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Santos FE. Identificacdo do papilomavirus humano em gestantes
adolescentes por meio da captura hibrida Il: correlagdo com a colpocitologia
oncdética convencional, em base liquida e colposcopia [dissertacdo]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2006. 103 p.

Este estudo prospectivo foi delineado com o objetivo de identificar a
presenca do papilomavirus humano em gestantes adolescentes por meio da
captura hibrida Il e correlacionar com os achados da colpocitologia oncotica
convencional, em base liquida e colposcopia. O grupo foi constituido por 60
gestantes com idade entre 12 a 18 anos e idade gestacional média de 23
semanas acompanhadas no pré-natal de adolescentes e encaminhadas ao
Setor de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia da Clinica
Obstétrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. As pacientes foram submetidas a anamnese,
coleta de colpocitologia oncética, captura hibrida Il e colposcopia. A captura
hibrida Il foi positiva em 51,7%. A colpocitocologia oncética convencional foi
normal em 90% e alterada em 10%. Os achados citolégicos anormais foram:
lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau em 8,3% e carcinoma invasor
em 1,7%. A colpocitologia em base liquida foi normal em 90% e alterada em
10%. Os achados citologicos anormais foram: lesado intra-epitelial escamosa
de baixo grau em 8,3% e lesao intra-epitelial escamosa de alto grau em
1,7%. A colposcopia foi satisfatéria em todos os casos. Os achados
colposcépicos normais foram o epitélio escamoso normal em 20%, epitélio
glandular em 18,3% e a zona de transformag¢do normal em 40%. A zona de
transformagao anormal estava presente em 21,7% dos casos. Os resultados
aqui apresentados indicam n&o existir concordancia entre os testes e a
captura hibrida Il pois os valores de Kappa sao muito proximos de zero.
Quando os testes sdo comparados entre si, sem a captura hibrida I
encontramos pequena concordancia com valores de Kappa proximos a 0,5.
Os valores da captura hibrida Il para a categoria positiva somente encontram
baixa significancia estatistica quando comparados a categoria anormal na
citologia em base-liquida (p-value=0,030). Os resultados ainda mostram
serem os testes bastante especificos porém, a sensibilidade quando
comparados a captura hibrida Il € pequena.

Descritores: 1.PAPILOMAVIRUS 2.GRAVIDEZ 3.ADOLESCENTE

4TECNICAS CITOLOGICAS 5.TECNICAS COM DOIS SISTEMAS
HIBRIDOS 6. COLPOSCOPIA
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Santos FE. Human papillomavirus identification by hybrid capture Il
technique in pregnant teenagers: comparison with conventional, liquid-based
Pap test and colposcopic findings [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2006. 103 p.

This prospective study was designed to evaluate the identification of human
papillomavirus in pregnant teenagers by hybrid capture Il technique and
correlate these results with conventional, liquid-based Pap test and
colposcopic findings. The study group included 60 pregnant women aged
between 12 and 18 years old who were being followed up for their antenatal
care at the Department of Obstetrics, Hospital das Clinicas, Sdo Paulo
University Medical School. Clinical examination was carried out at a mean
gestational age of 23 weeks; specimens were collected for Pap smear and
hybrid capture |l tests. A colposcopic examination was also performed.
Hybrid capture 1l test for human papillomavirus was positive in 51.7% of the
cases. Ninety percent of women showed a normal conventional Pap smear
test and 10% had abnormal results such as: low-grade squamous
intraepithelial lesion (8.3%) and invasor carcinoma (1.7%). Liquid-based Pap
test was normal in 90% of patients and abnormal in 10%, which included low-
grade squamous intraepithelial lesion (8.3%) and high-grade squamous
intraepithelial lesion (1.7%). Colposcopic examination was satisfactory in all
cases. Normal colposcopic findings included: normal squamous epithelium
(20%), columnar epithelium (18.3%) and normal transformation zone (40%).
Abnormal transformation zone was present in 21.7% of cases. Our results do
not show a significant agreement between human papillomavirus
identification by hybrid capture Il technique and conventional, liquid-based
Pap test or colposcopic findings (kappa values close to zero). When
comparing conventional, liquid-based Pap test and colposcopic findings,
there is a small degree of agreement (kappa values close do 0.5).
Association between positive results for human papillomavirus identification
by hybrid capture test and abnormal liquid-based Pap test was significant
however weak (p=0.03). Conventional, liquid-based Pap test and colposcopy
are highly specific tests. However sensitivity is low when compared to hybrid
capture Il test.

Descriptors:  1.PAPILLOMAVIRUS 2.PREGNANCY  3.ADOLESCENT
4.CYTOLOGICAL TECHNIQUES 5.TWO-HYBRID SYSTEM TECHNIQUES
6.COLPOSCOPY
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A América Latina € uma das regides do mundo onde sao encontradas
as mais altas taxas de incidéncia do cancer cervical (Parkin, 2001),
juntamente com paises da Africa Sub-Saariana, regides sul e sudeste da
Asia (Robles et al., 2002). Este tumor ocupa o segundo lugar em freqiiéncia
e € a terceira causa de mortalidade entre as mulheres (Sankaranarayanan et
al., 2001). Excluindo-se o cancer de pele, é o tumor maligno de maior
prevaléncia em mulheres na Bolivia, Equador, Paraguai, Peru, Guatemala,
El Salvador, Honduras, México, Nicaragua, Venezuela e Haiti e o segundo
na Argentina, Brasil, Colombia, Costa Rica, Panama e outros paises

Caribenhos (Mufioz, 2004).

Infelizmente, enquanto nos paises desenvolvidos observa-se declineo
progressivo ao longo de mais de 40 anos, a incidéncia tem se mantido
inalterada ou até sofrido acréscimo na maioria dos paises Latino Americanos

(Mufioz, 2004).

Inumeras justificativas contribuem para essa constatagéo. A principal
falha é a auséncia de programa organizado para rastreamento populacional
aliado as altas taxas de prevaléncia da infeccéo pelo papilomavirus humano

(HPV) (Mufioz, 2004).
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Estudos conduzidos no Brasil, Coldbmbia, Paraguai € Peru mostram
taxas de prevaléncia do HPV entre 15 e 20% das mulheres sexualmente
ativas. A maioria dos casos concentra-se em duas faixas etarias: aquelas
com idade inferior a 25 anos, com destaque para as adolescentes, e

naquelas com idade entre 35 e 45 anos (Mufioz et al., 2003).

Em paises com baixa prevaléncia de cancer cervical, como os
Estados Unidos e alguns paises da Europa, observa-se maiores taxas de
infeccdo HPV em mulheres acima de 25 anos, seguindo-se redugéao
progressiva até indices insignificantes em mulheres acima de 40 anos (Dell

et al., 2000).

Segundo a Organizagdao Mundial de Saude (OMS), em 2003, foram
diagnosticados mais de 470 mil casos e aproximadamente 288 mil obitos
decorrentes desta doenca. Aproximadamente 80% dos casos novos
ocorreram nos paises em desenvolvimento, sendo 245 mil casos na Asia, 77

mil na América Latina e 68 mil na Africa.

Nos Estados Unidos, a incidéncia dessa neoplasia foi de 10.520

casos, ocasionando 3900 6bitos em 2004 (American Cancer Society, 2004).

No Brasil, o carcinoma do colo do utero representa a quarta causa de
morte por cancer nas mulheres, exceto nas regides Nordeste e Norte onde é

a neoplasia maligna mais frequente (INCA, 2005).

A previsdo para a populagado brasileira para o ano de 2005 é de

20.690 novos casos, representando risco estimado de 22 casos a cada 100
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mil mulheres (INCA, 2005). Entretanto, considerando-se todas as neoplasias
malignas incidentes nas mulheres, o carcinoma do colo uterino apresenta

elevado potencial de prevencgao e cura (Molano, 2002).

Em 1925, Dr. George Papanicolaou, avaliando células descamadas
da vagina, encontrou casos de cancer cervical ainda n&o diagnosticados e
apo6s 16 anos, no decorrer do ano de 1941, essa técnica foi reconhecida e
praticada, constituindo método diagndstico simples, de baixo custo, com
possibilidade de utilizagdo ampla em programas de saude estimulados e
subsidiados pelos governantes (Papanicolaou, Traut, 1941" apud Waxman,

2005).

A colpocitologia oncética (CCO) idealizada por George Papanicolaou
possibilita o rastreamento do carcinoma cervical e a detecgido de lesdes pré-
cancerosas e o tratamento precoce, resultando em queda nas taxas de
mortalidade na populagdo submetida ao rastreamento sistematico.
Atualmente, a CCO ¢ indiscutivelmente, o exame preventivo para
diagnodstico do carcinoma de colo do utero com melhor relagédo custo-

efetividade (ACOG, 1995).

Durante mais de quatro décadas, o padrao Americano para o
rastreamento do cancer cervical tem sido o “esfregaco de Papanicolaou”

(American Society of Cytopathology, 2005).

" PAPANICOLAOU, G.N.; TRAUT, H.F. The diagnostic value of vaginal smears in carcinoma
of the uterus. Am. J. Obstet. Gynecol. 1941, v.42, 193-206.
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Na década de 50, a introdugao dos programas de rastreamento das
neoplasias malignas do colo uterino e de suas lesdes precursoras, utilizando
a coleta da CCO em programas governamentais, determinou progressiva

reducao na mortalidade e na incidéncia desse tumor (IARC, 2000).

Mesmo com esses avangos, o carcinoma do colo uterino ainda
representa importante problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento, como decorréncia das dificuldades para se realizar

programas de deteccado adequados (Bosch et al., 1995; Franco et al., 2001).

Apesar dos resultados favoraveis e da eficiéncia comprovada da CCO
na reducdo das taxas de mortalidade por cancer cervical, observam-se
algumas limitagdes técnicas relevantes (American Society of Cytopathology,
2005): relata-se proporgao significativa de resultados falsos-negativos (entre
5% e 70%) relacionados ao processo de coleta da amostra e interpretacao
laboratorial, contribuindo para a persistente e indesejada incidéncia dessa
neoplasia, independente de ampla cobertura da populacdo dos programas

de rastreamento (Gay et al., 1985; Koss, 1989; Williams, 1996).

Esses resultados inadequados colocam a CCO sob suspeita de
ineficacia relativa, decorrente das limitacbes proprias do método. As
amostras nao representativas ou insuficientes, o manuseio, o transporte e o
preparo inadequado dos esfregagos, associados a incorreta analise da
lamina, contribuem para os resultados falsos-negativos (Ferenczy et al.,

1997).
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Considerando-se diferentes avaliadores, analisando as mesmas
ldminas, a discordancia entre os laudos varia entre 10% e 100%,
provocando o questionamento da subjetividade na leitura das laminas,

independente da padronizacao dos laudos (Santos et al., 2003).

Por sua vez, a infecgdo por Trichomonas vaginalis ou herpes virus
simples podem induzir alteragbes celulares, mimetizando células

neoplasicas e acarretando resultados falsos-positivos (Sherman et al., 1997).

A dificuldade em se distinguir reacdo reparadora, inflamatéria e
alterag6es induzidas pelo HPV contribui com aproximadamente 60% a 80%
dos resultados inadequados. A falta de caracteristicas morfoldgicas definidas
que possibilitem a distingdo entre célula inflamatéria e célula neoplasica

ainda persiste (Manos et al., 1999).

A descricao das alteragdes coilocitéticas, sugerindo a participagao
destas células na génese do carcinoma de colo uterino, remonta aos relatos

de Koss et al., 1956.

Posteriormente, Meisels e Fortin (1976) e Purola e Savia (1977)
concluiram que o efeito citopatico induzido pelo HPV corresponde aos

achados descritos anteriormente por Koss.

O Sistema de Bethesda, introduzido em 1998 e atualizado em 2001,
agregou informagdes aos conhecimentos adquiridos da historia natural do

cancer de colo uterino, adaptando novos conceitos e atenuando as
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dificuldades em relacao a classificagao proposta por Papanicolaou (Solomon

et al., 2002) (Anexo 1).

Apesar da inquestionavel importancia e eficiéncia do exame
colpocitolégico, novas propostas para aperfeicoar o método bem como

novos programas de rastreamento tém sido avaliadas (Netto et al., 2002).

Dentre as diversas alternativas apresentadas, em 1996 o US Food
and Drug Administration (FDA) aprovou método que utiliza meio liquido para
conservagao e preparo do material coletado, e adequado para rastreamento
populacional, aperfeicoando a qualidade das |aminas (ThinPrep test - Cytyc

Corporation, Foxborough, Mass) (Tezuka et al., 1996).

A citologia em base-liquida (CCO-BL) revelou-se importante
alternativa para aperfeigoar a sensibilidade do exame de Papanicolaou. Esta
técnica transfere o material celular obtido do colo uterino para meio liquido,
com a propriedade de preservar as estruturas morfoldégicas e moleculares,
inclusive as proteinas e os acidos nucléicos. Esse material € submetido a
homogeneizacgao, filtragem e processos técnico-laboratoriais para retirar
hemacias, debris, muco e infiltrado inflamatério, possibilitando preparo da

lamina para avaliagao citolégica (Saslow et al., 2002).

Essa rotina possibilita obtengdo de espécime com minima espessura
e uniforme, quase em monocamada e com distribuicdo celular homogénea

na lamina, facilitando a analise citopatolégica (Lee et al., 1997).
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Nessas condicdes, a CCO-BL pode ser considerada um
aprimoramento do preparo convencional para o estudo microscopico. A
identificacao das lesées do colo uterino mantém o padrao morfolégico atual

(American Society of Cytopathology, 2005).

Em estudo de metanalise, comparando-se diagnosticos citologicos e
adequacao dos espécimes, Bernstein (2001) conclui que a citologia em meio
liguido obtém material de melhor qualidade, facilitando analise e
aperfeicoando a acuracia diagnoéstica para as lesdes intra-epiteliais de alto

(LIE-AG) e baixo grau (LIE-BG).

Pesquisa nacional com 3241 amostras citoloégicas comparou a
citologia convencional com o desempenho do sistema DNACITOLOQ®
(DIGENE do Brasil Ltda) e demonstrou-se incremento de 35,2% na
sensibilidade para a detecgcdo de alteragdes citopatoldgicas. A maior
capacidade para detecgao de lesbes com o sistema DNACITOLOQ® ¢ ainda
mais evidente quando se observam os resultados para as lesbes de alto
grau e cancer. Nessas, o sistema detectou aproximadamente 103% mais

casos que o preparo convencional (p<0,0000001) (Girianelli et al., 2004).

Adicionalmente, caso o meio liquido no qual as células sao fixadas
preserve a reatividade de proteinas, de acidos nucléicos e de eventuais
patdgenos, oferecera material suficiente para realizar, além do estudo
citomorfolégico (com maiores indices de adequagao e de acuracia que os

atuais), a pesquisa em citopatologia molecular como hibridizacbes
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moleculares in situ, testes imunocitoquimicos e determinagdes de acidos

nucléicos por métodos de biologia molecular (Kahn, 2001).

Nas ultimas duas décadas, o aprimoramento das técnicas de biologia
molecular contribuiu de forma decisiva para a identificacdo do HPV nas
lesdes cervicais, possibilitando a melhor compreensao da historia natural do
carcinoma de colo uterino e trazendo novas perspectivas para a abordagem

preventiva desta doenca (Bosch, 2002).

Atualmente, os estudos tém demonstrado a participagdo do HPV em
mais de 98% de todos os casos de cancer cervical invasivo (Walboomers,

1999) .

O HPV ¢ o principal agente causal na génese do processo neoplasico
cervical. Conforme demonstra Mufioz, em artigo publicado no ano de 2000, o
encontro de um dos 18 tipos de HPV em praticamente todo carcinoma de

células escamosas é evento certo.

Em 1995, o International Agency for Research on Cancer confirma o
HPV como agente responsavel pela Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) e
cancer invasor do colo uterino. A presenca DNA-HPV foi detectada em
99,7% dos canceres cervicais. O HPV 16 esta presente em 50% dos
canceres cervicais e o HPV 18, 31, 41 em outros 30% (Bosch et al., 1995;

Walboomers et al., 1999).

Estima-se que aproximadamente 75% da populagédo sexualmente

ativa, apresentaria risco de contato com um ou mais tipos de HPV no
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decorrer da vida. Entretanto, a grande maioria dessas infecgcbes é eliminada
pelo sistema imunolégico, sem manifestagcdes especificas no hospedeiro

(Pereyra et al., 2003).

A relagdo inequivoca entre a infecgcao persistente pelo HPV e o
desenvolvimento do cancer de colo uterino introduz novas perspectivas na
metodologia para seu rastreamento, diagndstico, tratamento e prevengao

(Bosch, 2002).

As técnicas de biologia molecular detectam as sequéncias do DNA
viral, caracterizando com grande acuracia e eficiéncia a presenca do HPV
(Clavel, 1998). Os métodos utilizados podem identificar o DNA viral
diretamente (Southern blot, Dot-blot, Virapap, hibridizacéo in situ e captura
hibrida) ou mediante a detec¢do da amplificacdo da seqiéncia do DNA
utilizando técnica de reagcdo em cadeia de polimerase (PCR) (Schiffman,

Brinton, 1995; Clavel et al., 1998).

Segundo estudo randomizado, THE ASCUS AND LSIL TRIAGE
STUDY (ALTS) conduzido pelo National Cancer Institute (NCI), um unico
teste DNA-HPV identificou ampla maioria das mulheres com lesbes de alto

grau, e demonstrou sensibilidade semelhante a colposcopia (ALTS, 2003).

Os testes de biologia molecular tém sido utilizados em pesquisas
como métodos associados ou, substituindo o exame citoldégico no

rastreamento inicial (Liaw et al., 2000).
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Alguns autores demonstraram que um teste para detec¢cdo de DNA-
HPV, seria mais sensivel para a detecgao de lesdes de alto grau em relagao
a repeticdo anual da citologia, preconizada nos programas classicos de
rastreamento do cancer cervical (Apgar, Brotzman, 1999; Clavel et al., 1999;

Manos et al., 1999; Liaw et al., 2000; Meijer et al., 2000; Monsonego, 2000).

A captura hibrida |, substituida pela captura hibrida Il (CH Il) e a
reagcao em cadeia de polimerase (PCR), representam os métodos capazes
de identificar novos sub-tipos virais com maior eficacia. Ambos representam
os testes mais utilizados, similares e de boa aplicabilidade (Liaw et al., 2000;

Meijer et al., 2000; Mundz, 2004).

A PCR representa o método mais sensivel para detectar quantidades
minimas do DNA-HPV, entretanto, seria um método semi-quantitativo, de
alto custo, exigindo alta tecnologia para impedir a contaminagado do material

e sujeito a falhas do diagndstico (Netto, 2002).

A CH II, aprovada pela FDA no inicio de 2003, representa teste
menos complexo, de execugao relativamente rapida, sem insumos
radioativos, com hibridizacao liquida, resultado semi-quantitativo e tem sido

usado com maior frequéncia (Syrjanen, Syrjanen, 2000; Saslow et al., 2002).

Alguns autores demonstram melhor relagdo entre o custo e o
beneficio utilizando-se o teste de detecgao de HPV realizado através da CH
I, comparado a CCO-C, diminuindo as taxas de falsos-negativos,
aumentando a sensibilidade e o valor preditivo negativo, reduzindo a

necessidade de colposcopia e bidpsias, permitindo aumento no intervalo de
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rastreamento com redugao de custos sem queda na eficacia (Sedlacek et al.,
1991; Clavel et al.,, 1999; Monsonego et al., 1999; Meijer et al., 2000;

Monsonego, 2000).

A captura hibrida parece representar um exame extremamente
importante na prevencdo do cancer do colo do utero, pois consegue
identificar com exatidao a presenca do HPV, antes da deteccao de leséo
celular propriamente dita. Os estudos tém mostrado sensibilidade em média

30% superior ao exame de Papanicolaou (Digene Brasil, 2005).

Os DNA-HPV testes sdo recomendados como método de triagem
inicial em pacientes onde a citologia mostra presenca de células atipicas de
significado indeterminado (ASC-US); como seguimento apds tratamento;
como seguimento para pacientes com citologia anormal e colposcopia
normal ou com achados menores; para resolver citologias, colposcopia ou

diagndsticos histoldgicos discordantes (ACOG, 2005).

A positividade do exame esta associada a alta probabilidade de
doenca futura e, quando negativo, infere da redugao do risco de doenga pré-

neoplasica por periodo minimo de cinco anos. (Digene Brasil, 2005).

Encontra-se uma sensibilidade de 90% da CH Il na detecgdo de
lesdes de alto grau comparado com 75% da CCO. Quando a citologia e a
CH Il foram negativas, o valor preditivo negativo variou entre 97% e 100%
(Sedlacek et al., 1991; Apgar, Brotzman, 1999; Clavel et al., 1999;
Monsonego et al., 1999; Liaw et al., 2000; Meijer et al., 2000; Monsonego,

2000).
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As lesbes precursoras e o carcinoma do colo uterino acometem
principalmente mulheres adultas. Contrariando esse paradigma, observa-se
aumento no risco de neoplasia intra-epitelial cervical nas adolescentes com

inicio precoce da atividade sexual (Kahn et al., 1999).

A adolescéncia, segundo a Organizagcdao Mundial de Saude (OMS),
representa periodo cronologicamente delimitado entre os 10 e 20 anos

incompletos (Gejer, Reato, 2001).

O Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas considera
adolescéncia a faixa etaria compreendida entre os 10 e 19 anos, etapa
transitéria na evolugdo do individuo, caracterizada pelas transformacdes
fisicas e psicoldgicas que culminam com a desejada maturidade e equilibrio

do individuo adulto (ACOG, 1991).

Entretanto, essa fase do desenvolvimento pode ser delimitada em trés
etapas, facilitando a compreensao: adolescéncia inicial dos 10 aos 13 anos;
adolescéncia média dos 14 aos 16 anos e adolescéncia final dos 17 aos 20

anos (Gejer, Reato, 2001).

Constituindo aproximadamente 30% da populagao mundial, no Brasil,
estima-se populacao de 51 milhdes de jovens entre 10 e 24 anos (Ministério

da Saude, 2003).

Em 1998, nasceram 148.019 criancas de maes adolescentes no
Estado de Sao Paulo (20% de todos os partos). No ano passado o numero

de recém-nascidos foi de 106.737 (17% dos partos). Entre 1998 e 2004, o
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numero de partos de maes entre 10 a 19 anos de idade diminuiu 27,9%,

segundo pesquisa feita pela Secretaria de Estado da Saude (SES), 2005.

A reducdo dos partos de maes adolescentes em Sao Paulo ocorreu
em todos os sete anos em que a pesquisa foi feita. Esses numeros
acompanham uma tendéncia nacional recente de queda da gravidez na
adolescéncia, depois de um aumento ao longo das décadas de 1980 e
1990. De acordo com o ultimo Censo, a taxa nacional de gravidas com até

19 anos havia crescido 14,7% entre 1980 e 2000 (SES, 2005).

Seria indispensavel agdes educativas, prevenindo-se de gestacdo nao
desejada, doencas sexualmente transmissiveis (DST), HIV-AIDS,
destacando-se a infeccéo genital pelo HPV, reconhecida como a DST mais
freqlente entre os adolescentes e adultos jovens nos Estados Unidos, com
prevaléncia situada entre de 30% a 50% da populagao (Ho et al., 1998;

Moscicki et al., 1998).

Mais de 50% das adolescentes e adultas jovens adquirem HPV dentro
de 4 ou 5 anos apos a primeira experiéncia sexual . Dessas adolescentes,

mais de 25% irdo desenvolver LIE-BG (Moscicki et al., 2001).

A inoculagao do HPV durante a relacédo sexual iniciaria a agresséo do
epitélio cervical. Como organismo intracelular obrigatério o HPV apresenta

tropismo por células metabolicamente ativas (Handsfield, 1997).

Apoés penetrar nas células, o virus perde seu invélucro protéico. Seu

genoma atinge o nucleo da célula hospedeira e o DNA viral pode ser
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encontrado na forma episomal, em lesdes intra-epiteliais de baixo grau, ou
integrado ao DNA do hospedeiro, nas lesées de maior gravidade

(Handsfield, 1997).

A maioria das infeccoes pelo HPV apresenta carater transitorio. Em
até 80% dos casos o virus seria eliminado apds alguns meses (Evander et

al., 1995; Ho et al., 1998; Franco et al., 1999).

Para Moscicki et al. (2001), nas adolescentes 90-95% das infec¢des
regridem e 95% das LIE-BG também. Adicionalmente, novas infecgbes s&o

constantes, criando ondas sobrepostas de aquisi¢cao e regressao.

O conceito de rapidos e repetidos eventos de aquisicao e eliminagao
explica as baixas taxas de LIE-AG (<1%) e mais baixas ainda de doenca

invasiva (<0,001%) em adolescentes (Mount et al., 1999).

A infeccao persistente favoreceria o desenvolvimento da leséo intra-
epitelial escamosa de maior gravidade (Koustky et al., 1992; Moscicki et al.,

1998).

A imaturidade do eixo hipotalamo-hipofise-ovariano e a decorrente
anovulia, com auséncia de progesterona, altera o muco cervical quanto a
presenca de imunoglobulinas, que se reflete na menor espessura,
eventualmente reduzindo sua capacidade de atuar como barreira aos

agentes sexualmente transmissiveis (Kahn et al., 2002).

Ferguson (1961) publicou estudo pioneiro demonstrando a

importancia da coleta sistematica da colpocitologia oncoética em
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adolescentes sexualmente ativas. Em sua casuistica de 1500 esfregacos
cérvico-vaginais alterados, jovens com idade inferior a 19 anos
representavam 5% dos achados anormais. Segundo o autor, o exame
anatomopatoldgico revelou presenca de 20 casos de displasia e 10 casos de

carcinoma intra-epitelial do colo uterino.

Sadeghi et al., (1984) realizaram amplo estudo prospectivo avaliando
194.069 pacientes entre 15 e 19 anos. Detectaram CCO alterada em 1,9%

das pacientes (neoplasia intra-epitelial cervical e carcinoma in situ).

Em estudo prospectivo, analisando 10.296 colpocitologias realizadas
em adolescentes na faixa etaria entre 10 e 19 anos, demonstrou-se a
presenca de lesdo intra-epitelial escamosa em 3,77% das amostras (Mount,

Papillo, 1999).

Analisando-se os resultados do programa nacional de rastreamento
do cancer de colo uterino da Noruega, em 510.000 CCO, 20.600 coletadas
de adolescentes entre 15 e 19 anos, ndo houve diferenga significativa
quanto a prevaléncia das alteragdes citolégicas compativeis com NIC 1 entre
adolescentes (5%) e mulheres adultas (7%). Entretanto, a prevaléncia de

CCO com NIC 2 e 3 é de 2% nessas adolescentes (Bjorge et al., 1994).

Esses resultados confirmam a necessidade de se incluir as
adolescentes em programas de rastreamento, permitindo o diagndstico

precoce das lesdes pré-neoplasicas (Bjorge et al., 1994).

No Brasil, TACLA et al. (2000) descreveram o resultado de estudo

retrospectivo abrangendo a analise de 3.483 esfregacos cérvico-vaginais de
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adolescentes entre 11 e 19 anos. Verificam ainda que 4,4% das amostras
apresentavam CCO alterada. Em relagdo aos resultados alterados, 93%

corresponderam a LIE-BG e 7%, a LIE-AG.

Em artigo publicado em 1984, Jones et al. relatam taxa de NIC 3 em
22%. Apos intervalo de 10 anos, Economos et al. (1994) encontraram, em

sua casuistica, diagnostico de NIC 3 em 13% dos casos.

Os fatores de risco relacionados com a presenca genital do HPV
incluem o inicio precoce da atividade sexual, maior numero de parceiros
sexuais, o tabagismo, o uso de anticoncepcional oral, ndo utilizagdo de
métodos anticoncepcionais de barreira e a infeccdo por outras DSTs

(Moscicki et al., 1989; Edebiri, 1990; Shew et al., 1994).

A metaplasia cervical ocorre fisiologicamente no desenvolvimento
fetal tardio, na adolescéncia e no decorrer da gravidez. Essa metaplasia
aumenta a suscetibilidade do epitélio cervical as mutag¢des relacionadas a

agentes extrinsecos (Coppleson et al., 1974).

Considerando-se especificamente as adolescentes, a ectopia e a
metaplasia imatura ocasionariam relativa vulnerabilidade bioldgica,
facilitando as infecgbes pelas DSTs, incluindo-se o HPV (Singer, 1975;

Gottardi et al., 1984).

Em virtude da necessidade de um método 6ptico que auxiliasse no
diagndstico do cancer de colo uterino na sua fase inicial, Hinselmann, em

1925, idealizou e produziu o primeiro colposcopio, aparelho que permite
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identificar, delimitar e diagnosticar os aspectos normais e anormais das

mucosas do trato genital inferior (Mossetti, De Palo, 1996).

A partir da introdugdo da técnica colposcépica, Hinselmann
reconheceu e descreveu imagens frequentemente associadas ao carcinoma
invasor denominadas de “areas matrizes”, termo que posteriormente foi

substituido por zona de transformacao anormal (Mossetti, De Palo, 1996).

Porém, apesar dos beneficios, a aceitacdo da colposcopia como
importante método diagndstico das lesdes pré-neoplasicas e cancer de colo
uterino encontrou resisténcias que dificultaram sua difusdo. Somente a partir
da década de 70, com o esclarecimento de suas possibilidades diagndsticas
e aplicabilidade clinica, tornou-se instrumento indispensavel na avaliagao

das patologias do trato genital inferior (Mossetti, De Palo, 1996).

Varios autores comprovaram as vantagens da associagao da CCO a
colposcopia e publicaram seus resultados divulgando o beneficio da
simultaneidade de tais exames (Navratil et al., 1958; Limburg, 1958;

Salvatore et al., 1978).

A terminologia colposcépica introduzida por Hinselmann foi revisada e
atualizada no decorrer dos anos. Sua primeira revisdo aconteceu no 2°
Congresso Mundial de Patologia Cervical e Colposcopia em Graz, na
Austria, em 1975 (Stafl, 1976). Em 1990, durante o 7° Congresso Mundial
em Roma, foi aperfeicoada com a introdugao do sistema de graduagao que
classifica as imagens colposcopicas em “alteragcbes menores e maiores”,

baseando-se no aspecto da superficie da leséo, se regular ou irregular; no
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grau de aceto-reatividade do epitélio; na regularidade ou irregularidade dos
vasos; delicadeza ou aspereza do calibre dos vasos; presenga de padrao
regular ou irregular do mosaico e pontilhado; presenca de bordas definidas
ou indefinidas da lesdo (De Palo, 2000). No 11° Congresso Mundial em
Barcelona, em 2002, a classificagdo foi novamente revisada e atualizada

(Walker et al., 2003).

A colposcopia apresenta sensibilidade superior a 90%, apesar da
baixa especificidade, que ¢é inferior a 50% (Hoppman et al., 1995).
Atualmente, é parte fundamental na avaliacdo de mulheres que apresentam

CCO alterada (Diakomanolis, 2000).

A adolescéncia é periodo acompanhado por intensas transformacgdes

fisicas que também podem ser observadas no colo uterino.

SINGER (1975) destaca a presenca de extensas areas de epitélio
colunar na ectocérvice de adolescentes. Comparando os achados
colposcopicos em adolescentes, observa predominio de areas com epitélio

metaplasico imaturo naquelas sexualmente ativas.

As areas com metaplasia associar-se-iam a maior vulnerabilidade
para alteragdes genéticas, resultando em populagdo de células com

potencial neoplasico (Singer, 1975).

Em relacdo aos achados colposcopicos anormais, Gottardi et al.
(1984) demonstraram que a presenca de zona de transformacéo atipica

decorre do processo normal de maturagao do epitélio cervical. Comparando
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adolescentes sexualmente ativas e inativas, verificaram que a zona de
transformacao atipica € mais freqliente em adolescentes sexualmente
ativas, questionando possivel influéncia da atividade sexual na persisténcia

do epitélio atipico.

Esses subsidios sugerem acao de fatores extrinsecos com potencial
oncogénico desencadeando a formacdo e desenvolvimento de lesdes

precursoras do cancer de colo uterino (Burghart, Ostor, 1983).

No Brasil, Tubaki et al. (2002), avaliam a correlagcdo das imagens
colposcopicas na presenca de neoplasia intra-epitelial cervical confirmada
pela histologia em adolescentes. Analisando a frequéncia dos diferentes
achados colposcopicos, observa-se epitélio acetobranco em 13% dos casos,

mosaico em 6%, pontilhado em 2,6%, area iodo-negativa em 22%.

Considerando-se esses fatos, subsidia-se e justifica-se a importancia
do rastreamento das lesbGes precursoras do cancer do colo uterino nas
adolescentes com analise criteriosa dos métodos disponiveis na atualidade e

possiveis facilidades que possam oferecer.

Correlacionando-se com outros indicadores de saude publica e
informacdes epidemioldgicas associadas, poderiamos reiterar e demonstrar
as dimensdes do desafio, estimulando os diferentes profissionais da saude
na busca de novos conhecimentos que propiciem atendimento integral a

salde e bem estar das adolescentes.



2 Objetivos
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O presente estudo visa :

Identificar a presenca de HPV de alto risco oncogénico por meio da
captura hibrida Il em gestantes adolescentes em seguimento no pré-

natal do HCFMUSP;

Correlacionar os achados da captura hibrida Il com achados

citologicos e colposcopicos;

Identificar a presenca de lesdes intra-epiteliais neste grupo;

Avaliar a frequéncia de resultados anormais na CCO convencional,
CCO em base liquida e colposcopia e a relagdo entre estes

resultados e a CH II;

Analisar a validade da associacédo entre os exames para a detecgao

das lesdes intra-epiteliais nesta faixa etaria.



3 Métodos
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3.1- CASUISTICA

O estudo foi realizado na Divisdo de Clinica Obstétrica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo no
Ambulatério de pré-natal do Setor de Patologia do Trato Genital Inferior e

Colposcopia.

Foram avaliadas prospectivamente, 60 jovens com idade inferior a 20
anos encaminhadas pelo Ambulatério de Adolescentes da mesma
instituicdo, caracterizando amostragem por conveniéncia, entre margo de
2004 e fevereiro de 2005. A idade das pacientes variou de 12 a 18 anos,
15,95+1,31 (médiatDP) e idade gestacional média de 22,97+7,55

(médiatDP) (Anexo 2).

Este estudo foi aprovado pela comissao de Analise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (Anexo 3).
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3.1.1 - Critérios de Inclusao

As pacientes foram selecionadas utilizando-se os seguintes critérios

de inclusao:

Idade inferior a 20 anos.
- Gestantes em acompanhamento no pré-natal de adolescentes.
- ldade gestacional > 11 semanas de gestacao;

- Auséncia de vulvovaginites clinicamente identificaveis no momento do

exame;

- Concordancia por escrito, com Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do Protocolo de Pesquisa, aprovado pela Comissao de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do

HCFMUSP (Anexo 4).

3.1.2 - Critérios de Exclusao

Foram excluidas gestantes adolescentes que apresentaram o critério

abaixo relacionado:
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- Colposcopia insatisfatéria

- Citologia insatisfatoria

3.2- COLETA DE DADOS

Todas as pacientes entrevistadas no Ambulatério de Adolescentes,
atendendo os critérios mencionados foram encaminhadas ao Setor de
Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia da Clinica Obstétrica do

HCFMUSP.

Na primeira consulta receberam informagdes sobre os exames e sua
importancia. Apos concordancia e assinatura do consentimento livre e
esclarecido (Anexo 4) pela paciente e responsavel legal, foram submetidas

a questionario pré-estruturado (Anexo 5).

Imediatamente apds esses preambulos, a paciente era colocada em
posicdo ginecoldgica para realizagdo dos procedimentos necessarios ao

estudo.
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3.2.1 - Colpocitologia Oncética Convencional e em Base Liquida

O esfregago colpocitolégico foi obtido através da coleta de material
ectocervical e endocervical com auxilio de uma escova com cerdas plasticas

tipo Triplus (Triplus Brush CB Products Ind. e Com. Ltda) (Figura 1).

Figura 1 - Escova para coleta da citologia

Utilizou-se uma uUnica escova capaz de alcangar a ectocérvix e
endocérvix simultaneamente, sem prejuizo da representagdo da jungao

escamo-colunar (JEC).

Retirou-se com bola de algoddao ou gaze o excesso de conteudo

vaginal e/ou muco ao redor do colo, para retirar material amorfo.
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A escova de coleta adentrou o canal, 0,5 a 1,0 centimetro, até que as
cerdas menores tocassem a regiao ectocervical, rodando-a, nessa posicao,

no minimo por cinco voltas completas.

Inicialmente essa escova foi raspada sobre uma lamina de vidro e
fixado em alcool absoluto, produzindo um esfregagco convencional. Em
seguida, essa escova, com o restante do material coletado foi imersa num
frasco com liquido preservativo (preserva a morfologia, o DNA, o RNA e as
proteinas) que, finalmente, foi agitado por até trinta segundos. O esfregaco
convencional e o frasco seguiram para a Divisdo de Anatomia Patolégica do
Hospital das Clinicas da FMUSP. O frasco foi processado de acordo com o
método do fabricante (AutoCyte). Ambos foram coradas pela técnica de

Papanicolaou e Traut (1943).

Os resultados dos achados citolégicos foram descritos conforme a

classificagao de Bethesda 2001 (Anexo 1).

Neste trabalho para fins de anadlise, agrupou-se as categorias dos
resultados citologicos, classificados pelo sistema de Bethesda, da seguinte

maneira, conforme mostra o Quadro 1:
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Quadro 1 - Categorias dos resultados citolégicos no trabalho

CATEGORIAS NO

RESULTADOS CITOLOGICOS TRABALHO

DENTRO DOS LIMITES DA NORMALIDADE, | CITOLOGIA NORMAL
NO MATERIAL EXAMINADO

ALTERACOES CELULARES BENIGNAS | CITOLOGIA NORMAL
(INFLAMATORIO)

REATIVAS OU REPARATIVAS

ASC-US

ASC-H

LIE-BG

LIE-AG

CARCINOMA EPIDERMOIDE INVASOR

3.2.2 - Captura Hibrida Il para HPV Grupo Il

O exame de captura hibrida para detec¢gao do HPV-DNA € um teste
de hibridizacdo molecular, que utiliza anticorpos monoclonais na captura de
hibridos, wusando leitura por quimioluminiscéncia para detectar
qualitativamente a presenca de 18 tipos de HPV subdivididos em dois

grupos a saber:

Grupo |: 6,11,42,43 e 44;

Grupo lI: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68.



Métodos 30

No Grupo | estdo agrupados virus ndo oncogénicos e no Grupo Il os

oncogénicos.

Este exame é feito em microplaca, sendo comercializado pela
Digene®, através de solucao hibridizadora que utiliza anticorpos na captura

com amplificacado do sinal, sendo analisado por quimioluminiscéncia.

Espécimes contendo DNA, hibridizam-se com o coquetel de sonda
HPV-RNA. O resultado sédo hibridos DNA-RNA que sao capturados sobre a
superficie da microplaca com anticorpos especificos para os hibridos DNA-
RNA e sao detectados por um substrato quimioluminiscente. Multiplos
anticorpos conjugados se ligam em cada hibrido capturado. A luz € emitida e
medida pela Unidade de Luz Relativa (RLU) no quimioluminbmetro. A
intensidade de luz denota presenca ou auséncia do DNA nos espécimes. A
medida RLU igual ou superior ao do cutoff indica a presenca da sequéncia
especifica de HPV-DNA no espécime. RLU menor que o valor do cutoff
indica auséncia da sequéncia HPV-DNA especifico ou em niveis abaixo da

detecgao do ensaio.

Todos o0s exames realizados foram obtidos através de esfregacgos
cérvico-vaginais em Kit coletor especifico, tendo decorrido prazo maximo de

cinco dias no laboratério desde sua chegada ao mesmo.

Para o inicio do teste os espécimes ficam em temperatura estavel
entre 20-25°C. Exames controles negativos e positivos para ambos grupos

de HPV séo testados em triplicata. Segue-se para a etapa de desnaturagéao.



Métodos 31

Desnaturacao: Consiste em pipetar o reagente de desnaturacdo em
cada um dos espécimes . Esta reagdo ocorre em temperatura de 65 + 2°C e
se completa em 45 £ 5 minutos. Segue-se a etapa de hibridizagao

propriamente dita.

Hibridizagao: consiste em pipetar as sondas contendo os anticorpos
a serem testados, sendo estas sondas subdivididas em 2 grandes grupos
sendo A aquela que contém os de baixo risco e B contendo os de risco
intermediario e alto. Esta reagdo ocorre em temperatura de 65 + 2°C e se
completa em 60 + 5 minutos. A proxima etapa consiste da captura dos

hibridos.

Captura dos hibridos: consiste na transferéncia do conteudo dos
microtubos para as microplacas. Esta reagcdo ocorre em temperatura de 20-
25°C e se completa em 60 + 5 minutos. A seguir passa-se a etapa de

deteccgao dos hibridos.

Deteccado dos hibridos: consiste na transferéncia do conteudo das
microplacas para micropogos especificos. Esta reagdo ocorre em
temperatura de 20-25°C e se completa em 30 + 3 minutos. A seguir passa-

se a etapa de amplificagao e leitura do sinal.

Amplificagdo e leitura do sinal: consiste em pipetar reagente
luminescente especifico em cada espécime, incuba-los por 15 minutos em
temperatura de 20-25°C. A leitura é realizada no quimiolumindmetro da

Digene, modelo DML2000.
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Controle de qualidade: os controles negativo e positivo sédo testados
em triplicata e devem mostrar coeficiente de variagdo (% CV) menor que
25%. Os resultados da média dos controles positivos (XCP) e a média dos
controles negativos (XCN) sdo usados para calcular a relacdo da xCP/xCN
para cada sonda. Estas relacbes seguem o0s seguintes critérios para a
validagao do teste:

XCP/XCN>2,0

Esta relagcdo € calculada para cada caso controle e no caso dessa

relacao ter falhado o espécime foi desconsiderado da casuistica.

Interpretagcao dos resultados

Espécimes com valores de RLU acima ou igual a 1,0 da sonda A sao

considerados positivos para um ou mais tipos de HPV: 6, 11, 42, 43 ou 44.

Espécimes com valores de RLU acima ou igual a 1,0 da sonda B sao
considerados positivos para um ou mais tipos de HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39,

45, 51, 52, 56, 58, 59 ou 68.

Espécimes com valores de RLU inferiores a 1,0 para ambas as
sondas A e B sdo considerados negativos ou ndo detectado entre os 18

tipos de HPV testados.

A coleta foi feita com o kit coletor da Digene®, que consta de 01

escova cervical e um tubo com solugao conservante.
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Para obtencao do esfoliado celular € necessaria abstinéncia sexual de
trés dias e a paciente nédo deve estar usando cremes ou ducha vaginal; ndo
efetuou-se exame digital (toque), colposcopia ou assepsia prévia; a
presenca de sangue (ndo menstrual) ou de conteudo vaginal anémalo nao

altera o resultado do teste.

A coleta de citologia cérvico-vaginal precedeu a da Captura Hibrida®.
Introduziu-se a escova cerca de 0,5 a 1,0 cm no canal cervical e rodou-a
cinco vezes no sentido horario. A seguir, escovou-se a ectocervix.
Imediatamente apds a coleta a escova foi inserida no tubo que contém o
liquido conservante, a haste da escova quebrada, o tubo fechado e agitado
por aproximadamente 30 segundos para homogeneizar a amostra. O
material colhido foi enviado ao laboratério o mais breve possivel. A
temperatura ambiente sua viabilidade é de 15 dias. Quando o tempo
decorrido entre a coleta e a chegada ao laboratério for superior a esse
periodo, o espécime deve ser refrigerado a temperatura de 2 a 8 °C (nessa
temperatura a amostra fica viavel até seis meses). Somente para o teste de

Captura Hibrida a amostra podera ser congelada por até 2 anos.

Para classificar o resultado da CH Il e quantificar a carga viral,
utilizou-se a razao entre a unidade de quimiluminescéncia medida, URL, e a
média dos calibradores positivos, cut off, que tem uma variagao e é definido
conforme controle do dia. As amostras com emissao de luz maior ou igual ao
ponto de corte foram consideradas positivas e aquelas com emissao de luz

menor foram consideradas negativas. Nos casos positivos, foram
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identificadas as cargas virais medidas em RLU por um quimioluminémetro,

sendo que a intensidade da luz € proporcional a carga de DNA-HPV. Neste

estudo, utilizamos sondas contendo DNA-HPV dos tipos 16, 18, 31, 33, 35,

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68, considerados de alto risco oncogénico (Sun

et al., 1995; Wright et al., 1995; Lorincz et al., 1992).

3.2.3 - Colposcopia

O exame colposcopico foi realizado utilizando o colposcépio da marca

DF Vasconcelos, modelo CP-M7, que permite ampliagcdo da imagem em 6 a

40 vezes. A técnica utilizada para a realizagao da colposcopia foi:

Introducéo de espéculo vaginal

Inspecao da forma e volume do colo uterino e orificio externo, sem
preparo.

Coleta do esfregaco cérvico-vaginal para a colpocitologia oncoldgica e
coleta de Captura Hibrida Il, conforme descrito anteriormente.
Aplicagao do acido acético a 5% e estudo detalhado da ectocérvice e
paredes vaginais. Devido a sua agao coaguladora de proteinas, o
acido acético possibilita a visibilizacdo das areas com alteracdes
epiteliais que se revelam como imagens colposcopicas anormais.
Aplicacdo da solugcdo aquosa iodo-iodetada constituida por iodo
metalico, iodeto de potassio e agua destilada nas quantidades de 2g,

4g e 100ml, respectivamente, para a realizagdo do teste de
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SCHILLER, no qual as células contendo glicogénio se coram de
marrom escuro (teste negativo) e aquelas sem glicogénio

permanecem claras (teste positivo) (Cartier, 1994).

Os achados colposcépicos foram descritos de acordo com a
nomenclatura proposta no 11° Congresso Mundial de Patologia Cervical e

Colposcopia, ocorrido em Barcelona em 2002 (Anexo 6).

Neste trabalho para fins de analise, agruparam-se as categorias dos

achados colposcépicos da seguinte maneira , conforme mostra o Quadro 2:

Quadro 2 -
ACHADO COLPOSCOPICO CATEGORIZAQAO NO TRABALHO
EEN NORMAL
EG NORMAL
ZTN NORMAL

EEN = epitélio escamoso normal; EG= epitélio glandular; ZTN= zona de transformacao
normal; ZTA= zona de transformacao anormal
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3.3- ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, foi realizada analise descritiva das caracteristicas da
amostra através de medidas de frequéncia e porcentagem. Posteriormente,
realizou-se cruzamentos entre os resultados obtidos na CAPTURA HIBRIDA
Il com os demais métodos com o intuito de observar as porcentagens de

concordancia entre eles.

Para responder o objetivo do estudo foram calculados valores de
kappa (medida de concordancia) (Agresti, 1990) com categorias “normal”’ e

“anormal” de cada teste entre a CAPTURA HIBRIDA Il e os demais métodos.

Para descrever a detecgao dos testes nas categorias relacionadas a
idade gestacional, foram utilizadas tabelas de contingéncia (Agresti, 1990).
Para verificar a existéncia de associacao entre essas medidas e a detecgao
dos testes foram utilizados testes exatos de Fisher ou qui-quadrado de

homogeneidade (Agresti, 1990)

Para verificar se o valor obtido pela CAPTURA HIiBRIDA I difere entre
normal e anormal dos demais testes foram utilizados testes Mann-Whitney

(Conover, 1980).

Foram calculadas, também, a sensibilidade e a especificidade

(Kirkwood, 1989) de detecgao de anormalidades entre os testes.
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RESULTADOS DA CAPTURA HIBRIDA Il PARA HPV ONCOGENICO
(CH 1)

Grafico1 - Distribuicdo das 60 gestantes segundo os resultados da Captura
Hibrida [l - HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

48,3%

51,7%

ONEGATIVA OPOSITIVA
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RESULTADO DA COLPOCITOLOGIA ONCOTICA CONVENCIONAL
(CCO-C)

Grafico 2 - Distribuicdo das 60 gestantes quanto ao resultado da Colpocitologia
Oncotica —-CCO-C- HCFMUSP margo de 2004 a fevereiro de 2005

10,0%

90,0%

ONORMAL OANORMAL

Tabela 1 - Distribuicdo dos achados citolégicos — CCO-C - das 60 gestantes —
HCFMUSP - Sao Paulo — marco 2004 a fevereiro 2005

CCO-C Frequéncia Porcentagem
NORMAL 9 15,0
INFLAMATORIO 45 75,0
LIE-BG 5 8,3
CA INVASOR 1 1,7

Total 60 100

NORMAL: dentro dos limites da normalidade,no material examinado; INFLAMATORIO:
alteragbes celulares benignas reativas ou reparativas; LIE-BG: lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau; CA INVASOR: carcinoma epidermdide invasor
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RESULTADO DA COLPOCITOLOGIA ONCOTICA EM BASE-LIQUIDA
(CCO-BL)

Grafico 3 - Distribuicdo das 60 gestantes quanto ao resultado da CCO-BL
HCFMUSP marcgo de 2004 a fevereiro de 2005

10%

90%

ONORMAL COANORMAL

Tabela 2 - Distribuicdo dos Achados citolégicos — CCO-BL - das 60 gestantes —
HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

CCO-BL Frequéncia Porcentagem
NORMAL 17 28,3
INFLAMATORIO 37 61,7
LIE-BG 5 8,3
LIE-AG 1 1,7
Total 60 100

NORMAL: dentro dos limites da normalidade, no material examinado; INFLAMATORIO:
alteragbes celulares benignas reativas ou reparativas; LIE-BG: lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau; LIE-AG: lesao intra-epitelial escamosa de alto grau.
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RESULTADOS DOS ACHADOS COLPOSCOPICOS

Grafico 4 - Distribuicdo segundo o resultado da colposcopia das 60 gestantes —
HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

21,7%

78,3%

ONORMAL COANORMAL

Tabela 3 - Distribuicdo segundo os achados colposcépicos das 60 gestantes —
HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

COLPOSCOPIA Frequéncia Porcentagem
EPITELIO ESCAMOSO NORMAL 12 20,0
EPITELIO GLANDULAR 11 18,3
ZONA TRANSFORMACAO NORMAL 24 40,0
ZONA TRANSFORMACAO ANORMAL 13 21,7

Total 60 100
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CORRELAGAO ENTRE OS ACHADOS CITOLOGICOS - CCO-C -
NORMAIS E ANORMAIS E CAPTURA HIiBRIDA

Tabela4 -  Distribuicdo das 60 gestantes segundo os resultados da CCO-C e
captura hibrida Il - HCFMUSP — S&o Paulo — margo 2004 a fevereiro
2005
cco - NEGATIVA POSITIVA T
NORMAL 8,2% 6,‘71% 15?0%
INFLAMATORIO 362,5% 382,2% 754:8%
LIE-BG 1,;% 6,‘71% 8,2%
CA INVASOR 1’;% 0,8% 1,;%
Total 482,3% 51?;% 108,%%

CORRELAGAO ENTRE OS ACHADOS CITOLOGICOS - CCO-BL - E O
RESULTADO DA CAPTURA HiBRIDA II

Tabela 5 - Distribuicdo das 60 gestantes segundo os resultados da Captura
Hibrida 1l e CCO-BL — HCFMUSP — Sao Paulo — margco 2004 a
fevereiro 2005

CAPTURA HIBRIDA II

e NEGATIVA POSITIVA '@
NORMAL 161,3% 11 ,77% 281,;%
INFLAMATORIO 301’3% 311,3% 61?,’;%
LIE-BG 1,;% 6,;% 8,2%
LIE-AG 0’8% 1,;% 1,;%
Total > > o

48,3% 51,7% 100,0%
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CORRELAGAO ENTRE OS ACHADOS COLPOSCOPICOS E O
RESULTADO DA CAPTURA HIiBRIDA Il

Tabela 6 -  Distribuicdo das 60 gestantes segundo os resultados da Captura
Hibrida Il e Colposcopia — HCFMUSP — S&o Paulo — margo 2004 a
fevereiro 2005
EPITELIO ESCAMOSO NORMAL 8,2% 11’77% 201,5%
EPITELIO GLANDULAR 15’%% 3,5% 181,(13%
ZONA TRANSFORMACAO NORMAL 181,;% 211,3% 402,3%
ZONA TRANSFORMACAO ANORMAL 6,‘71% 159% 211;%
Total 482,2% 513:;% 108,%%

Foram calculados valores de kappa (medida de concordancia) com
categorias “normal” e “anormal” de cada teste e correlacionou-se a captura

hibrida Il conforme tabela 07.

Tabela 7 - Resultados da estatistica KAPPA para a correlagao
~ 0,
CONCORDANCIA kappa L), p-value
Inferior Superior
CAPTURA HiBRIDAII X CCO-C 0,058 -0,089 0,205 0,438
CAPTURA HIBRIDAIIX  cco-BL 0,123 -0,022 0,268 0,102

CAPTURA HIBRIDAII X cOLPOSCOPIA 0,149 -0,051 0,349 0,152
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CORRELAGAO ENTRE A CCO-C E CCO-BL

Tabela 8 - Distribuicdo dos achados da CCO-BL de acordo com a CCO-C —
HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

CCO-BL

cco-C NORMAL ANORMAL ot
NORMAL 865?% 3,3% 905,3%
ANORMAL 35% 6,;% 10,%%
Total 905’)3% 1 0,60% 1 Og,%%

CORRELAGAO ENTRE OS ACHADOS COLPOSCOPICOS E DA CCO-C

Tabela 9 - Distribuicdo dos achados da colposcopia de acordo com a CCO-C —
HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

COLPOSCOPIA
CCo-C NORMAL ANORMAL ot
46 8 54
NORMAL 76.7% 13.3% 90.0%
1 5 6
ANORMAL 1.7% 8.3% 10,0%
47 13 60
Total

78,3% 21,7% 100,0%
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CORRELAGAO ENTRE OS ACHADOS COLPOSCOPICOS E A CCO-BL

Tabela 10 - Distribuicdo dos achados da colposcopia de acordo com a CCO-BL —

HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

COLPOSCOPIA
CCO-BL NORMAL _ ANORMAL ot
46 8 54
NORMAL 76.7% 13.3%  90.0%
1 5 6
ANORMAL 1,7% 8,3% 10,0%
Total 47 " o
78.3% 21,7% 100,0%

Foram calculados valores de kappa (medida de concordancia) para

correlacionar entre si os resultados da CCO-BL, da CCO-C e da

COLPOSCOPIA.

Tabela 11 - Resultado da estatistica KAPPA para a correlagao

~ 0,
CONCORDANCIA kappa i) p-value
Inferior Superior
CCO-BL X CCO-C 0,630 0,297 0,963 <0,001
COLPOSCOPIA X CCO-C 0,451 0,165 0,737 <0,001

CCO-BL X COLPOSCOPIA 0,451 0,165 0,737 <0,001
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CAPTURA HIBRIDA Il E IDADE GESTACIONAL

Tabela 12 - Distribuicdo dos achados da Captura Hibrida Il de acordo com a
idade gestacional — HCFMUSP - Sao Paulo — margo 2004 a
fevereiro 2005

CAPTURA HiBRIDA II

IDADE GESTACIONAL NEGATIVA POSITIVA Total
1° trimestre 1 1 2
50,0% 50,0% 100,0%
2° trimestre 1 (= 56
58,3% 41,7% 100,0%
3°trimestre / 15 22
31,8% 68,2% 100,0%
29 31 60
Total 48,3% 517%  100,0%

CCO-C E IDADE GESTACIONAL

Tabela 13 - Distribuicdo dos achados da CCO-C de acordo com a idade
gestacional - HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

CCO-C
IDADE GESTACIONAL NORMAL _ ANORMAL Total

1° trimestre 1 1 2
50,0% 50,0% 100,0%

2° trimestre 92 “ 36
88,9% 11,1% 100,0%

0 o 21 1 22
3" trimestre 95,5% 45%  100,0%

54 6 60

Total 90,0% 100%  100.0%
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CCO-BL E IDADE GESTACIONAL

Tabela 14 - Distribuicdo dos achados da CCO-BL de acordo com a idade
gestacional - HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

CCO-BL

IDADE GESTACIONAL NORMAL ANORMAL Total
1° trimestre 2 0 2
100,0% 0,0% 100,0%
2° trimestre & 4 30
88,9% 11,1% 100,0%
3° trimestre 20 2 22
90,9% 9,1% 100,0%
54 6 60
Total 90,0% 10,0%  100,0%

COLPOSCOPIA E IDADE GESTACIONAL

Tabela 15 - Distribuigdo dos achados colposcopicos de acordo com a idade
gestacional - HCFMUSP — Sao Paulo — margo 2004 a fevereiro 2005

COLPOSCOPIA
IDADE GESTACIONAL NORMAL _ ANORMAL Total

1° trimestre 1 1 2
50,0% 50,0% 100,0%

2° trimestre = 9 36
75,0% 25,0% 100,0%

3° trimestre 19 3 22
86,4% 13,6% 100,0%

47 13 60

Total 78.3% 21,7% 100,0%
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ASSOCIAGAO ENTRE A IDADE GESTACIONAL E OS DIFERENTES
TESTES

Tabela 16 - Resultado dos testes de associacdo entre a idade gestacional das
adolescentes e os diferentes exames

ASSOCIACAO Qui-quadrado gl p-value
Idade gestacional X Captura hibrida Il 3,85 2 0,146#
Idade gestacional X CCO-C 4,33 2 0,115#
Idade gestacional X CCO-BL 0,29 2 0,864#
Idade gestacional X Colposcopia 2,02 2 0,365#

TESTE DE MANN-WHITNEY

Tabela 17 - Resultados dos testes de Mann-Whitney para verificar diferenca nos
valores da Captura Hibrida Il e os demais exames

EXAME Categoria Captura hibrida Il p-
value

Mediana Meédia DP Minimo Maximo N

NORMAL 0.75 221.30 518.81 0.12 2421.83 54

CCO-BL 0.030

ANORMAL 860.09 926.11 1000.97 0.55 2038.09 6

CCO-C NORMAL 1.02 206.06 511.13 0.12 2421.83540.052

ANORMAL 1272.13 1063.28 910.25 0.28 2038.09 6

COLPOSCOPIA NORMAL 0.70 24414 579.97 0.12 2421.83470-055

ANORMAL 55.42 463.99 706.68 0.28 2038.09 13
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SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Tabela 18 - Sensibilidade e especificidade dos exames para detecgdo de
anormalidades

EXAMES SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE
CHII X CCO-C 12.90% 93.10%
CHII X CCO-BL 16.13% 96.55%
CHII X Colposcopia 29.03% 86.21%
CCO0-C X CCO-BL 66.67% 96.30%
CCO0-C X Colposcopia 83.33% 85.19%
CCO-BL X  Colposcopia 83.33% 85.19%

ANALISE CONJUNTA DOS DADOS

Tabela 19 - Resultados da analise conjunta dos dados

CAPTURA HIBRIDA Il
NEGATIVA POSITIVA
NORMAL 27 27
CCO-C

ANORMAL 2 4

NORMAL 28 26
CCO-BL

ANORMAL 1 5

NORMAL 25 22
COLPOSCOPIA
ANORMAL 4 9
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A infeccdo genital pelo HPV é considerada a doenga sexualmente
transmissivel mais comum em adolescentes e jovens, com prevaléncia que
varia de 30% a 50% (Ho et al., 1998; Moscicki et al., 1999; Moscicki et al.,

1998).

Os estudos epidemioldogicos demonstram que a incidéncia € mais
elevada entre 16 e 25 anos, sugerindo que a infecgao ocorre freqiientemente
logo apos o inicio da atividade sexual. Destacam também, o declinio apds os
30 anos, como consequéncia da provavel imunidade adquirida a diferentes
tipos de HPV, assim como a menor exposi¢cao a novos parceiros (Schiffman,

Brinton, 1995).

N&o existem dados na literatura sobre a incidéncia deste virus nesta
populacao especifica durante o periodo gestacional mas, em nosso estudo
realizado com 60 gestantes adolescentes com idade entre 12 e 18 anos e
idade gestacional média de 23 semanas demonstrou taxa de incidéncia de
HPV ainda mais elevada do que aquelas propostas pela literatura
especializada para essa faixa etaria. Encontramos 51,7% (31 casos) de

positividade pela captura hibrida Il para virus oncogénicos.

Arena et al. (2002), revisando a literatura, encontraram dados

discordantes sobre ser maior a positividade do HPV durante a gestacao,
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porém, os dados publicados apontam para este grupo maior positividade no

segundo e terceiro trimestres da gravidez.

Quando segmentados os dados positivos para a captura hibrida em
nossos achados tivemos 96,8% no segundo e terceiro trimestres da

gestacao, estando os dados de acordo com a literatura.

A possivel transmissao vertical de HPV no pré-natal (intra-uterina) ou
no decorrer do trabalho de parto (intra-parto e perinatal) pode incorrer na
presenca de HPV ou condiloma no prepucio e cavidade oral dos recém
nascidos ou mais raramente evoluir como papilomatose laringea juvenil.

(Kawana et al., 2003; Yoshpe, 1995).

Em pesquisa recente Bruck et al. (2005) analisaram epitélio cervical
de fetos provenientes de aborto em gestantes com infeccdo pelo HPV e
lesdo intra epitelial cervical. O material fetal foi submetido a teste por
hibridizacdo in situ, utilizando sonda de largo espectro para detec¢ao do
DNA-HPV. Em 10 fetos, provenientes de gestantes com perda fetal no
segundo trimestre da gestacdo, portadoras do HPV, 2 foram considerados
positivos pela presenca de reatividade intracelular focal. Nos casos controle
nenhuma reatividade foi detectada, demonstrando a possibilidade da

infeccao fetal decorrente da exposicao intra-uterina pelo HPV.

Outros autores encontraram o DNA-HPV no sinciciotrofoblasto em de
material obtido de abortos espontaneos e em sangue do cordao umbilical de
recém nascidos com maes infectadas pelo HPV (Hermonat et al., 1997). Por

outro lado, EPPEL et al. ndo detectaram o DNA-HPV em vilosidade corial ou
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tecido placentario obtido por bidpsia trans-abdominal de mulheres com

infeccao pelo HPV (Eppel et al., 2000).

Nossa pesquisa foi desenvolvida com a pretensao de correlacionar
captura hibrida Il com a CCO-C, CCO-BL e colposcopia, permitindo a

identificacdo do HPV ou suas lesdes em gestantes adolescentes.

Apesar do nosso enfoque na deteccao do carcinoma de colo uterino
ou lesdes precursoras, a presenga do HPV concomitante com a gravidez e

as repercussodes no feto e no recém-nascido merecem investigacao.

As adolescentes, precocemente expostas a infeccdo genital pelo
HPV, além da morbidade pelas lesdes intra-epiteliais ocasionadas pelo virus,
considerando-se a elevada prevaléncia observada nessa casuistica, também

apresentam risco de transmissao fetal ou perinatal da infecgao.

Nossa preocupagdo com a deteccdo da presengca do HPV nas
gestantes adolescentes e a alta incidéncia relativa observada (51,7%),
apesar da pequena amostragem (60 gestantes) torna-se relevante quando
surpreendemos apenas 10% de alteragbes na CCO-C, perdendo-se a
oportunidade de detecgcdao do virus nessa faixa etaria, prolongando-se
atuacao viral sem possibilidade de orientagdo ou seguimento adequado e

eventual tratamento das doencas.

Nossa pesquisa corrobora com essa preocupagao e determina a

necessidade de estudos avaliando as consequéncias da eventual
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patogénese tardia ocasionada pela infecgao fetal intra-utero ou neonatal pelo

HPV.

O rastreamento e diagndstico de infecgao genital pelo HPV nas
gestantes podera representar indicagdo formal da vacina em idade precoce,
similar a indicagao de vacina para hepatite B ou quimioprofilaxia do recém-

nascido de maes HIV positivo.

Casos aparentemente inexplicaveis de carcinoma do colo uterino
avangado, diagnosticados em idade muito precoce poderiam estar
relacionados a essa exposicao perinatal. Nosso desconforto diante desses
diagnodsticos podera ser reduzido diante de medidas profilaticas para recém-

nascidos de méaes portadoras do HPV.

Provavelmente, considerando-se que a duragao da protecdo conferida
pela vacina contra o HPV nao é conhecida, esta n&o seria aconselhavel para

imunizacgao de criangas.

A disponibilidade de uma vacina eficaz, proporcionando imunidade
contra o HPV exigira protocolos para indicagdo das pacientes
potencialmente beneficiadas, racionalizando sua utilizagdo, otimizando a

relacao custo e beneficio.

A pesquisa do HPV nas adolescentes gravidas, facilitaria a logistica
para identificacdo daquelas mulheres sexualmente ativas, ndo contaminadas

e constituindo grupo de risco apropriado para vacinagao.
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Considerando-se o HPV como infecgao sexualmente transmitida seria
desejavel induzir imunidade no periodo mais proximo possivel ao inicio da
atividade sexual, situagcao extremamente dificil de se determinar, mesmo nos

paises desenvolvidos.

Sao descritas ainda como intercorréncias no ciclo gravido-puerperal
gerados pela presenca do HPV a maior incidéncia de infecgao,
corioamnionite, rotura prematura de membranas e deiscéncia da episiorrafia

(Arena et al., 2002).

Nao existem informagdes precisas e conclusivas sobre a influéncia da
gravidez na progressdo da neoplasia intra-epitelial cervical;, parece que
predomina a regressdo espontinea dessas lesdes no pos-parto (Arena et

al., 2002).

Encontramos CH Il positiva em 51,7% das pacientes e apenas 10%
de CCO anormal, fato que pode -caracterizar infeccdo recente, sem
repercussao epitelial significativa nessa faixa etaria, independente da

presenga dos sub-tipos de alto risco.

Para Moscicki et al., (2001) nas adolescentes 90-95% das infecgbes
regridem e 95% das LIE-BG também. Adicionalmente, novas infecgbes sao

constantes, criando ondas sobrepostas de aquisicao e regresséo.

O conceito de rapidos e repetidos eventos de aquisi¢cao e eliminagao
explica as baixas taxas de LIE-AG (<1%) e mais baixas ainda de doenca

invasiva (<0,001%) em adolescentes (Mount et al., 1999).
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A infeccao persistente favoreceria o desenvolvimento da lesao intra-
epitelial escamosa de maior gravidade (Koustky et al., 1992; Moscicki et al.,

1998).

Mais de 50% das adolescentes e adultas jovens adquirem HPV dentro
de 4 ou 5 anos apos a primeira experiéncia sexual. Dessas adolescentes,

mais de 25% irdo desenvolver LIE-BG (Moscicki et al., 2001).

A inoculagdo do HPV durante a relacédo sexual iniciaria a agresséo do
epitélio cervical. Apos penetrar nas células, o virus perde seu invoélucro
protéico. Seu genoma atinge o nucleo da célula hospedeira e o DNA viral
pode ser encontrado na forma episomal, em lesdes intra-epiteliais de baixo
grau, ou integrado ao DNA do hospedeiro, nas lesdes de maior gravidade

(Handsfield, 1997).

A maioria das infeccbes pelo HPV apresenta carater transitério. Em
até 80% dos casos o virus seria eliminado apds alguns meses (Evander et

al., 1995, Ho et al., 1998, Franco et al., 1999).

Os conhecimentos sobre a histéria natural da infeccédo pelo HPV
adquiridos até o momento indicam que aproximadamente 70% da populagéo
sexualmente ativa tiveram contato com o virus no decorrer da vida (Syrjanen
et al., 1990). Apesar da alta prevaléncia, a evolugédo para o cancer do colo
uterino é rara, sugerindo o carater transitério da infecgdo pelo HPV e a
necessidade de outros co-fatores que auxiliem na carcinogénese cervical

(Hildesheim et al., 1994; Franco et al., 1999).
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Na adolescéncia, a maioria das infeccobes HPV regride
espontaneamente (Hildesheim et al., 1993; Moscicki et al., 1998). No
entanto, estudos na literatura tém demonstrado que adolescentes
sexualmente ativas apresentam risco aumentado para aquisigao do virus e
desenvolvimento de alteragdes citoldgicas, que podem eventualmente
progredir para carcinoma in situ e cancer invasivo (Koutsky et al., 1992; Ho
et al., 1998). Acredita-se que o inicio precoce da atividade sexual, multiplos
parceiros, antecedentes de DST (doenga sexualmente transmissivel),
tabagismo e a vulnerabilidade biolégica do colo uterino das adolescentes
contribua para o aumento da suscetibilidade a infec¢gdes sexualmente

transmissiveis, incluindo o HPV (Moscicki et al., 1989; Shew et al., 1994).

Apesar da importancia da CCO como exame preventivo eficiente para
o diagnostico do carcinoma de colo do utero as pacientes jovens, com inicio
precoce da atividade sexual nao apresentam alteragbes clinicas,

colpocitolégicas ou lesdes identificaveis pela colposcopia.

Em nossa casuistica, as gestantes que mereceriam orientagao
especifica e tratamento precoce das alteragbes potencialmente
desencadeadas pelo HPV seriam restritas respectivamente a 10% com a
CCO-C; 10% quando utilizando-se CCO-BL; 21,7% pela colposcopia contra

51,7% das gestantes identificadas como portadoras do HPV pela CH II.

Nessas condigdes, seguindo-se a rotina habitual de pré-natal, ou seja,
apenas a CCO-C, somente 10% das adolescentes poderiam ser triadas para

propedéutica complementar utilizando-se a colposcopia.
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Aquelas gestantes avaliadas pela colposcopia identificariam lesdes
inespecificas como mosaico e pontilhado, associadas a CCO com lesao de
baixo grau, sem merecer maior atengao, considerando-se que habitualmente

a maioria dessas lesdes deve regredir no pds-parto.

Na auséncia de deteccédo do HPV de alto risco, poderiamos inferir em
prejuizo irrecuperavel decorrente da potencial persisténcia da infecgao,

auséncia de orientagdo ou seguimento dessas pacientes.

Nossa casuistica demonstrou que o teste para deteccdo de DNA-
HPV, apresenta sensibilidade muito superior para a demonstrar a presencga
do HPV em relagcdo a CCO-C, CCO-BL ou colposcopia apesar da baixa

especificidade comparativa (conforme tabela 19).

Dados divulgados pelo Centro de Controle e Prevengao de Doencgas
dos Estados Unidos confirmam a importancia da colpocitologia oncoldgica
no rastreamento das lesdes precursoras e do cancer de colo uterino em
mulheres com menos de 30 anos. Os resultados da andlise de 31.569
amostras revelam presencga de 8,0% de ASC-US, 9,4% de LIE-BG, 2,1% de
LIE-AG e menos de 0,1% de alteragdes compativeis com carcinoma de

células escamosas (Kahn et al., 1999).

A importancia da coleta peridédica da colpocitologia oncolégica em
adolescentes sexualmente ativas pauta-se em diversos relatos na literatura
que demonstram taxa elevada de alteragdes citoldégicas compativeis com
lesdo intra-epitelial escamosa nas adolescentes e, por vezes, superior a

observada em mulheres adultas (Bjorge et al., 1994; Mount, Papillo, 1999).
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Postula-se que muitas das lesbes escamosas de alto grau diagnosticas na
fase adulta, possivelmente, advém de alteragbes de menor gravidade

adquiridas e nao detectadas na adolescéncia (Kahn et al., 2001).

A CCO Uutilizando-se a espatula de Ayre e escova endocervical,
obrigatoria na primeira consulta do pré-natal, representa uma triagem inicial

e pode indicar a presenga do HPV.

A presenca de alteragdes citologicas sugestivas de malignidade na
adolescéncia foi descrita pela primeira vez na literatura por Ferguson no
inicio dos anos 60. Desde entdo, numerosos estudos foram realizados com o
intuito de avaliar a prevaléncia das alteragdes citologicas em adolescentes
sexualmente ativas. Os resultados revelam taxas de alteragdes citolégicas
variaveis, todavia sempre indicando valores significativos (Wallace,
Slankard, 1973; Snyder et al., 1976; Feldman et al., 1976; Hein et al., 1977;
Sadeghi et al., 1984; Economos et al., 1994; Hassan et al., 1997; Edelman et

al., 1999; Mount, Papillo, 1999; Tacla et al., 2000).

No presente estudo, segundo o Sistema de Bethesda para
classificagao citologica, verificou-se colpocitologia oncética (convencional e

em base liquida) anormal em 10% dos casos.

Quanto a distribuicdo dos achados citologicos alterados, foram
diagnosticados, em nosso estudo, presenca de 8,3% de LIE-BG e
CARCINOMA EPIDERMOIDE INVASOR em 1,7% (1 caso) através da

citologia convencional. Ja, através da CCO-BL, os achados citolégicos
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corresponderam aos mesmos 8,3% de LIE-BG e 1,7% de LIE-AG (tabelas 1

e 2).

A citologia em base liquida foi introduzida com a proposta de
aperfeicoar a qualidade das laminas, melhorando sua sensibilidade
facilitando a analise citopatolégica, melhorando a acuracia diagnéstica
(Bernstein, 2001). Esta técnica usa a transferéncia do material celular obtido
do colo uterino para um meio liquido com a propriedade de preservar as
estruturas morfolégicas e moleculares, inclusive as proteinas e os acidos
nucléicos. Esse meio-liquido € entdo submetido a homogeneizagao,
filtragem e processos técnico-laboratoriais para retirada de hemacias, debris,
muco e infiltrado inflamatério, possibilitando o preparo de laminas mais

adequadas para avaliagao citolégica (Saslow et al., 2002).

Comparando-se o0s achados normais entre as duas técnicas
encontramos na citologia convencional 15,0% de resultados NORMAL,
75,0% de INFLAMATORIO contra 28,3% de resultados NORMAL e 61,7%
de INFLAMATORIO. Essa diferenca na identificagdo de alteracdes reativas
poderia ser explicada pela técnica de preparo da lamina obtida pelo meio
liquido, que eliminando artefatos para produzir melhor nitidez das células,
removeria conjuntamente elementos de identificacdo do processo
inflamatdrio. Esta parece também ter sido a explicacdo para a diferenciagao

entre o achado de carcinoma invasor (CCO-C) versus LIE-AG (CCO-BL).

Apesar dessas constatagdes pudemos observar através da tabela 18

que quando comparamos os valores da CH Il POSITIVA com a CCO-C,
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colposcopia e CCO-BL esta ultima €& a unica que apresentou alguma

significancia estatistica: p-value = 0,030.

Considerando-se a facilidade e o baixo custo da CCO-C, nessa
casuistica, nao se justifica a realizagdo da CCO-BL como propedéutica de
rotina. Nao observamos informagdes adicionais ou resultados que

justifiguem sua realizagdo em substituicdo ou em adigao a CCO-C ou CH II.

Nossos dados também demonstraram que dentre os achados
anormais o predominio da LIE-BG em adolescentes, estando de acordo com
outros relatos da literatura, como o de Economos et al. (1994) que avaliando
315 adolescentes encontraram LIE-BG em 62% e LIE-AG em 38%. Em
nosso meio TACLA et al. em 2000, constatam presenca de LIE-BG em 93%

e LIE- AG em 7% dos casos.

A despeito da alta prevaléncia de alteragbes citologicas nas
adolescentes, nota-se que o0 seu grau de severidade é menor com relagao

de 68 LIE-BG:1 LIE-AG, conforme concluem Acladious e Mandal (2000).

Quanto a proposta de analisar os achados colposcopicos normais e
correlaciona-los a colpocitologia oncoldgica, fundamenta-se na hipétese da
vulnerabilidade da zona de transformacao. Acredita-se que a presenga de
epitélio glandular e o processo de metaplasia favoregam a acdo de

patdgenos sexualmente transmissiveis, incluindo o HPV (Singer, 1975).

Os horménios estrogénio e progesterona atuam sobre as estruturas

que compdem o colo uterino e os diferentes epitélios que o revestem.
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Estimulam o aumento da estrutura da fibromusculatura do colo uterino, a
hiperplasia do epitélio colunar e o edema estromal durante a fase final do
desenvolvimento intra-uterino, puberdade, gestacdo e uso de

anticoncepcional oral (Singer, 1975; Critchlow et al., 1995).

Desde os estudos de Singer, em 1975, tem-se conhecimento do
predominio do epitélio colunar na ectocérvice das adolescentes. As
significativas alteracbes hormonais relacionadas a puberdade promovem
mudangas no pH vaginal e desencadeiam o processo de metaplasia
escamosa, originando a zona de transformagdo, tradicionalmente
reconhecida como area onde se iniciam 0s processos neoplasicos (Singer,

1975).

Com o intuito de averiguar esta particularidade, Moscicki et al. (1989)
compararam adolescentes com neoplasia intra-epitelial cervical a grupo
controle. Constatou que 80% das adolescentes com diagndstico de NIC
apresentavam 20% ou mais da ectocérvice recoberta por epitélio colunar

comparado a somente 42% do grupo controle.

Outro estudo realizado por Moscicki et al. (1999) revelou que o
aumento de 10% da area referente a zona de transformacgao, eleva em trés
vezes o risco de desenvolvimento de LIE-BG. Essa observagao sugere que
a imaturidade do epitélio metaplasico contribui de forma significativa no
aumento do risco de infecgédo pelo HPV, refletindo o reconhecido tropismo
do HPV por células metabolicamente ativas, normalmente presentes nas

zona de transformacgao.
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Essa area de vulnerabilidade da cérvice adolescente pode ser
constatada neste estudo através dos achados freqiientes de: EPITELIO
GLANDULAR em 18,3%, ZONA DE TRANSFORMACAO NORMAL em 40%
e ainda mais significativos 22% de ZONA DE TRANSFORMACAO
ANORMAL. Nota-se com esses achados, somados a presenca do HPV de

alto risco oncogénico terreno fértil para a desestruturagao epitelial cervical.

Quando analisamos esses resultados, verificamos que em apenas 9
das 31 pacientes com CH Il positiva apresentavam colposcopia ANORMAL.
Analisando-se os dados contidos na tabela 8, podemos concluir que a
concordancia de achados entre a CH Il e a colposcopia € baixa pois os
valores de Kappa sao proximos de zero . Porém, quando analisadas sob o
ponto de vista de ‘area de vulnerabilidade’ da cérvice encontramos virus
oncogénico presente em area susceptivel em 24 casos (EG=2; ZTN=13 e

ZTA=9) .

A evolugao das lesbes precursoras para outras de maior gravidade
em adolescentes é raro. Entretanto, dados da literatura revelam aumento da
prevaléncia de cancer invasivo em jovens. Encontrou-se um caso de invasao
em nossos dados, posteriormente confirmado por biépsia mas, tratava-se de
adenocarcinoma de células claras, tumor esse onde o virus HPV nao tem

acao indutora.

O genoma do virus, integrando-se ao cromossomo de células

susceptiveis, desativaria genes supressores, proporcionando condi¢des para
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evidenciarmos as doencas cervicais clinicamente relevantes (Mundz, 2000;

Werness et al., 1990).

No estado atual de conhecimento, considerando-se a infeccgao
persistente pelo HPV como o principal agente etiologico envolvido nesse
processo, seria altamente recomendavel introduzir a detecgdo do virus como
rotina, para a maioria das adolescentes sexualmente ativas e,
obrigatoriamente, para todas as adolescentes gravidas no decorrer do preé-

natal.

A deteccao do DNA-HPV pode ser realizada em qualquer fase da
gravidez, enquanto que a colposcopia torna-se duvidosa e tecnicamente

mais dificil a partir do 3° trimestre.

Esse aumento indesejado na incidéncia de anormalidades no epitélio
cervical nessa faixa etaria decorre de multiplos fatores relacionados ao inicio
precoce da atividade sexual e infecgao genital pelo HPV (Moscicki et al.,

1998).

Em mulheres adultas, a infecgao genital pelo HPV pode apresentar
cura espontdnea na maioria dos casos. Entre 70 e 90% das infecgdes
devem regredir apds 12 a 24 meses. Entretanto, a progressédo ou potencial
regressao das lesdes cervicais ocasionadas pelo HPV em adolescentes

permanece obscura (Evander et al., 1995; Moscicki et al., 1998).
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Os estudos de citologia anormal em adolescentes mostram que as
adolescentes raramente apresentam carcinoma in situ e praticamente nao

tem cancer invasor (Mount, Papillo, 1999; Sadeghi, 1984).

A incidéncia de carcinoma invasor foi de zero por 100 000 entre os 10
e 14 anos e entre 15-19 anos; e de 1,7 por 100 000 entre os 20 e 24 anos de

idade (Ries et al., 2002).

Apesar desses baixos indices de doenga cervical mais agressiva, 0
aumento na prevaléncia do HPV podera resultar em aumento desses indices
nas proximas décadas, hipotese que exige pro-atividade na procura de
metodologias para diagndstico precoce e medidas preventivas, direcionadas
para grupos de risco especificos, resultando na reducdo na incidéncia de

doengas com maior efetividade.

Em nosso meio, face as dificuldades em se realizar exames de
prevengcdo na populacdo mais carente, o pré-natal deve ser considerado
momento oportuno para pesquisa do HPV, possibilitando diagnodstico
precoce das lesbes e momento para conscientizacdo da importancia de

tratamento e seguimento dessas pacientes.



6 Conclusoes
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O presente estudo permitiu as seguintes conclusdées:

Identificamos o HPV de alto risco oncogénico por meio da captura

hibrida Il em 51,7% das pacientes avaliadas.

Dos casos com captura hibrida Il positiva (51,7%), 45% foram
considerados normais a citologia convencional ; 46,7% apresentaram-se
normais a citologia em base-liquida e 41,6% n&o demonstraram

anormalidades a colposcopia.

Identificamos 8,3% de lesdes intra-epiteliasis e um caso (1,7%)

apresentou diagndstico de carcinoma de células claras.

Os achados citolégicos normais foram observados na maioria das
pacientes (90%) através das duas técnicas citologicas realizadas.

Em ambos os métodos citoldgicos os resultados anormais foram
idénticos no que se refere a leséo intra-epitelial escamosa de baixo-grau
(8,3%), em um caso o diagndstico foi carcinoma invasor na citologia
convencional e quando analisada pela citologia em meio liquido o

diagnostico foi de lesdo intra-epitelial de alto grau.
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Quanto aos achados colposcoépicos normais (78,3%) predominaram a
zona de transformagdo normal (40%), seguido do epitélio escamoso
normal (20%) e epitélio glandular (18,3%).

Encontrou-se zona de transformagao anormal em 21,7% dos casos.

A analise estatistica dos dados ndo demonstrou beneficios utilizando-se
a associagdo dos exames realizados neste trabalho. Neste contexto
parece que a citologia oncdtica convencional poderia associar-se a

captura hibrida para ampliar a identificagao de pacientes de risco.



7 Anexos
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ANEXO 1

SISTEMA DE BETHESDA 2001

TIPO DE ESPECIME: indicar se a amostra foi obtida por método convencional ou

em meio liquido

ADEQUAGAO DO ESPECIME

>

A\

Satisfatoria para efeitos de avaliacao (descreve a presenga ou auséncia do
componente endocervical/ zona de transformagao/endocervical ou qualquer
outro fator que limite a qualidade)

Insatisfatorio para avaliagao (especificar a razao)

Espécimen rejeitado/ndo processado (especificar a razao)

Espécimen processado e examinado, mas insatisfatério para avaliagcdo da

anormalidade epitelial devido a (especificar a razéo)

CLASSIFICAGAO GERAL (opcional)

>
>

Negativo para lesdes intra-epiteliais ou malignidade

Anormalidade de célula epitelial: ver interpretacao/resultado (especificando se
escamosas ou glandulares)

Outro: ver interpretacao/resultado (por exemplo, células endometriais em

mulheres > 40 anos de idade

INTERPRETAGAO/RESULTADO

Negativo para lesao intra-epitelial ou malignidade

Microrganismos:

>

YV V V V

Trichomonas vaginalis

Microrganismos fungicos morfologicamente consistentes com Candida spp
Alteracoes na flora sugestivas de vaginose bacteriana

Bactérias morfologicamente consistentes com Actinomyces spp.

Alteragdes celulares consistentes com Herpes simplex virus
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Outros resultados nao-neoplasicos (Opcional):
» Mudangas celulares reativas associadas com inflamagéo (incluindo reparo

tipico), radiacao, DIU; células glandulares pés-histerectomia; atrofia

OUTROS Células endometriais ( em mulheres > 40 anos de idade)

ANORMALIDADES CELULAS EPITELIAIS

CELULA ESCAMOSA
» Células escamosas atipicas - de significado indeterminado (ASC-US)
- ndo se pode excluir HSIL (ASC-H)
» Leséo intra-epitelial escamosa de baixo grau  (inclui: HPV/displasia leve/NIC
1)
» Leséo intra-epitelial de alto grau (inclui displasia moderada e severa, CIS/NIC 2
e NIC3)
- com caracteristicas suspeitas de invasao (se houver suspeita de invasao)

» Carcinoma escamoso

CELULA GLANDULAR
» Atipica - células endocervicais (SOE ou especificar nas
observacgoes)
- células endometriais (SOE ou especificar nas observagoes)
- células glandulares (SOE ou especificar nas observacgoes)
» Atipica - células endocervicais ou glandulares, favorecendo
neoplasia
» Adenocarcinoma endocervical in situ
» Adenocarcinoma - endocervical, - endometrial, - extra-uterino, - sem outra

especificagao

OUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS: (especificar)
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ANEXO 2

NOME: RGHC IDADE CHII ID GESTACIONAL G PN PC AB
JFS 13644560f 16 410,36 15,00 1 0 0 0
JAS 13652295h 12 188,35 30,14 1 0 0 0
MFMP 13660038b 16 26,68 18,42 1 0 0 0
GVS 13661227d 14 0,34 15,00 1 0 0 0
VFF 136721749 16 375,97 13,85 1 0 0 0
TMF 13573688d 16 0,7 23,71 3 0 1 1
NSF 13616196d 16 0.8 30,00 1 0 0 0
ESM 13618869¢e 15 0,42 14,00 1 0 0 0
GSS 13621415¢ 16 42,75 25,00 1 0 0 0
BAM 13652964a 17 0,17 33,00 2 0 0 1
KST 1886154k 17 314,22 32,00 1 0 0 0
AMLS 6038038i 17 136,55 26,00 1 0 0 0
RLG 13662428a 16 0,19 11,71 1 0 0 0
ESC 13560860i 17 802,67 32,00 2 0 1 0
KSG 13441389f 17 0,3 21,00 2 1 0 0
AMG 13659868; 15 0,12 22,57 1 0 0 0
VDF 13568778f 17 0,43 24,00 2 1 0 0
OAJ 13602007e 17 0,28 36,00 1 0 0 0
MAM 13613435d 16 1,23 32,00 1 0 0 0
AFB 13647752f 12 0,3 14,71 1 0 0 0
DSS 6034906d 16 0,29 22,00 1 0 0 0
RDJ 13653395j 18 0,22 19,00 1 0 0 0
LLAS 136433479 18 0,33 14,85 3 0 1 1
GVA 13655483a 17 0,53 14,00 1 0 0 0
TCSS 6073392h 16 0,12 21,00 1 0 0 0
NCDFG 13648418h 15 15,08 23,57 1 0 0 0
RCM 13646445a 17 0,17 25,00 1 0 0 0
SCF 6105023] 15 6,92 23,14 1 0 0 0
RTS 13612644j 16 0,32 30,00 1 0 0 0
LBO 3046997f 17 1151,37 34,00 1 0 0 0
BFA 4052489k 17 1,24 35,00 1 0 0 0
AFGF 13639614e 17 0,28 17,00 1 0 0 0
KCNR 13642255d 14 0,64 18,00 1 0 0 0
EOR 13624775b 17 2,22 30,57 1 0 0 0
GSC 13648419¢g 18 2421,83 16,00 1 0 0 0
LHSO 13655487h 16 0,22 20,00 1 0 0 0
BSC 13597159k 17 0,14 21,42 2 0 0 1
PGV 13661220k 16 0,13 14,14 1 0 0 0
RSR 13652368 16 3,06 25,71 1 0 0 0
AAC 136545969 16 173,66 34,14 1 0 0 0
CBP 2578790j 16 2,88 33,00 1 0 0 0
CLS 6031153f 17 21,93 35,00 1 0 0 0
ABP 1930570b 14 2248,49 13,00 1 0 0 0
BDO 13668087¢c 17 1454,59 12,28 2 0 0 1
LSB 13672364b 15 0,37 25,00 1 0 0 0
APAP 3250635d 17 0,15 13,14 1 0 0 0
TO 13550621a 16 1664,75 20,57 2 0 0 1
JSMS 13655274k 17 0,34 14,00 1 0 0 0
JPS 9982561 13 14,53 22,00 1 0 0 0
AVB 13620945a 15 0,38 22,00 1 0 0 0
VAA 13492075a 16 623,25 17,00 2 1 0 0
FVL 13640338b 16 150,17 34,85 1 0 0 0
ACR 3120412b 16 471,57 21,85 1 0 0 0
AMPS 429206975 16 879,51 11,71 1 0 0 0
LFS 13616942b 13 1,32 39,00 1 0 0 0
DLS 3384892b 16 1796,51 23,00 1 0 0 0
KJBS 13633535j 15 0,55 31,14 1 0 0 0
SAC 5267196¢ 16 2038,09 15,00 1 0 0 0
LAL 13641281d 15 55,42 22,00 1 0 0 0
ECM 13640945k 17 0,28 24,00 1 0 0 0
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ANEXO 4

Anexo 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICA(}AO,DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ... otee e e s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO: M F[I

DATA NASCIMENTO: ...oocoifurrei .

N[0 =1=oTo NS N J.\=1 (o HU
BAIRRO: ...t es e eeeseeeses e eeeeeese CIDADE oo
(011 T TELEFONE: DDD (........... ) et

DOCUMENTO DE IDENTIDADE =, SEXO: M (] F [

DATA NASCIMENTO.: .....eveecd.c....

SN 0= 1o Te N J\ =1 (0 H
BAIRRO: ..ot eee e CIDADE: .o
CEP: v, e TELEFONE: DDD (............ Y ereeeeeeee et

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA :RASTREAMENTO DO HPV _EM GESTANTES
ADOLESCENTES UTILIZANDO A CITOLOGIA CONVENCIONAL E EM BASE LIQUIDA |,
COLPOSCOPIA E CAPTURA HIBRIDA: COMPARACAO ENTRE 0OS METODOS E ESTUDO DE
PREVALENCIA.

PESQUISADOR: Fernanda Erci dos Santos
CARGO/FUNCAO: Médico Pés-graduandoINSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 97.620
UNIDADE DO HCFMUSP: Clinica Obstétrica.

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO | RISCO MiNIMO X RISCOMEDIO [

RISCO BAIXO ] RISCO MAIOR [

4. DURAGCAO DA PESQUISA : 1 ANO

Estamos convidando vocé a participar desta pesquisa, onde, fazendo exames
simples, indolores, que n&o causam nenhum mal ao seu bebé. Procuraremos
descobrir se vocé possue infecgcdo pelo virus HPV relacionado ao cancer do colo
uterino.Os beneficios para vocé sdo a possibilidade de deteccdo precoce da
presenca do virus e acompanhamento preventivo rigoroso para evitar chances de
cancer de colo do utero no futuro e tentar evitar a transmissao deste virus para seu
bebé.Em qualquer momento vocé pode ter os resultados dos exames feitos neste
estudo e tirar qualquer duavida que aparecer sobre o tipo de exame que esta sendo
feito. Vocé também pode desistir a qualquer momento do seu consentimento
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sem prejudicar o seu atendimento neste hospital. Todos os seus dados e
exames vao ser guardados em segredo. Se acontecer algum prejuizo na sua saude
ou na de seus filho por causa da pesquisa, vocé tera garantido o tratamento neste
hospital.

INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

FERNANDA ERCI DOS SANTOS - Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 10° andar
sala 10083 Tel: 30696209 ou 30696242 (Pronto socorro de Obstetricia —
HCFMUSP)

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apdés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200 _

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO 5
PATOLOGIA DO TRATO GENITAL INFERIOR E
COLPOSCOPIA

GRUPO ADOLESCENTES
NOME:... ... s e
RGHC ... e
IDADE:.........coeiiiinnne ANOS D.N.:.... ... .....
[ 10 3 00
CEP:cr, TELEFONE: ...,

RAGA: BRANCA ( )
NAO-BRANCA ( )

ESCOLARIDADE: PRIMEIRO GRAU ( ) COMPLETO ( )
SEGUNDO GRAU ( ) INCOMPLETO ( )
SUPERIOR ()

SITUAGAO CONJUGAL: SOLTEIRA ( )
CASADA ()
)

OUTROS (
VOCE JA USOU ALGUM TIPO DE METODO PARA EVITAR GRAVIDEZ?
SIM ()
NAO ( )

QUAL? (MARQUE TODOS QUE JA TENHA USADO)
NAO, NUNCA USEI ( )

PILULAS ()

CAMISINHA ()

INJEGOES ()

DIU () DIAFRAGMA ()

OUTROS D P
IDADE DA PRIMEIRA MENSTRUAGAO:..........cceermereieereeeernnnnnnane ANOS
IDADE DA PRIMEIRA RELAGAO SEXUAL: .......ccevvvvneeeeeeeeeennnnnn, ANOS

COM QUANTOS PARCEIROS VOCE MANTEVE RELAGOES
SEXUAIS.......ANOS.
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ANEXO 6

Classificagao colposcépica internacional (IFCPC, Barcelona 2002)

Achados colposcopicos normais

Epitélio pavimentoso original
Epitélio cilindrico
Zona de Transformagao Normal

*o © 6 o o o o o o

V.

e o o o o .<

Achados colposcopicos anormais
1) Dentro da zona de transformagao

Epitélio acetobranco plano

Epitélio acetobranco denso*

Mosaico fino

Mosaico grosseiro*

Pontilhado fino

Pontilhado grosseiro*®

Parcialmente positivo ao lodo

lodo negativo*®

Vasos atipicos*

Alteracdes maiores

Caracteristicas colposcopicas sugestivas de cancer invasor

Colposcopia insatisfatoria
Juncao escamocolunar ndo visualizada
Inflamagao grave ou atrofia grave, trauma
Colo néo visivel

Achados varios
Condiloma
Queratose
Erosao
Inflamagao
Atrofia
Deciduose
Pdlipos
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ANEXO 7

COLPOCITOLOGIA CONVENCIONAL — DISTRIBUIGAO CELULAR NA LAMINA
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COLPOCITOLOGIA EM BASE-LIQUIDA: DISTRIBUIGAO CELULAR NA LAMINA
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COLPOCITOLGIA EM BASE-LIQUIDA: LIE-BG



Anexos

81

COLPOCITOLGIA EM BASE-LIQUIDA: LIE-BG



Anexos

82

COLPOCITOLOGIA EM BASE-LIQUIDA: COILOCITO BINUCLEADO
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COLPOCITOLOGIA CONVENCIONAL: CARCINOMA
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COLPOCITOLOGIA CONVENCIONAL: ESFREGAGO HEMORRAGICO- CARCINOMA
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