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RESUMO

Objetivo: avaliar o desempenho da carga viral do HPV por captura de hibridos II (CHII) na
predicdo da gravidade das lesées cervicais.

Métodos: foram incluidas 309 mulheres admitidas por resultado anormal da colpocitologia
oncolégica (CO) entre agosto de 200 e novembro de 2002. Todas foram submetidas a avaliagdo
histolégica, sendo que a presencga de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) grau 2 ou mais
(NIC 3, carcinoma invasor) foi considerada doenga grave. A CHII foi realizada para tipos de
HPV de alto risco oncogénico e a carga viral medida em unidades relativas de luz (URL). O
desempenho da CHII foi avaliado por curva receiver operating characteristics (ROC).
Resultados: na avaliagdo histolégica, 140 (45,3%) mulheres apresentavam cervicite ou NIC
1 e 199 (54,7%), NIC 2/3, adenocarcinoma in situ ou cdancer invasor. O melhor ponto de
corte da CHII para a detec¢do de doenca grave foi 35 URL, com sensibilidade de 69% e
especificidade de 70%. O valor preditivo positivo das alteracées compativeis com lesdo de
alto grau na CO associado a CHII de 35 URL (unidades relativas de luz) foi de 88,2% para a
deteccdo de NIC 2 ou mais. Ja 95,7% das mulheres com lesées de baixo grau na CO e CHII
menor que 1 URL ndo apresentaram lesées histolégicas graves.

Conclusao: o melhor desempenho da CHII no diagndstico de NIC 2 ou lesdo mais grave foi
encontrado com 35 URL. A associa¢do da CO com a CHII em diferentes cargas virais mostrou
valores preditivos positivos e negativos muito altos.
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Introducao

Os tipos oncogénicos do papilomavirus hu-
mano (HPV) tém papel fundamental na etiologia
do carcinoma epidermoéide da cérvice e de suas
lesdes precursoras, as neoplasias intra-epiteliais
cervicais (NIC)!3. Pode também ser imputada a
acdo do HPV a maioria das anormalidades
citologicas encontradas nos exames de Papanico-
laou. A infeccao pelo HPV é comum, sobretudo em
mulheres jovens, e sua prevaléncia é relaciona-
da, principalmente, ao comportamento sexuall-2.

As técnicas de biologia molecular para a
deteccao do HPV vém demonstrando ser de grande
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interesse para o diagnéstico da NIC e do carci-
noma do colo uterino, bem como na predicdao da
gravidade de lesdes cervicais. Varios autores en-
contraram forte associacdo entre a carga viral do
HPV e a gravidade das lesbes escamosas da
cérvice, embora os resultados, em boa parte dos
trabalhos, ainda sejam discrepantes*?. Alguns
estudos que empregaram captura de hibridos II
(CHII), método semiquantitativo, revelaram as-
censédo da carga viral do HPV acompanhando o
tamanho da leséo cervical ao exame colposcopico
e a gravidade histolégica dessas alteracoes®.
Outros autores, utilizando reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)’, demonstraram correlacao da
carga viral do HPV com a gravidade das NIC. To-
davia, outros estudos ja ndo concluiram o mes-
mo: Farthing et al.® e Sun et al.? encontram quan-
tidades maiores do DNA-HPV com CHII, em mu-
lheres com NIC 1 quando comparadas aquelas
com NIC 2 e NIC 3.

Assim, realizamos este estudo de corte
transversal para avaliar a associacado da carga
viral do DNA-HPV detectado por CHII com a pre-
senca de lesdes histologicas consideradas graves
(NIC 2 ou 3 ou cancer invasor) em mulheres com
colpocitologia oncologica (CO) mostrando células
escamosas atipicas. Entre os objetivos incluimos
a avaliacdo da sensibilidade, especificidade e va-
lores preditivos da CHII em diferentes pontos de
corte de unidades relativas de luz (URL) quando
empregada isoladamente ou em associacdo com
a colpocitologia.

Pacientes e Métodos

Foram consideradas neste estudo, no peri-
odo compreendido entre agosto de 2000 e novem-
bro de 2002, 174 mulheres encaminhadas ao ser-
vico de Patologia do Trato Genital Inferior do Cen-
tro de Atencao Integral a Satide da Mulher (CAISM)
da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e 135 acolhidas pela Clinica de
Colposcopia da Universidade de Taubaté, todas em
decorréncia de anormalidades escamosas detec-
tadas na CO de rastreamento. Para este estudo,
o projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités
de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP e da Universidade de Taubaté. As mu-
lheres convidadas a participar da pesquisa so-
mente foram incluidas apoés assinarem termo de
consentimento livre e esclarecido. Todas estas
309 mulheres foram submetidas a coleta de ma-
terial endocervical para CHII e a colposcopia.
Considerando os resultados da CO e da
colposcopia, 117 (37,9%) mulheres foram subme-
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tidas a bidpsia cervical e, em 192 (62,1%), foi
realizada excisao da zona de transformacao com
alca diatérmica de alta freqiiéncia.

Citologia e Colposcopia

O exame colposcépico for realizado confor-
me as rotinas dos respectivos servicos e os resul-
tados classificados de acordo com as diretrizes da
Federacdo Internacional de Patologia Cervical e
Classificacao de Colposcopia'®. Os resultados fo-
ram agrupados em alteracdes maiores, que inclu-
em o epitélio acetobranco denso, mosaico grossei-
ro, pontilhado grosseiro, vasos atipicos, leucoplasia
e erosao, e alteracoes menores, tais como epitélio
acetobranco ténue, mosaico ténue ou pontilhado
fino e colposcopia normal.

Todas as mulheres apresentavam atipias
escamosas na avaliacdo da CO. Todos os
esfregacos cervicais pelos quais as pacientes fo-
ram encaminhadas estavam disponiveis para re-
visdo e os resultados desta revisdo foram classifi-
cados conforme o sistema Bethesda'': presenca
de células escamosas atipicas (ASC), sugestivo de
lesédo escamosa de baixo grau (LSIL) ou sugestivo
de lesdo escamosa de alto grau (HSIL).

Captura de hibridos II

O raspado endocervical com escova, acondi-
cionado em tubo contendo 1,0 mL de Specimen
Transport Medium (Digene do Brasil Ltda.), era en-
caminhado para o processamento laboratorial e
realizacao do teste para DNA-HPV com CHII. O ar-
mazenamento dos espécimes e dos reagentes,
bem como o processamento dos testes, foram rea-
lizados no laboratério de biologia molecular do
CAISM /UNICAMP, seguindo as instrucodes do fa-
bricante da CHII (Digene Diagnostics Inc., EUA).
Os espécimes para CHII foram testados com son-
da B (para HPV de risco oncogénico intermediario
ou alto: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
e 68) e o teste foi considerado positivo quando a
razao de URL do teste sobre dois controles positi-
vos equivalia a 1pg/mL de DNA-HPV ou mais. Es-
sas razoes de URL também proveram estimativas
da quantidade do DNA-HPV nos espécimes, quer
seja, a carga viral da amostra.

Histologia

Todos os tecidos obtidos por biépsia cervical
ou conizacao foram fixados em formalina
tamponada com fosfato a 10%, embebidas em pa-
rafina e coradas com hematoxilina-eosina (HE).
Os achados histolégicos foram analisados de acor-
do com os critérios da Organizacdo Mundial da
Saude!? e classificados como negativos, incluindo
cervicites e metaplasia, NIC 1, NIC 2, NIC 3, ade-
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nocarcinoma in situ € carcinoma invasor. Para as
finalidades deste estudo, foram consideradas
como sem doenca ou lesao leve, as mulheres com
resultado histolégico compativel com metaplasia,
cervicite ou NIC 1. Mulheres cujos resultados fo-
ram compativeis com NIC 2, NIC 3, adenocarcino-
ma in situ ou cancer invasor foram agrupadas como
portadoras de lesdes graves.

Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada pelo pro-
grama SAS para microcomputadores (SAS
Institute, Cary, NC, EUA), versédo 8.0. A avaliacao
por meio das receiver operating characteristics (ROC)
foi empregada para determinar o desempenho da
CHII em diferentes pontos de corte. A melhor
performance foi calculada por meio da relacao D =
(1-sensibilidade)?+ (1-especificidade)?, onde D é o
quadrado da distancia entre cada ponto da curva
ROC a extremidade superior esquerda do grafico.
O menor valor da raiz quadrada de D indica o me-
lhor balanco entre sensibilidade e especificidade.
O desempenho da CO e da CHII na deteccao das
lesdes consideradas graves (NIC 2, NIC 3, adeno-
carcinoma in situ ou cancer invasor) foi calculado
de acordo com a sensibilidade e especificidade com
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) e os valo-
res preditivos positivos e negativos.

Resultados

A média de idade das 309 mulheres consi-
deradas para analise foi de 33,2 anos, com idade
minima de 16 e méaxima de 40 anos. Na Tabela 1
observamos que a maioria das mulheres (65%) foi
atendida por alteracdes citolégicas sugestivas de
lesdes de alto grau. O DNA-HPYV foi detectado com
carga viral >1 URL em 225 (72,8%) mulheres. No
estudo histolégico, apenas 14 mulheres nédo apre-
sentaram neoplasia (4,5%) e 126 (40,8%) apresen-
taram NIC 1, totalizando 140 casos (45,3%) sem
doenca ou com doenca leve. Entre as 199 (54,7%)
mulheres com doenca mais grave, 46 (14,9%) apre-
sentavam NIC 2, 111 (35,9%) NIC 3, 2 (0,6%) ade-
nocarcinoma in situ e 10 (3,2%) carcinoma inva-
sor de células escamosas.

Analisando o desempenho da CHII em de-
tectar lesées tipo NIC 2 ou mais graves, a curva
ROC mostrou o melhor balanco entre sensibilida-
de e especificidade em 35 URL. Neste ponto a CHII
teve a propriedade de diagnosticar 69,8% dos ca-
sos com doenca e excluir 70% dos que nao esta-
vam acometidos (Figura 1). Também na curva es-
tdo apontados pontos de corte de 1 URL, 10 URL,
100 URL e 1000 URL, distribuicado logaritmica
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Tabela 1 - Distribuicao das mulheres segundo o resultado da citologia oncoldgica, a detecgéo de
DNA-HPV pela captura de hibridos Il, considerando como valor de corte 1 unidade relativa de luz
(URL), e o resultado histologico.

Citologia oncolégica NUmero %
ASC 14 47
LSIL 9% 30,3
HSIL 201 65,0

Captura de hibridos I
Negativo <1 URL 84 27,2
Positivo >1 URL 225 72,8

Resultado histoldgico
Cervicite ou metaplasia 14 45
NIC 1 126 40,8
NIC2 46 14,9
NIC3 M 359
Adenocarcinoma in situ 2 0,6
Cancer invasor 10 3,2

Total 309 100

ASC: presenca de células escamosas atipicas; LSIL: sugestivo de lesdo escamosa de baixo
grau; HSIL: sugestivo de les@o escamosa de alto grau; NIC: neoplasia intra-epitelial cervical.
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Figura 1 - Curva ROC para avaliagdo do desempenho da captura de hibridos Il em diagnosticar
lesBes cervicais consideradas graves (NIC 2, NIC 3, adenocarcinoma in situ e cancer invasor).
Na curva estdo apontados o ponto de melhor desempenho e a distribuigao logaritmica em unidades
relativas de luz (URL).

sugerida por Lorincz et al.'s.

Na Tabela 2, podemos averiguar o compor-
tamento do desempenho da CHII na forma nu-
mérica e comparar esses niveis de sensibilida-
de, especificidade, valores preditivos positivos e
negativos com os numeros apresentados pela
CO. Destes dados, depreende-se que a melhor
relacdo entre sensibilidade e especificidade foi
encontrada em 35 URL, porém se deu as
expensas de 20% na sensibilidade para ganho
proporcional de 20% em especificidade, quando

RBGO-v.25,n°5,2003

367



Sarian et al

comparados ao ponto de corte de 1 URL. A se-
quéncia de incrementos nos valores de corte para
CHII imp6s grandes oscila¢des aos resultados da
sensibilidade e especificidade que variaram, res-
pectivamente, de 90 a 21% e de 49 a 96%. Dada
a alta prevaléncia de lesées NIC 2 ou mais gra-
ves nesta amostra, os valores preditivos positi-
vos e negativos foram substancialmente altos.
Quando comparamos o desempenho da CHII em
seus diversos pontos de corte ao desempenho
isolado da colpocitologia (considerando o teste
positivo quando da presenca de células sugesti-
vas de HSIL), notamos excelente sensibilidade
da CO, comparavel aquela da CHIIl em 1 URL. Ja
a especificidade mais se aproxima do valor de
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corte para CHII entre 10 URL e 35 URL. O resul-
tado da CO também mostrou altos valores
preditivos positivos e negativos.

Quando se avalia a associacao da CHII no
ponto de corte de 35 URL na deteccédo de NIC 2 ou
mais, em mulheres com resultado da CO sugesti-
vo de HSIL (Tabela 3) o que se vé &€ o incremento
de 17% no valor preditivo positivo, atingindo 88%
de diagnéstico. Na mesma comparacédo, o valor
preditivo negativo se eleva para 91%. Quando se
avaliou esta associacao da CHII no ponto de corte
de 1 URL nestas mesmas mulheres, os acrésci-
mos nao foram tao substanciosos. Observamos,
porém, que em mulheres com resultado de CO
sugestivo de ASC ou LSIL, o melhor valor preditivo
negativo foi obtido associando-se a CHII num pon-
to de corte de 1 URL.

Tabela 2 - Desempenho da captura de hibridos I (CHII) e da citologia oncolégica (CO) na detecgo de lesdes cervicais consideradas graves (NIC 2, NIC 3, adenocarcinoma in situ e cancer invasor).

Sensibilidade Especificidade Valor preditivo Valor preditivo
% (IC 95%) % (IC 95%) positivo negativo
CHII'= 1 URL 90(87-93) 49 (43-54) 68 81
CHIl=10 URL 78(73-83) 60 (54-66) 70 69
CHII =35 URL 69 (64-74) 70 (65-71) 73 65
CHII'=100 URL 58 (52-63) 78 (74-83) 7 61
CHII> 1000 URL 21(16-26) 96 (93-98) 86 50
CO sugestiva de HSIL 89 (85-92) 64 (58-70) 75 82

HSIL: sugestivo de lesdo escamosa de alto grau; URL: unidades relativas de luz.

Tabela 3 - Associagdo entre o resultado da citologia oncolégica (CO) e da captura de hibridos Il (CHII) na detecgéo de lesdes cervicais consideradas graves (NIC 2, NIC 3, adenocarcinoma in situ e cancer

invasor).

Resultado histolégico

Resultado da CO Resultado da CHII Total de mulheres Normal ou NIC 1 NIC 2, NIC 3 ou mais
n (%) n (%)
HSIL >35URL 119 14 (11,8) 105 (88,2)
HSIL <35 URL 82 37 (45,1) 45 (54,9)
ASC/LSIL >35URL 42 29(69,0) 13 (31,0)
ASC/LSIL <35 URL 66 60 (90,9) 6(9,1)
HSIL =1 URL 163 27(16,6) 136 (83,4)
HSIL <1URL 38 24 (63,2) 14 (36,8)
ASC/LSIL =1 URL 62 45(72,6) 17 (27,4)
ASCI/LSIL <1URL 46 44(95,7) 2(4,3)
Total 309 140 (45,3) 169 (54,7)

LSIL: sugestivo de lesao escamosa de baixo grau; HSIL: sugestivo de leséo escamosa de alto grau; ASC: presenca de células escamosas atipicas; URL: unidades relativas de luz; NIC: neoplasia intra-

epitelial cervical.

Discussao

Os resultados deste estudo de corte trans-

versal empregando analise de desempenho da
CHII pela curva ROC confirmam achados de tra-
balhos anteriores*!® que demonstraram que o pon-
to de corte de 1 URL, sugerido pelo fabricante, nem
sempre apresenta o melhor balanco entre a sen-
sibilidade e a especificidade na deteccao de NIC
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2, NIC 3 ou carcinoma invasor da cérvice uterina.
Quantidades maiores de virus, traduzidas em
maiores valores de carga viral medida em URL,
permitiram aumento de vinte pontos percentuais
na especificidade do exame, ao custo de similar
perda na sensibilidade. Esse dado é compativel com
achados de estudos prévios, que correlacionaram
a presenca do HPV e sua carga de DNA com a pre-
senca de doenca histologica cervical e com sua
gravidade. Howard et al.* encontraram o melhor
balanco para o desempenho da CHII em valores de
carga viral de 15,56 URL. Vale notar que neste tra-
balho a carga viral foi testada para detectar qual-
quer grau de anormalidade histologica, ao passo
que nos nos ativemos a deteccao de lesoes NIC 2
ou mais graves. Ja Sun et al.’ encontraram cor-
relacdo positiva entre o tamanho da leséao
colposcopica, lesdes histologicas mais graves e a
carga viral, ainda que considerando valores de
corte muito diferentes quando comparados com os
do presente estudo. Swan et al.!* também confir-
maram que o grau da lesao histolégica esta
correlacionado com a carga viral, ascendendo esta
em paralelo ao aumento da gravidade da neoplasia.

A carga viral pode ser influenciada por di-
versos fatores, entre os quais a qualidade da amos-
tra, local de sua coleta (endocérvice, ectocérvice
ou fundo de saco), tamanho da lesao histolégica e,
principalmente, o ntimero de células epiteliais
obtidas'®>. Em nosso estudo néo foram quantifica-
das as células endocervicais das amostras, embo-
ra isto néo faca diferenca pratica, posto que tal
quantificacao nao faz parte da rotina no processa-
mento comercial dos exames de CHIL.

E importante destacar que todas as mulhe-
res incluidas neste estudo tinham diagnoéstico
histolégico, considerado padrao-ouro na avaliacdo
do desempenho dos exames, o que permitiu medi-
das diretas de sensibilidade e especificidade. Ou-
tra singularidade é que todas as mulheres apre-
sentavam algum grau de anormalidade nas célu-
las escamosas encontradas na CO, conferindo ho-
mogeneidade ao grupo estudado.

Se a aplicabilidade da CHII para triagem de
lesdes cervicais na populacdo geral vem sendo
aventada'®, a valorizacdo da carga viral na distin-
cdo de mulheres com diferentes anormalidades
na colpocitologia nao é tdo conhecida. Esse foi o
principal enfoque do presente estudo, em que to-
das as mulheres apresentavam algum grau de
anormalidade celular em seus esfregacos
citoloégicos. Quando considerada isoladamente, a
CHII, em qualquer ponto de corte, foi largamente
superada pela CO na predicao de lesdo histolégica
NIC 2 ou mais grave, informacédo que claramente
se depreende da tabela de desempenhos isolados.
Ja a observacao da distribuicado da freqiiéncia de
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pacientes considerando o uso combinado do re-
sultado da CO e CHII, em diferentes circunstan-
cias de ponto de corte para carga viral, permite
apontar para a CHII papel muito diferente: auxi-
liar o tocoginecologista na selecdo de mulheres
que, a partir da CO anormal, efetivamente ne-
cessitem de biépsia cervical ou, em certos ca-
sos, merecam até excisdo imediata e completa
da zona de transformacao.

Observando a distribuicdo das mulheres
conforme a combinacao da CO e CHII, notam-se
elevados valores preditivos positivos e negativos.
A repercussao para o clinico desse poder de
discernimento nao pode ser negligenciada. A com-
binacao da CO mostrando anormalidades de baixo
grau com CHII apontando carga viral menor que 1
URL teve o poder de excluir 95,7% das mulheres
sem doenca. Esses dados deixam claro que o uso
criterioso da associacdo CO e CHII, sempre
relativizada pela carga viral, pode poupar mulhe-
res de conizacoes e biopsias amplas. Em contras-
te, 88,2% das mulheres com alteracdes de alto grau
na CO e carga viral >35 URL apresentaram NIC 2
ou mais na avaliacdo histolégica, sendo estas exa-
tamente as que merecem excisdao completa da
zona de transformacao. Assim, este método pode
auxiliar o ginecologista a indicar biépsia ou
conizacao com alcga, ainda que a colposcopia nao
seja satisfatoria ou nao evidencie lesdes franca-
mente suspeitas. Neste contexto, a CHII assumiu
papel coadjuvante, ao lado da CO, na predicédo da
gravidade de lesdes cervicais.

Em concluséo, este estudo mostrou que, num
grupo de 309 mulheres cuja cérvice fora biopsiada,
o melhor balanco entre sensibilidade e especifici-
dade da CHII em detectar lesdes de alto grau ou
invasoras se distanciou do valor de corte de 1 URL,
habitualmente empregado. A CHII, cujo desempe-
nho, isoladamente, foi largamente superado pela
CO na distincéo de lesdes mais graves da cérvice,
teve relevante papel quando usada em associacao
com o tradicional exame citolégico. A combinacao
de CO mostrando atipias celulares sugestivas de
lesao de baixo grau e CHII com menos de 1 URL
esteve presente na grande maioria das mulheres
sem doenca ou com NIC 1, enquanto atipias celu-
lares sugestivas de lesdo de alto grau e carga viral
maior ou igual a 35 URL foi, por exceléncia, com-
binacao encontrada em mulheres com NIC 2, NIC
3 ou carcinoma invasor do colo.

ABSTRACT

Purpose: to assess the performance of hybrid capture Il (HCII)
HPYV viral load in predicting the grade of cervical lesions.
Methods: between August 2000 to November 2002, 309
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women admitted due to an abnormal Pap smear result were
recruited. Histological disease confirmation was done in all
women and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grade
2 or above was considered as severe disease. HCII was done
for high-risk HPV types and viral load was estimated in
relative light units (RLU). Receiver operating characteristics
analysis was used to test the performance of HCII.

Results: histological findings included 140 (45.3%) cervicitis
or CIN I and 199 (54.7%) CIN 2/3, in situ adenocarcinoma
or invasive cancer. The best cutoff for HCII in detecting severe
disease was 35 RLU, showing a sensitivity of 69% and a
specificity of 70%. Association of high-grade cervical lesions
at Pap smear and HCII at 35 RLU showed a positive predictive
value of 88.2% in diagnosis of CIN 2 or above. On the other
hand, 95.7% of the women with low grade lesion at cytology
and HCII below 1 RLU presented no severe histological
disease.

Conclusions: the best performance of HCII in diagnosing CIN
2 or above was found at 35 RLU. Association of cytology and
HCII in different settings provided very high positive and
negative predictive values.

KEYWORDS: Human papillomavirus. Cervical
intraepithelial neoplasia. Cancer cytology. Hybrid capture.
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