UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LIVIA ROCHA KRUK

DETECCAO DE HPVS DE ALTO RISCO POR PCR EM TEMPO REAL EM

AMOSTRAS DE LESOES DO COLO UTERINO

CURITIBA
2024



Livia Rocha Kruk

DETECCAO DE HPVS DE ALTO RISCO POR PCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS DE LESOES DO COLO UTERINO

TCC apresentado ao curso de Biomedicina, Setor
de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial & obtencéo do titulo
de Bacharel em Biomedicina.

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Patricia Savio de
Araujo Souza

CURITIBA
2024






TERMO DE APROVAGAO

LiVIA ROCHA KRUK

DETECCAO DE HPVS DE ALTO RISCO POR PCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS DE LESOES DO COLO UTERINO

TCC apresentado ao curso de graduagao em Biomedicina, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do Parana, como requisito parcial a obtengdo do
titulo de Bacharel em Biomedicina.

Profa. Dra. Patricia Savio de Araujo Souza

Orientadora — Departamento de Genética, UFPR

COMM

Profa. Dra. Camila Marcon

Departamento de Patologia basica, UFPR

Curitiba, 18 de dezembro de 2024.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer, primeiramente, a minha familia, que sempre se
esforcou para me oferecer as melhores oportunidades e compreendeu os dias em
que estive triste ou estressada neste ano;

Quero agradecer também ao pessoal do LIGH, que sempre foram muito
solicitos em me ajudar e esclarecer todas as minhas duvidas, tornando esses meses
mais leves;

Agradeco a minha orientadora, Patricia, por ter me dado essa oportunidade,
por sempre estar disponivel para me ajudar quando eu precisava, e por me acalmar
nos momentos de ansiedade;

Agradeco também ao pessoal de todos os laboratorios que eu ja passei, pela
experiencia de crescimento que obtive neles e pelas pessoas que conheci;

Preciso dar um agradecimento especial aos amigos que fiz na faculdade,
pois, sem eles, eu nao teria chegado até aqui. Obrigada pelos cafezinhos, risadas e
passeios que tornaram esses anos de graduagdo muito mais especiais;

Por fim, agradeco ao meu namorado, que sempre esteve ao meu lado, me
apoiando e acalmando nos momentos dificeis deste ano, e pelos momentos
divertidos que compartilhamos, que me faziam esquecer, mesmo que por um tempo,

0S meus problemas.



RESUMO

O céncer de colo de utero (CCU) é o terceiro tipo de cancer mais incidente
entre as mulheres e representa a quarta causa mais frequente de mortalidade por
cancer no Brasil. A infeccdo por HPV de alto risco (hrHPV) é uma causa necessaria,
porém, insuficiente para o desenvolvimento do CCU, sendo que aproximadamente
30% das lesbBes pré-cancerosas de alto grau, se ndo tratadas, eventualmente se
tornam canceres invasivos. O HPV também esta associado a uma parte consideravel
de céanceres anogenitais e orofaringeos, assim como outras lesdes na pele e
mucosas. No Brasil, sdo disponibilizados programas de rastreamento de lesbes pré-
malignas relacionadas ao CCU, a partir do teste de Papanicolau, assim como
programas de prevencdo atraveés da vacinacao disponibilizada pelo SUS. Apesar
disso, esse teste citolégico apresenta baixa sensibilidade, o que requer que 0 exame
seja feito com mais frequéncia, e a vacinacdo ndo atinge a cobertura adequada. O
teste molecular para deteccéo de HPV € aceito mundialmente como teste primério de
triagem para o CCU, tendo sido incluido no SUS em 2024. Porém, as diretrizes atuais
para o rastreamento do CCU no SUS ainda né&o incluem a testagem molecular para
HPV e protocolos de seguimento para mulheres com teste positivo. Com isso, esse
estudo buscou se antecipar as mudancas nas diretrizes, que futuramente incluirdo a
testagem molecular para HPV, tendo como objetivo detectar infec¢cdes por hrHPV em
amostras citolégicas com lesdes cervicais a partir de gPCR. Nesse estudo, foi
realizada a deteccdo molecular de HPV por gPCR em 197 amostras de citologia
cervical de mulheres com lesfes cervicais. O DNA foi isolado principalmente pelo
método de salting-out e a deteccdo de HPV foi feita pelo kit IBMP Biomol HPV Alto
Risco, autorizado pela Agéncia de Vigilancia sanitaria (ANVISA) para este fim. No
total, 171 apresentaram infec¢cdo por HPV. A infeccdo pelo HPV-AR, que detecta a
presenca do conjunto de HPV- 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,66 e 68 foi a mais
prevalente na coorte (h= 67), seguida pelo HPV-16 (n= 49). Apesar disso, a
comparacao da distribuicdo de gendtipos de HPV com o grau das lesdes cervicais, a
partir do teste exato de Fisher, sugere associacao da infec¢cao por HPV-16/18 com
lesbes de alto grau e cancer invasivo (p< 0,05). Tendo sido a coorte em questao
composta por mulheres ndo vacinadas, esse estudo permitiu uma analise histérica da
prevaléncia de HPV, ao auxiliar na compreenséo da distribuicdo base dos genotipos
de HPV antes da introdugéo das vacinas.

Palavras-chave: HPV; Neoplasia Intraepitelial Cervical; Deteccao molecular; gPCR



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the third most common type of cancer among women
and represents the fourth leading cause of cancer-related mortality in Brazil. High-risk
HPV (hrHPV) infection is a necessary but insufficient cause for the development of CC,
as approximately 30% of untreated high-grade precancerous lesions eventually
progress to invasive cancers. HPV is also associated with a significant proportion of
anogenital and oropharyngeal cancers, as well as other lesions in the skin and mucosa.
In Brazil, screening programs for CC-related premalignant lesions, based on the Pap
smear test, are available alongside prevention programs through vaccination provided
by the public healthcare system (SUS). Despite these efforts, the cytological test has
low sensitivity, requiring more frequent examinations, and vaccination coverage
remains inadequate. Molecular testing for HPV detection is globally accepted as the
primary screening test for CC and was introduced into the SUS in 2024. However,
current CC screening guidelines within the SUS still do not include molecular HPV
testing or follow-up protocols for women with positive results. Consequently, this study
aimed to anticipate changes in these guidelines, which will eventually incorporate
molecular HPV testing, by detecting hrHPV infections in cytological samples with
cervical lesions using gPCR. In this study, molecular HPV detection via gPCR was
performed on 197 cervical cytology samples from women with cervical lesions. DNA
was primarily isolated using the salting-out method, and HPV detection was carried out
using the IBMP Biomol HPV High-Risk kit, authorized by the Brazilian Health
Regulatory Agency (ANVISA) for this purpose. A total of 171 samples showed HPV
infection. Infection by the HPV-AR (detecting HPV types 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, and 68) was the most prevalent in the cohort (n=67), followed by HPV-16
(n=49). Despite this, the comparison of HPV genotype distribution with the grade of
cervical lesions, using Fisher's exact test, suggests an association between HPV-16/18
infection and high-grade lesions or invasive cancer (p<0.05). Since the cohort in
guestion consisted of unvaccinated women, this study provided a historical analysis of
HPV prevalence, contributing to an understanding of the baseline distribution of HPV
genotypes prior to the introduction of vaccines.

Keywords: HPV; intraepithelial cervical neoplasia; molecular detection; gPCR.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 O CANCER DE COLO DE UTERO, PREVENCAO E TRIAGEM

O CCU é uma malignidade ginecolégica comum e representa a quarta causa
mais frequente de mortalidade por cancer entre as mulheres em todo o mundo (OMS,
2024). Em 2022, o CCU afetou mais de 600.000 mulheres globalmente, causando
340.000 mortes, sendo que cerca de 94% dessas ocorreram em paises de baixa e
média renda, com as maiores taxas na Africa subsaariana, América Central e Sudeste
Asiatico. Essas diferencas refletem desigualdades no acesso a servi¢os de saude e
fatores sociais e econémicos, como prevaléncia do HIV, pobreza e discriminacao de
género (OMS, 2024).

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o CCU € o terceiro tipo
de cancer mais incidente entre as mulheres, sendo que a sua incidéncia é maior nas
regides Norte e Nordeste do pais. Na mortalidade proporcional por cancer em
mulheres em 2021, os 6bitos por CCU ocuparam o quarto lugar, representando 6,05%
do total, sendo que o Norte representa 15,4% dos Obitos por cancer em mulheres
(INCA, 2024) (Figura 1).

Figura 1. TAXAS DE MORTALIDADE DO CANCER DE COLO DE UTERO NO BRASIL

et
-

Taxas ajustadas de mortalidade
por 100.000 mulheres

6,62 a 14,39
5,28 a 6,61

4,71a5.27
285a4,70

FONTE: INCA, 2024. Atlas on-line de mortalidade
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LEGENDA: Representacéo espacial das taxas ajustadas por idade pela populacdo mundial de
mortalidade por cancer de colo do Utero, por 100.000 mulheres, pelas unidades da federacéo do
Brasil, entre 2019 e 2022.

A infecc@o pelos HPVhr é uma causa necessaria, porém, insuficiente para o
desenvolvimento do CCU. A ocorréncia de NIC 2/3 e CCU é rara entre as mulheres
que contraem o HPV, acometendo cerca de 10% e 1% das mulheres infectadas por
HPV, respectivamente, porém se nao tratadas, aproximadamente 30% das lesdes pré-
cancerosas de alto grau eventualmente se tornam canceres invasivos (Loopik, D. L.
et al, 2021). Dentre alguns fatores que estdo relacionados com a progressao das
lesGes cervicais e o desenvolvimento de cancer, estdo a condicdo do sistema
imunologico do hospedeiro, fatores genéticos e o tipo viral, sendo que a prevencao,
através da vacinacéo e triagem, € o melhor método para se evitar o cancer (Sasagawa
T, Takagi H, Makinoda S., 2012) (Lei, J., et al, 2020).

Os programas de rastreamento do cancer cervical ttm como objetivo identificar
mulheres assintométicas que possuem lesdes pré-cancerosas, permitindo que o
diagndstico e o tratamento ocorram antes do desenvolvimento do cancer (Eun, T. J.
& Perkins, R. B., 2020). O exame de triagem mais comum e amplamente disponivel
no Brasil € o Papanicolau, ou teste de citologia oncética, o qual identifica lesGes
precursoras do CCU a partir da analise morfolégica das células de revestimento do
colo uterino (Corréa, F. de M., et al, 2022). Apesar disso, ele apresenta baixa
sensibilidade, o que requer que o exame seja feito com mais frequéncia (Cuzick et al.,
2006). O teste molecular para HPV foi aceito recentemente como teste primario de
triagem para o cancer cervical, tendo sido incluido no SUS em 2024, como parte das
estratégias de prevencdo ao cancer cervical (BRASIL, 2024). Além disso, as novas
diretrizes recomendadas pela OMS indicam o teste baseado em DNA de HPV como
método preferivel, por ser um diagndéstico objetivo, sem necessidade de
interpretacdes dos resultados (OMS, 2021).

Os testes moleculares para HPV séo ensaios que detectam o DNA do HPV
utilizando um conjunto de primers, seja por deteccdo direta do genoma ou pela
amplificacdo de um fragmento de DNA viral, através de PCR, a partir de regides
gendmicas dos virus conservadas ou ndo (Bhatla, N., Singla, S., Awasthi, D., 2012).
A genotipagem do HPV identifica tipos virais especificos, permitindo identificar
aqueles com maior risco de persisténcia e progressédo. A triagem primaria para HPV
a cada 5 anos pode fornecer uma protecdo adequada contra NIC 2/3 e CCU, em
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comparacao com o teste de citologia, que deve ser realizada a cada 3 anos (Bhatla,
N., Singhal, S, 2020).

No Brasil, a vacinagao contra o HPV foi adicionada ao PNI em 2014, sendo
disponibilizada gratuitamente. A vacina utilizada no Brasil € a quadrivalente, a qual
protege contra lesbes causadas pelos HPVs mais comuns: HPV-6, 11, 16 e 18
(BRASIL, Ministério da Saude, 2023). Inicialmente, o objetivo do PNI era atingir uma
cobertura vacinal de, no minimo, 80% para a primeira e a segunda doses. Em 2014,
87% dos municipios do Brasil atingiram a meta estabelecida para a primeira dose,
mas apenas 32% conseguiram atingir a meta para a segunda dose (Moura, L. L;
Codeco, C. T.; Luz, P. M., 2021). J4 em 2022, a cobertura vacinal caiu para 75,81%
entre as meninas e para 52,16% entre os meninos (BRASIL, Ministério da Saude,
2023). Neste ano (2024) o Ministério da Saude adotou a vacinacdo do HPV em
esquema de dose Unica, permitindo dobrar a capacidade da imunizagcdo com o
estoque de vacinas disponiveis, buscando um aumento na imunizagéo (Brasil, 2024).
Diversos fatores individuais tém sido associados a baixa cobertura vacinal de HPV,
como baixo nivel educacional, baixa renda, residéncia em areas rurais, acesso
limitado & informacao e aos servi¢os de saude, além de barreiras impostas por crencas

religiosas (Fernandez-Feito, A. et al, 2020).

1.2 O PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os HPVs séao virus de DNA nédo envelopados, com genoma circular de fita dupla
contendo aproximadamente 8 kb e pertencentes a familia Papillomaviridae
(Chrysostomou, A.C. et al, 2018) (Van Doorslaer, K., 2013). A familia Papillomaviridae
atualmente inclui cerca de 450 tipos distintos de papilomavirus humanos, conforme
listado no Papillomavirus Episteme, e classificados em cinco géneros filogenéticos
(PaVe, 2024). Os virus dessa familia compartiiham a mesma estrutura gendémica,
sendo organizados em trés regides principais: (i) uma regiao reguladora a montante
(URR, do inglés Upstream Regulatory Region), que apresenta promotores, enhancers
e a origem de replicagao; (i) uma regiao codificante precoce, que codifica seis genes
com funcgdes diversas, 0s quais Sao expressos primeiramente no ciclo de infeccéo
viral; e (iii) uma regido codificante tardia, que codifica as proteinas de capsideo L1 e
L2 (Bravo, G. |. e Félez-Sanchez, M., 2015) (Mcbride A., A., 2022). Os papilomavirus



19

apresentam elementos conservados, incluindo a URR, as proteinas iniciais E1 e E2 e
as proteinas finais L1 e L2 (Bravo, G. I. e Félez-Sanchez, M., 2015) (Figura 2)

Ao longo de milhares de anos, a evolucdo do genoma dos papilomavirus
resultou em mutacgdes, incluindo polimorfismos, insercdes e delecdes, processos que,
eventualmente, levaram a especiacéo, originando diferentes tipos de HPV. Nesse
caso, um tipo distinto de HPV é estabelecido quando cerca de 10% ou mais da
sequéncia nucleotidica da ORF do gene L1 difere de qualquer outro tipo ja
caracterizado (Burk, R. D., Harari A., Chen Z., 2013) (Bravo, G. I. e Félez-Sanchez,
M., 2015). J&4 quando ha uma similaridade molecular dentro da regido L1 de mais de
98%, esses papilomavirus sdo classificados como variantes, as quais ainda assim
podem levar a variacfes bioguimicas e biolégicas nos virus e em suas funcdes
(Sichero L., Villa L. L., 2006) (Giannoudis A., Herrington C. S., 2001). Essas
divergéncias gendbmicas sdo bem representadas quando se analisa o tamanho
gendmico dos HPVs do género alfa, os quais variam de 7700 a 8104 pb (PaVe, 2024).

Figura 2. ESTRUTURA GENOMICA DO HPV 16 E SUAS FUNCOES

URR: Origem de replicagdo. E6 E7 E1: Replicagéo e transcrigdo do DNA viral
controle da expressao URR

de genes E2: Replicagdo do DNA viral, apoptose e

repressor transcricional E6/E7
E4: Replicagéo do DNA viral

ES: Proliferagéo celular, alteragéo de cascata
E1 de sinalizacéo (EGFR), reconhecimento
imune (MHC) e apoptose
E6: Degradacéo de p53, alteragdo da regulagéo do
ciclo celular, resisténcia a apoptose por
instabilidade cromossémica e imortalizacéo
(TERT)
E7: Degradacéo de pRB, reentrada na fase S do
L2 ES5 E2 ciclo celular, superexpressao de p16,
instabilidade cromossémica

L1: Poteina maior do
capsideo

L2: Poteina menor do
capsideo

FONTE: de Sanjosé S., Brotons M., Pavén M. A., 2018. traduzido.

LEGENDA: Regifes marcados em verde caracterizam genes com principal funcéo na replicacao do
DNA viral e proliferacdo celular; regides em rosa indicam os principais genes responsaveis pelo
processo carcinogénico; regiées em azul indicam genes que codificam para proteinas do capsideo
viral; regido em cinza indica a origem de replicacdo (URR). As principais funcfes de cada gene estdo
descritas ao lado.

1.2.1 HPV e cancer
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Diferentes tipos de HPV podem ter tropismo para infeccdo em tecidos
distintos, como células epiteliais do trato respiratorio superior, pele e mucosa vaginal
(Tommasino, M., 2014) (Araldi, R. P. et al, 2018). Cerca de 52 tipos de HPVs do
género Alphapapillomavirus sdo capazes de infectar o trato anogenital, e, com base
em seu potencial oncogénico, esses sao classificados como HPVs de baixo risco e de
alto risco (hrHPV) (Mcbride A., A., 2022). Os HPVs de baixo risco, como HPV-6 e 11,
podem causar verrugas benignas, genitais ou ndo, chamadas de condilomas e
papilomas, e jA hrHPVs, podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de CCU
(Egawa, N., et al, 2015) (Tommasino, M., 2014). Segundo a Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (IARC), 12 tipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 e 59) sao considerados de alto risco, sendo os tipos 16 e 18, isoladamente,
associados a 70% dos casos de cancer de colo de utero (INCA, 2024).

O HPV pode infectar tanto homens quanto mulheres, apesar da prevaléncia
de doencas ser muito maior nas mulheres, devido a alta suscetibilidade do epitélio do
colo uterino a infeccdo pelo HPV (de Sanjosé S., Brotons M., Pavén M. A., 2018). A
infeccdo pelos hrHPVs, € uma causa necessaria, porém insuficiente, para o
desenvolvimento de quase 100% dos canceres de colo uterino (Bosch F. X. et al,
2002). O HPV também esta associado a uma parte consideravel de canceres
anogenitais (como vulvar, vaginal, peniano e anal) e orofaringeos, assim como outras
lesBes na pele e mucosas, incluindo verrugas e papilomas benignos (de Sanjosé S.,
Brotons M., Pavon M. A., 2018). A infeccao pelo HPV é contraida por meio do contato
sexual, sendo que mulheres adolescentes e jovens adultas recentemente iniciadas na
atividade sexual tém o maior risco de contrair o virus (Oyouni A. A. A., 2023).

O HPV infecta queratindcitos na camada basal do epitélio do colo uterino
através de microlesdes, ou a partir da zona de transformacao, onde o epitélio simples
se encontra com o epitélio estratificado (Mcbride A., A., 2022). Com isso, 0S genomas
virais se estabelecem no nucleo, inicialmente como epissomas de baixa cépia, e 0s
genes virais iniciais sdo expressos, sendo replicados em sincronia com a replicacao
do DNA celular (Bravo, G. I. e Félez-Sanchez, M., 2015). A fase produtiva do ciclo viral
ocorre no epitélio diferenciado, e requer a maquinaria de sintese de DNA celular,
levando a producdo das proteinas E5, E6 e E7 que desregulam o ciclo celular (Bravo,
G. |. e Félez-Sanchez, M., 2015) (Mcbride A., A., 2022). Os tipos de alto risco sdo mais

propensos a estimular a proliferacdo celular tanto nas camadas basais quanto nas
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diferenciadas, facilitando a transicdo de uma infecgao produtiva para uma que resulta
na transformacéo epitelial (de Sanjosé S., Brotons M., Pavon M. A., 2018).

Para a iniciagdo do processo carcinogénico e a progressao das lesdes pré-
neoplasicas, é importante que ocorra a integracdo do genoma viral no genoma do
hospedeiro, que acontece devido a instabilidade genética causada pelas
oncoproteinas E6 e E7 e a presenca de sequéncias micro-homologas entre o genoma
humano e do HPV (Araldi, R. P. et al, 2018). A integracdo ao genoma humano
frequentemente afeta a funcéo do gene E2 do HPV, cujo produto atua como repressor
da URR. Dessa forma, a interrup¢ao funcional de E2 leva a uma expressédo aumentada
de E6 e E7 (Bernard, B. A., et al, 1989) (Mcbride, A. A., 2013). Assim, a proteina E6
inativa a proteina p53, responséavel por regular o ciclo celular e induzir apoptose, e a
proteina E7 promove a degradacéo de pRb, permitindo a progressao da célula para a
fase S, resultando na perda do controle do ciclo celular e proliferacdo celular

desordenada (Bravo, G. |. e Félez-Sanchez, M., 2015).

1.2.2 Progressao da infecgéo pelo HPV e possiveis desfechos

Durante uma infeccdo produtiva pelo HPV, podem ser observadas
anormalidades cervicais de baixo grau em exames de triagem, como NIC 1, mas
geralmente desaparecem sem intervencao em 1-2 anos. Cerca de 90% das infec¢des
pelo HPV, tornam-se indetectaveis dentro desse mesmo periodo, 0 que é comumente
chamado de eliminacgdao viral (Gravitt P.E. et al, 2017) (figura 3). No entanto, um grupo
de infecgbes persistentes podem resultar em lesdes precursoras do cancer cervical,
como a displasia moderada a grave, HSIL ou neoplasia intraepitelial cervical nos graus
2 e 3 (NIC 2 e NIC 3), que sao estagios precursores da maioria dos canceres invasivos
do colo do utero. Essas lesdes costumam ser diagnosticadas entre 5 e 10 anos apos
a infec¢do oncogénica inicial, sendo mais comuns em mulheres entre 25 e 35 anos
(Eun, T. J. & Perkins, R. B., 2020). Cerca de 64% das mulheres com menos de 25
anos com NIC 2 eliminardo espontaneamente suas lesées em 2 anos. Porém, as
lesbes positivas para HPV-16 apresentaram uma probabilidade 31% menor de
regressao (Sykes, P. H., 2022).
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FIGURA 3. Progressao da infeccdo do HPV

Soropositivo para
HPV

\J
Aquisicdao

Progressao
Detecgao do HPV N "\'C de alto grau
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FONTE: Gravitt P.E. et al, 2017, traduzido.

LEGENDA: Processo de progresséo da infec¢do por HPV. Durantes as etapas de NICs, pode haver
regressao espontanea das lesdes ou, se ndo tratada, evoluir para o cancer. A figura inclui desfechos
como eliminacgéo viral, infecgado latente e o progresso para les@es de alto grau até o cancer. Caixas
roxas indicam parametros ja bem aceitos, e caixas azuis indicam incertezas. Setas pontilhadas
indicam caminhos alternativos para o processo de progressao da infeccdo por HPV, onde, em alguns
casos, pode haver a eliminacéo natural do virus pelo préprio sistema imunoldgico do hospedeiro; ou
entdo o HPV pode permanecer em estado de laténcia, sem causar sintomas ou alteracdes celulares
detectaveis.
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1.3 GERENCIAMENTO DOS RESULTADOS DO RASTREIO

Apesar da alta sensibilidade inerente ao método de PCR, a testagem molecular
para HPV n&o consegue discriminar infec¢des transientes e persistentes. Um teste
molecular negativo indica a auséncia do virus e assim, baixa probabilidade do
desenvolvimento de NIC de alto grau nos préximos 5 — 10 anos. Porém, um teste
positivo indica a presenca de um fator de risco para o CCU, sendo recomendada uma
nova etapa de triagem para melhor gestdo dos casos positivos (Catarino, R. et al,
2015).

No Brasil, as diretrizes atuais para o rastreamento do CCU ainda néo incluem
a testagem molecular para HPV e suas recomendac¢fes, apesar da inclusdo desse
teste ao SUS em 2024 (INCA, 2022) (Brasil, 2024). Porém, a OMS, em suas Diretrizes
para Tratamento e Prevencao de Lesdes Pré-cancerosas Cervicais e Cancer do Colo
do Utero, define duas possiveis abordagens de tratamento: abordagem de “rastreio e
tratamento” e “rastreio, triagem intermediaria e tratamento”. Na primeira abordagem,
a decisdo de tratar € baseada apenas em um resultado positivo no teste de
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rastreamento, e ja na segunda, a deciséo de tratar € tomada apds um teste primario
positivo, seguido por um segundo teste positivo (um teste de triagem) (WHO, 2021).

Apo6s um teste positivo para HPV, testes de triagem podem ser realizados pelo
método de citologia, o qual apresenta maior especificidade em detectar NICs,
principalmente apds a consciéncia do status positivo para HPV; ou até mesmo pelo
método de inspecao visual com &cido acético (VIA). Outro método recomendado para
triagem é a genotipagem total ou parcial do HPV, sendo dessa forma capaz de verificar
a presenca de tipos oncogénicos, facilitando a estratificacdo de risco (Bhatla, N.,
Singhal, S, 2020). Estudos j& evidenciaram maiores taxas de deteccédo de NIC 2 e 3
com co-teste (teste molecular e de citologia) do que apenas pelo teste de citologia
(Arbyn, M., et al, 2012), assim como ja demonstraram que somente testes negativos
para HPV ja eram suficientes para garantir baixo risco de lesdes de alto grau e CCU
(Kathi, H. A., et al, 2011).

Quando o teste de triagem intermediaria para casos positivos por DNA - HPV
resulta em positivo, recomenda-se a realizacédo de colposcopia com bidpsia e exame
histopatoldgico para determinar o tratamento ideal. Quando o teste de triagem resulta
negativo, recomenda-se a retestagem por DNA — HPV em 24 meses e, se negativo,
passar para o intervalo de rastreio regular. Ja para mulheres portadores de HIV, a
retestagem por DNA — HPV é recomendada apds 12 meses do resultado negativo de
triagem (WHO, 2021) (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma de Testagem e Acompanhamento para Detec¢do de HPV em Popula¢des
Geral e Especifica (Portadores de HIV)
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Processo de rastreamento, triagem intermediaria e acompanhamento dependendo dos
resultados de deteccéo de HPV, segundo as diretrizes da OMS para triagem e tratamento de lesdes
pré-cancerosas cervicais para prevencdo do cancer de colo do Gtero.

1.4 DETECCAO POR QPCR

A PCR em tempo real € uma técnica de amplificacdo do DNA com
monitoramento da reacdo em tempo real, por meio de um sinal fluorescente que
aumenta conforme o produto de PCR se forma a cada ciclo da reacdo. Com alta
sensibilidade, o processo permite acompanhar a amplificacdo das regibes de
interesse a partir de uma curva de amplificacdo, mostrando o aumento da
fluorescéncia a cada ciclo de PCR subsequente, o que gera uma curva com carater
sigmoide (Green, M. R.; Sambrook, J., 2018).

Os dados gerados ap6s a amplificacdo por gPCR sao analisados em
softwares especificos, que geram graficos de amplificacdo que demonstram o niamero
de ciclos de amplificacédo em relacdo ao aumento de florescéncia detectada (Figura
5). Com o0 aumento da florescéncia, € gerado um threshold, o qual representa o limiar
onde a fluorescéncia gerada atinge um nivel estatisticamente diferente da florescéncia
de background da reacao (Green, M. R.; Sambrook, J., 2018), e no qual o aumento
de fluorescéncia € exponencial. Assim, quando a curva de amplificacdo atinge esse
limiar de threshold, € determinado o ciclo de threshold (Ct), ou ciclo de quantificacéo
(Cqg). Com isso, quanto menor o Ct, maior a concentragao inicial dos acidos nucléicos
alvo presentes na amostra (PCR Biosystems, 2022) (Green, M. R.; Sambrook, J.,
2018).

Figura 5. Representacéo de um grafico de amplificacéo tipica por g°PCR
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FONTE: PCR Biosystems, 2022. Traduzida.

LEGENDA: Gréfico de amplificagdo de gPCR que compara a florescéncia (ARn) pelo numero de
ciclos de amplificacdo de PCR. O inicio da subida da curva no gréfico representa a fase exponencial
da reacgéo, seguida pela fase linear. Ja quando os reagentes da reagdo se tornam limitados, ocorre o

platd da curva.

Duas maneiras para a deteccdo da amplificacdo da reacéo via florescéncia sao:
a deteccdo baseada na utilizagdo de intercalantes de DNA, como SYBR Green, e a
baseada na utilizacdo de sondas, como sondas de hidrélise. A deteccdo baseada em
sondas de hidrélise, é realizada a partir da utilizacdo de sondas nucleotidicas
complementares a uma regido de interesse da molécula, ligadas covalentemente a
um fluoréforo em uma extremidade e a um quencher na outra. Os quenchers atuam
absorvendo a florescéncia emitida pelos fluor6foros, quando estes estdo perto.
Durante a etapa de extensdo da PCR, as sondas ligadas a regido de interesse na
molécula sédo clivadas pela DNA polimerase, separando assim o fluoréforo do
guencher, permitindo a emisséo e deteccado da florescéncia (PCR Biosystems, 2022)
(Figura 6).

Figura 6. Deteccao de amplificagdo por sondas de hidrdlise
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FONTE: PCR Biosystems, 2022. Adaptada.

LEGENDA: Processamento das sondas de hidrélise para a emissao de florescéncia durante a gPCR.
(1) ocorre a desnaturacdo da dupla fita de DNA a 95°C; (2) a temperatura da reacao é reduzida para
gue ocorra o anelamento dos primers especificos e da sonda de hidrolise (probe); (3) a Taq DNA
polimerase inicia a extensao da fita de DNA a partir do ponto de anelamento dos primers; (4) ao
passar pela sonda, essa € clivada pela DNA polimerase, separando as extremidades com o fluoréforo
e o0 quencher, permitindo a emisséo e deteccdo da florescéncia.

2 JUSTIFICATIVA

A infeccao pelo HPV e suas complicacdes decorrentes ainda sdo um problema
nacional, sendo que o CCU é o terceiro tipo de cancer mais incidente entre as
mulheres brasileiras. Dessa forma, a vacinacdo nao substituird a necessidade de
rastreio do CCU, principalmente com a cobertura vacinal ndo atingindo as metas
propostas, pois, além de a vacinacao apresentar efeitos maiores a longo prazo, grupos
gue nao foram vacinados possuem um risco maior de desenvolver cancer e dependem
do rastreio precoce (Corréa, F. de M., etal, 2022). Além disso, a vacina disponibilizada
pelo SUS contempla apenas os HPV-6, 11, 16 e 18, ndo protegendo contra o cancer
ocasionado por outro tipos oncogénicos.

No Brasil, as diretrizes atuais para o rastreamento do CCU ainda n&o incluem
a testagem molecular para HPV e suas recomendacgdes, apesar da inclusdo desse
teste ao SUS em 2024 (INCA, 2022) (Brasil, 2024). Dessa forma, esse estudo busca
se antecipar as mudancas nas diretrizes, que eventualmente incluirdo a testagem
molecular para HPV.

Como comentado anteriormente, a incidéncia de NIC 3 e CCU é

significativamente maior para mulheres infectadas com os HPVs 16 e 18, em
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comparacao com outros hrHPV (INCA, 2024). Dessa forma, um método importante
para o rastreamento das infec¢des por HPV é o teste molecular multiplex por gPCR,
por ser capaz de distinguir tipos virais, a partir de suas variagdes nucleotidicas, sendo
assim apto a verificar a presenca de tipos oncogénicos, facilitando a estratificacao de
risco, e podendo, assim, ser utilizado tanto como método de rastreio como de triagem
(Bhatla, N., Singhal, S, 2020).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar infec¢des por HPV de alto risco (hrHPV) em amostras citolégicas com
lesbes cervicais para avaliar a prevaléncia de diferentes gendtipos em coorte

composta por mulheres com e sem lesdes de alto grau da regidao de Curitiba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a testagem molecular por PCR em tempo real para identificar
gendtipos oncogénicos de HPV, com foco nos tipos 16, 18 e outros hrHPV
(HPV-31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68) em amostras
citolégicas da coorte em estudo;

e Verificar a prevaléncia dos genétipos detectados na coorte em estudo;

e Comparar os resultados da testagem molecular com dados histolégicos ou
citolégicos das pacientes, para verificar possivel relacdo entre os tipos de

HPV e o grau das lesbes cervicais;

4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO
A utilizacdo das amostras para a detec¢cao molecular de hrHPV foi aprovada

pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Erasto Gaertner, sob

0 numero 1943/2009. As amostras sdo provenientes de um estudo do tipo caso-
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controle, sendo o grupo caso formado por mulheres que apresentavam neoplasias
intraepiteliais cervicais (NICs), e o grupo controle composto por mulheres sem lesdes.

As amostras de casos utilizadas nesse estudo séo resultantes de coletas
realizadas entre os anos de 2010 e 2012 no Hospital Erasto Gaertner em Curitiba -
Parana. As amostras do grupo controle provém de campanhas publicas para triagem
cervical, realizadas nos mesmos anos, coletadas nos seguintes: Cercadinho; Jardim
Rondinha; Ferraria; ltaboa; Guarany; Aguas Claras; Botiatuva; Penitenciaria Feminina
de Piraquara; Casa 3 e Casa 4 da UFPR.

Durante as coletas, as mulheres foram entrevistadas para obtencédo de
informacBes sociocomportamentais, incluindo: idade, instrucdo, ancestralidade
familiar, idade da primeira rea¢éo sexual, nimero de parceiros sexuais, data do ultimo
preventivo coletado, pratica de tabagismo, entre outros (Gillio-Tos, A., 2012). As
idades das mulheres recrutadas para esse estudo variam de 14 a 47 anos, sendo que
mulheres com mais de 47 anos nao foram incluidas nas coletas para evitar alteracdes
nos resultados citolégicos, devido a atrofia ou displasia do colo do utero relacionadas
a menopausa, as quais podem alterar a morfologia celular (Gillio-Tos, A., 2012) (Saad,
R. S., et al, 2006).

As amostras de células do epitélio do colo uterino foram coletadas com escova
endocervical (QIAGEN, Digene® Female Swab Specimen Collection Kit, Hilden:
Qiagen) e preservadas em meio de transporte de amostras STM (Specimen Transport
Medium) (QIAGEN, Digene®). Exames de citologia e bidpsia também foram
realizados, quando necessario.

Neste estudo, foram utilizadas 203 amostras do grupo caso, das quais 12
apresentavam testagem prévia para HPV, sendo 9 por genotipagem parcial do HPV,
a partir de PCR multiplex com sondas especificas (Gillio-Tos, A. et al, 2012) e 3 por
amplificacdo com os primers GP5/6+ e PGMY9/11, os quais detectam uma ampla
gama de genotipos a partir da amplificagdo de uma porcdo do gene L1 do HPV
(HUSMAN et al., 1995) (Coutlée, F. et al, 2002). As amostras estavam armazenadas

no laboratério em freezer a -20°C.
4.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

As células de raspado do colo uterino tiveram seu DNA extraido por diferentes

métodos de extracdo, sendo que para iniciar 0 processo, as amostras citologicas
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foram descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizadas em vortex e
centrifugadas. 10 amostras foram extraidas pelo método manual baseado em coluna
de afinidade com o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, EUA), utilizando 200uL de amostra, seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Esse método de extracdo se baseia inicialmente na lise celular, a partir da
incubagcdo da amostra com uma solugdo caotrépica e proteinase K; na entéo ligacdo
do DNA na membrana de silica presente nos tubos filtro, seguido de lavagens para
remover 0s contaminantes; e entdo na eluicdo do DNA em um tampao de elui¢do
(Thermo Fisher Scientific, 2024).

Ja 48 amostras foram extraidas com o extrator e purificador de DNA e RNA
automatico Extracta 32 da Loccus, o qual utiliza o método de extracdo por beads
magnéticas. O kit utilizado foi o Extracta kit fast — DNA e RNA viral, adicionando-se
inicialmente 5uL de proteinase K e 100uL de amostra. Nesse método, a extracdo
segue o0s passos de lise celular; ligacdo do DNA as beads magnéticas, devido a
diferenca de carga; etapas de lavagem; e eluicdo do material genético.

O restante das amostras (144) foi extraido pelo método de salting-out,
adicionando entre 100 e 200uL de amostra, dependendo da quantidade de material
disponivel. Esse método se baseia na lise das membranas celulares e proteinas, a
partir da adicdo de SDS e proteinase K; precipitacdo dessas, por adicdo da altas
concentracbes de NaCl e centrifugacédo; recuperacdo do DNA por precipitacdo
alcodlica e eluicdo em agua.

As concentracdes de &cidos nucléicos e as razdes de absorbancia em 260 nm
e 280 nm e em 260nm e 230nm foram estimadas utilizando o aparelho NanoDrop2000.

4.3 AMPLIFICACAO DE BETA-GLOBINA HUMANA

A amplificacdo da beta-globina humana (B-globina) foi utilizada para verificar a
integridade do material genético das amostras, e funcionou como um controle interno.
Foi utilizado como controle negativo agua de injecdo e como controle positivo amostra
de DNA extraida de sangue periférico.

Os primers utilizados foram sintetizados pela Applied Biossistems Custom
Primers and Probes, Thermo Fisher Scientific (Carlsbad, CA, USA) foram: Globina F
(5 GCT TCT GAC ACA ACT GTG TTC AC 3’) e Globina R (5 GGC CTC ACC ACC
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AAC TTC AT 3’), tendo como resultado um amplicom de 128pb (NCBI: UCSC In-Silico
PCR).

O protocolo para a amplificacdo da reacdo foi de 1x de tampdao; 0,2mM de
dNTP; 2mM de MgCl2; 0,5uM de cada primer; e 0,5U de Taq polimerase. As condi¢des
de ciclagem foram: 1 ciclo de 95°C por 1 min; 30 ciclos a 95°C, a 55°C e a 72°C por
30s; e uma extensao final a 72°C por 5 min seguido de estabilizacdo a 4°C. O volume
final da reacéo foi de 25uL.

Os reagentes utilizados para as reacbes de PCR foram adquiridos da
Promega Corporation (Kit GoTagq ® DNA Polymerase), seguindo as especificagbes do
fabricante.

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O produto das reacdes de PCR de B-globina foi analisado por eletroforese em
gel de agarose (Kasvi) a 1,5% em TBE 1X. Foram adicionados 2uL dos produtos das
amplificagcdes com 1,5uL de azul de bromofenol (0,25%) com glicerina (30%) e gel red
a 1X. Para a verificagdo do tamanho das bandas, foi utilizado marcador de peso
molecular de 100 pb (100bp DNA Ladder Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), sendo
gue o volume de material adicionado ao gel foi o0 mesmo. As imagens dos géis de
agarose foram capturadas utilizando o sistema de documentacdo de géis de luz
ultravioleta (UV) DNR Bio-Imaging Systems (Gel Documentation Systems, DNR Bio-
Imaging Systems).

4.5 AMPLIFICACAO POR PCR EM TEMPO REAL

A gPCR foi realizada utilizando o Kit IBMP Biomol HPV Alto Risco, o qual &
utilizado para a detecgdo molecular qualitativa de genoétipos oncogénicos do HPV
(IBMP, Kit Biomol HPV Alto Risco). O kit € capaz de discriminar os genétipos de HPV-
16 e HPV-18, além de detectar outros 12 tipos de alto risco em um grupo denominado
‘HPV-AR”, os quais fazem parte: HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-
51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-66 e HPV-68.

A reacao do kit é multiplex e tem como alvo os genes E6 e E7 de diferentes
tipos de HPV, além de um controle interno enddgeno. A deteccdo da presenca de

acidos nucléicos dos alvos moleculares é realizada através de sondas de hidrélise
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especificas. A amplificacdo do controle interno (Cl) confirma o bom desempenho da
reacao, aléem de indicar a qualidade do DNA extraido da amostra. O fabricante também
preconiza a inclusdo de um controle positivo sintético (CP) e um controle negativo
(CN) a cada experimento, para verificar a eficiéncia e a contaminacdo da reacao,
respectivamente. Tais controles sdo fornecidos no kit. Assim, uma amostra negativa
deve apresentar amplificacdo apenas do Cl na gPCR, indicando negatividade
especificamente para os virus HPV-16, 18 e outros HPVs de alto risco. Ja uma
amostra positiva, deve amplificar o Cl e pode amplificar HPV-16 e/ou HPV-18 e/ou
HPV-AR, indicando infecgdo por virus especificos. Caso uma amostra positiva ndo
amplifique o ClI, ela sera desconsiderada, pois ndo se pode garantir a qualidade do
DNA extraido.

Para a reacao, inicialmente foi elaborado o mapa de amplificacdo da placa,
identificando os pocos a serem utilizados e a posicdo de cada amostra, juntamente
com o controle positivo e negativo do kit. Em seguida, os volumes da mistura de
reacdo foram calculados, com base no nimero de amostras que seriam amplificadas
(Quadro 1). Em cada placa, também foi incluido um segundo controle negativo (CN2),
composto por &agua ultrapura, que ndo deveria apresentar nenhum tipo de

amplificacéo, diferente do controle interno do kit, o qual amplifica o controle endogeno.

QUADRO 1 - Preparo da mistura da reacdo de gPCR do Kit IBMP Biomol HPV de Alto Risco

Mistura de reacao
Componentes da mistura Volume para 1 reacéo
Tampao de PCR 5,0uL
Oligomix 6,6 uL
Enzima 0,4 uL
TOTAL 12,0 uL

FONTE: IBMP, Brasil (2023)

Com isso, 12uL da mistura de reacao foram adicionados a 8uL de DNA em uma
microplaca oOptica de 0,1mL com 96 pocos (Applied Biosystems® MicroAmp® Fast
Optical 96-Well Reaction Plate), seguindo o mapa de amplificacdo. A placa foi selada
com adesivo o6ptico (Applied Biosystems® MicroAmp® Optical Adhesive Film),

centrifugada e entdo submetida a ciclagem efetuada no equipamento QuantStudio 5
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Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), conforme preconizado no
protocolo do kit (Quadros 2 e 3).

QUADRO 2 - Fluorescéncias para configuracdo de cada alvo

Alvo Report
HPV-16 FAM
HPV-18 VIC
HPV-AR ROX

Controle Interno (ClI) Cy5

FONTE: IBMP, Brasil (2023)

QUADRO 3 — Parametros de termociclagem

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
1° estagio 95 10 min 1
2° estagio 95 15 seg
d 40
60 30 seg

FONTE: IBMP, Brasil (2023)

4.5.1 Analise e interpretacdo dos Resultados de gPCR

As andlises dos dados das qPCRs foram realizadas com o uso do Design &
Analysis Software versdo 2.8.0 (Thermo Fisher Scientific, EUA). Assim, para cada
alvo, foi determinado um treshold diferente, sendo de 40.000 para HPV-16; 30.000
para HPV-18; 20.000 para HPV-AR e 15.000 para o controle interno, de acordo com
os parametros definidos no protocolo do fabricante. Dessa forma, as reacfes que
ultrapassaram a linha de treshold apresentaram uma intensidade de fluorescéncia de
amplificacdo acima dos niveis de background, e seu Ct (ciclo de treshold) foi
calculado. Apos avaliar o valor de Ct, pode-se considerar que houve amplificacdo da
amostra.

De acordo com as instrucbes do fabricante, para que uma corrida seja
considerada vélida, o CP deve apresentar amplificacdo para todos os 4 alvos
avaliados, apresentando Ct<= 25, e o0 CN ndo deve apresentar amplificagdo para
nenhum dos alvos de HPV, mas deve apresentar amplificacéo do Cl com Ct<= 25. Ja,

para que uma amostra seja considerada negativa, ela ndo deve apresentar
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amplificagao para nenhum dos alvos de HPV, e deve apresentar amplificacdo do ClI
com Ct<= 33. Para uma amostra ser considerada positiva, ela deve apresentar
amplificacdo com curva de perfil tipico para algum dos alvos de HPV, assim como
para Cl. Porém, valores de Ct<=5 devem ser desconsiderados e a amostra deve ser
repetida (Quadro 4).

QUADRO 4 — Critérios para interpretacéo dos resultados

Na amostra
HPV-16 HPV-18 HPV-AR Cl CP CN Resultado
- - - + + - Nao detectavel
Detectavel HPV-
+ - - + + -
16
Detectavel HPV-
- + - + + -
18
Detectavel HPV-
- - + + + -
AR
Detectavel HPV-
- + + + + -
18 e AR
Detectavel HPV-
+ - + + + -
16 e AR
Detectavel HPV-
+ + - + + -
16e18
Detectavel HPV-
+ + + + + -

16,18 e AR
+/- +/- +/- +/- +/- + Ensaio invalido
+/- +/- +/- +/- - +/- Ensaio invalido

- - - - + - Amostra invalida

FONTE: IBMP, Brasil (2023). Adaptada

4.6 ANALISES ESTATISTICAS
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Os dados obtidos por esse estudo foram organizados e analisados utilizando
o software Microsoft Excel 365 (Microsoft Corporation) para tabulacdo e célculos
iniciais, e o GraphPad Prism (verséo 8, GraphPad Software) para analises estatisticas
e confeccao de graficos.

A prevaléncia dos tipos de HPV encontrados foi determinada a partir da
determinacao de frequéncias absolutas e relativas, com intervalo de confianca (IC) de
95%. Para verificar associa¢des entre variaveis, foi calculada a Odds Ratio (OR) com
IC de 95%. Foram calculados a partir dos testes exato de Fisher e Qui-quadrado a
significAncia estatistica dos resultados encontrados, considerando significativo
p<0,05.

5 RESULTADOS

5.1 DISTRIBUICAO DE DIAGNOSTICOS HISTOPATOLOGICOS NAS BIOPSIAS E
CITOLOGIAS CERVICAIS

Os resultados de citologia por Papanicolau e bidépsia das pacientes do estudo
foram coletados e a distribuicdo das diferentes categorias diagnosticas € apresentada
no Grafico 1. Foram analisadas um total de 197 resultados, sendo desses 187
provenientes de bidpsia e 10 de citologia. 10 pacientes apresentaram laudos apenas
por citologia, e 7 apenas por biopsia.

Dos 180 resultados provenientes de bidpsia, mas também com resultados de
citologia, 52 apresentaram resultados divergentes entre os laudos. Sendo que desses,
73,08% apresentavam laudos mais brandos por citologia.

GRAFICO 1 — Distribuicéo das categorias diagnoticadas
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LEGENDA - Resultados de exames citologicos e de biépsias de colo de Utero das amostras do grupo
caso. Amostras com auséncia de resultados de bidpsia tiveram seus laudos de citologia analisados (n=
10). Do total de 197 amostras analisadas, 40 apresentaram laudos para Neoplasia intraepitelial cervical
grau 3 (NIC 3); 126 para Neoplasia intraepitelial cervical grau 2 (NIC 2); 16 para Neoplasia intraepitelial
cervical grau 1 (NIC 1); 10 para cervicite; 4 para carcinoma invasor e 1 para area de ulceracao.

5.2 AMPLIFICACAO DE B-GLOBINA HUMANA

Das 203 amostras inicialmente extraidas, 106 foram submetidas a
amplificacdo de B-globina. Dessas, 59 apresentaram a banda esperada na analise do

gel de eletroforese, e 42 ndo apresentaram a banda (Figura 7).

Figura 7. Gel de eletroforese para detec¢éo da banda de B-globina

LEGENDA: Gel de eletroforese a 1,5% de algumas amostras utilizadas. A presenca da banda indica a
presenca do gene da B-globina humana. Da esquerda para a direita: amostra negativa, controle
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negativo, amostra positiva, marcador de peso molecular e controle positivo. Foi utilizado como controle
negativo agua de injecao e como controle positivo amostra de DNA extraida de sangue periférico

5.3 TESTE DO KIT IBMP BIOMOL HPV ALTO RISCO

Inicialmente, para a verificacdo da aplicabilidade do kit com as amostras
disponiveis, 14 amostras foram selecionadas para a reacdo de qPCR. Dessas, 9
incluiam amostras com resultados anteriores por genotipagem parcial do HPV, a partir
de PCR multiplex com sondas especificas (Gillio-Tos, A. et al, 2012); 3 com resultados
positivos por amplificacdo com os primers GP5/6+ e PGMY9/11; e mais 2 amostras
sem resultados prévios. Além disso, as amostras utilizadas no teste foram extraidas
pelos 3 métodos de extracdo comentados anteriormente, para verificar se 0 método
interferiria na reacéo (Quadro 5). Todas as amostras amplificadas foram positivas para
B-globina humana.

QUADRO 5 — Amostras utilizadas na testagem do kit

Método de NN Res.ultados
extracao anteriores HPV
Automatica EGN224 16, 18, 31
Automética EGN274 16, 52
Automatica EGN271 NEG
Automética EGN268 52
Coluna EGNO005 pos GP e PGMY
Coluna EGNO10 pos GP e PGMY
Automatica EGNO021 pos GP e PGMY
Automética EGN198 16
Automatica EGN211 33
Automética EGN238 52
Automatica EGN195 31,35,52
Automatica EGN251 59
Salting-out EGN276 -
Salting-out EGN282 -

LEGENDA — Amostras utilizadas, indicando o método de extracdo do material genético, cddigo da
amostra e resultado anterior para HPV. Amostra com resultado “neg” indica negatividade para a
presenca de HPV; amostras com “-” ndo haviam sido testadas para a presenga HPV; amostras “pos
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GP e PGMY” foram detectadas como positivas com o uso dos conjuntos de primers GP5/6+ e
PGMY9/11 por PCR convencional.

As amostras foram submetidas a amplificacdo por qPCR juntamente com os
CP e CN do kit, seguindo os parametros indicados anteriormente.

Ao analisar os resultados, todas as amostras anteriormente positivas foram
detectadas como positivas ap6s a qPCR. Porém, uma amostra antes positiva para
HPV-16, 18 e 31, foi positiva na qPCR apenas para HPV-18 e AR. Todas as amostras
analisadas apresentaram amplificacdo do ClI com Ct< 33. O CP apresentou
amplificacdo para todos os 4 alvos avaliados, apresentando Ct< 25 e o CN amplificou
apenas o Cl com Ct< 25. Dessa forma, o kit foi considerado apto a detectar HPV nas

amostras utilizadas no estudo (Quadro 6).

QUADRO 6 — Comparacao dos resultados antes e ap6s gPCR

Resultados
) Resultados qPCR
anteriores HPV
16, 18, 31 AR, 18
16, 52 AR, 16
NEG NEG
52 AR
pos GP e PGMY 16
pos GP e PGMY 16
pos GP e PGMY AR
16 16
33 AR
52 AR
31,35,52 AR
59 AR
- NEG
- NEG

LEGENDA — Amostras detectadas como HPV-AR podem ser positivas para qualquer um dos HPVs a
seguir: HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59,
HPV-66 e HPV-68. Amostra com resultado “neg” indica negatividade para a presenc¢a de HPV; amostras
com “-” ndo haviam sido testadas para a presenga HPV; amostras “pos GP e PGMY” foram detectadas
como positivas com o uso dos conjuntos de primers GP5/6+ e PGMY9/11 por PCR convencional.
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5.4 DETECCAO DE HPV POR QPCR

As 191 amostras restantes foram submetidas a amplificacdo por gPCR, mas
5 falharam, ndo apresentando curva de amplificacdo, e 1 amostra ndo apresentou
amplificacdo do ClI, sendo entdo desconsideradas nas analises. Todas as amostras
restantes apresentaram amplificacdo do ClI com Ct<= 33, sendo, portanto,
consideradas validas. O CP apresentou amplificacdo para todos os 4 alvos avaliados
(Grafico 2), com Ct<= 25 e o CN amplificou apenas o Cl com Ct<= 25 (Gréfico 3). O
CN2 nao apresentou curvas de amplificacdo em nenhuma das reacdes de qPCR
(Gréfico 4).

Gréfico 2. Curva de amplificacdo do Controle Positivo (CP)
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LEGENDA — Amplificagédo por gPCR do Controle Positivo. Grafico de fluorescéncia (ARn no eixo Y)
por nimero de ciclos (eixo X) da amostra de controle positivo fornecida pelo fabricante do kit. O
treshold foi determinado conforme os parametros indicados pelo kit. Os valores de Ct foram: Cl: 20,0;
AR: 22,0; HPV-16: 22,6; HPV-18: 22,7. As cores indicam os respectivos alvos de amplificacdo da
reacao multiplex.

Gréfico 3. Curva de amplificagdo do Controle Negativo (CN)
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LEGENDA — Amplificag&o por gPCR do Controle Negativo. Grafico de fluorescéncia (ARn no eixo Y)
por nimero de ciclos (eixo X) da amostra de controle negativo fornecida pelo fabricante do kit. O
treshold foi determinado conforme os parametros indicados pelo kit. Os valores de Ct foram: Cl: 20,5;
os demais: indeterminado. As cores indicam os respectivos alvos de amplificagdo da reacdo multiplex.

Gréfico 4. Curva de amplificagdo do Controle Negativo 2 (CN2)
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LEGENDA - Amplificac@o por gPCR do Controle Negativo 2, composto por agua de injecao. Grafico
de fluorescéncia (ARn no eixo Y) por nimero de ciclos (eixo X). Nao apresentou amplificacéo de
nenhum dos alvos. As cores indicam os respectivos alvos de amplificacdo da reacdo multiplex.
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Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de HPV

HPVs Quantidade casos | Prevaléncia (%) IC (95%)
HPV-16 49 24,87 194-314
HPV-18 5 2,54 1,1-58
HPV-AR 67 34,01 27,8-40,9
AR e 16 27 13,71 9,6-19,2

AR, 16 e 18 7 3,65 1,7-72
AR e 18 9 4,57 24-85
16e18 7 3,55 1,7-7,2

NEG 26 13,20 9,2-18,6
TOTAL 197 100,00

LEGENDA — Resultados de casos totais de HPV por tipo e célculo de prevaléncia com os devidos
intervalos de confianca (IC).

5.5 COMPARACAO ENTRE LESOES E RESULTADOS DA DETECCAO
MOLECULAR DE HPV

Os resultados dos laudos histol6gicos e citologicos das pacientes foram

comparados entre os diferentes grupos de infecgbes por HPV (Grafico 5).

Gréfico 5. Distribuicdo dos resultados para HPV em porcentagem em relagao aos laudos patolégicos
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Laudos patolégicos

LEGENDA - Os laudos de histologia ou citologia das pacientes foram comparados com os
respectivos resultados para HPV por gPCR. Gréfico de porcentagem de tipos de infec¢do por HPV
(eixo Y) por laudos patolégicos (eixo X). carcinoma invasivo (n= 4); NIC 3 (n= 40); NIC 2 (n= 126);

NIC 1 (n= 16); cervicite (n= 10).

Ao serem comparados resultados positivos e negativos para hrHPV com o grau
das lesdes cervicais, 0 calculo da OR indicou associacdo consideravel entre a
presenca de hrHPV e o diagnostico de HSIL (OR= 3,517), com IC 95% de 1,235 -
10,78. O célculo do Teste exato de Fisher (p= 0,0417) e Qui-quadrado (p= 0,0254)
indicaram significancia estatistica dos resultados (Grafico 6).

Gréfico 6. Distribuicdo dos diagnésticos de lesdes do colo do Utero de acordo com o status da
infec¢do por hrHPV (presenca ou auséncia)
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LEGENDA - Distribuicdo das les6es escamosas intraepiteliais de alto grau (HSIL) e baixo grau (LSIL)
em pacientes positivas para HPV de alto risco (HPVhr) e pacientes negativas (NEG). A analise
estatistica mostrou uma diferencga (p < 0,05), indicando associagdo entre a presenca de HPVhr e o
diagnostico de HSIL. No grupo HSIL, foram incorporadas amostras NICs 2 e 3, e o grupo LSIL é
representado por amostras NIC 1. HSIL (n=199); LSIL (n= 16).

Ja quando foi comparada a frequéncia de casos positivos para HPV 16 e/ou
18 e casos HPV-AR com o grau das lesbes cervicais, ndao foram observadas

diferencas estatisticas entre os resultados (p =0,289) (Grafico 7).

Gréfico 7. Distribuicdo dos diagndsticos de lesGes do colo do Utero em relacédo a presenca de
infec¢cdo por HPV-16/18 ou HPV-AR
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LEGENDA - Distribuicdo das les6es escamosas intraepiteliais de alto grau (HSIL) e baixo grau (LSIL)
em pacientes positivas para HPV-16 e/ou 18 e HPV-AR (HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45,
HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-66 e HPV-68). HSIL (n=109); LSIL (n= 8).

Ao ser avaliada a distribuicdo de infeccéo por HPV-16 e/ou 18 e HPV-AR em
relacdo ao laudo de carcinoma invasivo, a presenca de HPV-16/18 apareceu mais
frequente nesses casos, com significancia estatistica pelo Teste exato de Fisher (p=
0, 0465) e Qui-quadrado (p= 0,0311). Porém a associacdo ndo pode ser verificada
pelo valor de OR (0,000) (Grafico 5).

Grafico 3. Distribuicdo de laudos em relagdo a presenca de infec¢do por HPV-16/18 ou HPV-AR
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LEGENDA — Associacao entre os genétipos de HPV-AR e HPV-16/18 e os laudos para NICs e
carcinoma invasor. Os resultados indicam que o HPV-16/18 aparece mais frequentemente em casos
de carcinoma invasor, em comparacao com outros HPV-AR (p<0,05). O diagnéstico de carcinoma
invasor inclui laudos como: adenocarcinoma in situ, microcarcinoma invasor e carcinoma de células
escamosas. NICs (n= 117, sendo HPV16/18: 53 e HPV-AR: 64); Carcinoma invasor (n= 4).

6 DISCUSSAO

Nesse estudo, 3 métodos diferentes de extracdo foram utilizados para isolar
o material genético. Todos os métodos foram capazes de isolar DNA com
concentracdo e pureza suficientes para as amplificacbes por gPCR. Porém, das 6
amostras que falharam nas qPCRs, todas haviam sido extraidas por salting-out. Isso

pode indicar uma contaminacg&o por sal nessas amostras, que pode néo ter sido bem
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retirado durante as etapas de centrifugacdo. Estudos citam que o excesso de sais
afeta a funcionalidade das DNA polimerases, 0 que pode ter sido o causador das
falhas nas amplificacbes (Favre, N.; Rudin, W., 1996) (Davalieva, K., 2010). Para
mitigar essa contaminacao, as amostras poderiam ter sido purificados com a utilizacao
de beads magnéticas apos as extracdes por salting-out, diminuindo a presenca de
contaminantes. As amostras ndo foram purificadas antes, pois 0s seus parametros de
concentragédo e absorbancia estavam similares a outras amostras que nao falharam
na gPCR, e purificar todas as amostras que foram extraidas por salting-out seria
inviavel.

Além disso, ap0s a extracdo das amostras, 106 foram submetidas a
amplificacdo para B-globina. Apesar de 44% das amostras ndo terem amplificado para
B-globina, todas essas apresentaram amplificacdo na gPCR, com amplificacdo do CI
e Ct dentro dos valores esperados. Isso demonstra a maior sensibilidade da reacao
de gPCR em relacdo a PCR convencional e que a amplificacdo por B-globina humana
ndo € um bom controle interno para a reacéo do kit utilizado.

Durante o teste com o kit de deteccdo molecular por gPCR, uma amostra
apresentou resultados divergentes em relagcédo aos resultados anteriores para HPV.
Apesar dos testes moleculares terem sido realizados com amostras da mesma
paciente, foram amostras coletadas e armazenadas em dois tubos diferentes — uma
extraida e amplificada em 2012, e outra extraida e amplificada em 2024. Com isso,
pode ser que essa amostra especifica tenha apresentado menor carga viral e com
isso, ndo tenha sido detectada na qPCR. Outra hipootese possivel € a detec¢do mais
acurada dos genotipos presentes na amostra pela maior sensibilidade da qPCR, e o
resultado anterior ser decorrente de um falso positivo devido a falhas na técnica pelas
sondas utilizadas na primeira testagem. Ambas as técnicas apresentam limitacdes, as
guais devem ser levadas em conta no momento da comparacao dos testes: a detecéo
feita em 2012 foi realizada a partir da técnica de nested PCR, com a utilizagdo de um
conjunto de primers sintetizados in-house (Sotlar, K. et al, 2004) (Gillio-Tos, A., 2012),
nao sendo utilizados primers comerciais como os do estudo atual; e ambas as técnicas
apresentam a limitagdo dos reagentes utilizados na reagédo multiplex, pois um genotipo
de HPV mais predominante na amostras pode consumir mais reagentes, afetando a
amplificacéo de outros.

As andlises da prevaléncia de genotipos de HPV na populacdo estudada

apresentaram como mais prevalente a infec¢do por HPV-AR, que inclui os tipos HPV-
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31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68, seguido por infec¢gbes pelo HPV-16.
Apesar de estudos epidemiolégicos globais indicarem o HPV-16 como o hrHPV mais
prevalente (Bruni, L., et al, 2023) (Araldi, R., P., et al, 2018), no Brasil, um estudo
recente indicou o HPV-52 como o de maior prevaléncia, seguido do HPV-16
(Wendland, E., M., et al, 2020). Como o kit de detecc&o molecular utilizado diferencia
apenas HPV-16 e 18, ndo podemos definir exatamente os HPVs detectados dentro do
grupo HPV-AR, porém, de qualquer forma, os resultados de prevaléncia encontrados
neste estudo estdo de acordo com os encontrados em outros artigos citados, levando
em conta as variagfes na prevaléncia de acordo com a area geografica (Araldi, R., P.,
et al, 2018) (Wendland, E., M., et al, 2020) (Gonzéalez-Yebra, B. et al., 2022) .

A coorte utilizada no estudo em questao foi composta por mulheres néo
vacinadas, por se tratarem de amostras coletadas entre os anos 2010 e 2012. Por
isso, a analise da prevaléncia de HPV nessa coorte apresenta valor historico, ao
auxiliar na compreensdo da distribuicdo base dos gendtipos de HPV antes da
introducéo das vacinas. Assim, esses dados fornecem um ponto de comparacéo para
avaliar o impacto direto das campanhas de vacinacdo em termos de reducdo da
prevaléncia de genotipos de hrHPV incluidos na vacina quadrivalente, como HPV-16
e 18. Nao so é interessante observar a diferenca na prevaléncia de tipos de infeccéo
pds-vacina, como também a correlacdo com alteracdes clinicas, como NIC e cancer,
pois isso poderia fornecer informagbes sobre o impacto da vacinacdo com a
associacao as lesdes relacionadas ao HPV.

Os resultados demonstraram associagéo entre hrHPV e HSIL, o que condiz
com a histéria natural de progresséo dos hrHPVs (Loopik, D. L. et al, 2021) (De Martel,
C., 2017) (Bosch F. X. et al, 2002). Além disso, a distribuicdo dos gendtipos HPV-
16/18 e HPV-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,66 e 68) se apresentou de
forma semelhante nas lesdes de alto grau. J4, quando comparado com a associa¢cao
com o cancer invasivo, ndo foi possivel detectar associacdo, devido ao numero
pequeno de amostras com esse diagndstico na coorte. Apesar de nao ter sido possivel
detectar associacao no estudo em questédo, sabe-se o papel preponderante desses
genotipos na carcinogénese cervical (INCA, 2024) (WHO, 2024) (Bruni, L. et al.,
2019), e em todos os casos de carcinoma, essas infeccdes estavam presentes.

Outro assunto interessante de se discutir é a presenca de casos HPV
negativos em todos os graus de NIC analisados. Tendo o conhecimento que a

infeccdo por hrHPV € uma causa necessaria, porém insuficiente, para o
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desenvolvimento CCU (Bosch F. X. et al, 2002) (Loopik, D. L. et al, 2021), € de se
esperar que as lesdes precursoras ao cancer também estejam associadas a infec¢céao
por hrHPV. Estudos indicam que a detecg¢éo de infecgédo por HPV aumenta conforme
a severidade da doenca, sendo detectada em torno de 50 a 70% nos casos NIC
1/LSIL, em 85% em NIC 2 e em torno de 95 a 100% em NIC 3 e CCU (Bruni, L., etal.,
2010) (Guan, P., et al, 2012). Esse aumento na propor¢cao de casos positivos para
HPV também foi detectada no estudo atual, onde os casos NIC 1 apresentaram 69%
de infeccdo por HPV; casos NIC 2 apresentaram 87%; NIC 3, 95% e CCU, 100% de
infeccdo por HPV. Resultados que estdo condizentes com 0s apresentados nos
estudos acima. Com isso, a auséncia de detec¢ao nesses casos pode ser decorrente
de eliminacéo viral pelo sistema imunologico do hospedeiro ou pela persisténcia do
virus em niveis tdo baixos que nao sdo detectados por testes moleculares (infec¢éao
latente) (Gravitt, P., E., 2011) (Gravitt, P. E, Winer, R. L., 2017).

Apesar dos achados dessa pesquisa, sao necessarios estudos com maior “n”
amostral e com a capacidade de diferenciacao dos tipos associados ao HPV-AR, a
partir de sequenciamento, por exemplo, para obtermos resultados mais robustos e
relevantes.

7 CONCLUSAO

Com esse estudo fomos capazes de fazer a deteccdo molecular por qPCR de
HPV para 197 amostras do grupo caso da coorte, sendo que dessas, 171
apresentaram infeccdo por hrHPV. Em relacdo ao total de casos analisados, a
deteccdo com maior prevaléncia foi de HPV-AR, seguida pelo HPV-16 e entdo pela
coinfeccédo de HPV-AR e 16. A infeccdo menos prevalente foi a ocasionada pelo HPV-
18.

A baixa prevaléncia da infeccdo pelo HPV-18 em mulheres brasileiras
encontrada nesse e em outros estudos relacionados (Wendland, E., M., et al, 2020)
(Morales, A. P., et al. 2022), evidencia a necessidade de kits de deteccdo molecular
mais adequados a populacéo brasileira. Esses kits devem permitir a diferenciacéo dos
gendtipos mais frequentemente encontrados, contribuindo para um rastreamento mais

preciso e eficiente do HPV no Brasil.
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