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Resumo

OBJETIVO: Comparar o desempenho de duas técnicas de genotipagem de papilomavirus humano (HPV), Linear
Array e PapilloCheck, em mulheres com leso intraepitelial de alio grau (IAG). METODOS: Foram selecionadas 88
mulheres com diagnéstico citopatolégico de UAG em 2 centros de referéncia em patologia cervical em Salvador,
Bahia, no periodo de julho de 2006 a janeiro de 2009. Apés o diagnéstico citopatoldgico de LIAG, foram realizadas
a coleta de células do colo uterino para a genofipagem do HPV e a biépsia sob visGo colposcépica para andlise
histopatolégica do fragmento refirado. Posteriormente & confirmagdo de NIC2+ pelo exame histopatolégico, foi
realizada a genotipagem do HPV em 41 mulheres pelas técnicas Linear Array e PapilloCheck. RESULTADOS: Os dois
festes apresentaram taxa de concordéncia geral para defecgdo do virus HPV de 97,2% (35/36). Das 36 amostras
vélidas, 35 (97,2%) foram consideradas positivas em ambos os testes e apenas uma amostra (2,8%) foi considerada
discordante. Os gendtipos do HPV mais prevalentes defectados afravés da técnica do Linear Array foram: HPV 16,
HPV 56, HPV 35, HPV 45 e HPV 70; e pela técnica PapilloCheck foram: HPV 16, HPV 56, HPV 11, HPV 35 e
HPV 42. Foi observado indice semelhante de infecgdo por multiplos tipos do HPV nos dois testes analisados (72,5%
no Linear Array e 75,0% no PapilloCheck]. CONCLUSOES: Os testes de genotipagem Linear Array e PapilloCheck
apresentaram um desempenho equivalente na defecgdo dos tipos de HPV oncogénicos em mulheres com LAG, tendo
o PapilloCheck a vantagem de ser um método que evita a subjetividade da leitura dos genétipos de HPV.

Abstract

PURPOSE: The aim of this study was to compare the performance of two human papillomavirus (HPV] genotyping techniques,
Linear Array and PapilloCheck, in women with high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL. METHODS: A tofal of
88 women with cytological diagnosis of HSIL were recruited at 2 reference centers in cervical pathology in Salvador,
Bahia, Brazil, from July 2006 to January 2009. After the cytological diagnosis of HSIL, cervix cells were collected to
defermine the HPV genotype and a biopsy was obtained under colposcopic vision for histopathological analysis. After
the confirmation of CIN2+ by histopathology, HPV genotyping was performed on 41 women by the Linear Array and
PapilloCheck methods. RESULTS: Both fests showed an overall concordance rate for HPV defection of 97.2% (35/306).
Of the 36 valid samples, 35 (97.2%) were positive in both tests and 1 (2.8%) was discordant, with the Linear Array
indicafing the presence of multiple types. The most prevalent HPV genotypes detected by the Linear Array technique were
HPV 16, HPV 56, HPV 35, HPV 45, and HPV 70; and those defected by the PapilloCheck technique were HPV 16,
HPV 56, HPV 11, HPV 35, and HPV 42. A similar rate of infection with multiple HPV types was observed with the two
fests (72.5% with the Linear Array and 75.0% with the PapilloCheck). CONCLUSIONS: linear Array genotyping assay
and PapilloCheck showed equivalent performance for the defection of oncogenic HPV types in women with HSIL, with
PapilloCheck having the advantage of being a method that avoids subjectivity when reading the HPV genotypes.
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Introducao

O céncer cervical ou do colo do ttero é responsavel
por cerca de 500 mil novos casos de cincer no mundo
anualmente e aproximadamente 231 mil mulheres mor-
rem anualmente por este tipo de neoplasia'. Para o ano de
2014, no Brasil, sdo esperados 15.590 casos novos de cAncer
do colo do ttero, com uma incidéncia estimada de 15,3
casos para 100 mil mulheres e para o estado da Bahia sdo
esperados 1.120 casos novos®. No Brasil, registra-se uma
prevaléncia da infec¢do por papilomavirus humanos (HPVs)
oncogénicos semelhante a de outros paises, variando entre
9 e 27% na populacdo de rastreio®.

A relagdo entre cancer cervical e HPV do grupo on-
cogénico estd bem estabelecida. Com o uso de técnicas de
biologia molecular se consegue detectar o DNA do HPV
em 99,7% dos espécimes de cancer cervical invasivo’®.
A detec¢io do DNA do HPV pela técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) é fundamental para deter-
minar o genétipo de HPV presente em amostras clinicas
provenientes das mucosas genitais a fim de verificar se os
HPVs sdo de alto ou baixo risco para o desenvolvimento
das neoplasias cervicais. Além disso, a determinagdo do
genétipo do HPV auxilia também na escolha da conduta
mais apropriada para pacientes infectadas por esse virus
e é importante em estudos epidemiolégicos e de histéria
natural’. Existem diversas técnicas para detec¢do dos
genétipos de HPV, cada uma com sua sensibilidade e
especificidade caracteristicas. O Linear Array é um ensaio
manual com interpretacio subjetiva, o PapilloCheck é
parcialmente manual com a vantagem de automagio na
ultima fase do processo, quando o chip é varrido por um
scanner a laser, evitando interpretac¢do subjetiva.

O desenvolvimento do cincer cervical estd ligado a
infeccdes persistentes por HPVs oncogénicos e geralmente
é precedido por um periodo de laténcia. Entretanto, apenas
uma minoria de mulheres infectadas por HPVs oncogé-
nicos ird desenvolver o cincer®. A lesdo intra-epitelial de
alto grau (LIAG) é precursora do cincer cervical e ocorre
quando o HPV, replicando em células imaturas, impede
a maturagdo do epitélio e sua diferencia¢do, induzindo
uma replica¢do continua de células imaturas e acimulo
de anormalidades genéticas que poderdo levar a formagio
de um clone de células cancerosas’.

A taxa de associagdo entre mulheres com diagnéstico de
LIAG e infec¢do por HPV é bastante alta, especialmente em
relagio ao HPV16'°. No estado da Bahia, s6 hd um trabalho
descrevendo especificamente os genétipos em mulheres com
esse tipo de lesdo''. No presente estudo foram selecionadas
as técnicas de genotipagem Linear Array e PapilloCheck,
pois sdo testes altamente sensiveis e bem aceitos na literatura
para a identificagdo dos principais gendtipos oncogénicos que
podem acarretar o desenvolvimento de LIAG. O presente

trabalho tem como objetivo comparar o desempenho de
duas técnicas de genotipagem para HPV em mulheres com
LIAG em Salvador, Bahia.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal feito com mulheres
provenientes do Instituto de Diagndstico e Exames Médicos
(IDEM) e do Centro Estadual de Oncologia (CICAN),
centros de referéncia em patologia cervical na cidade de
Salvador, Bahia, recrutadas no perfodo de julho de 2006
a janeiro de 2009. Foram selecionadas 88 mulheres com
diagndstico citopatolégico de LIAG.

Cerca de 15 dias apés o diagndstico citopatolégico
de LIAG, as pacientes retornaram ao ambulatério, aonde
preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para participar do estudo. Em seguida, foram
realizadas a coleta de células do colo uterino para geno-
tipagem do HPV e a bidpsia sob visdo colposcépica da
drea da zona de transformacio atipica (ZTA) para andlise
histopatoldgica do fragmento retirado.

Das 88 mulheres selecionadas com diagnéstico cito-
patoldgico de LIAG, 41 (46,6%) tiveram o diagndstico
confirmado de NIC2+ com o exame histopatoldgico e foram
encaminhadas para realizagdo da genotipagem com o uso das
técnicas Linear Array (Roche Molecular Diagnostics, Alameda,
CA) e PapilloCheck (Greinerbio-one®, Monroe, NC).

As amostras foram coletadas com escova e transferidas
para um tubo contendo 1 ml do meio Universal Collection
Medium (UCM) (Qiagen, Biotecnologia do Brasil LTDA.).
O material coletado foi mantido sob refrigeracio de 2 a
8°C e transportado para o laboratério de Ginecologia do
Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos
(Com-HUPES) em até 14 dias apés a coleta. A extracdo do
DNA-HPV foi realizada através da técnica fenol-cloroférmio.

Genotipagem das amostras utilizando Linear Array HPV

O teste de genotipagem Linear Array HPV (Genotyping
Test, Roche Molecular Diagnostics, Alameda, CA) é um
teste qualitativo 7z vitro capaz de detectar simultanea-
mente 37 tipos de HPV: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62,
64, 66, 67,68, 69,70,71,72,73(MM9), 81, 82(MM4),
83(MM7), 84(MMS8), 1S39 e CP6108.

As amostras foram amplificadas utilizando o conjunto
de primers genéricos para HPV denominados PGMY09/11
biotinilados'?, que amplificam um fragmento de 450 pares
de bases (pb), correspondente a regido L1 do HPV, e os
primers GH20 e PCO4, também biotinilados, que am-
plificam um fragmento de 268 pb do gene da 3-globina
humana, utilizado como controle de qualidade da amostra
e dos processos de extrac¢io, amplifica¢do e hibridizagdo,
seguindo as especificacdes do fabricante.
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A identifica¢do dos diferentes genétipos do HPV
foi feita mediante leitura visual das linhas azuis que
apareceram nas tiras, as quais foram comparadas com o
padrio das linhas de referéncia fornecidas pelo fabricante.

Genotipagem das amostras utilizando o PapilloCheck

O ensaio PapilloCheck (Greinerbio-one®, Monroe, NC)
permite a detec¢do e genotipagem simultinea de 24 tipos
de HPV. Entre eles, 18 gendtipos sdo classificados como de
alto risco (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39,45, 51,52, 53, 66,
56, 58, 59, 68, 70, 73 e 82), enquanto 6 sdo de baixo risco
(HPVs 6, 11,40, 42, 43, 44/55). Esse teste utilizaum PCR
multiplex com primers luorescentes que amplificam um
fragmento de 350 pb do gene E1 do HPV, compreendendo
28 sondas, cada uma em 5 replicatas fixadas em um chip de
DNA. A co-amplificagio do gene humano ADAT1 é utilizada
como controle interno da reagdo. A hibridizagdo é realizada
em um chip de microarray, que é automaticamente escaneado e
analizado utilizando o CheckScanner™ (GreinerBio-One) e o
soffware CheckReport™ (GreinerBio-One), respectivamente.
Os resultados gerados foram considerados como positivos ou
negativos para cada gendtipo contemplado no teste.

Os dados obtidos foram armazenados em um banco
de dados do programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versio 20.0, que também foi utilizado
como ferramenta para a comparagdo dos resultados da
genotipagem entre as duas técnicas. Os dados foram
apresentados por meio de gréificos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Com-HUPES (001/2007). Foram
respeitadas a Declara¢io de Helsinque da Associagdo
Médica Mundial e a Resolugdo n® 466/2012 do Conselho
Nacional de Sadde Brasileiro.

Resultados

Genotipagem pela técnica Linear Array HPV

Das 41 amostras analisadas, o HPV foi detectado
em 38 amostras (92,7%), apenas 1 amostra (2,4%) foi
considerada invdlida devido 4 auséncia da amplifica¢io do
gene da B-globina humana e em 2 (4,9%) o HPV nio foi
detectado. Das 38 amostras positivas para HPV, 76,3%
(29/38) apresentaram infec¢io multipla e somente 23,7%
(9/38) apresentaram infec¢do por um dnico tipo de HPV.
O HPV 16 foi o mais prevalente, sendo encontrado em
86,8% das amostras; nas infec¢des multiplas, o HPV 16
esteve presente em 93,1% (27/29) das amostras e nas
infec¢des Gnicas em 66,7% (6/9). Os outros 4 gendtipos
mais prevalentes foram o HPV 56 (26,5%), HPV 35
(26,5%), HPV 45 (18,4%) e o HPV 70 (18,4%). O HPV
18 esteve presente apenas em trés amostras (7,9%). Dentre
as mulheres com infec¢do Gnica, 6 apresentaram infec¢dao
pelo HPV 16 (66,7%), 2 pelo HPV 18 (22,2%) e 1 pelo
HPV 35 (11,1%). A composi¢do dos cinco gendtipos

mais frequentes de HPV detectados pela técnica Linear
Array estd exposta na Figura 1.

Genotipagem pela técnica PapilloCheck

Das 41 amostras analisadas, o HPV foi detectado
em 35 (85,4%). Cinco amostras (12,2%) foram consi-
deradas invélidas devido a auséncia da amplificacio do
gene ADAT1 e 1 (2,4%) foi negativa para HPV. Destas
35 mulheres positivas para HPV por esse método, 77,1%
(27/35) apresentaram infec¢io multipla e somente 22,9%
(8/35) apresentaram um tnico tipo de HPV. O HPV 16
foi o mais frequente, sendo encontrado em 80,0% (28/35)
das amostras; nas infeccdes maltiplas o HPV 16 esteve
presente em 81,5% (22/27) das amostras e nas infec¢des
Gnicas, em 75,0% (6/8).

Os outros 4 gendtipos mais prevalentes foram o HPV
56(22,8%), HPV 11 (22,8%), HPV 35 (20,0%) e o HPV
42 (20,0%). O HPV 18 esteve presente em apenas em
3 amostras (8,6%). Nas mulheres com infec¢do tinica, 6
foram causadas pelo HPV 16 (75,0%), 1 pelo HPV 18
(12,5%) e 1 pelo HPV 35 (12,5%). A composi¢dao dos
cinco gendtipos mais frequentes do HPV detectados pelo
PapilloCheck estd exposta na Figura 2.
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Figura 1. Frequéncia dos cinco gendtipos mais frequentes do papiloma-
virus humano detectados pela técnica Linear Array em mulheres com
les@o intra-epitelial de alto grau
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Figura 2. Frequéncia dos cinco gendtipos mais frequentes do papilo-
mavirus humano detectados pela técnica PapilloCheck em mulheres
com lesdo intra-epitelial de alto grau
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Comparagdo entre as duas técnicas de genotipagem
do HPV: Linear Array e PapilloCheck

Dentre as 36 amostras validas, 35 (97,2%) foram
consideradas positivas em ambos os testes e apenas 1
amostra (2,8%) foi considerada discordante: positiva
no Linear Array e negativa no PapilloCheck. Os testes
apresentaram uma concordincia de 97,2% (35/36) para a
detec¢ao do HPV. Houve cinco amostras invalidas: dessas,
uma foi invdlida para as duas técnicas, duas amostras foram
positivas no Linear Array e invdlidas no PapilloCheck e
duas amostras foram negativas no Linear Array e invalidas
no PapilloCheck.

Os dois testes apresentaram uma taxa de detec¢do
de 83,4% (35/41) para HPVs oncogénicos, tanto em
infec¢bes multiplas quanto em infec¢bes por um dnico
tipo de HPV. A relagdo entre ntiimero de gendtipos de
HPVs oncogénicos em infec¢des Ginicas e multiplas estd
demonstrada na Figura 3.

O teste de genotipagem Linear Array apresentou
22,5% (9/40) de infec¢do por um Gnico gendtipo de
HPV; 72,5% (29/40) com 2 ou mais gendtipos e em ape-
nas 5,0% das amostras (2/40) o HPV nio foi detectado.
No teste PapilloCheck, os achados foram condizentes
com o Linear Array, apresentando um indice para infec¢do
Gnica de 22,2% (8/36) de infec¢do por 2 ou mais geno-
tipos de 75,0% (27/36) e apenas em 1 amostra (2,8%)
ndo foi possivel a identificagdo do genétipo do HPV por
esse teste (Figura 3). Em suma, foi observado um indice
semelhante de infec¢do por miltiplos tipos do HPV nos
dois testes analisados: Linear Array com 72,5% (29/40)

I Linear amay
m PapilloCheck

Nimero de mutheres

2 ou mais virus

Nao 1 virus
identificado
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Figura 3. Relagdo entre nimero de gendtipos de papilomavirus humano
oncogénicos e técnicas utilizadas no diagnéstico molecular do virus
em mulheres com lesdo intra-epitelial de alto grau

e PapilloCheck com 75,0% (27/36). Uma tabela com os
resultados da anatomia patolégica e das técnicas Linear
Array e PapilloCheck estdo disponiveis mediante solici-
tagdo aos autores.

Discussao

Este é o primeiro estudo a comparar o desempenho
de duas técnicas de genotipagem em mulheres com LIAG
em nossa regido. Os dois testes apresentaram taxa de de-
teccdo equivalente para os gendtipos oncogénicos do HPV
tanto em infec¢des multiplas quanto Gnicas. Resultados
semelhantes aos do presente estudo foram encontrados
por outros autores'> .

Os genétipos mais prevalentes detectados com uso
da técnica do Linear Array neste estudo foram: HPV 16,
HPV 56, HPV 35, HPV 45 e HPV 70, e os gendtipos
mais prevalentes detectados pela técnica PapilloCheck
foram: HPV 16, HPV 56, HPV 11, HPV 35 e HPV 42.
Diversos autores demonstram que os tipos mais comuns
de HPVs oncogénicos que infectam o colo uterino sdo:
HPV 16, HPV 18, HPV 45, HPV 31, 33 e HPV 35'¢%.
No presente estudo, quatro desses gentipos foram detec-
tados em mulheres com LIAG. De acordo com estudos
realizados em todo o mundo, inclusive no Brasil, o HPV
16 é o gendtipo mais frequentemente encontrado, embora
haja uma varia¢do importante em relagdo a frequéncia de
infec¢@o por outros tipos?'.

Neste estudo, dentre as 41 amostras de mulheres com
LIAG, o HPV 16 foi detectado em 86,8% pelo teste de
genotipagem Linear Array e em 80,0% pelo PapilloCheck.
Em um estudo realizado por Halfon et al.??, comparando
as duas técnicas foi encontrada uma frequéncia do HPV 16
de 45% pelo PapilloCheck e de 47% pelo Linear Array,
taxas um pouco abaixo das encontradas no presente estudo.
Neste estudo, a distribuicio do HPV 16 em infeccdes
multiplas e Gnicas estdo de acordo com varios relatos na
literatura que mostram uma alta prevaléncia do HPV 16
em pacientes com LIAG****. No Brasil, esses dados foram
demonstrados por virios autores em recente estudo de
revisdo que relatou a prevaléncia do HPV 16 em 67,0%
das mulheres com LIAG*'. Em um estudo recente feito
no estado da Bahia foi demonstrado que o HPV 16 foi
o tipo mais frequente nas mulheres com LIAG, estando
presente em 42,4%"".

No presente estudo foi encontrada alta taxa de infecgdo
por multiplos genétipos do HPV em mulheres com LIAG
em ambos os testes. Ndo hé evidéncia de interagdo entre os
genétipos de HPV e o risco de cincer, portanto, pode-se
supor que cada infec¢do é independentemente associada a
um risco de pré-cincer e cancer'’. No entanto, h4 relatos
controversos de estudos de coorte, alguns sugerindo que
os genétipos de HPV atuam sinergicamente e outros que
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ndo demonstram essa agdo sinérgica entre os genotipos
de HPV'. Em um estudo transversal com cerca de 770
mulheres com LIAG ndo foram observados efeitos aditivos
entre os tipos de HPV e o risco de LIAG em mulheres
com infec¢io multipla'®.

O HPV 56 foi o segundo gendtipo mais detectado
neste estudo. Levi et al.* e Bruno et al.!' relataram esse
gendtipo como o segundo mais frequente no estado de
Sdo Paulo e na Bahia, respectivamente. Barra et al.”” en-
contraram o HPV 56 como o quinto mais prevalente em
mulheres com LIAG em Brasilia, Distrito Federal. Mais
trabalhos com o uso de testes moleculares permitirdo
definir a eventual efetividade da inclusio do HPV 56
em futuras vacinas.

No presente estudo, 0o HPV 18 foi detectado em apenas
trés amostras em ambos os testes (representando 7,9% no
Linear Array e 8,6% no PapilloCheck). Um estudo feito
por Halfon et al.?? demostrou que a frequéncia do HPV 18
foi de 7% pelo Linear Array e de 6% pelo PapilloCheck
em mulheres com LIAG. De acordo com estudos feitos no
Brasil, o HPV 18 foi detectado em apenas 3,3 e 5,4% das
amostras analisadas, respectivamente’!''. Esses achados,
incluindo o do presente estudo, mostram que o HPV 18
n@o é muito frequente no Brasil, corroborando dados da
literatura®!H%2,

Neste estudo, os genétipos HPV 31, HPV 33 e HPV
45 foram encontrados em 10,5; 2,6 e 18,4% pelo Linear
Array e em 8,5; 5,7 e 2,9% pelo PapilloCheck, respecti-
vamente. Halfon et al.??, comparando essas duas técnicas,
encontraram uma frequéncia para os genétipos do HPV
31, HPV 33 e HPV 45 no teste de genotipagem pelo
Linear Array de 14; 7 e 2%; e pelo PapilloCheck de 13;
4 e 3%, respectivamente. Esses achados foram similares
aos encontrados no presente estudo.
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