de HPV AR em mulheres com ASC (38/66-58%), sendo que
67%(12/18) das mulheres abaixo de 30 anos foram positivas para HPV AR e
54%(26/48) das mulheres acima de 30 anos foram positivas para HPV AR,
Este resultado é similar aos estudos mais recentes publicados na literatura,
nos Estados Unidos e Europa, os quais descrevem uma positividade
aproximada de 53% para HPV de alto risco (KENDALL et al. 2005;
BERGERON et al. 2006; SELVAGGI 2006; STOLER et al. 2012) Observa-se
declinio de detecgdo de infec¢do no subgrupo acima de 30 anos, dado,
similarmente encontrado por outros estudos (KENDALL et al. 2005;
BERGERON et al. 2006; SELVAGGI 2006; STOLER et al. 2012). A
sensibilidade do teste nos casos indeterminados foi de 86%, especificidade
de 52%, com VPP de 21% e VPN de 96%. Observa-se que a maior
contribuigao do teste de HPV neste estudo esta no VPN, ou seja, nos casos
indeterminados em que o teste de HPV resultou negativo, a chance dele ser
verdadeiramente negativo é de 96%. Na populagdo total, observa-se
manutencdo da sensibilidade do teste, mas com aumento significativo de
sua especificidade em mulheres acima de 30 anos. Ja no grupo de
pacientes com resultado citoldégico indeterminado ocorreu diminuicdo da

sensibilidade e especificidade nas mulheres acima de 30 anos, entretanto
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valor de p nao foi estatisticamente significativo. Com relacdo a populagao
total do estudo, ha concordancia com a literatura mundial, demonstrando o
fato de que as infecgdes transitorias, em mulheres abaixo de 30 anos, séo
mais frequentes e reduzem a especificidade do teste. H4, também, o relato
de reducao na sensibilidade, especialmente na populagdo acima de 40 anos
(KENDALL et al. 2005; BERGERON et al. 2006; SELVAGGI 2006; STOLER
et al. 2012). Uma das possiveis explicagbes para este fato seria a
possibilidade das lesdes de alto grau, nessa faixa etaria, serem causadas
por tipos de HPV n&o pesquisados pelas metodologias mais utilizadas na
maioria dos trabalhos, dentre elas o Cobas 4800 e a captura hibrida. Nosso
estudo torna essa possibilidade pouco provavel, visto que encontramos
semelhante reducdo na sensibilidade do teste, nesta faixa etaria, mas
utilizamos o método Linear Array HPV Test, o qual detecta e genotipa 37
tipos de HPV. As outras possiveis explicagdes seriam: aumento do numero
de resultados falso-negativos e diagnosticos incorretos de lesdes néao
neoplasicas como lesdes de alto grau, apesar da revisdo pela comissao de
patologistas. E descrito na literatura, que atrofia do epitélio escamoso pode
simular lesdes de alto grau (STOLER et al. 2007) (ASC-US/LSIL Triage
Study organizado pelo National Cancer Institute dos Estados Unidos)
Encontrou-se positividade de 60%(50/84), para tipos de alto risco, na faixa
etaria de 30 anos ou menos, comparado com positividade de 47%(82/176)
em mulheres acima de 30 anos. Neste estudo observou-se que a reducgao
da positividade para HPV com o aumento da idade é acompanhado pela

reducao das lesdes de alto grau. Apenas 13% das mulheres maiores de 40
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anos, que foram diagnosticadas com ASC-US, tinham lesao de alto grau na
biépsia. Existem poucos estudos até o momento, descrevendo qual o
impacto da faixa etaria na prevaléncia de tipos especificos em mulheres com
citologias indeterminadas (Anonymous 2000; SOLOMON et al. 2002b;
MONK e BREWSTER 2003; SCHIFFMAN e SOLOMON 2003; ZUNA et al.
2005; FERRIS et al. 2006; WALKER et al. 2006; STOLER 2007).

O grupo de pacientes abaixo de 30 anos € de particular interesse, no
que se refere a estratificacdo de risco. Nessa faixa etaria, o numero de
pacientes com infecgao pelo HPV AR foi elevado (50/84-60%) e observou-se
alta incidéncia de LIAG (23/84-27%). Nessas pacientes com LIAG,
70%(16/23) delas foram positivas para HPV de alto risco, enfatizando o
status de alto risco de desenvolvimento de lesdes de alto grau, mesmo
nesse grupo de pacientes. Ao contrario, infecgdes pelos outros tipos indicam
baixa tendéncia de evolugdo para LIAG, permitindo um tratamento mais
conservador nesses casos. Confirmamos o fato de que citologia
indeterminada em mulheres abaixo de trinta anos s&o mais correlacionadas
com a existéncia de lesdo de alto grau (18% contra 10% em pacientes acima
de 30 anos) (Anonymous 2000; SOLOMON et al. 2002b; MONK e
BREWSTER 2003; SCHIFFMAN e SOLOMON 2003; ZUNA et al. 2005;
FERRIS et al. 2006; WALKER et al. 2006; STOLER 2007).

A avaliagado dos casos de citologias indeterminadas, no contexto da
idade e status de HPV, promove um refinamento na estratificacdo de risco

das pacientes, propiciando informacgao valiosa para decisao clinica.
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O real efeito das infecgbes, por multiplos tipos de HPV, no
desenvolvimento do cancer e lesdes pré-neoplasicas, permanece obscuro.
Algumas publicagdes sugerem que algumas coinfecgdes confeririam risco
similar a infeccdo pelo HPV16 isoladamente. A presenca de infeccdes
multiplas, aumenta a probabilidade de ser encontrado ao menos um tipo de
HPV de alto risco. Ainda nao esta elucidado na literatura, se as coinfecgoes,
por determinados tipos, exerceriam efeito sinérgico para a transformacao
maligna (BRISMAR-WENDEL et al. 2009). Nos 152 casos positivos foram
detectados 33 tipos de HPV. Uma variabilidade de tipos raramente reportada
na literatura. Sendo que em 47 casos foi detectados apenas 1 tipo e em 105,
dois ou mais tipos. Nos 66 casos de citologia com atipias de significado
indeterminado, 28 apresentavam coinfecgao por mais de um tipo de HPV
(CUSCHIERI et al. 2004; BRISMAR-WENDEL et al. 2009; FERNANDES et
al. 2009). A maioria da populagado apresenta infeccdo por, pelo menos um
tipo de alto risco(133 dos 152 casosda populagao total e 38 dos 66 casos de
citologia indeterminada). Os tipos mais frequentes foram: 16, 61, 53, POOL
de tipos de alto risco(52,33,35,58), 51. Na literatura, o tipo mais
frequentemente encontrado nos casos de ASC é o HPV16, seguido por tipos
gue variam nas casuisticas mundiais. Em série da regido nordeste do Brasil,
o tipo 16 foi seguido por: 58 e 45 (FERNANDES et al. 2009). Em estudo
europeu, foi seguido pelos tipos 51, 52, 56 e 31. No mundo, os tipos
relacionados ao maior risco de desenvolver cancer cervical sdo: 16 (Razao
de Verossimilhanga: 435,5), 59 (Razdo de Verossimilhanca: 419,5) e 33

(Razdo de Verossimilhanga: 373,5) (BRISMAR-WENDEL et al. 2009). Na
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populacdo diagnosticada com ASC, os tipos mais frequentes foram os
mesmos da populacido total. Observa-se uma tendéncia a diminuicido da
meédia das idades com o aumento do numero de tipos encontrados de HPV,
fato similarmente observado em outros estudos (BRISMAR-WENDEL et al.
2009).

A infeccao persistente pelo HPV é o fator de risco mais importante
para o desenvolvimento do cancer cervical. Entretanto, essa afirmagao so se
aplica a alguns tipos de HPV. Ou seja, para que se verifique a persisténcia
de infecgao e estratificagcdo do risco, € necessario que se faga genotipagem
de HPV e nao, simplesmente, sua detecgdo (BRISMAR-WENDEL et al.
2009).

A genotipagem sera ainda mais relevante para o monitoramento dos
efeitos da vacinagdao para HPV, apds a implantagdo dos programas de
vacinacgao; realidade distante da populagao brasileira e de outros paises em

desenvolvimento.

6.2 IMUNOCITOQUIMICA

A deteccdo do HPV tem sido amplamente estudada como estratégia
de rastreamento para o cancer cervical, uma vez que € um teste mais
sensivel que a citologia cervical. Entretanto, o teste, para a detecgédo deste
agente, ndo € capaz de distinguir as infecgbes clinicamente relevantes,
daquelas que sao transitérias e que irdo solucionar espontaneamente.

Outros marcadores s&o necessarios para fazer essa discriminagédo. A dupla
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marcacgao para deteccado do p16, e do marcador de proliferacao celular, Ki-
67, pode ser usado para esse proposito (DONA et al. 2012). No presente
estudo, foi realizada imunocitoquimica para p16/Ki-67 nos casos
selecionados, que incluem todos os graus de anormalidades citologicas
cervicais. Nossos resultados mostraram que essa metodologia ¢é
tecnicamente factivel e eficiente em produzir resultados validos, sendo um
teste sensivel e especifico.

A dupla marcagao imunocitoquimica para p16 e Ki-67 tem sido
amplamente estudada para estratificagao de risco das pacientes com atipias
citolégicas minimas. Esse marcador se mostrou promissor, visto que nao
depende de interpretacdo morfoldgica, corando as células com ciclo celular
desregulado. Na maioria dos trabalhos, a imunocitoquimica se mostrou com
sensibilidade comparavel ao teste de HPV, mas com ganho significativo na
especificidade. Esse ganho se mostrou ainda maior nas pacientes abaixo de
30 anos, uma vez que, nesta faixa etaria, as infeccdes transitérias sdao mais
frequentes (SCHMIDT et al. 2011; ATKINS 2011) No presente estudo
demonstramos esses achados na populacdo total selecionada, em que
observou-se, ao correlacionar o teste de HPV com ICQ, aumento
significativo da especificidade, com manutencdo da sensibilidade.
Entretanto, no grupo de citologias indeterminadas, essa tendéncia nao foi
observada. Nesse subgrupo de pacientes o teste de HPV se mostrou
superior nas pacientes abaixo de 30 anos, mas o valor de p nao foi
estatisticamente significativo. A imunocitoquimica identifica a mesma

proporcao de casos de alto grau que o teste de HPV, mas com possibilidade
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de redugao significativa do numero de pacientes que devem ser
encaminhadas para colposcopia, uma vez que é mais especifico. Outros
estudos, com acompanhamento a longo prazo das pacientes, serao
necessarios para confirmar o valor prognéstico da imunocitoquimica para
p16/ki-67. Os resultados deste estudo e de outros na literatura, reforcam o
potencial desse marcador como estratificador de risco das pacientes com
atipias citolégicas minimas (SCHMIDT et al. 2011; ATKINS 2011; DONA et
al. 2012). Verificou-se, neste estudo, que a positividade para p16/Ki-67 esta
significativamente associado com a presenga de algum tipo de HPV de alto
risco (p<0,0001). E em pacientes maiores de 30 anos, quando a ICQ é
positiva, a chance de ter um HPV de alto risco é quatro vezes maior
(p<0,0001). Nas pacientes abaixo de 30 anos, o valor de p nao foi
estatisticamente significativo.

A imunomarcacao para p16/Ki-67 tem sido avaliada como teste para
rastreamento primario, assim como para triagem dos casos com atipias
minimas na citologia. Assim sendo, a avaliacdo da positividade deste
marcador em séries selecionadas, que incluem todos os tipos de
anormalidades citolégicas, € o primeiro passo para estabelecer o potencial
desta metodologia para rastreamento do céncer cervical. No presente
estudo, correlacionamos a positividade de p16/Ki-67 com o diagndstico
citolégico e histolégico. A comparagao desses dados evidenciou que a
positividade para p16/Ki-67 aumenta com a severidade da lesdo cervical.
Apenas um caso negativo na citologia e bidpsia foi positivo para p16/Ki-67, o

qual também era positivo para HPV de alto risco. Ficam as perguntas: a
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bidpsia foi representativa da lesédo cervical? As células positivas para p16/Ki-
67 foram interpretadas como normais pelo patologista? Apenas o
acompanhamento dessa paciente e estudos maiores prospectivos e com
acompanhamento a longo prazo das pacientes poderao trazer respostas a
estes questionamentos (DONA et al. 2012). Sete casos com diagndstico
histolégico de lesdo de alto grau foram negativas para p16/Ki-67. Tal fato
pode representar casos de lesdao de alto grau que irdo regredir
espontaneamente ( MCCREDIE et al. 2008; DONA et al. 2012). Entretanto,
essa hipotese ndo é plausivel de ser verificada, uma vez que, detectada
lesdo de alto grau, esta sera tratada adequadamente.

A deteccdo do HPV tende a ser um teste superior para estratificacédo
de risco, a longo prazo, das pacientes, uma vez que é detectado em uma
fase mais precoce no processo de carcinogénese cervical. Enquanto que a
imunocitoquimica €, particularmente, importante para predizer lesdo em um
momento especifico, j4 que para que a célula tenha seu ciclo celular
desregulado, o virus deve estar incorporado ao DNA da célula hospedeira

(SCHMIDT et al. 2011; ATKINS 2011).

6.3 MORFOMETRIA

Nao existem estudos na literatura correlacionando os aspectos
morfométricos com os achados citolégicos, imunocitoquimicos e
moleculares.

CENCI et al. (2000) demonstrou que a morfometria pode ajudar a
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caracterizar melhor as células glandulares com atipias de significado
indeterminado. SWARTZ et al. (2003), demonstrou caracteristicas
morfométricas diferentes entre células glandulares normais e alteradas no
corte histolégico, em casos que impuseram duvidas diagndsticas ao
patologista. YACOUB et al. (1994) estudaram os parametros morfométricos
como preditores de resposta a quimioterapia e radioterapia neoadjuvante em
casos localmente avancados de cancer cervical. Estudos semelhantes
também foram realizados em tumores prostaticos, de cabecga e pescoco e de
bexiga (BLOMJOUS et al. 1989; HELLIWELL et al. 1989; SHAEFFER et al.
1992; ZHENG et al. 1992).

O presente estudo demonstrou que a morfometria possui baixa
sensibilidade(55%) e especificidade (67%), como método isolado, em
detectar lesbes cervicais. Nos casos de citologia com atipias de significado
indeterminado, os parametros morfométricos nao obtiveram um valor de p
significativo. A morfometria ndo se mostrou um método eficiente para
discriminar os casos citolégicos indeterminados que abrigavam lesdes de
alto grau. O teste se mostrou importante no que diz respeito ao elevado
valor preditivo negativo. Ou seja, quando a morfometria € negativa ha
grande probabilidade de ser realmente um caso negativo para lesdes pré-
malignas. Além disso, foi um método importante para comprovar, de maneira
objetiva, o que é visto, de forma subjetiva, pelo patologista. Os padrdes
morfométricos dos casos que tiveram a citologia indeterminada, com bidpsia
de leséo de alto grau se mostraram o oposto dos padrées morfométricos das

lesbes de alto grau na citologia, confirmadas por biépsia. Ou seja, sao
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padrées morfoléogicos que fogem ao habitual e que nao poderao ser
percebidos pelo patologista, uma vez que os critérios sao, essencialmente,

estabelecidos pelos padrbes nucleares.

6.4 ASSOCIACAO DAS METODOLOGIAS TESTADAS

Quando combinamos os métodos avaliados, observamos um
aumento significativo da especificidade, mas com diminuigdo importante da
sensibilidade. A melhor correlacdo sensibilidade/especificidade, na
populacdo total do estudo, foi observada entre os testes de HPV e ICQ, em
que atingiu-se 67% de sensibilidade e 86% de especificidade. No grupo de
pacientes com ASC a melhor correlagdo encontrada ocorreu entre os testes

de HPV e morfometria, mas o valor de p n&o foi significativo.
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CONCLUSOES

A genotipagem viral para HPV se mostrou com elevada sensibilidade
(81%) em detectar lesdes clinicamente relevantes, mas com
especificidade (55%), relativamente, baixa;

Ocorreu aumento da especificidade da genotipagem viral para HPV
em mulheres acima de 30 anos (61%), quando comparado as
mulheres abaixo de 30 anos (41%), sem alteragdes relevantes na
sensibilidade do teste;

A genotipagem viral para HPV nos casos de citologias indeterminadas
obteve elevada sensibilidade (86%) em detectar lesdes clinicamente
relevantes, mas com especificidade (52%), relativamente, baixa. Valor
de p nao significativo;

Nos casos citologicos com atipias de significado indeterminado néao
houve alteragao da especificidade do teste Linear Array em mulheres
abaixo e acima de 30 anos;

A 1CQ se mostrou um teste com elevada sensibilidade(85%) e
especificidade (77%) em detectar lesdes clinicamente relevantes;
Ocorreu aumento da especificidade da ICQ em mulheres acima de 30
anos (92%), quando comparadas com o grupo abaixo de 30 anos
(67%). Observou-se diminuigdo da sensibilidade da ICQ em mulheres
acima de 30 anos (67%), quando comparadas com o grupo abaixo de

30 anos (83%);
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Nos casos de ASC em pacientes acima de 30 anos, a ICQ se mostrou
o melhor método de rastreamento com sensibilidade de 75% e
especificidade de 71%;

A morfometria ndo se mostrou um bom método para detectar lesbées
clinicamente relevantes, tanto na populagdo total, quanto na
populacdo de ASC, sendo pouco sensivel e especifico;

A combinacao entre testes nao foi superior em detectar lesées de alto
grau do que os testes isoladamente na populagao total do estudo;

A combinagao entre os testes HPV e ICQ no grupo de citologias
indeterminadas proporcionou um aumento da sensibilidade,
especificidade e VPP em relagéo a ICQ isoladamente, com valor de p
estatisticamente significativo;

Sugerimos protocolo de condutas frente ao diagndstico citolégico de
ASC-US. Em pacientes abaixo de 30 anos sugere-se o teste de
genotipagem de HPV. Se negativo, retorno ao rastreamento habitual
(VPN 100%). Se positivo, encaminhamento para colposcopia (12% de
chance de conter lesdo histoldgica sincrénica). Em pacientes acima
de 30 anos, sugere-se realizacédo da ICQ. Se negativa, retorno ao
rastreamento habitual (VPN 95%). Se positivo, encaminhamento para

colposcopia (27% de chance de conter les&o histoldgica sincrénica).
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Anexo 1 - Classificagdes citologicas / SISTEMA BETHESDA DE 2001

TIPO DE AMOSTRA
» Esfregaco convencional (Papanicolaou)
+ Citologia em meio liquido

e Outros

ADEQUACAO DA AMOSTRA
» Satisfatoria para avaliacéo
* Insatisfatorio para avaliagao... (especificar o motivo)
* Amostra rejeitada/n&o processada (especificar o motivo)
« Amostra processada e avaliada, mas insatisfatéria para avaliacdo de

anormalidade epitelial porque (especificar o motivo)

INTERPRETACAO/RESULTADO

NEGATIVO PARA LESAO INTRA-EPITELIAL OU MALIGNIDADE,
-ORGANISMOS:

* Trichomonas vaginalis

* Organismos fungicos morfologicamente consistentes com Candida spp.
* Substituicdo na flora sugestiva de vaginose bacteriana

* Bactérias morfologicamente consistentes com Actinomyces spp.

* Alteragdes celulares consistentes com o virus herpes simples

-OUTROS ACHADOS NAO-NEOPLASICOS (descricdo opcional; relacdo nao
inclusiva):

* Alteracdes celulares reativas associadas a

- inflamacao (incluindo reparo tipico)

- radiagao

- dispositivo intra-uterino (DIU)

* Estado das células glandulares pés-histerectomia

* Atrofia



OUTROS

- Células endometriais (em mulher acima 40 anos de idade)

ALTERAC@ES DAS CELULAS EPITELIAIS
- CELULAS ESCAMOSAS
* Células escamosas atipicas
- de significado indeterminado
- ndo é possivel excluir lesdo intra-epitelial escamosa de alto grau
* Lesédo intraepitelial escamosa de baixo grau (abrangendo HPV/displasia leve/NIC
1)
* Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (abrangendo: displasia moderada e
acentuada, CIS; NIC 2 e NIC 3)
- com caracteristicas suspeitas de invasao (se houver suspeita de invasao)

* Carcinoma de células escamosas

- CELULAS GLANDULARES

* Atipicas

- células endocervicais (sem outras especificacbes (SOE) ou especificar nos
comentarios),

- células endometriais (SOE ou especificar nos comentarios),
- células glandulares (SOE ou especificar nos comentarios)

* Atipicas

- células endocervicais, possivelmente neoplasicas,

- células glandulares, possivelmente neoplasicas,

* Adenocarcinoma endocervical in situ

* Adenocarcinoma:

- endocervical

- endometrial

- extra-uterino

- sem outras especificagdes (SOE)



OUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS (especificar)

REVISAO AUTOMATIZADA

Se o caso for avaliado com equipamento automatizado, especificar o equipamento
e o resultado.

NOTAS E SUGESTOES (opcionais)

As sugestbes devem ser concisas e consistentes com orientagbes do

acompanhamento clinico publicadas por organizagdes profissionais (referéncias

quanto as publicagdes relevantes podem ser incluidas).



Anexo 2 - Questionario Clinico

Estado Civil: ...
Historia gestacional: ..................
Usode ACO: ...,

Historia pregressa de neoplasia:

Tabagismo () Sim () Nao

Exposicao a radiagao () Sim () Nao



Anexo 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: “Analise morfométrica, imunocitoquimica e molecular das

citologias cérvico-vaginais com atipias de significado indeterminado”

Para obter um maior conhecimento sobre cancer, o Corpo Clinico deste
hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica e cientifica,
permitindo melhor conhecimento dos mecanismos da doenca e, portanto,
buscar oferecer novas possibilidades de diagndstico e tratamento. O
presente estudo tem a finalidade de identificar métodos adicionais para
diagndstico nos casos em que o exame de Papanicolaou ndo permite o
diagndstico conclusivo. Para isto estudaremos 3 métodos modernos
diferentes, abrangendo a analise em microscopios especiais e analise
molecular da presenga do virus HPV. Estas informagdes s&o uteis ndo so
para o diagndéstico, mas também para o melhor planejamento do tratamento
e acompanhamento. A partir desta pesquisa se pretende estabelecer a
rotina do hospital para a investigagao do cancer do colo uterino utilizando o
que ha de mais moderno para isto. Nao havera nenhum procedimento
adicional durante a sua consulta médica. A coleta da amostra é semelhante
e nao havera prejuizo do diagnostico. O excedente do material sera
encaminhado para a pesquisa dos testes adicionais. Os resultados dos
testes serdo informados ao seu médico para compor o planejamento de

eventual tratamento que se fizer necessario.

Estamos solicitando a sua permissao para guardar e utilizar o resto de
tecidos e/ou fluidos retirados de vocé, que ndo sao mais necessarios para o

seu diagndéstico.

As amostras obtidas pelo escovado do colo uterino serdo encaminhadas ao
laboratério do departamento de Anatomia Patologica do Hospital A.C.

Camargo onde serdo analisadas e armazenadas. O depositario dos



fragmentos de tecido obtidos da peca cirurgica sera este departamento do
Hospital do Céancer (A.C. Camargo). Este material podera ser usado em
pesquisas futuras. Os projetos de pesquisa propostos que vierem a utilizar
este material serdo previamente apresentados a apreciacédo da Comissao de
Etica em Pesquisa do Hospital. Sua privacidade e identidade serdo sempre

preservadas na pesquisa.

A eventual inclusdo dos resultados em publicagdo cientifica sera feita
sempre de modo a manter o seu anonimato. Caso sejam realizadas
pesquisas geneéticas utilizando seu material armazenado conosco, e estas
pesquisas indiquem alteragdes que envolvam riscos futuros para seus
familiares, as mesmas podem ser informadas a vocé, se esse for o seu

desejo.

Nao existem quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes de pesquisas realizadas nesta instituicio.

Sua decisdo nao influenciara, de nenhum modo, o seu tratamento.

Caso haja questdes a esclarecer sobre este Termo de Consentimento, por
gentileza, entre em contato com a Comissdo de Etica em Pesquisa deste
hospital pelo telefone 2189-5000 ramal 5020 ou com os idealizadores deste
estudo(Dr. Victor Piana ramal: ou Dra.Louise De Brot ramal 1122). Vocé

recebera copia deste documento.

Somente assine este documento, se consentir integralmente com os

termos deste.

Declaro estar ciente das informacdes ora prestadas, tendo lido atentamente

o texto:

1.Eu (escrever Sim ou N&o)................ concordo que tecidos e outros fluidos
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Anexo 4 — Protocolo de imunocitoquimica

Antes de iniciar a imunocitoquimica, as laminas devem ser re-hidratadas em
agua destilada por 10 minutos. Imediatamente apds preparacédo as laminas
deverao ser fixadas em etanol 99% por 10 minutos a 1 hora. E secas ao ar
por 20 minutos a 16 horas (overnight). Antes de comegar o procedimento de
imunocitoquimica, todas as laminas deverdo ser re-hidratadas em agua
destilada por 10 minutos

Recuperacao antigénica:

-Incubar com solugéo recuperacgao (frasco 9) 1:10, por 10 minutos: 95 -99° C
- Resfriar a temperatura ambiente por 20 minutos

- Lavar com tampao de lavagem por 5 minutos

-Bloqueio peroxidase com Agua Oxigenada 10V 5 minutos

-Lavar com tampao de lavagem por 5 minutos

- Anticorpo primario por 30 minutos

-Lavagem com tampéo de lavagem por 5 minutos (2x 5’)

- Reagente visualizagdo HRP — 15 minutos

- 4 trocas do tampéao de lavagem — 5 minutos cada

- Reagente visualizagdo AP — 15 minutos

- 4 trocas tampéo de lavagem — 5 minutos

- Desprezar

- Substrato DAB — 10 minutos

- Lavar em agua destilada

- Lavar com tampao de lavagem

- Substrato : Fast-red — 15 minutos

- Lavar tampéao de lavagem

- Lavar com agua destilada

- Desprezar

- Contra-coloragéo — Hematoxilina livre de alcool — 15 minutos

- Lavar em agua corrente para retirar excesso (3 a 5 x)

- Lavar brevemente em agua destilada



- Montagem 4 gotas CINtec PLUS mount

- Secar 1 hora estufa 60°C

- Colocar banho Xilol

- Montagem em equipamento Tissue-Tek film

Preparacao DAB (Estavel por até 8 horas apds o preparo)

1 ml de DAB Substrate Solution (frasco 5)

Adicionar uma gota DAB cromogeno (25 a 30 microlitros) (frasco 6) e
misturar gentilmente, invertendo o tubo.

Preparacao Fast Red (preparo antes do uso)

1 ml de Naphthol Phosphate Substrate Solution (frasco 7)

Adicionar uma gota (40-45 microlitros) de Fast Red Chromogen (Frasco 8) e

misturar gentilmente, invertendo o tubo



Anexo 5 - Protocolo LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test (Roche)

1. Deixe todos os reagentes se equilibrarem a TA (15 e 30°C) antes de

serem utilizados.

2. Realizar os testes em multiplos de 12 amostras.

3. Preparacéao dos reagentes:

a.
b.

Coloque os tubos de 0,2mL (strip sem tampa) em um suporte.

Prepare o Mix de trabalho adicionando 125uL de HPV Mg?* (coloracéo
rosa) ao conteudo total de um frasco de HPV MMX (580uL) invertendo
o tubo de 10 a 15 vezes (néo utilizar vortex). Confirmar a adicdo ao

mix pela coloracdo rosa do Mg?*. Descartar o restante de HPV Mg?".

. Distribua 50uL do Mix em cada tubo de reacéo (12 tubos).

. Adicione 50uL das amostras e controles em cada tubo da reagao e

tampe-os ou, para armazenar, coloque os strips contendo o Mix a

temperatura de 2-8°C (por até 6 horas) em ambiente fechado.

4. Preparacao dos controles (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit):

a.

Deixe os reagentes e controles se equilibrarem a TA (15 e 30°C) pelo
menos 15min antes de serem utilizados. Ligue dois banhos secos, um
a 55°C e outro a 70°C.

. Distribua 200uL dos controles igualmente em tubos de 1,5mL (3 tubos

para o controle [+] e 3 para o [-]).
1.c Para meio liquido centrifugue 1ml do liquido e ressuspender em
200uL de PBS.

. Adicione 20uL de Proteinase K em cada tubo de reacao. Agite no

vortex e incube por 30min a 55°C no banho seco.

. Adicione 200uL de Buffer AL. Aagite no vértex (15 segundos) e incube

por 10min a 70°C no banho seco. Centrifugue por 30seg a 6.000g.

. Adicione 200uL de etanol 100% e agitar em vortex (15 segundos).

Centrifugar por 30seg a 6.000g e incube por 5min a TA.



f. Transfira a amostra para uma coluna posicionada sobre um tubo
coletor de 2mL, incube por 1min a TA e centrifugue por mais 1min a
6.000g. Descarte o conteudo do tubo coletor.

g. Adicionar 500uL de Buffer AW1 (acrescido de etanol 100%). Incube
por 1min a TA e centrifugue por mais 1min a 6.000g. Descarte o
conteudo do tubo coletor.

h. Adicione 500ul de Etanol 100%, incube por 1min a TA e centrifugue
por 3min a 20.000g. Descarte o tubo coletor e transfira a coluna em um
novo tubo de 1,5mL.

i. Adicione 120ul de 4gua milli-Q estéril (70°C) no centro da membrana
da coluna. Incube por 1min a TA e centrifugue por mais 1min a
6.000g.

j. Combine o conteudo dos 3 tubos para um volume final de 360ul.

k. Secar em speedvac por aproximadamente 1h30 (Volume de 120ulL) e

quantificar no nanodrop.

5. Amplificagao:

a. Coloque os strips no termo GeneAmp PCR System 9700.

b. Programagédo — HPV Test (3h e 15min):
HOLD 2 min 50°C;
HOLD 9 min 95°C;
CYCLE (40 ciclos) 30 seg 95°C, 1 min 55°C, 1min 72°C (ramp rate =
50%);
HOLD 5 min 72°C;
HOLD 72°C indefinidamente (maximo de 30min).

c. Em METHOD, defina a RAMP SPEED para MAX e o REACTION
VOLUME para 100pL.

d. Ao final da reacéo, remover cuidadosamente a tampa dos tubos (area
reservada para produto amplificado) e adicione imediatamente 100uL
de DN em cada tudo de reacéo.

e. O produto amplificado ja desnaturado pode ser armazenado em

geladeira em até 7 dias.



6. Deteccao dos gendtipos de HPV:

a.

Deixe os reagentes a TA (15 e 30°C) e pré-aquega um banho-maria a
53°C + 2°C e um outro banho com agitagdo a 53°C + 2°C a 60rpm (ou

agitacdo manual).

. Deixe a agua em contato com aproximadamente 4 da profundidade

exterior do reservatério ou 0,5cm da bandeja de 24 reservatorios.

. Prepare o tampédo de hibridacdo (100 tiras): Adicione 100mL de

SSPE a 388mL de Agua destilada ou milli-Q. Adicione 13,3mL de
SDS e misture bem. Caso um dos reagentes esteja precipitado, aqueca
no banho de 53°C. Esse tamp&o pode ser armazenado a TA por 30

dias.

. Prepare o tampéo de lavagem ambiente: Adicione 133mL de SSPE a

2520mL de Agua destilada ou milli-Q. Adicione 13,3mL de SDS e
misture bem. Caso um dos reagentes esteja precipitado, aquega no

banho de 53°C. Esse tamp&o pode ser armazenado a TA por 30 dias.

. Prepare o tampéao de lavagem estrito: Para cada tira de genotipagem

que sera utilizada, retire 5mL do tampdo de lavagem ambiente e
adicione-os a um frasco de cultura limpo (Pode colocar as tiras juntas
no mesmo frasco). Esse tamp&o deve ser preparado no momento da
sua utilizagdo (12 tiras = 65mL).

Aqueca o tampdao de hibridacdo e o tampao de lavagem estrito no
banho-maria a 53°C + 2°C durante pelo menos 15min até o momento

da sua utilizaao.

. Prepare o tampéao de citrato (100 tiras): Adicione 25mL de CIT a

475mL de Agua destilada ou milli-Q e misture bem. Caso um dos
reagentes esteja precipitado, aquega no banho de 53°C. Esse tamp&o

pode ser armazenado a TA por 30 dias.

. Retire o numero necessario de tiras de genotipagem da embalagem

HPV strip com uma pinga limpa e numere cada tira com o nome da

amostra com caneta permanente.



i. Coloque cada tira com as bandas da sonda viradas para cima na

bandeja de 24 reservatérios e adicione 4mL do tampdao de hibridacéo

pré-aquecido a cada reservatorio com as tiras.

j. Pipete 75uL de amplicon desnaturado no reservatério. Agite a bandeja

suavemente entre cada adigdo. Tampe a bandeja e coloque-a no
banho-maria com agitagao por 30min, com um peso sobre ela.

. Durante a hibridagdo, prepare o conjugado de trabalho: Adicione
15uL de SA-HRP a 5mL de tampéao de lavagem ambiente para cada
tira a ser utilizada e misture bem (12 tiras = 195 puL e 65mL). Caso um
dos reagentes esteja precipitado, aquega no banho de 53°C. Esse
tampao pode ser armazenado a TA por 3h.

. Retire a bandeja do banho e remova o tampéao de hibridagcdo dos
reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

Adicione 4mL de tampédo de lavagem ambiente a cada reservatorio
contendo a tira. Agite suavemente a bandeja 3 a 4 vezes para lavar as
tiras e aspire imediatamente a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Adicione 4mL de tampé&o de lavagem estrito a cada reservatorio
contendo a tira e tampe a bandeja (limpe a tampa com um papel limpo
caso haja condensacgao). Coloque a bandeja de volta no banho-maria
53°C + 2°C com agitagdo de 60rpm por 15min, com um peso sobre
ela.

. Retire a bandeja do banho e remova o tampao de lavagem estrito dos
reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Adicione 4mL do conjugado de trabalho a cada reservatorio contendo
a tira e tampe a bandeja (limpe a tampa com um papel limpo caso haja
condensacgao). Coloque a bandeja no agitador orbitario a TA (entre 15
e 30°C) com agitagéo aproximada de 60rpm por 15min.

. Retire a bandeja do banho e remova o conjugado de trabalho dos
reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Adicione 4mL de tampdao de lavagem ambiente a cada reservatorio

contendo a tira e tampe a bandeja (limpe a tampa com um papel limpo



caso haja condensacéao). Coloque a bandeja no agitador orbitario a TA
(entre 15 e 30°C) com agitagéo aproximada de 60rpm por 10min.

. Retire a bandeja do banho e remova o tampéo de lavagem ambiente
dos reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Repita o procedimentor e s.

. Adicione 4mL do tampé&o de citrato a cada reservatério contendo a
tira e tampe a bandeja (limpe a tampa com um papel limpo caso haja
condensagao). Coloque a bandeja no agitador orbitario a TA (entre 15
e 30°C) com agitagédo aproximada de 60rpm por 5min.

. Prepare o substrato de trabalho: Adicione 4mL de SUB A a 1mL de
SUB B por tira a ser testada (12 tiras = 52mL e 13mL). Misture bem.
Esse tampédo pode ser armazenado a TA, protegido da luz direta por 3
h.

.Retire a bandeja do banho e remova o tampado de citrato dos
reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Adicione 4mL do substrato de trabalho a cada reservatorio contendo
a tira e tampe a bandeja (limpe a tampa com um papel limpo caso haja
condensacgao). Coloque a bandeja no agitador orbitario a TA (entre 15
e 30°C) com agitagédo aproximada de 60rpm por 5min.

. Retire a bandeja do banho e remova o substrato de trabalho dos
reservatorios por aspiragao a vacuo ou pipeta de vidro (4mL).

. Adicione 4mL de Agua destilado ou milli-Q a cada reservatério
contendo a tira e remova as tiras da bandeja com uma pinga limpa.
Coloque as tiras em uma superficie limpa e seca e deixe-as secar de

1h a 72h antes da interpretacéo.



Anexo 6 - Protocolo de extragao de DNA das amostras de citologia: QlAamp
® DNA Micro Kit/Qiagen

1.Transfere-se 1 ml de amostra citolégica cervical para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e centrifuga-se a 6000 xg (8000 rpm) durante 2
min.

2. Retirar o sobrenadante, adicionar 500 ul de Tampao AE, e vortex durante
5s.

3. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 2 min.

4. Retirar o sobrenadante, adicionar 300 ul de tampao ATL e 20 ul de
proteinase K e misturar com vortex durante 10 s.

5. Colocar o tubo de 1,5 ml em Thermomixer e incubar a 56 ° C, com
agitagao a 900 rpm, durante 1 h.

6. Centrifugar brevemente o tubo de 1,5 ml para remover gotas de dentro da
tampa.

7. Adicionar 300 ul tampdo AL e 50 ul de etanol (96-100%), proximo a
tampa, e misture por vortex por 10 s.

8. Centrifugar brevemente o tubo de 1,5 ml para remover gotas de dentro da
tampa.

9. Transferir cuidadosamente o sobrenadante do passo 8 para a coluna
QlAamp MinElute (num tubo de recolha de 2 ml), sem molhar a tampa.
Fechar a tampa, e centrifugar a 6000 xg (8000 rpm) durante 1 min. Coloque
a coluna MinElute QlIAamp em um tubo limpo colecédo de 2 ml, e descartar o
tubo de coleta

10. Abrir cuidadosamente a coluna MinElute QlAamp e adicionar 500 ul de
tampao AW1 sem molhar a borda. Fechar a tampa e centrifugar a 6000 xg
(8000 rpm) durante 1 min. Coloque a coluna MinElute QlAamp em um tubo
limpo colecéo de 2 ml, e descartar o tubo de coleta

11. Abra cuidadosamente a coluna MinElute QlAamp e adicione 500 ul de

tampao AW2 sem molhar a borda. Fechar a tampa, e centrifuga-se a 6000



xg (8000 rpm) durante 1 min. Coloque a coluna MinElute QlAamp em um
tubo limpo colegcao de 2 ml, e descartar o tubo de coleta

12. Centrifugar em velocidade maxima (20.000 xg; 14000 rpm) durante 3
minutos para secar a membrana completamente.

13. Coloque a coluna MinElute QIAamp em um tubo Ilimpo de
microcentrifuga de 1,5 ml e descartar o tubo. Cuidadosamente abra a tampa
da coluna de MinElute QlAamp e aplicar 20-50 de agua destilada para o
centro da membrana.

14. Fechar a tampa e incubar a temperatura ambiente (15-25 ° C) durante 1

min. Centrifugar a velocidade total (20.000 xg; 14.000 rpm) durante 1 min.



Anexo 7 - Producgao Cientifica Relacionada a Dissertagao

Poster selecionado para apresentacdo no AMP 2012 Annual Meeting
(Association for Molecular Pathology), publicado abstract J Mol Diagnostics
2012; 14(6):678.

*Prevalence of co-infection of HPV subtypes in women treated at A.C.
Camargo Hospital in Sao Paulo, Brazil

L.D. Andrade, B Pellegrini, M.P. Macedo, G. Baiochio Neto, D.M.
Carraro, I.W. Cunha, V.P. Andrade

ID43.  Prevalence of Co-Infection of HPY Subtypes in Women Treated at AC.
Camargo Hospital in Sao Paulo, Brazil

L.0. Andrade, B. Pellegrini, M.P. Macedo, G. Baiocchi Neto, D.M. Carraro, LW, Cunha,
V.P. Andrade

A.C.Camargo Hospital, Sao Paulo, Brazil.

Introduction: Human papillomavirys {HPV) is a large group of epitheliotropic viruses
with variable risk fo development of cervical cancer. Patients with persistent HPV
infections with specific subtypes are at higher risk of cancer development and the role
of co-infection remains unclear. Studies linking HPV-subtypes with and without co-
wiection lo merghclogy are few in the literature, We aimed lo analyze the prevalence of
type specific HPY infeclion and co-infaclions in women with cervical carcinomas and
intra-epithelial neoplasia. Methods: 256 wormen underwent gynecologic examination
with liquid-based cylology and bicpsy sampling between June 2009 and Cctober 2011
at AC Camargo Cancer Hospital, Brazil. None of the waman received HPV vaccine in
the past. Cytalogy was classified according 1o 2001 Bethesda System into
normalfinflammatory (NL; n=52), alypia of undeterminate significance (AUS, n=74),
intraepithelial neoplasia {low-grade=LSIL, n=84; high-grade=HSIL, n=40) or carcinoma
(CA, n=6). DNA was successfully extracted and amgplified from cytologic specimen in
248 cases and HPY detection was performed using Linear Atray HPY Genotyping HPY
{6, 11, 15, 18. 26, 31, 33, 35, 39, 40. 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64,
66, 67,68, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1539 and CPE108 subtypes). Results:
HPV was detected in 63% of the samples including 36 different virus subtypes.
Detection of a single HPV subtype accurred in 21% of NL samples, 17% of AUS, 18%
of LSIL, 23% of HSIL and 50% of CA. HPV-16 was the most prevalent subtype in all
abnermal groups followed by HPV-61 in AUS/LSIL and HPV-66 in HSIL and HPV-31/53
in CA, Co-infection was detecled in 28 groups [NL=8%, ALUS=43%, LSIL=61%,
HSIL=64%, CA=33%]. Al leasi one high-risk sublype was present in 133 samples
{56%) incluciing all groups [NL=8 {15%}; AUS=39 {57%}, LSIL=55 (67%), HSIL=37
(82%j), CA=5 (83%}). No high-risk subtype was detected in 12% of LSIL, 2,5% of HSIL
and 0% of CA. and co-infection with low-risk sublypes only was seen in 6%. 2,5% and
(%, respectively. Conclusions: [n Sao Paulo, Brazi, high-risk HPV subtype is comman
across he spectrum of cervical lesions with a stepwise increase until carcinoma,
supporting the high-risk concept. Co-infection was more common than single subtype
infection in LSIL/HSIL/CA. A proportion of HSIL/CA developed without a high-risk
subtype, suggesting that persisten infection/low-risk co-infection also carries a relevant
risk to cancer developmeni.



