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RESUMO: As infecgdes por HPV provocam alteragdes citologicas detectaveis nos raspados cérvico-vaginais. Os
critérios morfologicos classicos sao coilocitose e disqueratose. Viarios autores reforcaram a aplicac¢do dos novos
critérios para identificaco citologica do HPV. Este trabalho objetivou determinar a freqiiéncia de critérios cldssicos
e ndo classicos através do levantamento dos exames de Colpocitologia Oneética do periodo de 01/01/94 a 30/06/98
realizado no LEPAC/DAC/UEM . Do total de 5.172 esfregagos, foi detectado 4,02% (208) casos suspeitos e
conclusivos para HPV. Desses, 2,74% apresentaram critérios classicos e 1,28% critérios ndo classicos. Dos 183
esfregagos com NIC 1, 133 (72,68%) apresentaram critérios classicos e 50 (27,32%) critérios ndo clissicos; dos 12
com NIC I1, 07 (58,33%) apresentaram critérios classicos e 04 (41,67%) critérios nao classicos; dos 05 com NIC III,
em 01 (20,00%) foi evidenciado critérios classicos e em 04 (80,00%) critérios ndo classicos. Houveram 08 casos
com carcinoma, e 01 (12,50%) apresentou critérios classicos ¢ em 07 (87,50%) critérios ndo classicos. Aplicando
quatro ou mais critérios nfo classicos, a detecgio do HPV melhora sensivelmente. Esse fato ¢ de importincia para o
diagnostico desta infec¢do, desde que esta epidemiologicamente comprovada a associagdo entre a carcinogénese
cervical e este virus. Varios autores relatam que quanto mais progride a lesdo, o genoma viral integra-se ao genoma
da célula hospedeira, implicando em expressio citopatica menos evidente. Sendo assim, as alteragdes morfologicas
classicas causadas pelo virus evidenciam-se, predominantemente, em lesdes menos graves.
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SUMMARY - HPV infections provoke cytologycal alterations observed in the cervical vaginal scrapes. Classical
morphologycal criterions are koilocytosis and dysqueratosis. Many authours reinforce these new criterions for the
cytologycal HPV identification. This survey objected to determine the frequency of the classicals and no classicals
criterions through the cancer file exams from the Clinical Cytology LEPAC/DAC/UEM from the period of Jan 1 st
1994 to Jun 30 th 1998, From 5172 analysed exams, were detected 4.02% (208) suspect and concluded cases of the
HPV. From these, 2.74 % presented classicals criterions and 1.28% no classicals criterions. From 183 scrubbed with
NIC I, 133 (72.68%) presented classicals criterions and 50 (27.31%) no classicals criterions; from12 with NIC [I, 07
(58.33%) presented classicals criterions and 04 (41.67%) no classicals criterions; from 05 with NIC I1I, 01 (20%)
had made classicals criterions clear and in 04 (80%) no classicals criterions. There were 08 cases with carcinoma, 01
(12.50%) presented classicals criterions and in 07 (87.50%) no classicals criterions. When no classicals criterions,
four or more, are observed, raise perceptibly, the HPV detection. This fact is important to this infection diagnosis,
from that is epidemiologycaly proved an association between cervical carcinoma and this virus. Informations
reinforce that how more the lesion progress, the viral genoma starts to integrate the host cell genoma causing a less
evident cytopathologycal expression. Being like this, classicals morphologycal alterations caused by virus are
presented, predominately, in less serious lesions.
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Introducio

O cancer do colo uterino € considerado
uma neoplasia que pode ser prevenida, uma vez
que estes tumores tém uma progressio
relativamente lenta e existe uma forma simples e
relativamente eficiente de deteccdo das lesdes
precursoras pela colpocitologia (BONFIGLIO &
EROZAN, 1997). Existe, portanto, grande
interesse no estudo das patologias que acometem
0 sistema genital feminino, isto porque a
morbidade e a mortalidade causada pelos canceres
cervicais apresentam indices elevados, gerando a
necessidade de se determinar os possiveis agentes
desencadeantes destas lesoes (ALEIXO-NETO,
1991; . BONFIGLIO & EROZAN, 1997;
GOMPEL & KOSS, 1997).

A estimativa desta neoplasia para 1998 foi
de 21.725 novos casos no Brasil (BRASIL, 1998).
Em contrapartida, na maioria dos paises
desenvolvidos esta taxa estd em torno de 10.000
/ano e em todo o mundo ocorrem cerca de 500.000
novos casos anuais (GROSS & BARRASSO,
1999). Aproximadamente 50% das mulheres com
o diagnostico de cancer de colo uterino
eventualmente morrem devido a essa patologia.
Em geral, a incidéncia desta neoplasia estd em
declinio na maioria dos paises que possuem um
sistema adequado de rastreamento baseado
sobretudo na citologia de Papanicolaou, mas
prevé-se que possa haver um aumento nas taxas da
doenga nos proximos anos devido a mudanca de
costumes ¢ aumento da permissividade sexual
(FRANCO, 1995; BONFIGLIO & EROZAN,
1997). Nas trés décadas passadas, a associa¢do do
Papilomavirus Humano (HPV) e outros agentes
de infec¢des cérvico-vaginais com a
carcinogénese cervical foi exaustivamente
estudada. Foi comprovado atualmente que além
desses co-fatores etiologicos, um fator relevante
na génese do carcinoma cervical esta localizado
principalmente no genotipo do HPV, favorecido
pelos habitos sexuais da populagdo de risco que
pode gerar infecgdes concomitantes com possivel
potencial carcinogénico (CAVALIERI ef al.,
1990; BONFIGLIO & EROZAN, 1997).

O acido desoxirribonucléico (DNA)
especifico do HPV pode ser detectado através da
reagao em cadeia da polimerase (PCR) em 90 a 95
% dos carcinomas cervicais (GROSS &

260

BARRASSO, 1999). Tal fato ¢ agravado quando
se leva em consideragdo que as infecgdes
anogenitais causadas por HPV sdo consideradas
como uma das doencgas sexualmente
transmissiveis mais comuns e que se apresenta em
significante estado emergente (BONFIGLIO &

EROZAN, 1997).
Atualmente, reconhecem-se mais de 70

genotipos de HPV com base na homologia do seu
DNA, sendo que aproximadamente 30 possuem
tropismo pelo trato anogenital (LORINCZ &
REID, 1996; NUOVO, 1990). Os HPVs genitais
podem infectar o epitélio escamoso e as
membranas mucosas da cérvice, da vagina, da
vulva, do pénis e da regido perianal, ¢ podem
induzir ao aparecimento de verrugas genitais
(condiloma acuminado), lesdes intraepiteliais
¢scamosas pré-cancerosas ou cancerosas
(JACYNTHO ef al., 1996). O mais
freqiientemente encontrado em carcinomas
cervicais e em neoplasias intraepiteliais cervicais
(NIC) em todo o mundo ¢ o genotipo 16
(GOMPEL & KOSS, 1997). O genotipo 18 parece
predominar em adenocarcinomas € carcinomas
adenoescamosos, 08 quais sd30 responsaveis por
aproximadamente 5% dos cénceres cervicais
(GROSS & BARRASSO, 1999).

As lesoes oriundas de infec¢@o pelo HPV
provocam, geralmente, alteragdes morfologicas
caracteristicas, detectdveis em citologia de
raspados cérvico-vaginais e biopsias. Com isso, é
de suma importancia os exames rotineiros de
detecgdo precoce de cancer, através de esfregagos
corados pelo método de Papanicolaou (LORETO
et al., 1990). Em 1956 foi descrito pela primeira
vez o termo coilocitose para os halos
caracteristicos presentes nas células (KOSS &
DURFEE, 1956). Estas alteragdes morfoldogicas
foram descritas por PAPANICOLAOU, embora
esse autor nao reconhecesse nelas a causa de sua
expressdao (CAVALIERI et al., 1990). Em 1960,
aventou-se pela primeira vez uma etiologia viral
para a coilocitose, aceita até hoje. Os critérios
classicos utilizados pela citologia para
identifica¢do das células infectadas pelo HPV sio
principalmente a coilocitose e a disqueratose, que
embora sejam pouco sensiveis, sdo altamente
especificos (NUOVO, 1990; KOSS, 1992).

Nestes altimos anos, varios autores
utilizam-se dos tradicionais critérios
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morfologicos classicos para a detecgdo citologica
de HPV, além de proporem novos critérios
denominados ndo classicos, afirmando que estes
altimos elevam significativamente a detecgao do
virus nos esfregagos cervicais (GUPTA et al.,
1987; KOSS, 1987, SCHNEIDER et al., 1987,
MEISELS et al., 1988; PINTO & COLLACO,
2001).

A determinagdo da freqiiéncia de
observacio de critérios classicos e ndo cldssicos
para HPV em esfregacos colpocitoldgicos ¢ de
grande valia no sentido de avaliar a necessidade da
aplicaciio dos critérios ndo classicos na rotina
laboratorial e se com isto ocorre uma melhora no
diagostico citologico deste virus, sendo estes 0s
objetivos do presente trabalho.

Materiais e Métodos

Material de estudo. Foi obtido através do
levantamento dos resultados de exames de
Colpocitologia Oncética realizados no periodo de
01/01/94 a 30/06/98 pelo Laboratoério de Ensino e
Pesquisa (LEPAC) da Universidade Estadual de
Maring4 (UEM) - Parana. O referido laboratorio
atende pacientes de Maringd e regido, da rede
privada, de convénios, dos Sistema Unico de
Satde (SUS - 15* Regional de Saude do Parana),
do ambulatorio médico da propria instituigdo e do
ambulatorio de especialidades do Hospital
Universitario de Maringa (HU).

As amostras quando coletadas no LEPAC
foram obtidas através da raspagem cérvico-
vaginal utilizando a espatula de Ayre ¢ o
Cytobrush, tratando-se de uma colheita triplice
sugerida por WIED et al. (1959), que compreende
o ter¢co médio da parede vaginal, a ectocérvice e a
endocérvice, procurando atingir a jungdo escamo-
colunar (JEC) ¢ obtendo-se assim esfrega¢o com
6tima celularidade, homogeneamente distribuida
(GOMPEL & KOSS, 1997). Posteriormente, 0s
esfregacos foram fixados em dlcool comercial a
95° GL de boa qualidade. As amostras enviadas
pelos médicos nem sempre foram obtidas por
colheita triplice, sendo que os esfregagos foram
enviados ao LEPAC previamente fixados em
alcool comercial 95° GL ou com spray de
polietilenoglicol.

A coloragio foi realizada pelo método de
Papanicolaou modificado, conforme
TAKAHASHI (1982), utilizando corantes Merck.

As liminas foram montadas com  bélsamo
sintético (Merck) para obtengdo de laminarios
permanentes. Os esfregagos corados foram
analisados sob microscopia Optica em objetivas
de 10X, 20X e 40X para a observagdo de
alteragdes morfologicas celulares. Eventualmente
foi utilizada objetiva de 100X para determinar a
flora bacteriana.

Classificacdes utilizadas para diagndstico
colpocitolégico: Foram utilizada a classificagdo
de Richart de 1967 ¢ o Sistema Bethesda para
Citodiagnostico de 1991 (BONFIGLIO &
EROZAN, 1997; GOMPEL & KOSS, 1997).

Os critérios morfologicos utilizados para
identificagdo de HPV foram divididos em critérios
classicos e ndo classicos, como a seguir:

1. Critérios Classicos. As alteragoes

morfologicas das células consideradas como

classicas para identificagdo citologica de HPV
foram:

e Coilocitose: Alteracdo em células
escamosas intermediarias maduras
contendo um, dois ou mais nlcleos
discarioticos. Ocorre uma grande cavidade
ou area clara que circunda o nucleo
proeminente, com bordas bem definidas e a
zona periférica amiGde apresenta-se em
borrio (KOSS & DURFEE, 1956;
MEISELS & FORTIN, 1976).

e  Disqueratose: Ocorre em células escamosas
anormais, com acentuada maturagdo do
citoplasma e diferenciagdo normal do
ntcleo. Caracteriza-se por intensa
orangeofilia e disposi¢do tridimensional das
células (MEISELS & FORTIN, 1976;
PUROLA & SAVIA, 1977; SCHNEIDER et
al., 1987).

2. Critérios ndo classicos. Os critérios

considerados como ndo classicos para

identificacdo do HPV foram:

e  Biou multinucleagio: Trata-se da principal
alteragdo citologica caracteristica de HPV
observada em esfregagos cérvico-vaginais
(NAIB & MASUKAWA, 1961; MEISELS
& FORTIN, 1976; SCHNEIDER et al.,
1987).

e Cariorrexe: Trata-se da  cromatina
condensada perifericamente que
permanece como massas agregadas depois
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do desaparecimento da borda ou limite
nuclear (NUOVO, 1990).

® (Cé¢lulas fantasmas: Sdo células com
clareamento citoplasmatico, que tém uma
evidente falta de substincias
citoplasmaticas, ndo coradas, entre o nicleo
e a borda celular (SCHNEIDER et al.,
1987).

®  Ce¢lulas em fibra: O citoplasma ¢ alongado
como uma fibra. Representam a forma mais
pronunciada da disqueratose e sdo
diferenciadas das células similares
encontradas no carcinoma escamoso
queratinizante pelo padrio regular da
cromatina (SCHNEIDER ez al., 1987).

®  Células gigantes: Apresentam alteracdes
como binucleagdo, multinucleacio,
macronucleose e macrocitose, circundados
por halo, com borda concéntrica que,
aparentemente, separa estes nucleos do
citoplasma (DE BORGES et al., 1989;
LUZZATTO et al., 1990).

® Células parabasais coilocitoticas: Sio
c€lulas pequenas, contendo nicleo maior,
fortemente corado e irregular. O citoplasma
¢ anfofilico ou cianofilico e, ds vezes,
mostra area clara na proximidade do ntcleo
(MEISELS etal., 1988).

® Condensacao de filamentos: O citoplasma é
visto com fissuras ou com aspecto de vidro
quebrado ¢ com coloragido fraca
(.SCHNEIDER etal., 1987).

® Escamas anucleadas: Trata-se de células
escamosas com citoplasma queratinizado e
semnucleo (KERN, 1991).

® Granulos querato-hialinos: Sio
condensagdes de coloragdo basofilicas ou
cosinofilicas. Freqiientemente as células
sdo anucleadas e, as vezes, todas as
substdncias citoplasmaticas estdo
condensadas em granulos, formando célula
em aspecto de "sarampo" (SCHNEIDER et
al., 1987).

®  Halo perinuclear: Evidencia-se em volta do
nticleo como uma area clara nitida formando
halo. O nicleo fregiientemente perde
detalhes do envelope nuclear e a cromatina
pode estar agrupada irregularmente (NAIB
& MASUKAWA, 1961; MEISELS &
FORTIN, 1976; SCHNEIDER et al., 1987).

®  Nucleo em borrdo: Células com citoplasma
orangeofilico, as vezes apresentando niicleo
aumentado, irregular, hipercromatico,
podendo ser imico ou duplo. A cromatina, na
maioria das vezes, aparece em borrio
(MEISELS etal., 1988).

®  Niucleo em fibra: Consiste em uma distorcio
do contorno nuclear a partir da configuragio
arredondada normal ou ovalada do niicleo. A
cromatina aparece grumosa e no citoplasma
pode aparecer clareamento perinuclear, com
numerosos tonofilamentos (SHROYER et
al., 1990).

®  Nucleo hipercromatico: Representado pelo
hipercromatismo nuclear e auséncia de
irregularidades, tanto na cromatina como na
membrana nuclear (MEISELS & FORTIN,
1976;. SCHNEIDER et al., 1987).

®  Queratinizagdo: Inclui a hiperqueratose,
definida pela presenca de escamas
anucleadas e paraqueratose determinada
pela presenga de células escamosas
orangeofilicas com nicleo hipercromatico
(HUDOCK et al., 1994).

Nos exames considerados por terem
critérios ndo cldssicos, houve observacio de
quatro ou mais destes critérios.

Resultados

No periodo de janeiro de 1.994 a junho de
1.998 foram realizados 5.172 exames de
Colpocitologia Oncética pelo Setor de Citologia
Clinica/LEPAC/UEM.

Do total de 5.172 esfregacos analisados,
208 (4,02%) foram diagnosticados como
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e
carcinoma escamocelular, dos quais 142 (2,74%)
apresentaram critérios classicos de HPV e 66
(1,28%) os critérios ndo classicos. Para NIC I, 133
(72,68%) apresentaram os critérios cldssicos e
para NIC I1 07 ( 58,33%). Ja em relacio aos
exames com diagnosticos de NIC I e carcinoma,
apenas 1/5 (20,00%) e 1/8 (12,50%) apresentaram
critérios classicos de HPV, respectivamente. Com
relagdo aos exames com presenca de critérios nio
classico o percentual para NIC 1 foi de 50
(27,32%), 05 (41,67%) para NIC II; 04 (80,00%)
para NIC III e 07 (87,50%) para carcinoma
(Tabela 1 e Gréfico 1).
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TABELA 1 - Fregiiéncia de esfregagos que apresentaram critérios cldssicos e ndo classicos de HPV
com relacdo aos diferentes graus de pré-cincer e de cincer cervical.

 classicos

NICI 183 133 72,68 50 27,32
NIC 1T 12 07 58,33 05 41,67
NIC T 05 01 20,00 04 80,00
Carcinoma 08 01 12,50 07 87,50
TOTAL 208 142 68,27 66 31,73

NIC = Neoplasia Intraepitelial Cervical Graus I, II e 111

Carcinoma = Tipo escamocelular.
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Figura 1- Fregiiéncia de esfregagos que apresentaram critérios cléssicos e nao classicos de HPV com
relagdo aos diferentes graus de pré-cancer e de cancer cervical.

Discussio

O diagnostico citologico tem-se mostrado
pratico para triagem do cancer de colo uterino de
grandes populagdes devido a sua simplicidade,
reprodutibilidade, precisdo e baixo custo. Desde a
sua implantagdo em Satide Publica como método
de triagem e detecgdo precoce de neoplasias
cérvico-uterinas, a freqiiéncia de morbidade ¢ a
mortalidade decorrentes destes canceres
reduziram significativamente, como pode ser
comprovado em paises desenvolvidos (GOMPEL
& KOSS, 1997). Porém, o aprimoramento no
diagnostico citologico de infecgdo cervical por

HPV ¢é de grande importancia principalmente
devido ao potencial oncogénico que apresentam
alguns genotipos de HPV e pela crescente
incidéncia deste agente (GUPTA et al., 1987,
NUOVO et al., 1988; SYRJANEN ef al., 1988;
AZOCAR et al., 1990; KOCHEL et al., 1990;
NUOVO, 1990). As dificuldades diagnosticas ¢ o
fato de uma parte das infecgdes por HPV serem
assintomaticas e passarem despercebidas pelas
pacientes, tornam dificeis as estimativas de
prevaléncia. Acredita-se, no entanto, que
aproximadamente 1/3 das mulheres sexualmente
ativas abrigam alguma forma de infecgdo por
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HPV clinicamente manifesta (LORINCZ &
REID, 1996).

Segundo SCHNEIDER et al. (1987) ¢
NUOVO (1990), o aparecimento de alteragdes
morfoldgicas classicas e ndo classicas induzidas
pelo HPV em esfregagos cérvico-vaginais ¢
estimada em torno de 1 a 3 % na populagio
feminina sexualmente ativa em geral. A
prevaléncia dos critérios classicos do HPV nos
rastreamentos citologicos encontra-se entre 0,5 a
4,1% (PALO, 1996). Os dados obtidos neste
trabalho se relacionam aqueles da literatura, uma
vez que os esfregagos analisados como NIC e
carcinoma corresponderam a 4,02% dos quais
2,74% apresentaram os critérios classicos para
HPV e 1,28% critérios ndo classicos.

Alguns autores definem a coilocitose
como a modificagdo celular mais caracteristicas
das lesdes pelo HPV e que exprime a atividade do
virus (LANDRAC, 1989; AZOCAR et al., 1990).
Neste levantamento, foram observados critérios
classicos de HPV em 72,68% dos casos
diagnosticados como NIC I; em 58,33% dos NIC
IT; em 20,00% dos NIC III € em 12,50% dos
carcinomas (Tabela 1 ¢ Grafico 1). GROSS &
BARRASSO (1999) relatam que através da
metodologia de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), a positividade do HPV foi de 44 a 77%
paraNIC I, de 69 a91% para NICII, de 86 a 100%
para NIC III e de 67 a 98% para cancer cervical
invasivo. JACYNTHO et al. (1996) descrevem
que para 0s casos em que existe a presenga de
critérios classicos de HPV, as taxas de deteccdo do
DNA do HPV para lesdes de baixo grau variam de
40 a 70% e estdio em torno de 95% para os
canceres cervicais invasivos. Os resultados
obtidos neste trabalho para NIC [ com presenca de
critérios classicos de HPV coincidiram com a
positividade através da PCR descrito por estes
autores. Entretanto, pode-se observar que para os
casos de NIC 11, NIC III e carcinomas cervicais,
quanto mais a lesdo progride, menor a
manifestagdo de critérios classicos e maior a de
critérios ndo classicos (Tabela 1 e o Gréfico 1).
Nesses casos o virus parece ndo formar mais a
particula viral completa ¢ a apresenta somente o
seu genoma integrado ao genoma da célula
hospedeira. Perde-se o poder infectante,
ganhando-se o poder oncogénico, implicando em
expressdo citopatica menos evidente ou
inexistente (SADOUL & BEURET, 1986;
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BIBBO, 1991; JACYNTHO et al., 1996).
FRANCO (1995) relata que com a
utilizagdo dos critérios ndo classicos associados
aos classicos na leitura de esfregacos cérvico-
vaginais, a deteccdo de HPV aumentou
sensivelmente, sendo que 80,7% dos NIC I,
84,6% dos NIC II, 66,6% dos NIC 1T e 52,1% dos
carcinomas cervicais passaram a apresentar
estigmas que sugeriam associagdo com HPV.
Mesmo assim, os pesquisadores sdo unanimes em
apresentar a coilocitose como critério
patognomoénico para o diagndstico, apesar de
muitos autores destacarem que este achado ndo é o
mais freqiientemente encontrado nos raspados
cérvico-vaginais (zur HAUSEN, 1976; zur
HAUSEN, 1977; KOSS, 1989; BIBBO, 1991).
CAVALIERE et al. (1990) descrevem que o
achado de quatro ou mais critérios nio cldssicos
sdo suficientes para concluir infecgdo por HPV.
COLLACO & PINTO (1994) preconizam que
para confirmar a presenga do HPV existe a
necessidade de pelo menos dois critérios, sendo
que um deles deve ser cldssico. KOROBOWICZ
etal. (1997) relatam que quando observados mais
do que trés critérios ndo classicos, pode ser
relatada a presenga do virus. Em nossos dados ¢
possivel observar que quando aplicados os
critérios ndo classicos, melhora-se sensivelmente
a detec¢do de HPV nos diferentes graus de NIC e
também em carcinomas (Tabela 1 e Figura 1).
Convém destacar que foram utilizados neste
trabalho no minimo quatro critérios nao cldssicos,
quando ndo havia presenca dos critérios classicos
para classificar a amostra no grupo daquelas que
apresentam apenas critérios nio classicos.

Conclusio

Este trabalho procurou demonstrar a
importincia do uso dos critérios classicos e dos
ndo classicos, com a presen¢a de pelo menos
quatro destes ltimos critérios, para melhoria do
citodiagnostico de HPV. Desta forma, detecta-se
maior frequéncia de infecgdo por HPV, obtém-se a
estimativa real da incidéncia desta infecgdo e é
possivel também prevenir a evolugdo de lesdes
pré-cancerosas para cancerosas cervicais. Assim,
0 clinico podera iniciar o tratamento dessas
pacientes ou acompanhamento periédico para
observar a evolugio ou regressio da infeccdo.
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