Citopatologia em medicina clinica

Na aula de hoje nos vamos discutir alguns aspectos do uso da citopatologia na
medicina clinica. Quando falamos em citopatologia, referimo-nos a trés grandes grupos;
uma k vamos falar mais hoje que € a citologia ginecoldgica, outra que € chamada
citologia esfoliativa ndo ginecoldgica (p.e. sdo células retiradas dos derrames pleurais,
da urina, do liquor...), e o 3° tipo de citologia que nds vamos tratar mais na préxima
aula que € a citologia aspirativa.

E vamos comecar a falar entdo a respeito da citologia ginecoldgica. A citologia
ginecoldgica, ou também chamada cervico-vaginal, foi inventada, ou foi desenvolvida,
por este individuo que se chama Papanicolau. No fim da década de 50, inicio da década
de 60, introduziu um método de rastreio do cancro colo do ttero, que fez, como podem
ver aqui no grafico, com que este cancro que nos anos 40 era a causa mais frequente de
morte por cancro nas mulheres americanas, passasse a ocupar o 7°, 8° lugar na década
de 90.

Esta € a primeira e talvez a unica muito bem sucedida medida de prevencdo
deste cancro. A introdugdo ao teste, em homenagem ao papanicolau, foi chamada de
teste do papanicolau. Esse teste como vocés podem ver por este grafico, teve 1 éxito
muito grande, entretanto ndo foi um teste perfeito, ndo preveniu o cancro do colo do
utero a 100%. Seria de esperar, caso fosse 1 teste totalmente perfeito, que prevenisse
praticamente todos os casos de cancro do colo do tdtero. Apesar de ser o mais bem
sucedido que existe ndo foi perfeito.

Entdo, em 1950 quando foi introduzido o teste papanicolau, o carcinoma do colo
do utero era a 1* causa de morte de cancro nas mulheres americanas, 35 000 mulheres
por ano. E cerca de 50 anos depois, era estimada como a 13* causa de morte por cancro,
estimando apenas 4 100 mortes no ano de 2003. Portanto uma diminui¢éo drastica de n°
de mortes por ano.

Como e k s faz o teste de papanicolau?

O teste papanicolau, ou citologia cervico-vaginal de rastreio, deve ser feita pelo
menos uma vez por ano nas mulheres com vida sexual activa. Apds o primeiro teste, a
sequéncia dos seguintes é muito varidvel, sendo que a medida que 3 testes forem
negativos, este intervalo de colheita pode ser alargado.

Em geral, na altura da menopausa, se ate 14 o teste for negativo, pode passar a

ser feito de 5 em 5 ou de 10 em 10 anos.

Como e k e feita a colheita tradicional para a citologia cervico-vaginal?

Pap smear:

cells are scraped from the cervix
and examined under a microsope
to check for

disease or other
problems
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T - E feita com a espitula que véem aqui, isto é o colo do titero.
Vocés ja aprenderam que a maior parte das lesdes do colo do ttero se iniciam na jung¢éo
escamo-colunar, entre a ectocervix e a endocervix, por isso esta espatula tem este
formato para entrar um pouco na endocervix. Em seguida faz-se o movimento rotatério



e retiram-se as células, principalmente as células da transic@o entre o epitélio escamoso
e o epitélio glandular!

Porque € que a citologia cervico-vaginal teve tanto éxito?

Teve tanto €xito porque o cancro do colo do ttero tem uma progressdo mural
que é muito lenta e muito bem conhecida. Ja tiveram o semindrio, ji foram as aulas
praticas e sabem que antes de termos o carcinoma invasivo do colo do tdtero hd
alteracdes do epitélio estratificado pavimentoso que passam por diferentes fases, as
chamadas neoplasias intra-epiteliais cervicais, que vao desde o grau 1 quando atinge o
terco inferior do epitélio, grau 2 quando atinge 2 tercos do epitélio e carcinoma in situ
quando as alteragcdes citoldgicas atingem toda a espessura do epitélio.

E esta progressao desde o epitélio normal até termos o carcinoma in situ demora
em media 10 a 15 anos. Portanto todas as alteracdes durante estes 10 a 15 anos podem
ser reconhecidas durante a colheita do teste papanicolau. Evidentemente se vocés
detectarem uma lesdo no teste, essa lesdo tem um tratamento, o qual pode ser: a
remocgdo cirdrgica ou pode ser queimada, por laser ou por gelo. E assim s evita a
progressdo dessa lesdo.

Normal proliferation Inflammation Metaplasia

Dysplasia (CIN 1,2) Dysplasia (CIN 3) Invasive carcinoma

Como e k essas alteracoes aparecem?

Na citologia classificamos estas lesdes em dois grupos: neoplasia intra epitelial
cervical ( que inclui a chamada de lesdo intra epitelial escamosa de baixo grau)e a lesdo
intra epitelial escamosa d alto grau (CIN 2 e o CIN 3).

Ambas as imagens mostram células atipicas, com nudcleos aumentados de
tamanho em relacdo ao normal, com cromatina grosseira... entretanto a dispropor¢ao do
tamanho do niicleo e do tamanho do citoplasma é muito maior nas lesdes de alto grau,
onde hd muito nicleo para pouco citoplasma, do que nas lesdes de baixo grau, onde
aumenta o nicleo mas também o citoplasma.
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Eﬁ células alteradas
Porque e que se faz essa distin¢cao?

Primeiro esta e uma lesdo (intra epitial escamosa d alto grau) de muito mais
risco de evolucdo para cancro do colo enquanto que a de baixo grau comporta um
menor risco, pode inclusive regredir espontaneamente, e portanto o tratamento destas
duas lesdes também ¢ diferente. Enquanto que as lesdes de alto grau necessitam, quase
sempre, de remoc¢do do colo do ttero, com uma cirurgia que se chama de conizagio, nas
lesdes de baixo grau podemos fazer apenas um tratamento localizado para se retirar a
area da lesdo. O que e que se quer evitar? O que se quer evitar e que haja progressio da
lesdo intra epitelial escamosa de alto grau, que haja invasao.

Normalmente o local de invasdo ocorre proximo a um vaso linfatico. Portanto
mm a invasdo sendo muito pequena, ji e uma invasdo linfitica, ou seja, esta tumor
mesmo com esta pequena invasio ji pode dar metdstases.

Temos também o carcinoma invasivo do colo do ttero, que é uma lesdo muito
grande, extensa e muito destrutiva do colo! Extensamente invasivo. Este carcinoma
pode matar as mulheres, ou por metéstases a distancia, principalmente no pulméo, ou
por invasdo das estruturas vizinhas. Pode invadir por exemplo a vagina, o recto, a
bexiga. Quando invade a bexiga ou o recto costuma dar fistulas: vesico-uterinas, entra a
bexiga e o ttero ou recto-uterinas entre o recto e o ttero.Imaginem esse tipo de fistulas,
as complicacdes, as infec¢des que advém dai. As vezes as mulheres morrem por
septicemia em consequéncia dessas complica¢des. Esse tumor pode invadir os ureteres,
e dar obstrugdo ureteral bilateral, insuficiéncia renal, também causas de morte.

O cancro do colo do ttero invasivo além de matar as mulheres, em geral, quando
progride a qualidade de vida da mulher com esse cancro € muito ma. Eu disse-vos a
pouco que a convencional cervico-vaginal tem vantagens, p.e: ha mais de 50 anos que
ha experiéncia com esse tipo de bateria de teste; segundo, € um teste de muito baixo
custo, ou seja, sO precisa de uma lamina, coloracio, ndo exige nenhuma coloracio
especializada.

Quais sao as desvantagens?

O tempo de observagdo de uma lamina! Tém ideia de quantas mulheres na
regido norte de Portugal precisam de ser rastreadas? 700000 mulheres em idade para
serem rastreadas. Imaginem o que € colher e observar uma citologia de 700000
mulheres durante um ano. Isto requer um grande nimero de citotécnicos e de
citopatologistas treinados para verem essas laminas, ndo é s6 colher. A citologia
cervico-vaginal papanicolau nio é infalivel, ¢ um teste que tem falsos negativos. Ou
seja, casos em que a citologia é normal, mas a mulher tem uma lesdo no colo do ttero.
Vdrias iniciativas tém sido feitas para melhorar a sensibilidade do teste papanicolau. E
um teste com alta especificidade, ou seja, quando diz que tem lesdo, tem mesmo. E
quase 100%. Mas € um teste que tem baixa sensibilidade, de 70 a 80%. Ou seja, em 20 a
30% dos casos existe lesdo mas o teste ndo detecta.



Outro dos problemas € a colheita da matéria. 60% dos falsos negativos sdo por
este motivo, ou porque ndo colheram células do local adequado ou ndo foram bem
fixadas. 25% sdo problemas do ratreio e s6é 15% sdo problemas de interpretagdo da
ldmina, ndo reconhecimento das células como alteradas. A colheita de material (feita
com uma espatula ou uma escova) causa problemas porque o material que é recolhido
do esfregaco € colocado em cima de uma ldmina mas o restante que ainda se encontra
na espatula vai para o lixo. Essa espatula que vai para o lixo vai com uma grande
quantidade de células, nem todas as células cairam em cima da lamina.

Depois de esfregado coloca-se um fixador, normalmente um spray, por cima da
lamina, mas as vezes o individuo demora muito a colocar o spray, por volta de 30 a 40
seg., e essa demora vai causar uma série de artefactos que podem prejudicar a
interpretacdo da lamina.

A alternativa para isto foi proposta hd 5, 6 anos atrds que é a chamada citologia
de base-liquida ou em meio liquido. A diferenca desta citologia é que em vez de se
colocar a escova em cima de uma lamina, é colocada dentro de um frasco. Quebra-se a
escova e parte dela fica mergulhada no liquido. E este liquido que vai passar por um
processo de filtragem e fazer com que estas células todas sejam como se fosse um
imprint, sejam ‘“carimbadas” em cima da lamina. Isto é tudo feito automaticamente, a
partir do frasco até a lamina pronta.

Como € que a base-liquida funciona?

As células tém que entrar dentro do liquido e ser centrifugadas, isto é feito em
aparelhos. O frasco é colocado dentro do aparelho, ele faz a dispersao das células dentro
do frasco, faz uma recolha por aspiracio e depois transfere essas células para dentro da
superficie da 1amina especial, magnetizada, para que as células ndo caiam.

Quais sio as vantagens desta citologia em relacio a convencional?

Em primeiro lugar, ela tem uma maior sensibilidade, ela detecta mais lesdes de
alto grau, e a grande vantagem € que ela permite que aquele material seja guardo para
outros testes futuros, enquanto que na convencional é uma colheita tnica. O teste que
teria vantagem de ser feito aqui é a pesquisa do virus de HPV, que como vocés sabem
estd altamente relacionado com o cancro do colo do ttero.

Qual é a grande desvantagem desta citologia em relacio a convencional?

O preco. O IRS paga tudo na citologia convencional, o custo de todo é de 5,98
euros. Ja disse que a grande vantagem da citologia de base-liquida ¢ a pesquisa do HPV,
e sabem que o teste de HPV positivo € o maior factor de risco para o desenvolvimento
de lesdes intra-epiteliais escamosas do carcinoma do colo do ttero.

A infec¢do por HPV precede e prediz o desenvolvimento de lesdes intra-
epiteliais escamosas e do carcinoma do colo do utero. Virtualmente 100% dos
carcinomas cervicais invasores em todo o mundo estdo relacionados com ao HPV. Nio
ha duvida nenhuma em dizer que o HPV é o agente causador do cancro do colo do
utero.



¥2 O HPV ¢é um virus de dupla hélice de DNA cuja transmissao
¢ feita por via sexual e cujo periodo de incubacdo é de poucos meses até um ano. (a
mulher pode ter sido infectada e s6 depois de um ano é que demonstra sinais de que de
facto foi infectada).

H4 muitos tipos de HPV sendo os mais frequentes: 6,11, 16, 18 e 31 que estdo
associados principalmente a lesdes anus-genitais: o condiloma acuminado, as lesoes
intraepiteliais escamosas ¢ os carcinomas invasivos do anus e do colo de ttero.
Estas lesdes todas s6 existem se existir infec¢do por HPV.

O HPV néo é um virus que infecta exclusivamente os humanos, também a
tartaruga, o cavalo, o gato e o cdo sdo afectados por tipos diferentes de virus papiloma o
que se pode tornar muito importante quando s faz investigacdo neste campo.

Nos humanos quais sao as lesoes que o HPV produz?

Verrugas a nivel da cavidade oral: lingua, labio e inclusive na laringe. Quando
uma mée esta afectada pelo HPV e tem lesdes no canal vaginal e tem parto normal, o
recém nascido pode-se tornar infectado através do contacto com o liquido vaginal e
pode desenvolver uma lesdo muito grave que é chamada de papilomatose da laringe
(com muiltiplos papilomas da laringe) causando obstrucdo respiratéria no RN. Entdo se
uma mulher tiver diagnéstico antes do parto de HPV é recomendado fazer-se parto por
cesariana para nao infectar o RN.

O HPV também causa verrugas genitais na regiao anal e inclusive carcinoma
invasivo da regido anal. Na regido genital o HPV, principalmente o 6 e o 11 pode
produzir o condiloma acuminado uma DST que se caracteriza por lesdes na regido
vulvo-vaginal e na regido peniana. O risco de malignizagdo destas lesdes ¢ muito baixo
uma vez que nao sio estes HPVs que provocam o carcinoma do colo do ttero. Este ¢
mais frequentemente provocado por 16, 18 e 31.

E muito importante para o diagndstico e prevencdo ter conhecimento das
proteinas que fazem parte do virus: a L1 que faz parte da cdpsula e € o maior
constituinte desta; dentro do virus ha duas proteinas que estdo ligadas a probabilidade
de malignizacdo causada pelo virus que sdo: E6 e E7. E o que fazem? Inactivam dois
genes supresores tumorais importantes que sdo o PS3 e o Rb (gene do retinoblastoma):
vao produzir um grande descontrolo das proliferacdes celulares que faz com que as
células infectadas ndo comecem a proliferar e desenvolvem entio uma lesdo maligna. E
por este mecanismo que o HPV torna uma célula maligna!




Como é que podemos diagnosticar que uma mulher esta infectada por
HPV?

Os HPV que ddo cancro nido produzem qualquer tipo de lesdo exterior ou
sintoma, eles sdo descobertos somente pelo rastreio, através da citologia. No teste
Papanicolau ou citologia de base liquida, as células infectadas tém um aspecto
morfoldgico caracteristico: sdo binucleadas e tém um halo claro & volta do nicleo
(coildcitos), tém coilocitose.

E como determinamos que tipo de HPYV se trata?

Podemos utilizar 3 técnicas: hibridizacao in situ nas células com sondas contra
o HPV, PCR ou o método da captura hibrida, que é o recomendado e o mais utilizado.

Metodo da captura hibrida: temos a citologia no meio liquido, extrai-se DNA
daquelas células, coloca-se numa suspensdo onde existem sondas contra HPV marcadas
e vai haver hibridizacdo entre o DNA das células afectadas pelo HPV e as sondas
complementares do HPV, isto se houver concordancia entre os dois. Se houver
positividade, (HPV positivo) vai haver um sinal luminoso que € interpretado numa
mdquina conforme seja HPV positivo por 16, 18 31 ou HPV positivo por 6 e 11.
A mdquina analisa os HPV em dois grupos e ndo em separado: os de baixo risco para
cancro 6 e 11 e os de alto 16,18 e 31.

Se usarmos somente a citologia por mais bem feita que tenha sido feita, a
sensibilidade é de 76, 2% para detectar, s6 o teste de HPV 89,2 % e cito + HPV 96,9
%!!! A associacdo é o melhor método sem qualquer divida.

o e fvirus HPV

O que se faz para prevenir o cancro?

As mulheres sdo rastreadas com citologias, as que ndo tenham uma citologia
normal fazem uma biopsia da lesdo e os percursores sdo tratados com cirurgia a laser e
assim previne-se a progressdo para cancro. Estes procedimentos eliminam quase 80%
dos cancros do colo ttero.

Qual é o problema que ainda se mantém?

O teste de Papanicolau tem sensibilidade baixa: cerca de 70% para mulheres que
facam o teste todos os anos, que sejam seguidas em consultas regulares num programa
de rastreio muito bem estruturado. Actualmente em Portugal sé existe um programa
com estas caracteristicas: em Coimbra. Este problema reflecte-se nos dados: somos dos
paises da Unido Europeia com mais casos de cancro colo d dtero. A Grécia também tem
uma incidéncia elevada.

Se temos esse problema, qual a solucio para eliminarmos os casos?



J4 a temos porque sabemos o agente (HPV) que causa o cancro e isso é bom para
a prevencao do cancro. Por exemplo, como hd muitas causas no cancro da mama, torna-
se muito dificil preveni-lo.

Ha varios cancros que tal como o do colo do tutero tém causa infecciosa: do
estdbmago por Helicobacter pylori, do figado pelo virus hepatite, etc. Neste ultimo
diminuiu muito a incidéncia apds o aparecimento da vacina contra a hepatite B, embora
ndo haja vacina para a hepatite C mas € um exemplo de cancro onde se conseguiu
diminuir bastante o nimero de casos através da administracdo de uma vacina.

O ideal era entdo criar uma vacina contra o HPV.

Historia do primeiro sucesso da vacina contra HPV: o professor fez a descrigao
da imagem de um c3o com uma papilomatose oral. Foi na década de noventa que se
conseguiu desenvolver uma vacina contra o HPV e essa vacina preveniu o aparecimento
de novas lesdes na cavidade oral do cdo.

Qual € a principal proteina necessaria para se desenvolver uma vacina?

E a proteina da cdpsula do virus porque ela é fundamental, sem a cépsula o virus
ndo sobrevive, ela entra dentro da célula mas ndo € capaz de induzir nenhuma alteracéo
no DNA.

Como se fez a vacina?

A partir de um virus retirou-se a capsula, que € comum aos vdrios tipos de HPV,
colocou no DNA de um plasmideo, induziu-se este plasmideo a produzir vérias
proteinas iguais as da capsula do virus e essas proteinas dos virus foram injectadas em
voluntdrios humanos para desenvolver anticorpos contra a proteina L1, proteina da
céapsula do HPV.

O professor fez referéncia a um ensaio clinico de uma vacina monovalente, sé
contra o HPV 16, cujos resultados foram: 755 mulheres foram vacinadas, 750
receberam placebo e todas foram acompanhadas por um periodo de 5 anos. Dessas 750
mulheres que receberam placebo, 92 desenvolveram infeccdo persistente pelo HPV e 24
desenvolveram lesdo intraepitelial escamosa. Das 755 mulheres vacinadas nenhuma
desenvolveu infeccdes por HPV ou lesdes intraepitelial escamosas, mostrando a
eficacia da vacina que é praticamente 100 %.

Que vacinas existem em relaciao ao HPV?

Existem duas vacinas: uma quadrivalente contra os HPVs 6, 11, 16 e 18
aprovada na Europa em Dezembro de 2006 e estd no mercado desde Marco, que previne
tanto os condilomas (6 e 11) como as lesdes intraepiteliais escamosas cancro colo ttero;
e a outra ¢ bivalente contra HPVs 16 e 18 que previne contra o cancro mas ndo contra
os condilomas e provavelmente serd aprovada ainda este ano. Ambas mostram-se muito
eficazes em previnir infeccdes persistentes e lesdes intraepiteliais escamosas. Tem de
ser dadas em 3 doses, como a vacina da hepatite B, e rondam os 400€.

Reaccoes adversas da vacina: algumas doentes relataram prurido no sitio onde foi
dada a vacina, eritema e s6 0,1% relataram sintomas sistémicos como febre. Estes dados
permitem dizer que a vacina parece ser muito segura.



Em relacdo as reaccdes a vacina, hd muito poucas experi€ncias adversas com a
vacina. Algumas doentes relataram prurido no sitio da injecc¢ao, eritema e, s6 0,1% das
doentes tiveram sintomas sistémicos como febre, portanto, intolerancia a vacina, o que
indica que a vacina parece ser muito segura.

Quando ministrar a vacina?

A vacina é administrada em mulheres entre os 9 e os 26 anos de idade para
prevenir as seguintes doengas causadas pelo HPV 6, 11, 16 e 18: cancro do colo do
utero, verrugas genitais, lesdes intra-epiteliais escamosas do colo, da vulva e da vagina.

Qual o potencial da vacina para reduzir a doenca associada ao HPV?

Acredita-se que por ano, nos EUA, exista 1 milhdo de novos casos de lesdao
intra-epitelial escamosa de grau 2 e grau 3, também quase 1 milhdo de verrugas genitais
e detectam-se quase 10 mil carcinomas do colo do ttero e quase 5 mil carcinomas anais
— seriam prevenidos. Para termos uma nog¢do, a vacina contra a meningite previne cerca
de 100 casos por ano, portanto ndo hd ddvidas que a introdu¢do desta vacina teria um
grande impacto na satde publica.

E importante referenciar que a aprovacio da vacina nio equivale 2 utilizacio da
vacina. Primeiro ha a questdo do dinheiro — nos EUA a vacina serd sempre paga pelo
proprio, enquanto que na Europa existem ja dois paises cujo Sistema Nacional de Saide
paga a vacina, que é a Franca e a Austria, estando em estudo essa hipétese em Itilia.
Existem outras vacinas que também ndo entraram imediatamente em utiliza¢do, por
exemplo a vacina contra a Hepatite B, e a da Varicela (sendo esta ainda opcional).

A introducio da vacina requer um grande investimento em Educacdo Sexual —
dos pais, dos médicos e das criancas. Provavelmente em alguns paises haverd mais
dificuldade em introduzir a vacina porque a melhor medida para prevenir o cancro do
utero € nunca ter relacdes sexuais e os pais de uma crianga com 9 ou 10 anos ainda ndo
pensam que o filho terd relacdes sexuais. Nos EUA a média de idade em que as
raparigas iniciam a vida sexual € aos 12 anos, dai a recomendacdo a partir dos 9. A
partir dos 26 anos ndo se deve vacinar mais porque praticamente todas as mulheres ja
foram expostas ao HPV, portanto a vacina ja néo terd o efeito protector. Existem ainda
muitos debates acerca da vacinagc@o dos homens.

Vamos abordar trés grandes grupos de citologia:
- Citologia Cervico-vaginal (esfoliativa)
- Citologia Esfoliativa ndo-ginecoldgica
- Citologia Aspirativa

Dentro da Citologia Esfoliativa ndo-ginecolégica existe a Citologia dos
Derrames Cavitdrios. A presenca de células neopldsicas num derrame cavitirio do
pulmé@o € um sinal inequivoco de disseminacdo tumoral — metéstase. Quando se esvazia
um derrame pleural ou ascitico, realiza-se um exame citolégico para detectar células
neopldsicas. No liquido podem-se detectar metastases de adenocarcinoma, de carcinoma
da mama... E como, por vezes, sé a morfologia ndo € suficiente para determinar se sdo
células malignas, utilizam-se outras técnicas como a Imunocitoquimica ou Técnicas de
Biologia Molecular.

Podemos extrair o DNA do liquido e verificar de existem alteracdes. Por
exemplo, num derrame pleural de um cancro da mama foi estudada uma regido do



cromossoma 17. Na mama normal existem os dois alelos, como é de se esperar,
enquanto que no tumor havia perda de um alelo, ou seja, perda de heterozigotia. Na
metastase, se o perfil for igual ao do tumor, significa que 14 existem células
metastaticas. Mas podem existir células inflamatérias ou células mesoteliais (células de
revestimento das cavidades).

Do mesmo modo, tanto a urina e para o lavado vesical sdo utilizados para
acompanhar doentes com cancro da bexiga. Quando existem poucas células tém que se
utilizar outras técnicas para detectar células neopldsicas, sendo as principais a Andlise
de Microssatélites e a Técnica de Fish (para ver multiplas cépias de um cromossoma).

A Citologia Aspirativa € interpretada com a clinica e com a imagem.
Praticamente todos os 6rgdos que estdo ao alcance de uma agulha podem ser amostrado
por citologia aspirativa, principalmente se ela for guiada por Ecografia. Pode-se aspirar
nédulos da mama, nédulos da tirdide, ganglios linfaticos (tanto periféricos como
profundos, sendo que nos profundos é guiada por Ecografia, RX ou TAC) e também
tumores das partes méveis. E essencial que a agulha esteja no interior da lesdo.

As grandes vantagens de se utilizar a citopatologia na clinica sio:
- alivio da ansiedade do doente
- evitar ou adiar cirurgias
- prevencdo do cancro, principalmente o do colo do ttero
- o diagnéstico de malignidade pode auxiliar o estadiamento do planeamento cirdrgico
- reduz os custos
- as complicacdes sdo praticamente nulas (tanto da citologia esfoliativa como da
aspirativa)
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