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Resumo

O Papilomavirus Humano (HPV) é responsavel por causar umas das infecges sexualmente
transmissiveis mais comuns. O HPV é categorizado em dois grupos (baixo e alto risco oncogénico).
Objetivou-se determinar se a técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase & mais eficiente para a
deteccdo do HPV em relagdo a técnica de Captura Hibrida. Foram realizadas buscas com os
descritores: “HPV", “Hybrid Capture”, “PCR" e “Identification”. Foram incluidos artigos nacionais e
internacionais, em portugués e inglés, publicados entre 2011 e 2021. Foram excluidos artigos
publicados em outro idioma, ndo compativeis com o tema, publicados fora do periodo pré-
estabelecido. De 62 artigos encontrados, foram selecionados seis. A populagdo estudada variou
de 18 a 1675 participantes, totalizando um grupo de 2422 testes; dentro desse grupo, ainda foi
realizado 276 testes com pacientes do sexo masculino portadores de HIV. Todos os estudos
incluiram as metodologias de PCR e HC, com o objetivo de comparar o desempenho desses
ensaios para deteccédo de HPV. Pode-se dizer que a base de evidéncias apoia a nogao de que os
testes de HPV podem fornecer uma vantagem na triagem de pacientes com citologia duvidosa.
Palavras-chave: HPV; Captura hibrida; PCR; Identificac&o.

Abstract

The Human Papillomavirus (HPV) is responsible for causing one of the most common sexually
transmitted infections. HPV is categorized into two groups (low and high oncogenic risk). The
objective was to determine if the Polymerase Chain Reaction technique is more efficient for the
detection of HPV compared to the Hybrid Capture technique. Searches were conducted using the
descriptors: “HPV”, “Hybrid Capture”, “PCR" and “Identification”. Both national and international
studies, written in Portuguese and English, and published from 2011 to 2021 were included. Articles
published in another language, not compatible with the theme, published outside the pre-
established period were excluded. Of 62 articles found, six were selected. The population studied
ranged from 118 to 1675 participants, totaling a group of 2422 tests; within these group, 276 tests
were performed with male patients with HIV. All studies included PCR and HC methodologies, with
the aim of comparing the performance of these assays for detection of HPV. Arguably, the evidence
base supports the notion that HPV testing may provide an advantage in screening patients with
questionable cytology.
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Introducéo

O Papilomavirus Humano (HPV) é o
agente causador da Infecgao
Sexualmente Transmissivel (IST) mais
comum no mundo, que atinge tanto a pele
quanto as mucosas. Pertencente a familia
Papillomaviridae, composto por DNA
circular, sem envelope viral e, com mais
de 200 subtipos conhecidos atualmente.
Dentre os tipos virais, ha os classificados
em baixo risco oncogénico e os de alto
risco oncogénico (HR). No Ultimo grupo,
estdo os HPV do tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51,52, 56, 58, 59, 66 e 68, destacando
principalmente os 16 e 18, associados a
evolugdo do cancer de colo de Utero em
todo mundo?.

Dados epidemiolégicos
evidenciam que que o céancer de colo
uterino é o terceiro tumor mais frequente
no sexo feminino, sendo considerado a
quarta causa de morte entre as mulheres.
Além disso, 80% das mulheres
sexualmente ativas estardo expostas ao
virus no decorrer da vida®. Além disso, a
persisténcia da infec¢ao pelo HPV pode
estar relacionada a evolugédo para a
neoplasia do colo uterino - importante
problema de salude da mulher -,
responsavel por cerca de 265 mil dbitos
de mulheres por ano e incidéncia de 530
mil novos casos por ano?

Para Sa& e Silva (2019)4 é de
extrema importancia a prevengdo e o
diagnéstico do cancer de colo de Utero,
através do exame  ginecoldgico
preventivo Papanicolau. O exame avalia
material coletado da regido JEC (juncéo
dos epitélios do canal do colo do Utero e
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da vagina), visualizando o colo uterino
para identificar possiveis alteragdes
sugestivas da presenga de HPV, como as
células coilécitos.

Além do exame Papanicolau, ha
outros métodos de detecgéo do virus. A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
determina a presenga do genoma viral na
amostra biolégica, pela sintese in vitro de
segmentos do genoma. J& a técnica de
Captura Hibrida (CH2) é caracterizada por
ser uma técnica quanti-qualitativa, que se
baseia na hibridizagdo do material
genético do HPV presente na amostra. A
primeira pode proporcionar a
genotipagem viral e a CH2 apenas permite
a distingdo entre os grupos de alto (HR) e
baixo risco (LR)®. Logo, o presente estudo
formulou a seguinte questao: a técnica de
PCR é mais eficiente para a detecgéo do
HPV em relagédo a técnica de Captura
Hibrida? Consequentemente, objetivou-
se analisar, através de uma revisdo da
literatura, a eficiéncia da técnica de PCR e
da Captura Hibrida para a deteccéo do
HPV.

Métodos

A metodologia escolhida para o
estudo foi a revisdo integrativa, com
anélise qualitativa dos dados. As bases de
dados escolhidas para realizagdo da
pesquisa foram Biblioteca Virtual em
Saude (BVS), Biblioteca Nacional de
Medicina dos Estados Unidos (Medline) e
Scientific  Electronic  Library  Online
(Scielo). As buscas ocorreram no periodo
de julho a agosto de 2021, a partir dos
descritores: “HPV", “Hybrid Capture”,
“PCR" and “Identification”, os quais foram
escolhidos para responder a pergunta



central deste estudo: a técnica de PCR
(Reagédo em cadeia da Polimerase) é mais
eficiente para a detecgdo do HPV
(Papilomavirus Humano) que a Captura
Hibrida?

Os critérios de inclusao foram:
artigos nacionais e internacionais, em
portugués e inglés, publicados em
periddicos indexados, no periodo de 2011
a 2021, disponiveis on-line, em texto
completo e que respondesse a pergunta
problema do trabalho. Quanto aos
critérios de excluséo estes foram artigos
publicados em outro idioma, artigos nao
compativeis com o tema, publicados fora
do periodo pré-estabelecido, que néo
estavam disponiveis em texto completo
ou que tratavam de Trabalhos de
Conclusédo de Curso, Dissertagdes, Teses
e Manuais de 6rgdos governamentais e de
especialistas. Deste modo, seis trabalhos
foram incluidos na revisao (Figura 1).

Estudos encontrados nas bases de dados

n=2

Duplicatas
eliminadas

Leitura de titulos e resumos

Figura 1. Fluxograma de selegdo dos
estudos.
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Resultados

Dos seis estudos incluidos para
avaliacdo (Tabela 1, ao final do
documento), a populagao variou de 118 a
1675 participantes, totalizando um grupo
com 2422 testes realizados, dentro desse
grupo ainda foi realizado 276 testes com
pacientes portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Em todos
os estudos, foram realizadas as técnicas
de PCR e CH2, com o objetivo de
comparar diferentes metodologias e o
desempenho desses ensaios de detecgao
de HPV que utilizam diferentes principios,
assim como para estabelecer a
concordancia entre diferentes técnicas
de diagnoéstico da infeccdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) do pénis de
homens HIV positivo®.

Em um estudo com o objetivo de
avaliar os testes de CH2 e PCR para um
grupo de mulheres com preventivo
normal e outro alterado, a média de idade
do grupo de rastreamento foi
significativamente maior do que os
participantes no grupo diagndstico
(4409 =+ 1215 vs. 3650 =+ T67,
respectivamente, p<0,007). No grupo de
triagem, aproximadamente 66% dos
participantes tinham citologia/histologia
normal e apenas 1,65% tinham diagnéstico
de HSIL, conseguindo demonstrar uma
maior positividade no teste CH2 para o
HPV em 4878% das amostras’. A
prevaléncia do HPV foi de 43,22% pela
técnica de PCR e de 25% pela CH2. Na
andlise dos resultados, observou-se
associagdo do HPV com as seguintes
varidveis etnia (p<0,016), escolaridade
(p<0,012), HIV (p<0,008), preservativo



(p<0,02), anticoncepcional (p<0,03),
inicio da atividade sexual (p<0,07),
citologia convencional (p<0,002) e
citologia liquida (p<0,029)%.

Em concordancia com os outros
testes, em relagdo a amostra de
portadores de HIV foi possivel verificar
que a prevaléncia de infecgao por HPV de
alto risco, baixo risco e alto e baixo risco
foi de 43%, 32% e 22%, respectivamente
pelo teste de CH2. J4 o teste de PCR
apresentou 50% de positividade para o
genoma viral. A concordancia entre a
peniscopia e a PCR foi observada em 62%
das amostras, revelando uma
“concordéancia fraca” segundo o teste
associativo Kappa (k = 0,2317), porém
quando os resultados de PCR e CH2 para
HPV de alto risco e baixo risco foram
comparados, em 88% das amostras
apresentaram resultados semelhantes.
Havendo uma “concordéncia excelente”
entre as diferentes técnicas de acordo
com o teste associativo Kappa (k =
0,7522)8.

Quando os resultados dos testes
de HPV foram comparados entre os
achados citolégicos, as taxas positivas
foram as mais altas nas amostras de leséo
intraepitelial escamosa de alto grau
(HSIL), e as taxas positivas dos ensaios
variaram de 10,3% a 88,5% para citologia
normal. Verificando que o teste de CH2
demonstrou concordancia relativamente
alta entre si, com valores de 0,79 a 0,91 (p
<0,0001) para 14 genétipos de HPV-HR
(HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56, 58,
59, 66 e 68) considerados de alto risco®.

O teste de CH2 foi identificado
como mais preciso (maior sensibilidade,
especificidade semelhante) do que
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repetir a citologia para triagem de
mulheres com resultados duvidosos do
esfregaco Papanicolau. Na triagem de
lesGes intraepiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL), o teste de CH2 demonstrou
ser mais sensivel, porém, sua
especificidade é substancialmente menor
em comparagdo com a repeticdo da
citologia. O APTIMA® teste (nome
comercial do PCR) é mais especifico do
que o CH2 sem mostrar perda de
sensibilidade™.

A CH2 detectou uma prevaléncia
menor em LSIL (lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau) comparada com
a técnica do PCR, mas quando comparada
com lesbes de alto grau (HSIL) os dois
testes demostraram sensibilidade
comparavel, no entanto a CH2 foi mais
especifica nos grupos de triagem e
diagnéstico. A especificidade do CH2 na
detecgao de LSIL foi maior tanto no grupo
de rastreamento (88,7%; IC95%: 86,2% a
90,8%) quanto no grupo diagndstico
(46,3%; 1C95%: 421% a 50,6%) em
comparagdo com PCR (32,8%; 1C95%:
29,6% a 36,2%) e (14,4%; 1IC95%: 1,6% a
17,6%) no grupo de triagem e grupo
diagnoéstico, respectivamente’.

Nesse estudo, o teste de PCR
mostrou-se mais sensivel, porém, menos
especifico do que o CH2 na detecgéo viral
em lesbes intraepiteliais escamosas de
baixo grau (LSIL). Ou seja, o teste de PCR
para o HPV demonstrou ser mais
vantajoso tanto na triagem de mulheres
com suspeita de citologia anormal, na
vigilancia ap6s o tratamento de lesdes
NIC (neoplasia intraepitelial cervical 1),
quanto na triagem primaria de mulheres
com 30 anos ou mais, apoiando a

4



necessidade de testes adicionais do HPV
em programas de rastreio®™°.

Discussao

A PCR é uma técnica amplamente
difundida para a detecgéo viral e consiste
na amplificacao especifica de
seguimentos de DNA. Através da PCR
pode-se detectar niveis muito baixos de
carga viral em células e tecidos, bem
como classificar os  tipos de
Papilomavirus humano.

Para identificagcdo da presenca ou
auséncia do virus, sdo utilizados os
primers consensuais, que se ligam a
regido alvo L1do genoma viral. Quando se
deseja realizar a genotipagem, utilizamos
primers chamados especificos, cujos
alvos podem ser os genes E6 e E7".

Em relagdo aos métodos mais
utilizados em pesquisa para analise do
HPV por PCR tem-se a PCR alelo
especifica, o tipo Nested-PCR, PCR
multiplex e mais recentemente a
tecnologia microarray. A maioria desses
testes nédo estéa disponivel na rotina clinica
e €& utilizado mais comumente em
pesquisas cientificas™.

Choi et al.® relatam que a PCR pode
ser atil para informacdes
complementares sobre os subtipos 16 e
18. Quando comparados os testes de PCR
(Abbott  RealTime HR,  AdvanSure
RealTime, GeneFinder, PANArray) e
captura hibrida (CH2) com achados
citolégicos, observou-se que as taxas
positivas foram mais altas nas amostras
de lesao intraepitelial de alto grau (HSIL),
e as taxas positivas dos testes de PCR e
CH2 variaram de 10,3% a 88,5% para
citologia normal. Ao considerar as Células
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Escamosas Atipicas de Significado
Incerto (ASCUS), a CH2 demonstrou
25,5% de positividade, enquanto nos
testes de PCR variou entre 27,5% e 70,6%.
Ja nas lesdes intraepiteliais escamosas de
alto grau (HSIL) observou-se 92,7% de
positividade nas amostras submetidas a
captura e nos demais testes essa taxa
variou entre 81,8% e 98,2% (a menor taxa
foi encontrada no teste PANArray®)®. Luu
et al.” também compararam os testes de
captura hibrida e PCR e observaram que o
Gltimo se mostrou mais sensivel, embora
menos especifico do que o CH2 na
detecgao de LSIL.

Del Pino et al.® demostraram que a
deteccdo de RNAm através da PCR
apresentou boa sensibilidade para as
lesdes de alto grau. Esse estudo aponta as
principais vantagens do método por ser
menos subjetiva que a avaliacdo
morfolégica através do Papanicolau e
permitir uma avaliagédo de toda mucosa
cervical.

A sensibilidade da CH2 é menor
que da PCR, pois, enquanto a CH2 requer
5000 copias do genoma do HPV para
gerar um resultado positivo, o PCR
necessita de 100 - 1000 cépias™. Todavia,
os estudos ainda demonstram que existe
uma boa correlagdo entre as
metodologias e que ambas podem ser
utilizadas para triagem (screening)®'s®.

Silva et al® compararam a
presenca de lesdes sugestivas de HPV,
como lesdes brancas apods coloragdo com
acido acético 5% ou verrugas, com a PCR
e observou uma concordancia fraca,
correspondente a 62%. Entretanto, os
pacientes com lesbes brancas
apresentaram um risco 3,6 vezes maior de
infeccdo por HPV". Outro estudo que



comparou a peniscopia com diagndstico
histopatolégico observou que as lesbes
nao apresentam uma  correlagdo
importante com 0s achados
histopatolégicos. No estudo, a peniscopia
foi positiva em N9 pacientes (6,3%) e 49
(41%) apresentaram confirmacéo
histolégica para HPV. Esses estudos
sugerem que a peniscopia apresenta
baixa sensibilidade para detecgéao do HPV
em homens, salientando a necessidade
de associa-la com outros testes®.

Pode-se observar que a captura
hibrida (CH2) é uma técnica simples,
réapida, segura e reprodutivel, com menor
risco de contaminagao e ndo necessita de
instalacdes especiais para a andlise, se
baseia em sondas de RNA altamente
sensiveis que possuem a capacidade de
detectar 18 tipos de HPV que
normalmente infectam o trato anogenital.
Contudo, essa técnica ndo é adequada
para detectar o0 virus no inicio da
infecgdo™® 2.

Conclusao

Pode-se dizer que as evidéncias
apoiam os testes para detecgéo do HPV
por fornecerem vantagem na triagem de
pacientes com citologia duvidosa, com
lesdes ou até mesmo no
acompanhamento apds o tratamento do
cancer. A técnica de PCR é mais sensivel
e de menor custo, porém menos
especifica do que a metodologia da CH2
para detecg¢ao do virus em LSIL. Contudo,
ambas as técnicas sdo eficazes e
importantes para a detecc¢ao viral.

Ao comparar as técnicas, pode-se
inferir, a partir dos estudos, que a CH2 foi
menos sensivel em comparagdo com as
técnicas de PCR. Ainda, um dos possiveis
vieses para essa ocorréncia pode ser a
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baixa carga viral do HPV, que acaba
interferindo nos resultados da CH2®2',
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Titulo Autor(es) Objetivo Delineamento Técnica Resultados
Evidence Regarding | Arbyna et | Atualizar e sintetizar o | Reviséo de | Hybrid Capture® | A técnica de CH2 se mostrou
Human al,, 2012. conhecimento sobre o | metandlises e | testes de HPV DNA e | mais eficaz do que a citologia
Papillomavirus desempenho dos testes | revisdes mRNA E6/E7. cervical como screening
Testing in de detecgdo do HPV em | sisteméticas. primario em mulheres com
Secondary diferentes situagoes 30 anos ou mais.

Prevention of clinicas.

Cervical Cancer.

Clinical and | Giuseppe Determinar a prevaléncia | Descritivo, Exame fisico | A peniscopia foi considerada

laboratorial study of | et al, 2012. | de céncer de pénis e | transversal. (peniscopia com | um teste de alta

HPV infection in estabelecer a acido acético 5%), | especificidade (86%) e baixa

men infected with concordancia de teste molecular | sensibilidade (37%). Sua

HIV. técnicas diagnésticas biolégico (captura | concordancia com o PCR foi
(peniscopia com &cido Hibrida e  PCR), | fraca (62%). Quando
acético 5%, PCR e histopatolégico. comparado o PCR com
captura  hibrida) no captura hibrida para os tipos

diagnéstico do HPV.

de baixo e alto risco houve
concordancia excelente

(k =0.7522). A prevaléncia de
lesbes de alto risco pela CH2
foi 42% e baixo risco 22%.
Para o PCR encontrou-se
50% de positividade para o
DNA do HPV.
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Comparar ensaios de hybridcapture 2 | As técnicas de PCR e CH2

Detection and | Choi et al, | deteccdo de HPV que | Prevaléncia. (CH2), two real-time | mostraram alta sensibilidade
genotyping of | 2013. utilizam diferentes PCR assays (Abbott | para detecgao de HPV e os
human principios como HC e RealTime HR and | resultados da avaliagdo de
papillomavirus by PCR. AdvanSure RealTime), | genétipos de HPV de alto
five assays liquid beads | risco pelo CH2 concordaram
according to microarray com os testes de PCR em
cytologic results. (GeneFinder) and | 76,5 -86,5% dos casos.

peptide nucleic acid-

based array

(PANArray).
Comparing the | Luu Avaliar os testes de CH2 e | Estudo de | PCR e CH2 (DIGENE, A especificidade CH2 na
Performance of | et al, 2013. | PCR para coorte (1998 a | QIAGEN corporation). detecgao de lesdes
Hybrid Capture I Um grupo de mulheres | 2005) com intraepiteliais escamosa
and Polymerase com preventivo normal e | mulheres com baixo grau (LSIL) foi maior no
Chain Reaction com preventivo alterado | citopatolégico grupo de triagem do que de
(PCR)  for  the para identificar presenca | normal e diagnostico, a especificidade
Identification of de displasias e sua | alterado, PCR foi baixa em ambos os
Cervical Dysplasia relagdo com o HPV. realizados nos grupos. A concordéncia geral

in the Screening and
Diagnostic Settings.

centros clinicos

dos EUA
Canada.

e

positividade para HPV foi
48,78% entre CH2 e PCR
MYO09.
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Del Pino et | Determinar a viabilidade | Prospectivo Deteccdo do mRNA | Na anélise

MRNA  biomarker | al, 2015. da deteccdo mRNA de | realizado de seis | imuno-histoquimica, 0s

detection in liquid- seis biomarcadores para | janeiro 3 | Biomarcadores para | biomarcadores
based cytology: a HPV ~ em  amostras | pezembro presenga de HPV de | apresentaram alta
new approachin the preservadas de | 5010 inclui 123 | @lto risco com Hybrid | sensibilidade, mas baixa
prevention of citopatologia e avaliar a mulhleres do Capture 2, PCR. especificidade para HSIL, A
cervical cancer. identificagao de hospital de combinagdo  TOP2A e
pacientes com HSIL. . CDKN2A/P16  tem bom

clinicas de e

equilibrio entre a
Barcelona. sensibilidade  (100%) e
especificidade (63%) para
detecgado em mulheres HSIL.
Frequency and | Silva et al, | Avaliar a ocorréncia de | Descritivo, PCR, citologialiquida e | Este estudo mostra que os
genotyping of | 2015. infecgbes  pelo  HPV | transversal. convencional, captura | testes de HCIl e PCR
human comparando diferentes hibrida. apresentam maior
papillomavirus  in metodologias (citologia, sensibilidade do que a
women submitted PCR, captura hibrida). citologia para a detec¢édo do
to citology. HPV. No entanto, ao
comparar o HCll e o PCR, o
estudo demonstra que

existe baixa correlagdo entre
as técnicas (K = 0,037).

Fonte: Elaboragao das autoras.
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