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Citologia de base ligtiida associada a captura de hibridos para DNA-
HPV pode otimizar a qualidade diagnostica do meétodo de
Papanicolaou?

Could liquid based cytology associated with hybrid capture |1 assay for
HPV-DNA optimizethe cytological diagnosis?
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RESUMO

A associagao dacitologiade base liquida (BL) e o teste de Capturade Hibridos 1| (HC2) paraDNA HPV
poderdo otimizar o diagnostico citolégico, sobretudo os de origem indeterminada (ASCUS/AGUS).
Avaliamos asamostras col hidas com o sistemaDNA-CITOL1Q® (DIGENE-Brasil) paracitologiade BL e
HC2, de pacientes atendidas no Hospital Leonor Mendes de Barros. Foram realizados 842 exames de
citologiadeBL e HC2, onde 64 (7,6%) amostras apresentaram atipiasde significado indeterminado (ASCUS/
AGUS) decitologianaBL. OHC2 paraDNA HPV dedltoriscofoi positivaem 16 (25%) amostrasdeASCUS
equatro (6,2%) de atipiaglandular (AGUS). De 748 amostras, 88,8% foram citol ogicamente negativas e
destas 97 (11,5%) foram positivas para HPV de alto risco. Essas alteragdes estdo associadas a infecgdo
pelo HPV e, portanto, colocam a paciente em um grupo com conduta diferenciada da populacdo normal.
Adicionalmente, os casos com resultados negativos no exame citol 6gico, que nos testes de DNA HPV
foram positivos, demonstraram ael evada sensi bilidade das técni cas biomol ecularesem rel agdo amorfol ogia
Concluimos que a citologia de BL associada ao HC2, pode melhorar a sensibilidade do método de
Papanicolaou.

Palavras-Chave. método de Papanicolaou, ASCUS, capturade hibridos, citologia de base liquida, reflex
testing.

ABSTRACT

Liquid based cytology and hybrid capture |l assay (HC2) arethought to improvethe cytological diagnosis
chiefly those from undetermined origin (ASCUS/AGUS). We studied cervical samplescollected with DNA
CITOLIQ® System (DIGENE-Brazil) from patientsreferred to the Hospital Leonor Mendesde Barros, S&o
Paulo - SP. HC2 for HPV-DNA was performed in samples from 842 women. Sixty four (7.6%) samples
showed ASCUS. HC2 for high risk HPV-DNA was positivein 16 (25%) ASCUSand 4 (6.2%) AGUS. Among
748 samples, 88.8% were cytologically negative, and from these cases 97 (11.5%) were positive for high
risk HPV-DNA. Consequently, women presenting negative cytology but HPV-DNA test positive, should
be carefully observed, because they represent ahigh risk group , and their samples should bereferred to
apeer revision. We concluded that liquid-based cytology associated with HC2 for HPV-DNA assay may
improve the sensitivity of Papanicolaou testing.
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INTRODUCAO

O Método de Papanicolaou tem sido universalmente
preconizado para o rastreamento de lesbes precursoras do
cancer do colo uterino', entretanto, recentes estudos de
metaanalises tém mostrado que embora o Método de
Papanicolaou apresente uma alta especificidade em torno de
98%, haainda, umabaixae preocupante sensibilidade ao redor
de51%?"*. O elevado nimero de casosfa so-negativosfez surgir
vérias propostas de melhorias no preparo e leiturade laminas’.
Equipamentos computadorizados foram desenvolvidos com a
finalidade de dinamizar aleituradas|aminas, contudo o esfregaco
convencional, dependendo da habilidade de quem colhe a
amostra, pode apresentar sobreposicdo de células, infiltrado
inflamatorio, hemaécias, debris celularesemafixagéo dificultando
a leitura®. Partindo dessa premissa, foram desenvolvidos
métodos em citologia de BL que proporcionaram o
aprimoramento técnico no preparo das amostras, apresentacéo
emelhorianaqualidade da amostre®.

A eficacia do Método de Papanicolaou passou a ser
aprimorada e diferentes estudos comparativos com essa nova
técnica tém mostrado seu potencial em identificar mais lesdes
cervicaisdo que 0 método convencional*®, Esse potencial pode
estar diretamente rel acionado ao método de preparo e a0 sistema
adotado para estudo. Em métodos split-sample, onde aamostra
convenciona é colhida prioritariamente a de base liquida, o
rendimento parece ser ligeiramente inferior aos direct to vial,
onde h& apenas a coleta em base liquida®2!%22, O método
convencional esta sujeito a multiplos fatores que podem
comprometer aqualidade de seu preparado, tais como atécnica
eoinstrumento de coleta, qualidade dafixagéo e coloracdo dos
esfregacos™. A reprodutibilidade diagndsticae aconfiabilidade
do método podem ser substancialmente melhorados com a
formagdo profissional e educagdo continuada dos profissionais
querealizam aleituradas|aminas®.

A premente necessidade de se melhorar a qualidade
do Método de Papanicolaou fez surgir, recentemente, em
nosso meio um método de citologia de base liquida, que
apresenta caracteristicas de preservacdo de DNA, RNA e
proteinas, capaz de viabilizar concomitantemente o teste de
captura de hibridos.

Com adisponibilidade dessatecnol ogianos propusemos
aavaliar seu potencial no chamado Reflex testing quetem sido
proposto como um mecanismo de melhoria diagndstica
incorporando aos casos diagnosti cados como atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASCUS) o teste HC2
para DNA-HPV, conforme sugest&o do consenso de Bethesda
2001. Esse procedimento, se utilizado de formainterpretativa,
poderalevar o caso arevisdo e o diagnostico inicial deASCUS
podera ser considerado lesdo intraepitelial, posto que adivida
seria dirimida mediante o resultado da HC2, embora o mesmo
ndo sejaaplicavel ao AGUS por faltade evidéncias™.

O objetivo deste estudo é avaliar o potencia dacitologia
em baseliquidanaidentificacdo delesBesintragpiteliaiscervicais

e correlacionar com o teste de captura hibrida para DNA-HPV
de alto risco para otimizacdo do M étodo de Papanicolaoul.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 842 amostras cérvicovaginais de
mulheres atendidas no Hospital Leonor Mendes de Barros,
participantesvoluntérias do Projeto INCODEV | CA 4-CT-2001-
(10013), no periodo dejaneiro de 2002 amaio de2003, nosquais
seredlizou: citologiadeBL, HC2 paraHPV dedtoriscoebidpsia

Foi utilizado o sistemaDNA -CITOLIQ (Digene-Brasil)
paracitologiadeBL, que consiste de um kit de col etacomposto
por um tubete com 1ml de solugéo Universal Collection Medium
(UCM) eescova. A coletafoi realizadano hospital utilizando-se
a escova do kit, quebrando a haste ap6s ter sido colocada
dentro do frasco com liquido preservante. No laboratério as
amostras foram homogenei zadas em vortex por 20 segundos e
200 ul foram retiradas e dispensadas sobre um conjunto de
[&minas'membranade maneirauniforme efixadasimediatamente
em alcool absoluto. A coloraggo utilizadafoi ade Papanicolaou.
Do material residual do DNA-CITOLIQ, foi retirado 75 ul para
realizacdo do HC2 para DNA-HPV de dlto risco, conforme
protocolo do kit de HC2. As bi6psiasforam col etadas nos casos
em que a col poscopia apresentava alteracles significativas.

RESULTADOS

Dos 842 casos com citologia de citologiade BL e HC2
paradeteccdo de DNA HPV dealtorisco, obtivemos 16,4% (138/
842) depositividade paraDNA-HPV dealto risco.

Dos 7,6% (64/842) casos de atipias de significado
indeterminado, 57 eram em célul as escamosas (ASCUS) e 7 de
origem glandular (AGUS), sendo 68,7% (44/64) negativos e
31,3% (20/64) positivos paraHC2 DNA-HPV dealtorisco. Dos
24 casos com les8o; 23 lesbes intraepiteliais e um carcinomae
75% (18/24) foram positivos paraHC2 DNA-HPV dealtorisco.
Dos 748 casos citol ogicamente negativos, 13% (97/748) foram
positivos para HC2 DNA-HPV de alto risco e 87% (651/748)
foram negativos.

A Tabela 1 mostra os resultados dos 842 casos de
citologiade BL e HC2 paraHPV dealtorisco. A Tabela2 mostra
a correlagdo dos resultados de casos com bidpsias, HC2 e
citologiade BL. Nota-se que haumarel agdo entre os casos com
lesdo e HC2 positivo.

DISCUSSAO
A implantac&o dacitologiade BL associadaaHC2 para
DNA-HPV tem mostrado melhoria da qualidade do exame

citologico. A HC2 paraDNA-HPV tem sido utilizado natentativa
de seaumentar aacuréciadiagnosticadacitologia A positividade
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Tabela 1. Correlaco dos resultados de citologia de base liquida com o teste de capturall paraHPV de alto risco.

CITOLOGIA CAPTURA DEHIBRIDOSII
Negativo Positivo TOTAL

Negativo 651 97 748
LSL 4 1 15
HSL 2 6 8
ASCUS 4 16 57
AGUS 3 4 7
Carcinomalnvasor - 1 1
Insatisfatorio 3 3 6
TOTAL 4 13 [%%

Tabela 2. Correlagéo dosresultados de casos com bidpsias, capturade hibridos |1 paraHPV dealto risco ecitologiade baseliquida

CAPTURA DEHIBRIDOSII

Biopsia Negativo NIC1 NIC2 NIC3

(n=39) (n=9) (n=4) (n=2)
Citologia

positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
Negativo 3 5 - 1 - - 2 -
ASCUS 2 4 5 1 2 - - -
AGUS 1 1 - - - - - -
LIL - 2 - - - - - -
HIL - 1 2 - 2 - - -
Total 6 33 7 2 4 - 2 -

de HC2 para DNA-HPV oncogénico representa um risco
significativo de lesdo, mesmo em pacientes citologicamente
negativas®. Segundo Manos e cols esta associagdo, conhecida
como reflex testing, tem se mostrado eficaz podendo detectar
até 50% de HPV oncogénico em sériesde A SCUS ressaltando o
grande impacto que esses nimeros podem traduzir em termos
decondutaevalor preditivo. Parece-nos claro que, emborade
significado impreciso pelos padrées citoldgicos, aceitos
rotineiramente, esses casos positivos para HPV poder&o ser
interpretados como lestes de fato e ndo apenas como
potencial mente suspeitos de lesao®.

Dos 64 casos de ASCUS/AGUS observados em nossa
série, 20 resultados tinham HC2 positivos para HPV de alto
risco, com um percentual de positividade de 31%. Ou seja, quase
um terco dos diagndsticos citoldgicos que representam uma
indefini¢do poderiam ser reavaliados e mais apropriadamente
encaminhados & colposcopia.

Nos Estados Unidos, aproximadamente dois milhdes de
ASCUS sdo relatados por ano, umameédia de 2,9% de todos os
resultados citol 6gi cos cérvico-vaginais. Em alguns|aboratorios
esse indice pode chegar a9%%. Em nossa série, esse indicefoi
de 7,6% (64/842). Embora5% segjao indice maximo sugerido por

102

Bethesda® como aceitavel, esse diagnéstico podera ser
otimizado com recurso de biologia molecular. O teste de
Papani colaou tem limitacGes inerentes a métodos de avaliacéo
subjetiva, pois depende de observaces morfoldgicas, o que
pode causar uma variabilidade interobservadores significativa.
Em nosso estudo, testes de Captura hibrida positivos
foram encontradas em 97 amostras citol ogicamente negativas
97/748 (12,9%) e em 20 amostras com ASCUS/AGUS 20/64
(31,2%). Esses resultados processados em conjunto poderiam
otimizar o diagndstico citolgico e diminuir drasticamente os
indices de falsos negativos®. Apesar disso, o real impacto da
citologiaBL e HC2 paraDNA- HPV séo baseadosnaavaliacdo
histopatoldgica. E nessa comparagdo tanto a citologia de BL
guanto o HC2 paraDNA-HPV apresentam correlagdo bastante
significativacom bidpsiasrevelando que o melhor desempenho
da base liquida em relagdo ao método convencional tem sido
confirmado pela histologia*?? e pela positividade do HC2 para
DNA-HPV?, Apesar daimplantagdo dacitologiaem baseliquida
apresentar relatos de incremento diagndstico em relacéo ao
método convencional em programas de escrutinio®>2t, haainda
alguns relatos que sdo mais resistentes em reconhecer a
necessidade de conversdo de um método para outro.
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As alteragdes morfol 6gicas na citologia ou histologia
representadas pel o coil 6cito que, em grande parte traduziriaa
expressao morfologica da infeccdo pelo HPV, ndo sdo
especificas ou sensiveis suficientes para identificar uma
infeccdo por HPV oncogénico e, mais freqlientemente, esta
associada as |esBes de baixo grau. Esse € um fator limitante do
método citol 6gico devendo-se reconhecer quetal limite podera
ser superado com a adi¢éo de testes biomoleculares para a
identificacdo de HPV dealto risco’. E importante reconhecer
gue o HPV pode ser detectado de maneira muito confiavel
pelo HC2 para DNA-HPV e que os resultados podem diferir
extraordinariamente em relagdo ao método de Papanicolaou.
Atualmente o teste disponivel tem mostrado um bom
desempenho, com sensibilidade superior a 90% paralesdesde
alto graus?®,

Recentemente, o FDA (Food and Drugs Administration)
nos Estados Unidos aprovou o uso do chamado DNA Pap Test,
onde a citologia em base liquida podera ter o HC2 realizada
concomitantemente®. Entre as muitas vantagens dessa estratégia
esta o fato de que ambos os testes of erecem um altissimo valor
preditivo negativo, o que pode dar a paciente um intervalo
confiavel de 5 anos entre um teste e outro.
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