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RESUMO

O céancer do colo do utero é o segundo tipo de cancer que mais acomete mulheres
mundialmente. Sabe-se, que o Papilomavirus humano (HPV) é a principal causa do
cancer cervical e sua propagacdo vém aumentando a cada ano. Devido a sua grande
incidéncia de casos, tanto no sexo masculino quanto no feminino, se faz necessario
um estudo aprofundado no tema abordado. A captura hibrida € um método de
hibridizacdo molecular, desenvolvido para o diagnéstico de HPV e aprovado pelo
Ministério da Saude/ANVISA. Esta técnica de analise, se baseia na amplificacdo do

sinal de hibridos formados (DNA viral conjugado a sondas de RNA) os quais sao
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detectados por reacdo enzima-substrato e sua leitura é feita por quimiluminescéncia.
O estudo é uma revisao sistematica do periodo de 2000 a 2020. As fontes de busca
de referéncia para o estudo, foram em sua maioria digitais, como: Google Académico,
SciELO (Scientific Eletronic Library on-line), ARCA (Fiocruz). O objetivo deste estudo
€ avaliar a importancia da identificacdo do tipo de HPV através da captura hibrida e
mostrar a necessidade da incorporacdo da captura hibrida na complementacdo do
exame de Citopatologia no diagnostico e acompanhamento das lesfes intraepiteliais

cervicais.
Palavras-chaves: Cancer, colo do utero, HPV, captura hibrida, hibridizacao.

INTRODUCAO

O céancer do colo do utero é a segunda neoplasia mais frequente entre as mulheres
no Brasil e em todo o0 mundo. O Papiloma Virus humano (HPV) do tipo oncogénico é
uma causa necessaria para o desenvolvimento do cancer do colo do utero. Ele &
capaz de provocar lesdes na pele e mucosas, sendo essas infecgdes frequentes e
guase sempre regridem naturalmente. (MENDONCA, 2010)

Existem mais de 100 tipos de HPV e séao classificados em virus de baixo risco e alto
risco oncogénico, onde em sua maior porcentagem sao representados pelos tipos de
16 e 18, que sdo os que mais prevalecem nos casos de cancer cervical invasivo,
compreendendo uma porcentagem de 70% do total dessas neoplasias. (LIBERA,
2016)

O céancer do colo uterino, é ainda um agravo de evolucdo lenta que acomete milhares
de mulheres em todo o mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
em 2004 o cancer do colo de Utero 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. (ADORNO,
2020)
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A partir da década de 1980, as infec¢bes genitais por HPV comecaram a ser
correlacionadas com o cancer de colo uterino. Desde entdo, as alteracbes
anatomopatologicas associadas ao HPV, foram cada vez mais identificadas. Dentre
elas, encontram-se os coildcitos que sdo achados caracteristicos de HPV nas lesbes
intraepiteliais cervicais. A maioria das infec¢Bes sédo transitérias, e sua evolucao esta
intimamente relacionada com a persisténcia do DNA viral. E sabido, que ocorrem
variagcdes influenciadas por outros fatores no sistema imune, que interferem na
persisténcia e progressdo da infeccdo, além de provocar alteracdes no epitélio
cervical. (INCA, 2016)

As células infectadas podem sofrer alteragcdes citoldgicas de graus variados, indo da
lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), passando pela leséo intraepitelial de alto grau
(HSIL) até desenvolver o cancer cervical. (MENDONCA, 2010)

A deteccdo do HPV e da lesdo intraepitelial escamosa pode ser feita através da
colposcopia, citologia, Histopatologia e biologia molecular. As lesdes de alto grau
podem progredir para cancer mais rapidamente, logo, seu diagnostico, tratamento e

acompanhamento séo de grande importancia. (RAMOS, 2013)

A relacdo entre a carcinogénese e o HPV esta ligada com o tipo viral. Essa relacao
fez com que houvesse um enorme avanco tecnoldgico em testes moleculares para o
diagnéstico precoce do virus, até mesmo em pacientes assintomaticos. (FARIAS
et.al., 2019)

A citologia oncatica ou colpocitologia visa analisar as células de forma individualizada,
intervindo na deteccao de células anormais, assim como para a prevencgao secundaria
nos estégios iniciais do cancer do colo uterino. A Nomenclatura Brasileira é
normatizada pelo Sistema Bethesda, onde “sdo consideradas lesdes ou
anormalidades epiteliais escamosas as atipias em células escamosas de significado
indeterminado (ASC-US), as atipias em células escamosas de significado
indeterminado, em que néo € possivel descartar lesdo” intraepitelial escamosa de alto
grau (ASC-H), as lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL), as lesGes

intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e o carcinoma escamoso. Entre as
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atipias glandulares s&o consideradas aquelas de significado indeterminado e o
adenocarcinoma (in situ e invasor). Para comprovar a eficiéncia do exame e sua
importante aplicacdo, ele deve ser realizado periodicamente, assim como
recomendado por organizacdes nacionais e internacionais de Saude, para as
mulheres que j& tenham iniciado a atividade sexual. (BRASIL, 2013; NAYAR, 2018)

O exame de colpocitologia, foi gradativamente adquirindo adeptos, nos servigos de
ginecologia e atualmente, representa importante forma de rastreamento deste tipo de
cancer. Em razdo da sua grande aceitabilidade, por parte da populacdo e dos
profissionais da area, coligada a facilidade de execucao, a taxa de mortalidade por
cancer do colo do utero tem reduzido de modo significativo em paises que aderiram e
ampliaram essa praticabilidade, sobretudo nos centros mais desenvolvidos. Porém,
ainda assim a execucao deste teste exige muita eficiéncia na coleta, podendo haver
falhas e omitindo lesGes importantes para o diagnéstico ou acompanhamento clinico
de pacientes rotineiras ou acometidas por lesdes precursoras de HPV, sendo assim,
€ indicado como complemento o exame de captura hibrida, que possui grande
efetividade na andlise precisa das lesdes, visto que a captura hibrida por ser um teste
molecular importante na deteccdo de alteragcbes em pacientes assintomaticas.
(NAYAR, 2018; BRASIL, 2013)

A Captura hibrida (CH) € um teste de biologia molecular que permite a deteccéo do
papiloma virus humano e outros patdgenos de doencas sexualmente transmissiveis.
O teste € baseado na detecc¢do de acidos nucléicos por quimiluminescéncia. O teste
de captura hibrida apresenta sensibilidade muito superior ao exame de colpocitologia,
permitindo a deteccdo de HPV inclusive nas suas formas assintomaticas. Outra
vantagem do teste de captura hibrida € a identificacdo dos tipos de HPV que sé&o
agrupados em baixo risco (grupo A) e alto risco (grupo B), conforme associagdo com

risco de desenvolvimento de cancer do colo do Utero. (SILVA et al., 2015)

O objetivo deste estudo é avaliar a importancia da identificacdo do tipo de HPV através
da captura hibrida e mostrar a necessidade da incorporac¢do da captura hibrida na
complementacao do exame de Citopatologia no diagnéstico e acompanhamento das
lesbes intraepiteliais cervicais.
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METODOLOGIA

Para a composicdo deste trabalho, utilizamos artigos cientificos brasileiros e
internacionais. As fontes de busca utilizadas como referéncia para o estudo, foram em
sua maioria digitais, como: Google Académico, SciELO (Scientific Eletronic Library on-
line), ARCA (Fiocruz).

O periodo estudado foi entre 2000 a 2020, e foram selecionados conforme afinidade

do tema, contendo informacdes importantes para o desenvolvimento do trabalho.

O estudo é uma revisao sistematica sobre os aspectos da infeccéo do virus HPV e as
evidéncias que mostram a importancia da Captura Hibrida no acompanhamento das
lesbes Intraepiteliais cervicais. Além de apresentar uma proposta capaz de oferecer
fundamentacdo para um conhecimento mais esclarecido sobre o diagndstico
molecular do HPV. A reviséo literaria sera de grande importancia para os profissionais
da saude, principalmente aqueles que atuam diretamente no campo da prevencao e
combate do cancer de colo de (tero. ldentificam-se também, neste texto, dados
evidenciando o quéo falho sdo os meios tradicionais de acompanhamento dessas

lesbes, e 0 quanto impacta no progndstico da paciente para um tratamento adequado.
DESENVOLVIMENTO

O cancer cervical procede do crescimento descontrolado de células anormais do colo
uterino. E uma doenca de crescimento lento que acomete principalmente as mulheres
em fase adulta, sexualmente ativas. Sendo o segundo mais comum em mulheres no
Brasil (correspondendo a 19,18% dos tumores femininos) e no mundo. A estimativa
para cada ano do triénio 2020/2022, € que sejam diagnosticados 16.590 novos casos
de céancer de colo do utero no Brasil, com um risco estimado de 15,43 casos a cada
100 mil mulheres, ocupando a terceira posi¢ao. Oitenta e trés por cento dos casos de
mortes ocorrem em paises em desenvolvimento, onde o cancer cervical é responsavel
por 15% das neoplasias malignas em mulheres. (FARIAS et al., 2019; SCHILITHZ et
al., 2019; INCA, 2019)
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Sob a perspectiva de mais de 100 tipos de HPV identificados, verifica-se que nem
todos sdo oncogénicos. Contudo, em 99,7% dos casos de carcinomas cervicais, um
ou mais desses tipos de HPV de alto risco estédo presentes: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. (VINCE et.al., 2002)

Um estudo com a populagao brasileira “registrou uma incidéncia de 14.3% de infecgéo
genital por HPV de alto risco, sendo que destes, 77,8% eram lesdes escamosas de
alto grau e 100% dos casos de carcinoma”. (NAKAGAWA, 2010 p. 309)

Os programas de prevencdo contra o cancer orientam as mulheres a realizarem
exames citolégicos em intervalos regulares, pelo método convencional ou em base
liguida. A combinacdo de um exame citolégico cervical com o exame de CH, séo
praticas amplamente utilizadas em varios paises para acompanhamento de mulheres
com atipias de significado indeterminado. (FARIAS et al., 2019; DALSTEIN et al.,
2003; HERNANDEZ et al., 2003; ROWE, 2004)

RECOMENDACOES PARA O EXAME DE COLPOCITOLOGIA

Segundo o Ministério da Saude, € recomendado que 0s dois primeiros exames, sejam
realizados com intervalo anual e se ambos os resultados forem negativos, 0s préximos
devem ser realizados durante um periodo com intervalo de 3 anos. A coleta deve ser
inicialmente realizada para mulheres que iniciaram atividade sexual, seguindo o
acompanhamento e a realizacdo dos exames periddicos até os 64 anos de idade.
Para mulheres que ndo apresentam alguma histéria prévia de doenca neoplésica pré-
invasiva, apds cinco anos de exames com dois resultados negativos consecutivos, a
realizacdo desses exames pode ser interrompida. Em caso de mulheres com faixa
etaria acima de 64 anos e que nunca se submeteram ao exame citopatoldgico, &
necessario realizar dois exames com intervalo de um a trés anos. Se ambos os
resultados forem negativos, ndo ha a necessidade de dar continuidade aos exames

adicionais, sendo estes dispensados.
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CAPTURA HIBRIDA

A captura hibrida € um teste quantitativo e qualitativo e o Unico aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para diagnostico de HPV, que consiste na
deteccao de 18 tipos de HPV, mas nédo é capaz de determinar o tipo especifico e sim
identificar dois grupos divididos em alto risco e baixo risco que mais comumente
infectam o trato genital masculino e feminino. A metodologia fundamenta-se em cinco
procedimentos bésicos: desnaturacao, hibridizacdo, captura dos hibridos, reacdo dos
hibridos com o conjugado e deteccao dos hibridos por quimiluminescéncia. (RAMOS,
2013)

A técnica se baseia no uso de microplaca e solucdo hibridizadora que contém
anticorpos monoclonais para captura com amplificacdo de sinal, fazendo com que o

virus seja detectado. Figura 1

O material que contém acido desoxirribonucleico (DNA) hibridiza-se com o acido
ribonucleico (RNA), formando os hibridos RNA/DNA, capturados sobre a superficie da
microplaca sensibilizada com anticorpos especificos, que sdo conjugados com a
fosfatase alcalina e reagem com os hibridos imobilizados e séo detectados por
guimiluminescéncia ultrassensivel. Os valores sdo lidos pelo aparelho
qguimiolumindmetro e transmitidos a um computador com software especifico, que
analisa os numeros recebidos e realiza os calculos de validagdo do exame e quantifica

0s controles positivos, negativos e amostras. (FARIAS et al., 2019)
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Figura 1 - Esquematizagédo do exame de captura hibrida.

3%

Digestio
Desnaturacio

‘{ : § - ‘g
.___——'§ i ; -
§ g . : - Rcac-ﬂo com
r S / Substrato
Renw\o com
Captura Conjugado
dos Hibridos

Fonte: http://www.clinicapiumbini.com.br/

A maioria dos pacientes manifesta a infeccdo na forma latente e por ndo haver
diagndstico e tratamento, sua transmissao € livre. Deste modo, a aplicabilidade dos
testes moleculares séo bastante uteis para detectar a infec¢géo por HPV, monitorar a
subsisténcia da infeccdo apos tratamento e prever o potencial cancerigeno, uma vez

gue ele permite a identificacdo do tipo de HPV, da sua carga viral.

A Captura Hibrida permite a detec¢éo dos tipos de HPV oncogénicos mais frequentes
e a avaliacado da carga viral. A CH apresenta sensibilidade de 95 a 97%. (SILVA et al.,
2015)

O estudo New Technology in Cervical Cancer (NTCC), comparando o rastreamento
citolégico cervical com o teste do HPV em 24.661 mulheres, encontrou sensibilidade
para o teste de HPV de 63% maior que citologia — sensibilidade relativa 1,63
(IC95%=1,25-2,12) para teste de HPV versus 1 para citologia convencional, quando
realizado em mulheres acima dos 35 anos de idade.(ROCHA, 2010) De acordo com

Sauter et al. (2014), a colpocitologia como Unico método de triagem apresenta
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sensibilidade de cerca de 73% na deteccao de lesdes intraepiteliais escamosas de
alto grau ou carcinomas, enquanto Barut et al. (2015) identificaram sensibilidade e
especificidade correspondentes a 57% e 76%, respectivamente, para a colpocitologia
como unico método. No entanto, Mustafa et al. (2016) conferiram no exame
colpocitolégico que para a sensibilidade as taxas eram de 43%-94%, enquanto para a
especificidade as taxas apresentavam de 78%-98%. Em contra partida, a
sensibilidade do procedimento de captura hibrida com o DNA de HPV de alto risco é
de aproximadamente 96%. (ADORNO, 2020; SAUTER et al., 2014; BARUT et al.,
2015; MUSTAFA et al., 2016)

Estudos tém demonstrado que h&a uma forte associacao entre HPV de alto risco ou
oncogeénico e lesdes intraepiteliais escamosas, demonstrando sua utilizagdo como
coadjuvante na interpretacdo do diagndstico citolégico. (KUNZ et al., 1998;
SCHIFFMAN et al., 2000)

Relatos tem demostrado que de 9 a 15% das mulheres que realizaram o exame
colpocitolégico e que apresentaram resultado negativo para malignidade podem
apresentar uma CH positiva para HPV de alto risco. Portanto, é importante destacar
gue mulheres com resultados citolégico e CH negativos, apresentam risco reduzido

de desenvolver lesdes de alto grau. (CASTLE et al., 2002)

O exame de CH foi confirmado para HPV de alto risco em 86 (43,6%) nos casos de
diagnéstico de NIC Il ou NIC Ill, entretanto, desse universo, em 53 (61,6%) a carga
viral detectada foi = 100 pg/ml. Pacientes com carga viral > 100 pg/ml devem ser
monitoradas periodicamente, ja que a persisténcia da alta carga viral associa-se com
pior prognostico. (DALSTEIN et al., 2003; TULIO et al., 2007)

Mergui et al. (2008), afirmam que o seguimento dessas mulheres tratadas por NIC I
ou NIC Ill pode ser realizado com a citologia, colposcopia ou com o teste de captura
hibrida. Esse teste tem demonstrado maior sensibilidade do que a citologia no
diagndstico de lesao residual ou recorrente. (MERGUI et al., 2008; CHAN et al., 2009)
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Entretanto, Arbyn, 2012 realizaram uma revisao sistematica e meta-analise sobre 0
uso do teste do HPV e verificaram que a taxa de doenca residual e de recorréncia em
até dois anos apos tratamento de lesdo de alto grau variou de 4%—-18%, com média
de 8%. Esse risco é maior nas mulheres acima de 50 anos, 0 que é consistente com
a observacgao de que a persisténcia da infecgéo viral aumenta com a idade. (ARBYN
etal., 2012)

Assim, sob a literatura do tema proposto, em conformidade com estudos de
seguimentos de longo prazo, verifica-se que mulheres tratadas para NIC Il/lll, s&o
mais propensas a desenvolverem cancer cervical subsequente, apos o tratamento, do

gue a populacédo geral, durante um periodo de 10 a 20 anos.
RESULTADO DO TESTE PARA DNA/HPV

A apresentacdo do resultado, em sua sintese, considera um teste positivo quando as
relacbes RLU/PCA para os virus do grupo A (6, 11, 42, 43 e 44) e/ou RLU/PCB para
os virus do grupo B (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68) sdo iguais ou

maiores que 1.

A carga viral é determinada através da “quantificacdo da emissao de luz e expressa
como relacdo (amostra/controle positivo) da unidade de luz relativa (RLU). As
amostras com relacdo RLU < 1 pg/ml foram consideradas negativas. Os resultados

com valor = 1 pg/ml foram considerados positivos”. (TULIO et. al., 2007 p. 31-32)
CONSIDERAC}@ES FINAIS

Portanto, conclui-se que na populacdo estudada ha uma clara associacdo entre o
valor da carga viral, determinada pelo método de CH e o grau das lesfes precursoras
de cancer cervical que foram diagnosticadas pelo método citolégico convencional e
pela base liquida. Pacientes com carga viral > 100 pg/ml devem ser monitoradas
periodicamente, ja que a persisténcia da alta carga viral esta relacionada com pior

prognaostico.
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Os estudos revelam evidéncias de que o teste de CH tem sensibilidade superior a
Colpocitologia Oncética, quando se trata do diagndstico de HPV. A captura hibrida, &
um teste molecular que permite a deteccao do HPV mais frequente e uma avaliacédo
precisa da carga viral, mesmo que a paciente seja assintomatica, melhorando o seu

prognaostico.

A inclusdo da captura hibrida nos testes de rotina tanto em pacientes com lesdes
intraepiteliais cervicais, quanto assintométicas é de grande importancia segundo 0s
dados obtidos. Sua sensibilidade esta entre 95 a 97% com sensibilidade superior a do
exame citopatologico convencional, oferecendo a paciente um tratamento precoce e
adequado, evitando assim a evolucdo da doenca. E importante evidenciarmos, que
ela detecta a presenca de qualquer HPV de alto risco mais frequente, sem
individualiza-los. A introducédo deste exame ajudaria muito o citologista para aqueles
casos com diagnostico de atipias inconclusivas e ou mesmo aqueles com lesdo com
poucas células alteradas. Alguns programas utilizam duplo diagnostico para uma
andlise mais efetiva (citologia em base liquida e CH) para auxiliar no rastreamento e

direcionamento ao tratamento.
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