ARTIGO ORIGINAL

A utilidade da captura hibrida para o HPV de alto risco
em pacientes com atipia de células
escamosas na colpocitologia

The usefulness of bigh-risk HPV hybrid capture in patients with squamous cell
atypia in cervical cytological examination

Flora A. Adorno" % Daniele Cristina E Lousada"% Karina M. P. A. Coelho?; Paulo Henrique C. Franca’

1. Hospital Municipal So José, Joinville, Santa Catarina, Brasil. 2. Centro de Diagndsticos Anatomopatoldgicos (CEDAP), Joinville, Santa Catarina, Brasil.
3. Universidade da Regido do Joinville (Univille), Joinville, Santa Catarina, Brasil.

RESUMO

Introducdo: O exame colpocitoldgico e a investigacio do dcido desoxirribonucleico (DNA)-papilomavirus humano (HPV) de alto risco
sdo ferramentas bem conhecidas para o rastreamento das lesoes cervicais, pois permitem o diagndstico precoce do cancer e suas leses
precursoras. Objetivo: Este estudo tem o objetivo de avaliar a capacidade da deteccao do DNA-HPV de alto risco pela captura hibrida em
predizer lesdes intraepiteliais e cAncer em pacientes com diagndstico colpocitoldgico inicial de atipia de células escamosas (ASC). Método:
Andlise retrospectiva de resultados histologicos e colpocitoldgicos apds um ano de seguimento a partir da captura hibrida para pesquisa de
DNA-HPYV de alto risco em pacientes com diagndstico prévio de ASC. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo da
captura hibrida foram calculados em relacdo a identificacdo de lesdes intraepiteliais escamosas. Resultados: Entre as 163 pacientes com
diagnostico de ASC prévio e auséncia do DNA-HPV de alto risco, nove (5,5%) apresentaram lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
(LIEBG) ou alto grau (LIFAG) durante o acompanhamento. Por outro lado, das 110 pacientes com ASC e positividade para o DNA-HPV
de alto risco, 43 (39%) apresentaram lesdes cervicais em até um ano. Os valores de sensibilidade e especificidade e os valores preditivos
positivo e negativo aplicados 4 captura hibrida para a identificacio de lesdes intraepiteliais escamosas foram 82,3%, 69,3%, 38,1% € 94,4%,
respectivamente. Conclusao: Nossos resultados mostraram alto valor preditivo negativo da captura hibrida para deteccio de leses cervicais
em pacientes com diagnostico prévio de ASC, quando a pesquisa do DNA-HPV de alto risco foi negativa.

Unitermos: atipia de células cervicais escamosas; deteccio precoce de cancer; neoplasia intraepitelial cervical; lesdes intraepiteliais
escamosas cervicais; infeccdes por papilomavirus; Brasil.

ABSTRACT

Introduction: The cervical cytological examination and the investigation of high-risk human papillomavirus (HPYV) deoxyribonucleic
acid (DNA) are well-known valuable tools for screening of cervical lesions, since they allow the early diagnosis of cancer and its
precursor lesions. Objective: This study aimed to evaluate the ability of high-risk HPV DNA detection by hybrid capture to predict
intraepithelial lesions and cancer in patients with initial cervical cytological diagnosis of atypical squamous cells (ASC). Method:
Relrospective analysis of histological or cervical cytological resulls after one-year follow-up from hybrid capture for high-risk HPV
DNA research in patients with previous ASC diagnosis. Sensitivity, specificity and positive and negative predictive values of hybrid
capture were calculated in relation to the identification of squamous intraepithelial lesions. Resulls: Among the 163 patients
previously diagnosed with ASC and absence of high-visk HPV DNA, nine (5.5%) showed low-grade (LSIL) or high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL) during the follow-up. On the other hand, among the 110 patients presenting ASC and high-risk HPV DNA
positivity, 43 (39%) showed cervical lesions within one year. Sensitivity and specificity values and positive and negative predictive
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values applied to hybrid capture for the identification of squamous intraepithelial lesions were 82.3%, 69.3%, 38.1%, and 94.4%,
respectively. Conclusion: Our resulls showed a high negative predictive value of hybrid capture for cervical lesions detection, in
patients with previous diagnosis of ASC, when the high-risk HPV DNA research was negative.

Key words: cervical squamous cells of the atypia, early detection of cancer; cervical intraepithelial neoplasia; cervical squamous
intraepithelial lesions; papillomavirus infections; Brazil.

RESUMEN

Introduccion: La colpocitologia y la investigacion del dcido desoxirribonucleico (ADN) del virus del papiloma humano (VPH) de
alto riesgo son berramientas bien conocidas para la deteccion de lesiones cervicales, puesto que permiten el diagndstico precoz del
cancer y sus lesiones precursoras. Objetivo: El objetivo de este estudio es evaluar la capacidad de deteccion del ADN-VPH de alto
riesgo por captura bibrida en predecir lesiones intraepiteliales y cancer en pacientes con diagndstico colpocitologico inicial de atipia
de células escamosas (ASC). Método: Andlisis retrospectivo de resultados histologicos y citologicos después de un arno de seguimiento
desde la captura hibrida para investigacion de ADN-VPH de alto riesgo en pacientes con diagnastico previo de ASC. Se calcularon
sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo en relacion con la identificacion de lesiones intraepiteliales
escamosas. Resultados: Entre las 163 pacientes con diagndstico de ASC previo y ausencia de ADN-VPH de alfo riesgo, nueve (5,5%)
presentaron lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) 0 allo grado (LEIAG) durante el seguimiento. Por otra parte,
entre las 110 pacientes con ASC y positividad para ADN-VPH de alto riesgo, 43 (39%) presentaron lesiones cervicales en un plazo
de un ario. Los valores de sensibilidad y especificidad y los valores predictivos positivo y negativo empleados en la captura hibrida
para identificar lesiones escamosas intraepiteliales fueron 82,3%, 69,3%, 38,1% y 94,4%, respectivamente. Conclusion: Nuestros
resultados demostraron alto valor predictivo negativo de la captura hibrida para detectar lesiones cervicales en pacientes con
diagnastico previo de ASC, cuando la investigacion de ADN-VPH de alto riesgo ha sido negativa.

Palabras clave: atipia en células escamosas del cuello uterino; deteccion precoz del cancer; neoplasia intraepitelial cervical;
lesiones intraepiteliales escamosas del cuello uterino; infecciones por papillomavirus; Brasil.

INTRODUQAO Notavelmente, a superexpressao das proteinas virais oncogénicas
E6 e E7 leva a alteragdes no ciclo celular devido a mutacdes nos
genes que codificam as proteinas supressoras de tumor p53 e Rb
(retinoblastoma). Os niveis de dcido ribonucleico RNA mensageiro
(mRNA) correspondentes 4 expressao das protefnas oncogénicas
E6 e E7 estdo intimamente relacionados com as lesdes cervicais,

Segundo a Organizagdo Mundial da Sadde (OMS), em 2014,
o cancer de colo de ttero estava entre as cinco neoplasias mais
frequentes na populacdo feminina®, e € a segunda principal
causa de morte em mulheres com idades entre 20 e 39 anos, de
acordo com a American Cancer Society®?. E o segundo tipo de
cancer mais comum entre mulheres em pafses que ndo tém acesso A triagem Citolégica 6 um método eficaz que tem um impacto
a programas de rastreamento”. positivo no diagndstico precoce do cancer do colo do ttero. No

A relagio causal entre o papilomavirus humano (HPV) e o~ €ntanto, alguns estudos sugerem que testes para a deteccao de HPV
cancer cervical e suas lesdes precursoras estd bem estabelecida de alto risco exibem maior sensibilidade em comparagdo com a
na literatura. Reconhece-se que a maioria das infecgdes do ~ citologia® . DeacordocomSautereral. (2014),acolpocitologia
trato genital feminino causadas por diferentes tipos de HPV tem  como tnico método de triagem apresenta sensibilidade de cerca
natureza transitoria. No entanto, a persisténcia da infeccio pelo ~ de 73% na deteccdo de lesdes intraepiteliais escamosas de alto
HPV de alto risco é condicio sine qua non para o desenvolvimento  grau (LIEAG) ou carcinomas, enquanto Barut e/ al. (2015)""
de neoplasias intraepiteliais do colo do ttero. A integracio do  observaram sensibilidade e especificidade correspondentes a 57% e
dcido desoxirribonucleico (DNA) viral no genoma celular € um  76%, respectivamente, para a colpocitologia como tnico método.
evento necessario para desencadear o processo de carcinogénese.  Por sua vez, Mustafa ef al. (2016)7 observaram taxas de 43%-

sendo diretamente proporcionais®®.
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94% para sensibilidade e 78%-98% para especificidade atribuida
a0 exame colpocitologico. Por outro lado, a sensibilidade do
método de captura hibrida com o DNA de HPV de alto risco
€ de aproximadamente 96% e 95,3% para lesdes de alto grau
intraepitelial (CIN2) e elevado grau 3 (CIN3), respectivamente'”.

Assim, vérios estudos sugerem que testes moleculares para
a deteccdo de HPV de alto risco podem ser uma alternativa ao
estudo citologico na deteccio de lesoes intraepiteliais escamosas
de baixo grau (LIEBG), LIEAG e carcinomas do colo do
titero® 11213 Discute-se a possibilidade de adotar o método de
captura hibrida como ferramenta primaria de rastreamento do
cancer de colo uterino a fim de substituir a citologia na deteccdo
de lesdes cervicais, principalmente em mulheres acima de 30
anos. A captura hibrida foi progressivamente incorporada aos
programas de rastreamento nos ultimos anos, resultando em
taxas mais baixas de cancer invasivo nos ciclos de rastreamento
subsequentes® 1> 19,

0 método molecular para a deteccdo do DNA do HPV
considerado o padrao-ouro no mundo, o Hybrid Capture 2 (digene
HC2, QIAGEN Corporation, Gaithersburg, Maryland, EUA) foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos para a detecgdo de 13 gendtipos de HPV de alto risco. De
acordo com as diretrizes americanas, recomenda-se utiliza-lo na
investigacao da citologia cervical de células escamosas atipicas
de significado indeterminado (ASC-US) ou células escamosas
atipicas, de significado indeterminado, nao podendo excluir leses
intraepiteliais de alto grau (ASC-H), em diagndsticos discordantes
ou em coteste com investigacdo citolégica em mulheres com 30
anos ou mais a cada cinco anos® % %129 Entretanto, mesmo
na LIEAG, a triagem de virus pode ser negativa, e essa questao
deve ser estudada antes da institui¢do da captura hibrida como
método primdrio e tnico, sendo a triagem simultanea (coteste)
a modalidade mais recomendada atualmente®. No Brasil, as
atuais diretrizes do Ministério da Saide (MS) ndo recomendam o
uso rotineiro de rastreamento do DNA do HPV™.

Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
do método de captura hibrida para o HPV de alto risco em predizer
a deteccdo de lesdes escamosas intraepiteliais e carcinoma em
pacientes que apresentaram células escamosas atipicas na andlise
colpocitoldgica.

METODO

Andlise retrospectiva dos resultados dos exames contidos em
um banco de dados do Centro de Diagndstico Anatomopatol6gico

(CEDAP), em Joinville, Santa Catarina, Brasil, realizados
consecutivamente entre novembro de 2015 e maio de 2018.

0s pacientes incluidos no estudo tinham idade média de 36 +
10,1 anos (18 a 77 anos) e diagndstico colpocitologico de ASC-US
ou ASC-H, resultante na triagem para DNA de HPV de alto risco
pelo método de captura hibrida (digene HC2, QIAGEN Corporation,
Gaithersburg, Maryland, EUA), realizado como um coteste ou
teste subsequente, seguindo as instrugdes do fabricante. Pacientes
que tiveram pelo menos um acompanhamento histologico ou
colpocitoldgico foram considerados até o final do primeiro ano
apos a colpocitologia com ASC-US ou ASC-H associada ao teste
de captura hibrida. A sensibilidade, a especificidade e os valores
preditivos positivo e negativo da captura hibrida foram calculados
com base na identificacdo de lesdes no periodo definido para o
acompanhamento.

0Os diagndsticos obtidos em colpocitologia e histologia foram
categorizados de acordo com o Sistema Bethesda, estratificado em
normal/reativo, células escamosas atipicas (CEA), LIEBG e LIEAG.

0Os dados foram tabulados e analisados em uma planilha
do Microsoft® Excel para Windows 10. O teste qui-quadrado foi
utilizado para comparar a distribui¢o dos casos de lesdes (LIEBG
e LIEAG) e carcinoma identificados no seguimento entre os grupos
de pacientes com captura hibrida positiva e negativa, sendo
estimada uma diferenca significativa quando p < 0,05.

RESULTADOS

Dos 273 pacientes com CEA incluidos no estudo pela
colpocitologia, 110 (40,3%) apresentaram captura hibrida
positiva para HPV de alto risco, como mostra a Figura 1. Entre
estes e a0 longo de um ano, 43 (39%) pacientes apresentaram
lesdes cervicais. Foram detectados pela histologia, 19 casos
de LIEBG (cinco diagndsticos histoldgicos e 14 diagndsticos
colpocitoldgicos), 23 casos de LIEAG (19 diagnosticos
histoldgicos e quatro diagndsticos colpocitoldgicos) e um caso
de adenocarcinoma in situ determinado. Dos 57 pacientes
submetidos @ avaliacdo colpocitoldgica ou histologica em
seis meses, 33 apresentaram lesGes, enquanto 10 pacientes
apresentaram lesoes na segunda metade do acompanhamento
de um ano.

0s 163 (59,7%) casos que apresentaram diagnostico de CEA
por colpocitologia e captura hibrida negativa para HPV de alto
risco estao analisados na Figura 2. Observou-se que nove (5,5%)
pacientes tiveram diagndstico subsequente de LIEBG (72 = 7), trés
determinados histologicamente e os demais por colpocitologia;
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FIGURA 1 — Distribuicdo dos casos positivos de HPV por captura hibrida para o resultado
da avaliagdo histologica ou da colpocitologia em até um ano de seguimento apos
identificacdo de células escamosas atipicas

HPV: papilomavirus humano; DNA: dcido desoxirribonucleico; LIE: lesoes intraepiteliais
escamosas; CEA: células escamosas atipicas; LIEAG: lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau; LIEBG: lesdo intragpitelial escamosa de baixo graw, "niimero de casos com histologia/
niimero total de casos.

\J Y Y

TABELA — Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos
e negativos para LIEAG e LIEBG

Parametros (%) LIEAG LIEBG Ambos
Sensibilidade 92 73 823
Especificidade 64 63,1 69,3

Valor preditivo positivo 20,9 17,2 38,1
Valor preditivo negativo 98,7 95,7 94,4

LIEAG: lesdo intraepitelial escamosa de alto grau, LIEBG: lesio intraepitelial escamosa de
baixo grau.

DISCUSSAO

0 alto valor preditivo negativo (98,7%) obtido para a
observacdo do LIEAG dentro de um ano apds o diagndstico de
CEA na colpocitologia associada a captura hibrida negativa para
HPV de alto risco indica vantagem em associar os dois métodos
como ferramenta de rastreamento de lesdes no colo uterino. Um
alto valor preditivo negativo atribuido a captura hibrida apds a
identificacdo da CEA na colpocitologia pode ajudar na definicao
de condutas subsequentes, na medida em que tranquiliza o médico
e 0 paciente e permite a reducdo da frequéncia de procedimentos
invasivos, como colposcopia e biopsia® . Segundo Zeferino ez al.
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FIGURA 2 — Distribuicdo dos casos negativos de HPV por captura hibrida para o resultado
da avaliacao histologica ou colpocitologia em até um ano de seguimento apos identificagdo
de células escamosas atipicas

HPV: papilomavirus humano; DNA: dcido desoxirribonucleico; LIE: lesoes intraepiteliais
escamosas; GEA: células escamosas atipicas; LIEAG: lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau; LIEBG: lesdo intragpitelial escamosa de baixo grau; "niimero de casos com histologia/
ntimero fotal de casos.

ou diagnostico de LIEAG (r = 2), dos quais um determinado por
histologia e outro por colpocitologia. Com excecao de um caso de
LIEBG, todos os outros foram detectados nos primeiros seis meses
do seguimento de um ano.

Os casos de lesdo cervical identificados no seguimento
estavam significativamente concentrados nos pacientes que, além
de apresentarem atipia, apresentaram captura hibrida positiva
para HPV de alto risco (39% us. 5,5%, p < 0,05). A sensibilidade,
a especificidade e os valores preditivos positivo e negativo sio
mostrados na Tabela.

€ muito improvavel a ocorréncia de lesdes precursoras ou cancer
de colo do ttero.

A relevancia de um alto valor preditivo negativo atribuido a
captura hibrida € evidente no estudo Kaiser Permanente Northern
California (Oakland), que envolveu 315.061 mulheres por mais
de cinco anos. Naquelas que apresentaram negatividade para
o HPV de alto risco, a incidéncia de cancer do colo do utero foi
extremamente baixa (3,8 mulheres por 100.000/ano). Isso indica
que a auséncia do DNA do HPV nos testes de captura se correlaciona
com baixas taxas de lesdes cervicais®.

No estudo Adressing the Need for Advanced HPV Diagnostics
(ATHENA) desenvolvido em 61 centros médicos dos Estados
Unidos, 47.208 mulheres com 21 anos ou mais foram submetidas
a rastreamento para cancer de colo do ttero no periodo entre maio
de 2008 e agosto de 2009. Do total, 1.578 foram diagnosticadas
com ASC-US em citologia e submetidas a DNA para HPV de alto
risco e biopsia, simultaneamente. Sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e taxas preditivas negativas atribuidas a
captura hibrida foram as seguintes, respectivamente: 87,2% para
CIN2 e 91,3% para CIN3; 71,1% para CIN2 e 70% para CIN3; 13,7%
para CIN2 e 8,5% para CIN3; e 99,1% para CIN2; 99,6% para
CIN3O1,

Arbyn ef al. (2013)"” avaliaram a precisio dos métodos
digene HC2 e APTIMA (Gen-Probe Incorp, San Diego, CA) para a
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deteccao de lesdes CIN2 e CIN3. Foram analisados oito estudos com
1.839 mulheres diagnosticadas com ASC-US e 1.887 com citologia
LIEBG, todas investigadas quanto a presenca de HPV de alto risco.
A sensibilidade atribuida aos métodos para pacientes com exame
inicial de ASC-US com resultado CIN2 variou de 75% a 100%, e
pacientes com resultado CIN3, de 93% a 100%. A especificidade
variou de 20% a 81% para CIN2 e 38% a 81% para CIN3.

Sauter ef al. (2014) estudaram 1.856 amostras colpocitoldgicas
com diagndstico ASC-US, que resultaram na captura hibrida de HPV
de alto risco pelo método HC2. A taxa de sensibilidade atribuida a
captura hibrida na modalidade de coteste foi de 96,7% para CIN2 e
95,3% para CIN3. A sensibilidade encontrada para o LIEAG em nosso
estudo foi semelhante 4 relatada pelos autores citados®™ > 119,

Em um estudo retrospectivo, Fakhreldin e Elmasry (2016)®
demonstraram que o teste para deteccio de DNA de HPV de alto
risco por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguido de
hibridizacdo (HPV-DNA) pode prever dois tercos dos casos de
ASC-US que podem progredir para LIEAG. No entanto, em nosso
estudo, observamos que 39% dos pacientes diagnosticados
com CEA e com captura hibrida positiva para HPV de alto risco
apresentaram LIEBG e LIEAG no periodo de um ano apds o
acompanhamento. Ou seja, apesar da alta sensibilidade em prever
a presenca ou o desenvolvimento de lesdes neoplasicas do colo do
titero, 0 método digene HC2 possui especificidade limitada.

De acordo com as atuais diretrizes brasileiras do MS para o
rastreamento do cAncer de colo uterino, em 2016, mulheres com
mais de 30 anos de idade que apresentaram diagndstico de ASC-US no
exame citologico devem repetir a investigacao colpocitoldgica apos
seis meses. Ao apresentar duas citologias negativas subsequentes, as
mulheres devem ser aconselhadas a continuar a triagem citologica
trienal. No entanto, se o resultado da repeticao da citologia for igual
ou sugestivo de lesdo intraepitelial ou cancer, a paciente deve ser
encaminhada para colposcopia®™. No caso de maiores achados
anormais (sugestivos de CIN2 ou GIN3) ou suspeita de invasao da
colposcopia, bidpsia deve ser realizada. Devido a ndo necessidade de
bidpsia apos a detecgio de CEA, nem todos os casos do nosso estudo
foram confirmados por histologia. Em relaco a0 uso da captura
hibrida para a investigacdo do HPV de alto risco, as diretrizes
brasileiras do MS ndo recomendam seu uso rotineiramente, pois
implica o uso de tecnologia néo amplamente disponivel no Sistema
Unico de Satide (SUS) e nio dispensa a citologia"?.

Zeferino ef al. (2018)"9 propuseram uma revisio e
atualizagio das Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do
Cancer do Colo do Utero do MS de 2016. Segundo os autores,
os testes para deteccdo de DNA do HPV de alto risco devem ser
aplicados de acordo com os recursos de cada municipio brasileiro
e utilizados em mulheres com mais de 30 anos. No caso de
colposcopia com ASC-US ou ASC-H, poderia ser utilizada a captura
em vez da citologia na reavaliacio apos seis meses. Se positiva

para tipos oncogénicos, a paciente deve ser encaminhada para
colposcopia. No caso de citologia negativa e triagem positiva para
HPV, a captura deve ser repetida em 12 meses.

CONCLUSAO

Concluimos que o método HC2 para investigar a presenca de
DNA de HPV de alto risco tem um alto valor preditivo negativo para
LIEBG e, principalmente, para LIEAG. Isso pode ajudar a definir
o acompanhamento das pacientes com CEA a colpocitologia
e reduzir os custos associados  triagem em longo prazo para a
possivel reducdo no nimero de colposcopias e biopsias indicadas
para essas pacientes.
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