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RESUMO

A descoberta de que a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) € um fator
necessério para o desenvolvimento do cancer do colo do utero, levou a procura de novas
estratégias para o rastreamento do cancer cervical uterino baseadas na deteccao do DNA do
HPV. As técnicas de biologia molecular s&o utilizadas como estratégia de
rastreamento de céncer de cérvice uterina, tendo como vantagem maior reprodutibilidade e
possibilidade de automacdo laboratorial, porém, ha ainda necessidade de validagcdo e
comprovacao diagnostica destes meétodos, o que justifica o desenvolvimento deste trabalho,
gue teve por objetivo validar a deteccdo e genotipagem do HPV em amostras citoldgicas de
raspado endocervical, além de avaliar a frequéncia e o0s subtipos de virus presentes nas
amostras. Para atingir estes objetivos, foi realizado um Nested Multiplex PCR em amostras
endocervicais de 32 pacientes atendidas em um Hospital Universitario da Cidade de Sado
Paulo, com suspeita de AGC e/ou lesdes malighas ao diagndstico convencional. ApGs analise
dos resultados, verificou-se que o método molecular utilizado foi satisfatério para deteccao do
HPV em uma amostra sabidamente positiva. Todas as 32 amostras analisadas tiveram
amplificacdo do gene controle positivo beta-globina e nado foi identificada a presenca de HPV
em nenhuma amostra analisada. Conclui-se que o método molecular utilizado foi eficiente na
deteccédo do HPV, porém, devido ao pequeno nimero de amostras incluidas, estudos maiores
devem ser conduzidos para verificar a frequéncia e subtipos de HPV em amostras de
endocérvice em mulheres com diagnéstico citologico de AGC e/ou lesbes indicativas de

malignidade.
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ABSTRACT

The discovery that persistent human papillomavirus (HPV) infection is a necessary factor in
the development of cervical cancer has led to the search for new strategies for the screening
of cervical cancer based on the detection of HPV DNA. Molecular biology tests have numerous
advantages compared with conventional cytology, with greater sensitivity and reproducibility
for detecting cervical cancer and the possibility of laboratorial automation, however, there is
still a need for validation and diagnostic confirmation of these methods, which justifies the
development of this work, aimed to validate the detection and genotyping of HPV in cytological
samples of endocervical scraping, and to evaluating the frequency and subtypes of viruses
present in the samples. To achieve these goals, a Nested Multiplex PCR was performed on
endocervical samples from 32 patients seen at a University Hospital in the City of Sdo Paulo,
with suspected AGC and / or malignant lesions at conventional diagnosis. The results show
that the molecular method used was satisfactory for detecting HPV in a known positive sample.
All 32 samples analyzed had amplification of the beta-globin positive control gene and the
presence of HPV was not identified in any sample analyzed. We concluded that the molecular
method used was efficient in detecting HPV, however, due to the small number of samples
included, larger studies should be conducted to verify the frequency and subtypes of HPV in
endocervical samples in women with cytological diagnosis of AGC and / or lesions indicative

of malignancy.
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1. INTRODUCAO

O HPV, virus de DNA, € o Unico virus reconhecido que pode resultar cAncer em humanos.
O céancer do colo uterino resulta da progressao de lesGes precursoras denominadas
“neoplasias intraepiteliais cervicais”, decorrentes da transformacao do epitélio cervical pelo
virus infectante (BOSCH et al.,, 2002). As neoplasias intraepiteliais cervicais sdo lesdes
proliferativas com matura¢ao anormal e atipicas de graus variaveis substituindo parte ou toda
a espessura do epitélio escamoso cervical. O diagndstico e o tratamento dessas lesbes séao
de grande importancia, pelo fato de estarem intimamente relacionadas a génese do cancer
do colo uterino (AIDE et al., 2009).

Nos ultimos anos tem-se constatado uma grande relacao do cancer de colo uterino e o
HPV. O HPV nada mais é do que um virus do DNA humano, que cada vez mais, tém infligido
tumores a populacdo, com incidéncia maior de mulheres. Assim, entre os anos 70 e 80
surgiram as primeiras evidéncias dessa associacao e, no final dos anos 90, descrevia-se a

presenca viral em aproximadamente 100% dos casos de cancer cervical.

No Brasil, o controle de cancer do colo do Utero constitui uma das prioridades da agenda
de saude do pais e integra o Plano de A¢bes Estratégicas para o Enfrentamento das doencas
cronicas nado transmissiveis (DCNT). O Ministério da Saude, por meio da publicacdo
"Diretrizes para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero 2016", recomenda o exame
citopatolégico em mulheres assintomaticas com idade entre 25 e 64 anos, a cada trés anos,
apos dois exames anuais consecutivos normais. Em caso de resultado de les&o de baixo grau,
a indicacdo é de repeticdo do exame em seis meses. Desde 2014, esta disponivel, na rede
publica, a vacina tetravalente contra os subtipos 6, 11, 16 e 18 do HPV para meninas de 9 a
13 anos; e, a partir de 2017, também para meninos de 11 a 13 anos. Apesar da sua
importancia epidemioldgica, o cancer do colo uterino possui alto potencial de cura quando

diagnosticado em estagios iniciais (INCA, 2018).

Atualmente, o foco de pesquisas sobre o assunto esta em acdes preventivas, que sédo
orientadas a evitar o surgimento de doencas, reduzindo sua incidéncia e prevaléncia nas
populacBes. Por este motivo, o desenvolvimento de metodologias eficientes de rastreamento
e diagnostico sao de grande importancia para a prevencao e reducao da infeccao pelo HPV,
bem como do céancer cervical. As principais pesquisas formam direcionadas a fim de
desenvolver um método de triagem, no qual seria feita a analise da sequéncia de DNA do

paciente, para validar um diagndéstico com rapidez e eficacia.

Com o emprego de técnicas de biologia molecular tornou-se possivel identificar, com
maior sensibilidade, a presenca do DNA do HPV antes mesmo do aparecimento de lesbes ou

sintomas, tornando possivel o diagnéstico precoce. (DO CARMO; FIORINI, 2007).
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Existem mais de 120 gendtipos diferentes de HPV, agrupados categorias de baixo e de
alto risco, dependendo do quadro clinico e penas alguns destes podem levar ao
desenvolvimento de céncer. Particularmente os gendtipos 16, 18 e 30 de HPV, classificados
como grupo de alto risco, correspondem a cerca de 90% dos casos de cancer do colo do Utero
(BURGER et al, 2011; POLJAKAND KOCJAN, 2010).

1.1. Problemade pesquisa

O céancer ainda € uma das doencas que mais causam temor na sociedade. Em 2008, 7,3
milhdes de mortes ocorreram no mundo devido aos tumores malignos, representando 13% de
todas as mortes ocorridas naquele ano. Os principais tipos de cancer que levaram a morte
foram: pulmao (1,37 milhdes), estbmago (736 mil), figado (695 mil), colo retal (608 mil), mama
(458 mil) e o cervical (275 mil). Para o ano de 2030, estima-se que ocorrerdo 13,1 milhdes de
Obitos (WHO, 2015).

Para o Brasil, estimam-se 16.370 casos novos de cancer do colo do Utero para cada ano
do biénio 2018-2019, com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres,
ocupando a terceira posi¢cdo. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do
colo do utero é o primeiro mais incidente na Regido Norte (25,62/100 mil). Nas Regides
Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste (18,32/100 mil), ocupa a segunda posicdo mais
frequente; enquanto, nas Regibes Sul (14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil), ocupa a
guarta posicao (INCA; 2018).

Ha uma associagdo entre o cancer cervical e HPV, que foi comprovada sem qualquer
duvida tanto biol6gica como epidemiologicamente (MUNOZ et al., 2006), mostrando que o
HPV sozinho é responsavel por aproximadamente 5% de todos os canceres induzidos por
virus (MOLIJN et al., 2005).

Em estudos de prevaléncia dos tipos de HPV distribuidos pelo mundo, o HPV 16 foi 0 mais
frequente (50%), o HPV 18 esteve em segundo lugar (13,7%), seguido do tipo 45 (8,4%) e do
tipo 31 (5,3%), e os demais tipos foram encontrados em 0,1% a 2,8%. Os estudos
epidemioldgicos tém demonstrado que, apesar da alta prevaléncia da infeccdo pelo HPV em
mulheres sexualmente ativas, somente uma pequena fracdo delas, infectadas pelos tipos
oncogénicos, ir4 progredir para lesbes intraepiteliais escamosas de alto grau e cancer
cervical. Esses estudos revelam, também, que determinados cofatores parecem agir em
conjunto com o HPV, exercendo papel fundamental na transicdo da infeccdo viral para as

neoplasias do colo uterino (AIDE et al., 2009).
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1.2. Justificativa

O HPV é um virus de DNA, capaz de gerar cancer em humanos. Este estudo avaliou como
identificar o HPV em amostras da cérvice uterina, que poderdo levar o paciente ao diagndstico

mais efetivo deste tipo de neoplasia.

Com passar dos anos, houve um grande indice aprimoramento de técnicas de
genotipagem e deteccao de males da sociedade causados por mutacdes da genética humana.
Paralelamente, um dos maiores problemas de salde da sociedade contemporanea sao as
neoplasias, que sdo multiplicacdes anormais e desordenadas de células benignas ou
malignas. O numero de casos destas vém aumentando exponencialmente nas ultimas

décadas.

Por estes motivos, pesquisadores do mundo investigam se ha uma relagdo genética
envolvida, e se ha como facilitar o diagnostico de tumores de forma mais efetiva, com a
intencdo de implementar biomarcadores genéticos que possam ser incorporados em uma

rotina de diagndéstico laboratorial.

2. REFERENCIAL TEORICO

A infec¢cdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV) é uma das doencas sexualmente
transmissiveis (DST) mais frequentes no mundo. Estima-se que entre 75 a 80% da populacédo
sera acometida por pelo menos um dos tipos do HPV ao longo da vida. Mais de 630 milhdes
de homens e mulheres (1:10 pessoas) estao infectados. Para o Brasil, estima-se que haja 9
a 10 milhdes de infectados por esse virus e que, a cada ano, 700 mil novos casos ocorram
(ABREU; 2018).

De acordo com a Agéncia Internacional de Investigacdo do Céancer (IARC), mais de
250.000 mulheres morreram de cancer de colo do Utero em todo o mundo, apenas no ano de
2012, tornando-se a quarta maior causa de mortes por cancer em mulheres (BRAY et al,
2013;). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), na América Latina sdo
registrados 72 mil novos casos da doenga e, destes, 33 mil mulheres morrem a cada ano. No
Brasil, estimam-se 20 mil casos novos de cancer de colo de utero ao ano (CASTRO e FILHO,
2006).

O cancer cérvico-uterino se sobressai como a segunda neoplasia mais frequente entre a
populacdo feminina e 0 segundo tumor que mais atinge e mata as mulheres no Brasil,
perdendo apenas para o cancer de mama e sendo responsavel por um grande nimero de
Obitos em mulheres jovens. Esta neoplasia apresenta uma média de 500 mil casos novos por

ano no mundo, levando ao 6bito, aproximadamente, 230 mil mulheres (INCA; 2009).
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O teste de Papanicolau (colpocitologia oncoldgica pelo método de Papanicolau)
efetivamente reduziu a mortalidade pelo cancer do colo do Utero. Tanto a incidéncia quanto a
mortalidade tiveram drastico decréscimo em varios grupos populacionais apés a entrada de
bons programas de rastreamento utilizando o método (LAARA, et al., 1987). Reducdo na
incidéncia do cancer do colo e mortalidade foram proporcionais a intensidade do rastreamento
(JOHANNESSON et al., 1978).

Existem alguns fatores envolvidos no risco de infec¢do: comportamento sexual de risco,
inicio precoce da vida sexual, nUmero de parceiros sexuais, higiene genital inadequada,
alteragcbes da imunidade celular, auséncia da circuncisdo masculina, tabagismo e presenca
de outras DSTs. Em decorréncia da veiculacdo de informacdes acerca da incidéncia de DST,

vem ocorrendo um aumento do uso de preservativos entre jovens em geral (ABREU; 2018).

Apesar do sucesso na prevencdo do cancer cervico-uterino, a citologia oncologica
apresenta limitag6es como os resultados falso negativos. Ma qualidade das amostras e erros
de interpretacdo das laminas sdo alguns dos principais responsaveis pelas limitagcdes na
sensibilidade da citologia. Cerca de 30% das biépsias com neoplasia intraepitelial grau Il e 11l
sdo negativas nos esfregacos citolégicos. Um estudo do Reino Unido detectou que 40% dos
canceres de colo invasivo ocorreram em mulheres que apresentavam citologias recentes com

resultados negativos e com rastreamento aparentemente adequado (RAMA et al., 2008).

Admitia-se, que ao se utilizar um teste biomolecular para a deteccdo do DNA viral,
poderiamos identificar mais mulheres com risco para o desenvolvimento da neoplasia e, com
isto, diminuir a mortalidade pela doenca, que, especialmente no nosso meio, € um grave
problema de saude publica, visto que é um dos mais importantes tumores da genitalia feminina
e a maior parte dos casos que procuram o0s servigos publicos séo diagnosticados em estadios
avancados (NICOLAU; 2003).

O teste cervicocolpocitoldégico convencional é muito trabalhoso, tem baixa sensibilidade e
baixa reprodutibilidade (30% de todos os canceres cervicais resultam de sensibilidade abaixo
da média) (SAWAYA e WASHINGTON, 1999). E mais subjetivo e requer rigido controle e
programa de manutencdo de qualidade para manter bom desempenho clinico, que
compreende desde coleta correta pelo profissional, fixagdo adequada do material, transporte
adequado e coloracdo e leitura da lamina por citotécnicos e profissionais bem treinados
(CHAN, et al., 2012). Ou seja, situacbes que podem se submeter a diversos erros,
comprometendo o resultado dos exames, dificultando bastante o diagndstico e retardando o

tratamento.
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Com o intuito de diminuir estes problemas acima referidos, novos métodos de diagnéstico
vém sendo desenvolvidos, sendo eles, na grande maioria, baseados nha detec¢cdo molecular
do HPV.

O PCR se destaca como um destes métodos moleculares de extrema importancia para a
deteccao do virus. Do inglés “Polymerase Chain Reaction”, o PCR foi desenvolvido no final
da década de 80 por Kary Mullis, que recebeu o Prémio Nobel em 1994 (NOVAIS e PIRES-
ALVES, 2004). E um processo térmico ciclico que inclui trés etapas: desnaturacéo, onde a
dupla fita de DNA ¢é separada em fitas simples; anelamento, onde os iniciadores anelam
especificamente com as suas sequéncias complementares de DNA alvo fita simples, e
finalmente, a extens&o do iniciador, onde um DNA polimerase termoestavel gera fitas “filhas”
de DNA que atravessam a regido entre dois iniciadores. A partir de entdo, as duplas fitas
recém-geradas servem como modelos para um ciclo de PCR subsequente (CASTRO e
FILHO, 2006). A concentragédo final do DNA molde na solugdo € muito maior (da ordem de
235) do que a inicial, possibilitando a sua identificagédo (VIEIRA, 2011).

Durante a ultima década, os avancos na tecnologia de PCR e outras técnicas de
amplificacdo do DNA converteram estas técnicas nos procedimentos principais dos
diagnésticos moleculares. Tais técnicas séo conceitualmente simples, altamente especificas,

e sensiveis.

3. METODOLOGIA
3.1. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Presbiteriana
Mackenzie (MACKENZIE) e aprovado sob o c6digo CAAE: 54996216.9.0000.0084.

3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal, observacional de amostragem néo

probabilistica do tipo consecutiva.

Critérios de inclusdo

Foram adotados como critérios de inclusao do estudo:

e Mulheres, de qualquer idade, provenientes do sistema Unico de saude (SUS) de
abrangéncia da regido convénio Butantd, com resultado colpocitolégico com
alteragcdo sugestiva de AGC/AGC-favorecendo neoplasia, encaminhadas para o

ambulatério de Colposcopia e PTGI do Hospital Universitario da USP.
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o Mulheres, de qualquer idade, provenientes da comunidade USP ou dependentes
de funcionérios da USP, com resultado colpocitolégico com alteracéo sugestiva de
AGC/AGC-favorecendo neoplasia, encaminhadas para o ambulatério de

Colposcopia e PTGI do Hospital Universitario da USP.

As mulheres da nossa casuistica, encaminhadas para o ambulatério de PTGI do HU, com
indicacdo de colposcopia, foram informadas do protocolo de pesquisa e, concordando em

participar, preencheram consentimento informado.

Em seguida ao exame ginecoldgico especular, foi realizada a coleta de material
endocervical uterino, por parte da equipe médica, para pesquisa de presenca e subtipo de
HPV.

3.3. Extracdo de DNA

A extragdo do DNA do material coletado foi realizada utilizando-se o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega), seguindo-se as informacdes indicadas pelo fabricante. As
amostras de DNA obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7% para
quantificacao utilizando marcadores de concentragcdo (A DNA, Invitrogen), além de serem
guantificados por fluorimetria, utilizando-se o equipamento Quantus-Fluorometer (Promega) e
também por espectrofotometria, utilizando-se o equipamento Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific).

3.4. Identificagdo do HPV por PCR

As reacOes de Nested Multiplex PCR foram realizadas com uma primeira fase de
amplificacdo por PCR, utilizando-se os primers da regido consenso E6/E7 do HPV, Gp-E6-
3F, Gp-E7-5B e Gp-E7-6B (SOTLAR et al., 2004).

Para amplificagdo do DNA dos gendtipos especificos do HPV, foram utilizados os primers

tipo-especificos, descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Primers utilizados para deteccao e classificacdo do HPV em amostras de DNA.

Primers Sequéncia (5'-3") Amplificacdo (bp)
Inici r nsen E6/E7

GP-E6-3F GGG WGK KAC TGAAATCGG T

GP-E6-5B CTG AGC TGT CAR NTA ATT GCT CA

GP-E6-6B TCC TCT GAG TYG YCT AAT TGC TC 607

Iniciadores especificos
6.1 TAG TGG GCC TAT GGC TCG TC

6.2 TCC ATT AGC CTC CAC GGG TG 280
11.1 GGA ATA CAT GCG CCATGT GG 360
11.2 CGA GCAGCAGTC CGT CCT CG

16.L1-1 TGC TAG TGC TTATGC AGC AA 152
16.L1-2 ATT TAC TGC AAC ATT GGT AC

16.E6/7-1 TTG CTT TTC GGG ATT TAT GC 390
16.E6/7-2 AGATCAGTT GTC TCT GGT TGCA

18.1 AAG GAT GCT GCA CCG GCT GA 216
18.2 CAC GCA CAC GCT TGG CAG GT

31.1 ATG GTG ATG TCAACAACA CC 514
31.2 GTA GTT GCA GGA CAACTG AC

33.1 ATG ATA GAT GAT GTAACG CC 455
33.2 GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG

FONTE: SHIKOVA et al, 2009.
Para a deteccéo dos tipos especificos de HPV, os primers foram divididos em dois grupos:
Grupo 1: contendo os primers: HPV 6, 11 e 33
Grupo 2: contendo os primers HPV 16E, 16L, 18 e 31.
Os PCRs de ambos os grupos foram realizados com um volume final de 50 pL, contendo:

e 25 pL do Mix de reacéao (GoTag® Hot Start Colorless Master Mix — Promega);
e 1 pL de cada primer (10 pmol);
e 2 uL do produto de amplificacdo E6/E7;

e Agua ultrapura esterilizada para completar o volume final de 50 pL.

As condi¢cdes do PCR para amplificagdo E6/E7 foram: 94°C por 1 minuto, 40°C por 1
minuto e 72°C por 2 minutos, por um total de 40 ciclos. O ultimo ciclo é seguido de um periodo
de elongacéo a 72°C por 10 minutos (SOTLAR et al., 2004).

As condi¢bes do PCR para os grupos 1 e 2 foram: 94°C por 1 minuto, 65°C por 1 minuto
e 72°C por 2 minutos, por um total de 40 ciclos. O ultimo ciclo é seguido de um periodo de

elongacéo a 72°C por 10 minutos.
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Apbs amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2,0%, adicionada de Syber Safe (Invitrogen) para identificacdo dos fragmentos
amplificados. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 50 pares de base (pb) (A
DNA, Invitrogen®) para cada gel e a corrida eletroforética foi realizada com voltagem de 100
v por 120 minutos. O gel foi revelado por exposicdo a lampada ultravioleta ap6s corrida

eletroforética.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

N&o foi possivel obter os dados demograficos mais detalhados das mulheres participantes
deste estudo por restricbes de acesso ao prontudrio original, impostas pelo hospital
universitario, mas as idades e a quantidade de DNA extraido das amostras bioldgicas estao
indicadas na tabela 2.

Tabela 02: Quantificagdo do DNA de amostras obtidas em
raspado endocervical de mulheres com diagnéstico de atipica

glandular.
n® amostra Idade Quantificacao
DNA
1 59 anos 8,4
2 50 anos 0,11
3 32 anos 1,82
5 30 anos 8,8
6 51 anos 3,03
7 56 anos 3,69
8 53 anos 1,24
9 50 anos 4,09
10 49 anos 11
11 45 anos 0,089
12 21 anos 52
13 32 anos 4,82
14 28 anos 0,887
15 48 anos 3,94
16 40 anos 0,507
17 52 anos 1,24
18 47 anos 52
19 30 anos 2,95
20 54 anos 0,256
21 53 anos 51
22 50 anos 2,49
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

53 anos
59 anos
48 anos
61 anos
36 anos
44 anos
38 anos
29 anos
47 anos
30 anos

3,21
3,61
0,53
15
4,84
7,5
7,9
5,2
10

Para a validagcdo da metodologia proposta, foram realizadas amplificagbes de um material

sabidamente contaminado por HPV do tipo 18 e confirmado por hibridizag¢&o in situ, doado

pelo Laboratério de Patologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (Figura 1).

Figura 1. Gel de eletroforese apresentando fragmento de 216 pb na linha 13, utilizando-se como
referéncia o marcador de peso molecular de 50 pb (primeira coluna a esquerda). As linhas 14, 15 e 16
correspondem a amostras desconhecidas e a linha 17 corresponde ao branco da reacao.

Apo6s amplificagdo por Nested Muliplex PCR, observa-se a presenca de uma banda na

regido de 216 pb, que corresponde ao fragmento resultante da amplificacdo do HPV do tipo

18 na amostra analisada e, por consequéncia, valida a metodologia empregada.

N&o foi possivel utilizar padrdes positivos para os outros tipos de HPV devido ao alto custo

dos mesmos, sendo que nao tinhamos apoio financeiro suficiente para este fim. Porém, o

padrao positivo descrito acima ja é o suficiente para validar a metodologia empregada.
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A fim de avaliar a qualidade do material biolégico utilizado, foram realizados PCRs
utilizando-se primers do gene da beta-globina, como controle positivo da reagéo, uma vez que
todas as células nucleadas do organismo humano apresentam este gene em seu DNA e

portanto, devem apresentar os fragmentos especificos apoés amplificagéo (Figura 2).

Figura 2. Gel de agarose contendo duas amostras positivas para o gene da Beta-Globina (linhas 22 e
23), em comparagdo com o branco da reacéo (linha 24), utilizando-se o marcador de peso molecular
de 50 pb (primeira linha da esquerda).

As 32 amostras biolégicas apresentaram o fragmento referente ao gene da Beta-globina,
indicando que o material biologico utilizado estava adequado para as analises posteriores
para deteccéo e tipagem do HPV.

Apo6s validacdo da metodologia empregada e da qualidade do material bioldgico,
analisamos a presenca dos HPVs de subtipos 6, 11 e 33 (grupo 1), representados na figura
3.

--------.ﬂ!

L 24 25 26 27 28 29 30 31 32B

L 9 10 11 12 13 14151617 18 19 20 21 22 23
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Figura 3. Gel de agarose das amostras 1 a 32 apés amplificacdo por Nested Multiplex PCR, utilizando-
se primers para identificacéo dos subtipos 6, 11 e 33 do HPV. Onde L=marcador de peso molecular de
50 pb e B=branco da reagéo.

Os fragmentos esperados para os tipos de HPV 6, 11 e 33 sdo, respectivamente, de 280
pb, 360 pb e 455 pb.

De acordo com o resultado apresentado, pode-se concluir que néo foi identificada a

presenca de HPV dos subtipos 6, 11 e 33 nas amostras analisadas.

As bandas que aparecem no gel referem-se ao reagente utilizado (primers, nucleotideos,

entre outros) e a possivel hibridizacéo inespecifica dos primers.

Para evitar o surgimento destas bandas inespecificas, poderiamos diminuir a quantidade
de primers para o HPV, porém, com menor quantidade, poderiamos diminuir a sensibilidade

do método, com risco de gerar resultados falso negativos.

Também foram investigados os subtipos 16, 18 e 31 (grupo 2) de HPV nas 32 amostras

biolégicas e os resultados estédo apresentados na figura 4.
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Figura 4. Gel de agarose das amostras 1 a 32 ap6s amplificacéo por Nested Multiplex PCR, utilizando-
se primers para identificacdo dos subtipos 16, 18 e 31 do HPV. Onde L=marcador de peso molecular
de 50 pb e B=branco da reagéo.

Apesar de apresentar bandas inespecificas, ndo foram identificados os fragmentos
referentes aos subtipos de HPV avaliados em nenhuma das amostras estudadas, uma vez
que deveriam apresentar fragmentos de 152 pb, 390 pb e 216 pb, referentes aos subtipos de
HPV 16L, 16E, 18 e 31, respectivamente.
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Um estudo populacional, realizado por Teixeira et al (2016), avaliou a prevaléncia e 0s
genadtipos do HPV em 200 mulheres atendidas em um Hospital Universitario no sul do pais.
Do total, 55 (27,5%) mulheres foram detectadas com HPV e dessas, mais de 90% eram de

alto risco oncogénico, com predominancia do tipo viral 18.

Mesher et al. (2015) encontrou 95,8% de positividade para pelo menos um tipo de HPV

de alto risco em mulheres com céancer cervical invasivo.

Ainda avaliando-se a literatura cientifica, aproximadamente 72,7% de universitarias do
norte do Brasil apresentaram multiplas infec¢des (VIEIRA, et al., 2011). J& Balanda et al.
(2016), encontrou que apenas 34,7% das mulheres estudadas apresentavam mdltiplas
infeccbes e um namero ainda menor (7,15%) foi observado por Anderson et al. (2016) e
apenas 26% de mulheres moradoras dos Paises Baixos apresentaram multipla infec¢é@o por
HPV (MOLLERS, et al., 2014).

Estes estudos foram avaliados em populacdes com diagnosticos diversificados de leséo
cervical, o que dificulta a comparacdo com nossos resultados, uma vez que analisamos

material derivado de coleta da regido glandular (endocervical).

Verdoodt et al. (2016), observou, em um estudo de meta analise, que aproximadamente
40% de amostras glandulares foram positivas para HPV de alto risco, o que difere dos nossos
resultados. O baixo numero de amostras avaliadas neste estudo pode explicar esta diferenca
e novas amostras devem ser analisadas posteriormente para confirmar ou refutar os dados

agui obtidos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O teste molecular proposto foi validado com uma amostra sabidamente contaminada com
HPV de subtipo 18 e confirmada com teste de hibridiza¢@o in situ. Desta forma, o teste
apresentado neste trabalho pode ser utilizado para identificagédo e genotipagem do HPV, com

a vantagem de ser um teste de execucao simples e de baixo custo.

Foi possivel amplificar o gene da beta-globina nas 32 amostras glandulares avaliadas,
concluindo-se assim que o material continha DNA integro e em quantidade suficiente para
analise. Este parametro permite concluir que a auséncia de HPV nestas amostras ndo esta

relacionada com deficiéncia da técnica e/ou do material bioldgico analisado.

As amostras glandulares avaliadas ndo apresentaram HPV, porém, ha necessidade de

incluir um nimero maior de pacientes para confirmacao destes resultados.
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