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COMPARACAO ENTRE TESTE DE DETECCAO DE DNA DO
PAPILOMA VIRUS HUMANO PELO SISTEMA DE CAPTURA HiBRI DA
COM CITOLOGIA EM ESFREGACOS CERVICAIS.

Maristela Gabriell; Eloisa De Brida Tormena® & Robson José Da Silva Souza®

RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) possui importancia significativa na etiologia de cancer cervical invasivo e suas lesdes
precursoras, sendo necessaria a aplicacdo de metodologias moleculares para o diagndstico precoce desta infeccdo. O
presente trabalho avaliou a eficicia do sistema de Captura Hibrida na deteccao de tipos patogénicos de HPV, por comparacao
com critérios citolégicos estabelecidos empiricamente em espécimes com alteracdes celulares sugestivas de infecgdo pelo
HPV, como também foi avaliado a presenca em espécimes citologicamente normais, com inflamacdo e com Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC). Cento e oito mulheres foram selecionadas por apresentarem suspeitas de infec¢cdo por HPV
(suspeita clinica ou citologica). Os resultados demonstraram que os dois métodos foram complementares, ja que os
resultados da citologia foram confirmados pela Captura Hibrida. Os dois métodos podem ser utilizados em conjunto para
melhorar o diagnoéstico e além disso, a utilizacdo de teste de Captura Hibrida no diagndstico de HPV, permite a identificacao
do tipo de risco proporcionado pelo virus.
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EFFECT OF NOT THE APPLICATION OF THE QUALITY CONTRO L OF THE WATER IN THE NOURISHING INDUSTRIES

ABSTRACT

The Human Papilloma Virus (HPV) has significant importance in invasive cervical cancer etiology of and its precursory injuries.
Thus, it is necessary the application of molecular methodologies for the precocious diagnosis of this infection. This research
has evaluated the effectiveness of Hybrid Capture System (HCS) in detecting pathogenic types of HPV. HCS was compared
with empirical established cytological criteria in specimens with cellular alterations that were suggestive of HPV infection. The
presence of HPV was also evaluated in cytological normal specimens with inflammation and Cervical Intraepithelial Neoplasia
(CIN). One hundred and eight women, suspected of HPV infection (clinical or cytological suspicion), were selected. Results
demonstrated that both methods were complementary, since Hybrid Capture confirmed results of the cytology. The two
methods may be used together to improve the diagnosis. Furthermore, the use of Hybrid Capture test in HPV diagnosis allows
the identification of the risk that the virus proportionate.
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INTRODUGAO |

InGmeras evidéncias tém estabelecido
um papel central para o Papilomavirus
Humano (HPV) na etiologia de cancer cervical
invasivo e suas lesdes precursoras.
Aproximadamente dezoito genétipos de HPVs
que infectam o sistema genital sao
responsaveis por mais de 90% dos canceres
cervicais e sd@o associados ao HPV de alto
risco (12). Existem outros genoétipos de HPV
podem produzir anormalidades citolégicas
mais brandas, e sdo denominados de HPVs de
baixo risco.

A introducdo de testes de deteccdo de
DNA de Papilomavirus humano tornou-se um
fator relevante nos programas de prevencdo
de cancer cervical, os quais podem revelar
uma ampla tipologia patogénica de HPV, tendo
em vista que o cancer da cérvix uterina € uma
das principais causas de 0Obito entre mulheres,
principalmente em paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento (2). Desta maneira,
quanto mais precocemente forem detectadas
as lesbes pré-neoplasicas ou neoplasicas,
maiores sdo as probabilidades de prevencéo
ou de cura, reduzindo-se assim os indices de
mortalidade por essa patologia. A andlise
citolégica de esfregagos cervicais, €
geralmente usada em estudos para
diagnéstico de cancer cervical e lesbes
cervicais pré-malignas (Neoplasia Intraepitelial
Cervical - NIC), com subseqliente diagnéstico
pela colposcopia e exame histopatolégico de
biopsias cervicais. A identificagdo de genotipos
de Papilomavirus humano (HPVS),
considerados de alto risco como os HPVs dos
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51. 52, 56, 58,
59 e 68, tém criado a expectativa de que a
deteccdo de DNA destes ganétipos possam ter
grande valor na identificacdo de mulheres com
o risco de desenvolver lesbes pré-malignas ou
malignas (10). Varios estudos epidemiolégicos
tem dado suporte a esta hipétese. A
prevaléncia de HPVs oncogénicos em cancer
cervical determinada por analise pela PCR
(Polymerase Chain Reaction) é de cerca de
90% (10) sendo que a prevaléncia de HPVs
oncogénicos em espécimes de biopsias
cervicais esta fortemente correlacionada com
o grau de NIC. As taxas de prevaléncia variam
entre 26 a 67% para o grau | (NIC) e 75 a 86%
em graus Il e lll (1,4). Cuzick e colaboradores
(6) relataram que a PCR detectou uma alta
incidéncia do genotipo HPV 16 nos esfregacos
analisados havendo a associacdo entre esta
incidéncia e a presenca de lesdes de alto grau

de colo uterino. Koutskiy e colaboradores (11)
observaram que em esfregacos
citologicamente normais, a presenca de DNA
de HPV quando determinada. pelo método de
hibridizacdo Virapap, correlacionava-se com a
deteccéo de lesdes de alto grau (NIC Ill) dentro
de trés anos.

Embora a colpocitologia seja eficiente
na reducdo do indice de cancer cervical, este
método ainda apresenta limitacBes, pois
canceres cervicais podem ser encontrados em
pacientes com resultados negativos de
citologia cervical (3).

A Captura Hibrida é uma nova geracéo
de testes de DNA que foi desenvolvida
especificamente para a rotina em laboratério
clinico. E um teste n&o radioativo destinado a
deteccdo de DNA de 18 tipos de HPV,
divididos dentro de dois grupos de HPV. Um
grupo com 13 tipos de HPV, que sédo os HPVs
de alto risco. associados ao cancer anogenital
(HPV tipos 16, 18, 31, 33. 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68) e outro grupo com 5 tipos de
HPV, que sdo os HPVs de baixo risco,
associados ao Condiloma Acuminado (HPV
tipos 6, 11, 42, 43, 44) (2,12). Estes dois
grupos de HPV também sdo denominados de
HPVs do grupo 11 e HPVs do grupo |,
respectivamente. Ambos, os grupos de alto e
baixo risco, podem ser detectados em
esfregacos cervicais norm ais ou com NIC
(Neoplasia Intraepitelial Cervical).

Métodos adequados para deteccéo de
DNA de HPV sdo essenciais para a
interpretacdo dos achados epidemiolégicos
com respeito ao papel da infeccdo pelo HPV
na etiologia do céncer anogenital e na
prevencdo do cancer de colo uterino.

Desta maneira, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia do teste de
deteccdo de DNA de HPV pelo sistema de
Captura Hibrida em comparacdo com os
critérios citolégicos estabelecidos
empiricamente em relacdo a: a) achados
citologicamente normais; b) achados
citolégicos com inflamacgédo; c) sugestivos de
infeccdo por HPV; d) sugestivos de infeccéo
por HPV e NIC; e) NIC.

MATERIAL E METODOS

Populacédo estudada
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Neste estudo foram selecionadas cento e
oito mulheres, participantes de programa de
prevencdo de cancer cervical, triadas em
consultérios  médicos  particulares  com
suspeitas clinica ou citolégica de infecgédo por
HPV. Os critérios para inclusdo da paciente
foram: a realizacdo de exame de colpocitologia
e Captura Hibrida, respeitando o0 prazo
maximo de 30 dias entre a realizagdo do
exame colpocitolégico e a coleta de material
para a realizacdo de Captura Hibrida, em
virtude da biologia viral.

Métodos

Para andlise colpocitogia, o material
endocervical foi coletado por meio de escova
citolégica e o material ectocervical por espatula
de Ayre. As laminas foram imediatamente
fixadas em etanol 95% ou fixador préprio e
encaminhadas ao laboratério para estudos
citopatolégicos. A técnica de coloracdo foi a
descrita po Shorr.

Para a coleta do material para o teste da
Captura Hibrida foi utilizado um kit de coleta
especial e o material obtido foi acondicionado
em um tubo com solucdo conservadora, e
posteriormente enviado ao Instituto de
Pesquisa em Oncologia Ginecologica — Sao
Paulo, SP, para a deteccdo do DNA de HPV. A
deteccdo ¢é realizada pela hibridizagéo
molecular de sondas de RNA de HPV de baixo
risco ou de alto risco associada a utilizagdo do
anticorpo monoclonal conjugado a enzima
fosfatase alcalina que ao ligar-se ao substrato
quimioluminescente emite uma luz que é
detectada por quimioluminescéncia ultra-
sensivel sendo expressa em RLU (Relative
Light Units), o aparelho utilizado para a leitura
foi um luminometro. Uma solu¢éo com 1 pg de
DNA de HPV 11 e uma com DNA de HPV 16
com 1 pg de DNA viral, que equivale a uma
copia de virus por célula, serviram com o
controles positivos para sonda de HPV de
baixo risco e sonda de HPV associados ao
cancer, respectivamente. Os resultados
obtidos s&o quantitativos, pois valores de RLU
menores que 5,0 indicam pequeno ndmero de
copias virais por célula, podendo significar
infeccdo inicial ou em fase de remisséao,
enquanto que valores de RLU maiores indicam
maior taxa de cépias virais por célula.

RESULTADOS |

A figura 1 apresenta o0os ndmeros
percentuais dos resultados colpocitolégicos

das 108 pacientes avaliadas. Observou-se que
21 % das pacientes (n=23) ndo apresentaram
nenhuma anormalidade citologica; 21 % ou
n=23 pacientes apresentaram alguma
alteracdo celular compativel com inflamagéo;
19% das pacientes (n=20) tinham alteracdes
citolégicas compativeis com infeccdo por
Papilomavirus; 14% ou n=15 pacientes
apresentaram o resultado HPV-NIC I, pois foi
observada a presenca de atipias celulares
compativeis com HPV e compativeis com
neoplasia intraepitelial cervical de grau I; 9%
das pacientes (n=10) apresentaram HPV-NIC
I, ou seja, alteracdes citoldgicas sugestivas de
infeccdo por HPV e de neoplasia intraepitelial
de grau Il; HPV-NIC Il foi observado em 3% ou
n=3 dos casos estudados; 8% das pacientes
(n=9) apresentaram NIC I, ou seja, alteracdes
celulares compativeis com neoplasia
intraepitelial de baixo grau; e em 5% das
pacientes (n=5) observou-se alteracdes
celulares compativeis com NIC II.
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Figura 1. Numeros percentuais dos resultados colpocitoldgicos das
108 pacientes avaliadas.

A deteccdo ou ndo do DNA de HPV
pelo teste da Captura Hibrida em 108
pacientes esta demonstrado na figura 2, onde
€ possivel observar que em 44% das
pacientes (n=47) nao foi detectada a presenca
de DNA/HPV; em 8% das pacientes (n=9)
observou-se a presenca de DNA/HPV do
grupo |, ou seja, a presenca de DNA de
Papilomavirus de baixo risco, os quais estédo
relacionados com Condilomas Exofiticos; 28%
das pacientes (n=30) apresentaram como
resultado a presenca de DNA/HPV do grupo I,
ou seja, de alto risco de malignidade,
correspondendo aos gendétipos de HPV
relacionados com o cancer de colo uterino; e
em 20% dos casos (n=22) observou-se a
presenca de DNA dos dois grupos de HPV, de
alta e baixa malignidade.
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Figura 2. Numeros percentuais da detecgdo do DNA de HPV pelo
teste da Captura Hibrida do material coletado do colo uterino de 108
pacientes.

A figura 3 apresenta uma comparagao
entre os resultados colpocitolégicos e o teste
da Captura Hibrida, na qual foi observado que
30% das pacientes (n=33) apresentaram
positividade para HPV nos dois tipos de
exames realizados, em 30% das pacientes
(n=32) ndo houve deteccdo de HPV nem pela
colpocitologia nem pela Captura Hibrida, mas
em 14% das pacientes (n=15) somente a
andlise colpocitolégica detectou a presenga de
atipias celulares compativeis com HPV,
enquanto que em 26% das pacientes (n=28)
foi detectado o DNA de HPV somente pelo
método de Captura Hibrida.
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paciente nimero 88, que apresentou uma taxa
de RLU igual a 610,72 (dados ndo mostrados),
resultados com uma taxa tdo alta de copias
virais por célula indicam um alto grau de
infeccéo viral.

Na tabela 2, observa-se que dos 52
casos em que se detectou a presenca DNA de
HPV do grupo I, ou seja, de alto risco, em
50% casos (n=26) também foram detectadas
alteracdes celulares compativeis com HPV
pela analise colpocitologica, deve ser
salientado que deste 26 casos, 13 casos
apresentaram mais que 50 copias do virais por
célula. Houveram casos de pacientes que
apresentaram uma taxa de RLU de que
corresponde mais de 2000 coépias virais por
célula, com o no caso da paciente numero 98
gue apresentou uma taxa de RLU igual a
2623,90 coépias virais por célula (dados néo
mostrados), indicando assim um alto grau de
infeccéo.

Nos casos em que h& baixo nimero de
cOpias virais por célula (taxa RLU < 5), pode
significar que a infeccao € inicial ou esta em
fase de remisséo espontanea.

Tabela 1 Taxa de RLU de exames positivos para DNA/HPV de baixo
risco distribuidos conforme os resultados da colpocitologia.

Figura 3. Comparag&o entre os resultados da colpocitologia e o teste
da Captura Hibrida das 108 pacientes avaliadas

Na tabela 1 observa-se que dos 31
casos em que se detectou a presenca de DNA
de HPV do grupo I, ou seja, HPV de baixo
risco, pelo teste da Captura Hibrida, 62% dos
casos (n=19) eram de pacientes onde a
andlise coplocitolégica também detectou a
presenca de alteracdes celulares compativeis
com infeccéo por HPV. Dos 31 casos positivos
para a presenca de DNA/HPV de baixo risco
observou-se que 21 casos apresentavam alto
namero de copias virais por célula (acima de 5
RLU), como o observado no exame da

Taxa de RLU*
Ciologia | <5 | *12 | %2 | 5100 | Tota
Normal - 4 - 2 6
Inflamatoria 2 - - 1 3
HPV | 7 8 1 3 | 19
NCT | 1 - - 1 2
NCH | - - 1 - 1
Total | 10 12 2 7 | 31

Tabela 2 Taxa de RLU de exames positivos para DNA/HPV de alto
risco distribuidos conforme os resultados da colpocitologia.

| Taxa de RLUS

4 RLU (Relative Light Units), indica o nimero de
copias virais por célula.

Resultados colpocitolégicos HPV, HPV-NIC I, HPV-
NIC II e HPV-NIC III foram incluidos na categoria
HPV.

5 RLU (Relative Light Units), indica o ntimero de
copias virais por célula.
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Citologia <5 5'5103 5?'0103 >100 | Total
Normal 3 1 2 3 9
Inflamatéria 1 3 1 2 7
HPV 5 8 1 12 26
NIC I 3 2 - 1 6
NIC Il - - 1 3 4
Total 12 14 5 21 52

Pode-se observar com os resultados
da Figura 4 que 44% pacientes examinadas
(n=48) apresentaram resultado positivo para a
presenca de alteracdes celulares compativeis
com infeccdo por HPV detectado pela andlise
colpocitologia, enquanto que em 56% das
pacientes (n=61), detectou-se a presenca de
DNA de Papilomavirus pela Captura Hibrida.

Houve coincidéncia de resultados para
a deteccao de HPV pelos dois métodos em
23% (n=33) do total de 108 casos.

o0 O Citologia
8 60
2
g 4 B Captura
B = Hibrida
< 20
(@]
0 O Citologia e
B captura
Positivos para HPV Hibrida

Figura 4. Resultados positivos para HPV obtidos citologia, captura
hibrida e citologia e captura hibrida.

DISCUSSAO |

O presente trabalho avaliou a eficacia
do teste pelo sistema de Captura Hibrida na
deteccdo de tipos patogénicos de HPV, em
comparagcdo  com critérios  citologicos
estabelecidos empiricamente em espécimes
com alteragbes celulares sugestivas de
infeccao pelo Papilomavirus, bem como avaliar
sua presenca em espécimes citologicamente
normais, com inflamacdo e com neoplasia
intraepitelial cervical (NIC).

Dos 108 casos estudados, por
intermédio da técnica da Captura Hibrida
detectou-se a presenca de DNA de HPV em
61 casos, ou seja, 56% dos casos estudados,
sendo que em 52 casos detectou-se a
presenca de DNA de HPV do grupo Il (

Resultados colpocitolégicos HPV, HPV-NIC I, HPV-
NIC II e HPV-NIC III foram incluidos na categoria
HPV.

subtipos de HPVs ligados ao carcinoma de
colo uterino); e 09 casos com DNA de HPV do
grupo | somente (subtipos de HPVs
associados aos Condilomas).

O maior numero de casos com
DNA/HPV de alto risco detectados pela
Captura Hibrida concentram-se em pacientes
que apresentam alteracdes  celulares
compativeis com infeccdo por HPV e em
pacientes com alteracdes celulares
compativeis com NIC (36 casos), sendo uma
confirmacdo dos resultados da colpocitologia,
uma vez que por meio da colpocitologia
detectou-se a presenca de alteracBes
citolégicas compativeis com HPV em 48 dos
108 casos estudados, o que equivale a 44% do
total avaliado. Deve ser salientado que houve
compatibilidade de resultados entre
colpocitologia e Captura Hibrida em 30% dos
casos (n=33).

As maiores concentragGes de DNA de
HPV por célula detectadas pela Captura
Hibrida foram observadas em pacientes que
no exame colpocitol6gico, apresentaram como
resultado alteragcbes celulares tipicas de
infeccdo por HPV, ou alteracdes celulares
compativeis com Neoplasia Intraepitelial
Cervical, e também uma grande relacédo entre
a citologia e a Captura Hibrida na detecgéo de
HPV, (tabela 1 e 2) pois algumas pacientes
gue apresentaram alteracdes pelo HPV na
colpocitologia, tiveram uma taxa de RLU acima
de 2.000 cépias virais por célula.

Dos 108 casos estudados 23 casos
gque foram considerados citologicamente
normais, no entanto a presenca de DNA de
HPV foi detectado pela Captura Hibrida em 10
casos. Neste caso, verificou-se que 43% dos
casos normais apresentaram a infecc@o pelo
HPV, em 09 casos foi detectada a presenca do
DNA de HPV de alto risco, e em trés destes
casos detectou-se uma concentracdo superior
a 100 copias virais por célula (tabelas 1 e 2).
Em cinco destes pacientes foi detectado DNA
de HPV dos dois tipos.

A técnica da Captura Hibrida detectou
a presenca do DNA de HPV em 79% (n=33
casos) do total de casos (n=42) casos de
pacientes com NIC (NIC I, Il e lll, com e sem
alteracdes celulares tipicas de HPV),
detectados pela colpocitologia; Deve ser
salientado também que destes 33 casos, 28
apresentaram DNA de HPV do grupo I, ou
seja, 85% das pacientes com NIC
apresentaram DNA de HPV de alto risco
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oncogénico. Estes dados séo condizentes com
a literatura pois sabe-se que os HPVs de baixo
risco ocorrem normalmente em verrugas
genitais ou em LesbBes Intraepiteliais
Escamosas de baixo grau, e que os HPVs de
alto risco prevalecem em Lesdes Intraepiteliais
Escamosas de alto grau e cancer cervical (12),
que entre 90 a 100% de lesdes de alto grau
sdo positivas para HPVs de alto risco
oncogénico, e entre 0 a 2% para os tipos de
HPVs de baixo risco oncogénico, como
detectados pela PCR (1,12), reforcando mais
uma vez dados da literatura que ddo ao HPV o
papel principal na etiologia do céncer cervical
(9,12,13).

A Captura Hibrida detectou a presenca
de DNA de Papilomavirus em 56% dos casos,
enquanto que pela colpocitologia detectou
alteragGes citolégicas compativeis com HPV
em 44% dos casos, e houve coincidéncia em
23% do total de casos estudados.

Com o0 uso da escova citolégica no
lugar do swab de Dracon, na coleta de material
para Captura Hibrida, houve um aumento
consideravel da quantidade de DNA viral
detectado pela Captura Hibrida. Talvez seja
esta uma razao para ter aumentado os niveis
de deteccdo de DNA viral nas amostra
coletadas.

CONCLUSAO |

De acordo com indmeros estudos (3, 6, 9,
13, 17), mulheres com infeccé@o cervical por
HPV de alto risco, tém grande probabilidade
para desenvolver neoplasia de alto grau (NIC Il
e lll) em tempo relativamente curto, sendo que
cerca de 16 a 18% das mulheres infectadas
com HPVs desenvolveram NIC Il ou Ill em 24
meses (3). Por esta razao, torna-se necessaria
a deteccao precoce do tipo de HPV presente
nas les@es, para tratamento adequado.

A Captura Hibrida € uma técnica que pode
ser usada em larga escala, pois como ndo ha
amplificacdo de DNA, ha um pequeno risco de
falso positivo, sendo rapida e de custo menor

gue outras metodologias semelhantes (15,16).
Outras vantagens da Captura Hibrida, este
sistema é um método quantitativo podendo ser
aplicado ao uso em rotina clinica para
prevencao de cancer cervical, além disso, este
teste é capaz de detectar concentracdes mais
baixas de DNA de HPV purificado do que
outros métodos de hibridizacdo de dot-blot, e
inclui sondas para um largo espectro de tipos
de HPV (5,6,17).

A deteccdo do DNA/HPV pela Captura
Hibrida representa uma valiosa ajuda nos
programas de controle de céncer cervical
podendo ser incluido como uma rotina no
auxilio médico/paciente, pois a utilizacdo da
Captura Hibrida para deteccdo de DNA/HPV
de alto risco, em conjunto com a
colpocitologia, seria benéfico em populactes
gue apresentam uma baixa prevaléncia de
HPV nos exames colpocitol6gicos.

Como foi demonstrado os dois métodos se
complementam, pois os resultados da citologia
foram confirmados pela Captura Hibrida. Os
dois métodos podem ser usados em conjunto
para um melhor diagnéstico, a deteccdo de
mulheres com infeccdo pelo HPV pode ser
melhorada com o uso da Captura Hibrida, ja
que através deste método €é possivel a
identificacdo do tipo de HPV, de baixo ou alto
risco.
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