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Association between high-risk human papillomavirus DNA load detected by hybrid capture II and high-grade
precursor lesions of cervical cancer in women

Siumara Tulio'; Luciane A. Pereira? Fabiane B. Neves? Alvaro Piazzetta Pinto?

TR resumo

Papiloma virus humano (HPV) | Introduc@o: O papilomavirus humano (HPV) é o principal fator de risco para as neoplasias intra-epiteliais
cervicais (NIC) e o cancer cervical. Objetivo: O objetivo deste estudo € avaliar se ha associacdo entre a
carga viral de HPV oncogénico (alto risco), determinada por meio do teste molecular captura hibrida Il (CH
I1), e o diagndstico de lesdes de alto grau (NIC II/1Il). Material e métodos: Foram analisadas 982 amostras
Captura hibrida cervicovaginais de exames ginecoldgicos de rotina, obtidas pelos métodos Papanicolaou convencional
e/ou citologia em base liquida (DNA-Citolig-Digene). Os resultados foram confirmados utilizando-se o
método de captura hibrida (CH [Digene]) para deteccdo de DNA/HPV de alto grau. Os resultados com
DNA-Citolig. valor > 1 pg/ml foram considerados positivos, e esses foram divididos em dois grupos: 1. carga viral <
100 pg/ml, e 2. carga viral > 100 pg/ml. Resultados: Dos 210 (21,4%) casos diagnosticados como NIC
I, 152 (72,4%) foram positivos para HPV de alto risco por CH II. Desses, 101 (66,4%) apresentaram
carga viral > 100 pg/ml. O diagnéstico de NIC Il ou Il foi confirmado por CH Il de alto risco em 86
(43,6%) casos, contudo, entre esses, em 53 (61,6%) a carga viral detectada foi > 100 pg/ml. Discussao
e conclusdo: Nossos resultados demonstram que ha uma clara associacéo entre o valor da carga viral
determinada pelo método CH Il (versdo 1) e o grau das lesoes precursoras de cancer. Pacientes com
carga viral superior a 100 pg/ml devem ser monitoradas periodicamente.

Neoplasia intra-epitelial

cervical (NIC)

Papanicolaou

abstract IS Y™

Introduction: Infection with oncogenic human papilloma virus (HPV) has been established as the main etiologic | Human papillomavirus
agent for cervical cancer and of cervical intraepithelial neoplasia (CIN). Objective: To determine the association
between viral loads of the high risk HPV using the hybrid capture Il (HC I]) system and CIN lesion stage.
Material and method: A total of 982 women with diagnosis of negative or of CIN I-11l with Pap or liquid-based | meoplesia (CTN)
cytology (DNA-Citolig-Digene) were included. HC Il testing was used to detected HPV DNA. Viral load was me- | ybrid capture
asured expressed as relative lights unit (RLU) ratio. RLU ratios were categorized for analysis into three groups:
negative (< 1 pg/ml); positive with low viral load (< 100 pg/ml); positive with high viral load (= 100 pg/ml).
Results: A total of 152 (72.4%) of 210 (21.4%) patients with CIN I, 53 (61.6%) of 86 (43.6%) with CIN II-1Il | DNA-Citolig
were positive for HPV DNA, the higher the viral load (> 100 pg/ml) were observed in 101 (66.4%) and 53
(61.6%) patients with CIN I or CIN II-1ll, respectively. Discussion and conclusions: Our results suggest a clear
association between viral load HPV DNA determined by HC Il (version 1) assay and CIN stage. We concluded
that the high viral load has a clinical importance for the management of patients with CIN.

Cervical intraepithelial

Papanicolaou
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Introducéo

Conhecidas desde a antiguidade, as infec¢des genitais
por papilomavirus humano (HPV) comecaram a chamar
a atencdo a partir da década de 1980, quando as lesdes
virais foram correlacionadas com o cancer de colo uterino.
O céncer de colo uterino é o segundo tipo de cancer mais
comum em mulheres no mundo. Aproximadamente 80%
dos casos ocorrem em paises em desenvolvimento, sendo
pouco freqlientes antes dos 20 anos de idade®. O HPV é
o principal fator de risco para neoplasias intra-epiteliais
cervicais (NICs) e cancer cervical® 7 '®, Entre os mais de
100 tipos de HPV identificados, nem todos sdo oncogénicos.
No entanto, em 99,7% dos casos de carcinomas cervicais
ha presenca de um ou mais desses tipos de HPV (alto risco
ou oncogénicos): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 66 e 6818,

O método mais simples para prevencdo do cancer
cervical é o Papanicolaou. Entretanto, nas ultimas décadas,
vérios estudos tém apontado para indices ndo-ideais de sen-
sibilidade do preparado convencional, com variacdo entre
50%-60%. Além disso, ha dividas sobre a utilizacdo do
teste como a Unica forma de acompanhamento de mulheres
com células escamosas atipicas (ASCs). Recentemente, a
citologia em base liquida comegou a ser utilizada, objeti-
vando maximizar a sensibilidade do teste citopatoldgico e
permitir a realizacdo de testes biomoleculares a partir da
mesma amostra coletada para a analise morfolégica.

O teste molecular de captura hibrida Il (CH II) para
HPV é capaz de detectar o DNA de 18 tipos virais que
mais comumente infectam o trato anogenital (masculino
e feminino), sendo esses divididos em grupos de baixo
risco (A) e alto risco (B). E um teste quantitativo e o Unico
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) para diagnéstico de HPV. Em comparacdo com
0 método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a CH
[l demonstra sensibilidade de 91,7% e especificidade de
95,4%™®. Como o risco de cancer cervical invasivo na mulher
esta diretamente relacionado a presenca de HPV de alto
risco (B), a pesquisa desses tipos virais por meio de métodos
moleculares tem sido extremamente (til para 0 acompanha-
mento de mulheres com alteracdes citolégicas. A maioria
das infeccdes por HPV ¢é transitéria e, aproximadamente,
70% delas desaparecem no periodo de um ano®.

A repeticdo de exames citolégicos em intervalos regu-
lares, pelo método convencional ou em base liquida, bem
como a realizacdo de anélise colposcépica imediata, exames
de DNA do HPV para pesquisa dos tipos de alto risco e/ou

a combinacdo de um exame citol6gico cervical com outro
método complementar, sdo préaticas amplamente utilizadas
em vdérios paises para acompanhamento de mulheres com
ASC25815),

Este estudo objetivou avaliar se ha associacdo entre a
carga viral de HPV oncogénico (alto risco), determinada por
meio do teste molecular CH Il (verséo 1), e o diagndstico
de lesoes de alto grau (NIC I1/11l) pelos métodos citoldgicos
Papanicolaou convencional e em base liquida.

Material e métodos

Populacdo estudada

Neste estudo incluimos 982 amostras cervicovaginais de
exames ginecoldgicos de rotina, de mulheres com idades
variando entre 16 e 67 anos, analisadas no periodo de ja-
neiro de 2001 a setembro de 2004 no laboratério Annalab
de Curitiba (PR).

Citologia

As amostras citoldgicas foram obtidas pelos métodos
Papanicolaou convencional ou por citologia em base liquida
(DNA-Citolig-Digene). Os diagnésticos foram realizados
utilizando a nomenclatura baseada no sistema Bethesda
2001 e na Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC).
Nas laminas utilizadas para este estudo foram observadas
as sequintes alteracdes morfoldgicas:

e células escamosas atipicas de significado indetermi-
nado (ASCUS);

e NIC (graus I, [l ou Ill).

Devido a grande dificuldade em estabelecer o diag-
nostico citoldgico diferencial entre as lesdes de grau Il e lll,
incluimos as mulheres com NICs Il e Il no mesmo grupo.

Teste para DNA/HPV

Utilizou-se o método de CH Il (verséo 1 [Digene]) para
deteccdo de DNA/HPV de alto risco (tipos 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68), comumente asso-
ciados com neoplasia intra-epitelial de alto grau e cancer
cervical.

A carga viral foi determinada por meio da quantificacdo
da emissdo de luz e expressa como relacdo (amostra/con-
trole positivo) da unidade de luz relativa (RLU). As amostras
com relacdo RLU < 1 pg/ml foram consideradas negativas.
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Os resultados com valor > 1 pg/ml foram considerados
positivos, e esses foram divididos em dois grupos:

e carga viral < 100 pg/ml;
e carga viral > 100 pg/ml.

De acordo com Dalstein et al.®) a persisténcia de carga
viral superior a 100 pg/ml esta diretamente relacionada
com o risco para NIC I/,

Analise estatistica

Essa analise determinou a sensibilidade e a especificida-
de dos métodos citolégico convencional e do DNA-Citoliq
(Digene), comparando-os com o método de CH Il para
DNA/HPV de alto risco (grupo B).

Resultados

Foram analisadas 982 amostras cervicovaginais, 877

(89,3%) pelo método convencional e 105 (10,7%) pelo
DNA-Citolig. A média de idade das mulheres foi de 41,5
anos, variando de 16 a 67 anos. Trezentas e quatorze la-
minas (32%) apresentaram resultado citolégico negativo,
sendo 256 pelo método convencional e 58 pelo DNA-Ci-
toliq. Dessas, 226 (72%) mantiveram resultados negativos
por CH para DNA/HPV de alto risco. Duzentas e sessenta e
uma amostras (26,6%) foram diagnosticadas como ASCUS
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no exame citolégico: 236 pelo método convencional e 25
pelo DNA-Citolig.

Das 261 amostras diagnosticadas como ASCUS, 113
(43,3%) apresentaram resultado negativo na CH Il para
HPV de alto risco, e 148 (56,7%) resultado positivo (>1
pg/ml), destas 59 (39,9%) com carga viral superior ou
igual a 100,0 pg/mL (Tabela 1). Duzentas e dez amostras
(21,4%) foram diagnosticadas como NIC I. Dessas 152
(72,4%) apresentaram resultado positivo por CH para HPV
de alto risco. Das amostras diagnosticadas como NIC | e
confirmadas por CH, 101 (66,4%) apresentaram carga viral
>100 pg/ml. Foram diagnosticadas 197 (20,6%) amostras
como NIC Il ou lll, confirmando-se a presenca de HPV
de alto risco por CH Il em apenas 86 (43,6%). Contudo,
dessas amostras, 53 (61,6%) apresentaram carga viral >
100 pg/ml (Tabela 1).

Determinaram-se a sensibilidade e a especificidade
de ambos os métodos utilizados para triagem no diag-
noéstico de NIC Il ou Ill, adotando-se como referéncia
os resultados obtidos por CH Il (versdo 1). Observou-se
que a citologia convencional apresentou sensibilidade
e especificidade de 42% e 71%, respectivamente. O
método DNA-Citoliq apresentou elevada especificidade
(75,9%) e sensibilidade (66%) para o diagndstico de
NIC Il ou Ill, quando em comparacdo com o método
convencional (Tabela 2).

Resultados obtidos na citologia convencional e em base liquida (DNA-Citoliq) em relagao a

Tabela 1
Diagnéstico citoldgico CH negativa

(n) (%)

Conven- DNA- Conven- DNA- Conven-
cional Citoliq cional Citoliq cional
(877) (105) (51) (58,1) (49)

Negativa Negativa 182 44 14
(256) (58) (71,1)  (759)  (28,9)
ASCUS ASCUS 101 12 135
(236) (25) (42,8) (48) (57,2)
NICI NICI 57 1 143
(200) (10) (285)  (10) (71,5)

NICII ou NICII ou 107 4 78

I (185) IO (12) (57,8)  (33.4)  (42.2)

CH positiva

carga viral determinada pela CH II (versao 1) para DNA/HPV de alto risco (grupo B)

CH positiva: carga CH positiva: carga
viral < 100 pg/ml (%) viral > 100 pg/ml (%)
DNA- Conven- DNA- Conven- DNA-
Ctoliq cional Citoliq cional Citoliq
(41,9) (22,8) (23,8) (26,2) (18,1)
14 40 12 34 2
(241)  (156)  (20,7)  (133)  (3.4)
13 83 6 52 7
(52)  (352) (24) (22) (28)
9 48 3 95 6
(90) (24) (30) (47,5) (60)
8 29 4 49 4
(66,6)  (157)  (33,3)  (26,5)  (33,3)

ASCUS: células escamosas atipicas de significado indeterminado; CH: captura hibrida; NIC: neoplasia intra-epitelial cervical.
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Comparacao entre sensibilidade e especificidade do método citoldgico convencional e do DNA-Citoliq

Tabela 2
Método
Citologia convencional
DNA-Citoliq

Sensibilidade para NIC II/III

para diagnéstico de NIC II ou III (casos confirmados por CH II para DNA/HPV de alto risco)

Especificidade para NIC II/III
71%
76%

CH: captura hibrida; NIC: neoplasia intra-epitelial cervical.

Devido a forte associacdo entre HPV de alto risco ou
oncogénico e lesdes intra-epiteliais escamosas, o teste mo-
lecular de CH tem sido investigado em numerosos estudos,
com objetivo de garantir sua utilizacdo como coadjuvante
na interpretacdo do diagndstico citolégico® 1),

Observou-se que, das 314 amostras com resultados ne-
gativos pelos métodos citol6gicos, 88 (28%) apresentaram
resultados positivos por CH Il. Dessas, apenas 36 (40,9%)
possuiam carga viral > 100 pg/ml. Resultados como esses,
discordantes entre os métodos citoldgicos e moleculares,
podem ocorrer devido a dificuldade do observador para
interpretar a lamina, a problemas na coleta ou ainda em
razdo da elevada sensibilidade do método molecular.

Segundo Castle et al.®, 15% das mulheres submeti-
das ao teste Papanicolaou podem apresentar resultado
citolégico negativo, com CH positiva para HPV de alto
risco. Em nosso estudo, observamos esse perfil em 9%
das mulheres analisadas. Portanto, é importante destacar
que mulheres com resultados citolédgico e molecular (CH
[) negativos apresentam risco reduzido de desenvolver
lesdes de alto grau®.

Nossos resultados demonstram que 148 (56,7%) dos
261 (26,6%) casos diagnosticados como ASCUS foram
positivos para HPV de alto risco no método molecular.
Desses, apenas 59 (39,9%) apresentaram carga viral > 100
pg/ml. Nesses casos houve predominio de carga viral <
100 pg/ml, 89 (60,1%) casos, o que sugere a possibilida-
de de reacdo inespecifica na CH Il e, conseqlientemente,
risco diminuido para qualquer tipo de lesdo de alto grau
nessas mulheres.

De acordo com a padronizacéo do teste CH Il (verséo 1)
pelo fabricante (Digene), as amostras com valor de RLU > 1
pg/ml devem ser consideradas positivas. No entanto, alguns
estudos demonstram que o teste teria maior especificida-
de se o valor de corte estivesse ao redor de 15,56 pg/ml,
tornando-o ideal para a deteccdo de lesdes intra-epiteliais

e cancer, diminuindo assim a possibilidade de resultados
falso-positivos, principalmente em amostras com carga
viral < 100 pg/ml? 1% 19, Portanto, nossas analises indicam
que em exames com resultados discordantes, com carga viral
<100 pg/ml, o teste molecular deve ser repetido (com nova
amostra) para confirmagéo diagnéstica.

Entre 0s 210 (21,4%) casos diagnosticados como NIC
[, 152 (72,4%) foram confirmados por CH Il para HPV
de alto risco, e 101 (66,4%) apresentaram carga viral
> 100 pg/ml. Estudos recentes relataram que pacientes
com carga viral persistente e > 100 pg/ml apresentaram
risco aumentado de progressao para NIC Il ou [l em um
curto intervalo de tempo, mesmo na auséncia de altera-
¢Oes citoldgicas detectaveis. No entanto, nos casos com
resultado positivo pela CH I, mas com carga viral < 100
pg/ml, hd menor chance de desenvolvimento de lesées
de alto grau®.

O diagnéstico de NIC Il ou Ill foi confirmado pela CH
Il de alto risco em 86 (43,6%) casos, entretanto, desse
universo, em 53 (61,6%) a carga viral detectada foi >
100 pg/ml. O predominio de casos com alta carga viral
sugere haver uma associacdo entre o valor da carga viral
e as lesdes precursoras de cancer cervical na populacdo
estudada.

Nossos resultados confirmam estudos anteriores e
indicam que essas pacientes devem ser acompanhadas
com a repeticdo periddica do exame para monitoramento
da carga viral®®. No entanto, corroborando Nieminen et
al.0?, tanto os valores da carga viral como sua persistén-
cia precisam ser avaliados, juntamente com a evolugédo
clinica.

Ao utilizar métodos distintos para triagem, observou-se
que o método DNA-Citoliq apresentou maior sensibilida-
de e especificidade (66% e 76% respectivamente) para
deteccdo de lesdes de alto grau, NIC II/lll (Tabela 2).
Outra vantagem do método DNA-Citoliq estd no meio
de transporte utilizado, que preserva adequadamente o
DNA/HPV para detec¢do pela CH 103, O teste de DNA/HPV
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no volume residual da amostra de citologia liquida esta
sendo cada vez mais utilizado clinicamente para orientar o
seguimento de mulheres com resultados citolégicos ines-
pecificos (ASCUS), principalmente por diminuir o nimero
de coletas cervicovaginais na mesma paciente.

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram
que a citologia em base liquida (DNA-Citoliq) é extrema-
mente eficaz para esclarecimento de casos onde o diagnésti-
co inicial é de ASCUS, permitindo a repeticéo ou diluicéo da
amostra para conclusao diagndstica (dados néo publicados).
No entanto, nessa metodologia, a padronizacao de leitura
é dificil e, embora o sistema DNA-Citoliq represente um
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avanco tecnolégico para o diagnéstico citopatolégico, a
transicdo entre os métodos deve ser realizada com cautela
e apds extensiva padronizacao técnica.

Portanto, conclui-se que na populacdo estudada
ha uma clara associacdo entre o valor da carga viral,
determinada pelo método de CH Il (versdo 1), e o grau
das lesdes precursoras de cancer cervical diagnosticadas
tanto pelo método citolégico convencional como em base
liquida (DNA-Citolig). Pacientes com carga viral > 100
pg/ml devem ser monitoradas periodicamente, ja que a
persisténcia da alta carga viral esté relacionada com pior
prognéstico.
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