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RESUMO

O Papilomavirus humano conhecido como HPV € uma doenga sexualmente
transmissivel frequente em todo mundo, ele infecta o epitélio de seres humanos,
podendo persistir de forma assintomética ou causar neoplasias. Diversos estudos
relatam a associacao entre o HPV (Alto Risco) e diversos tipos de cancer como: colo
de Utero, anus, orofaringe, pénis, vagina e vulva. Segundo dados do INCA para 0 ano
de 2016, sédo esperados 16.340 novos casos de cancer de colo de utero, sendo de
maior frequéncia na populacdo feminina no Brasil. Para a identificagdo do virus
existem inumeros métodos de rastreio como testes morfologicos (exame do
Papanicolau), que observam os efeitos citopaticos que o virus provoca nas células
sugerindo a existéncia da infeccdo, mas este tipo de teste apresenta baixa
especificidade e vem apresentando altas taxas de falsos-negativos e positivos. Para
contornar estes problemas inimeros estudos tém demostrando a eficacia da utilizacao
de técnicas moleculares, para aumentar a sensibilidade e especificidade, conseguindo
identificar e genotipar o virus do HPV. No presente estudo foram testadas diferentes
técnicas moleculares para a identificacdo do virus do HPV como: PCR convencional
seguida por sequenciamento Sanger, PCR em tempo real (SYBRGreen® e Tagman®)
e sequenciamento de nova geracdo. Ao todo foram coletadas 318 de amostras de
raspado do colo cervical. Deste material foi extraido o DNA utilizando um protocolo
adaptado (POWELL, GANNON, 2002). Utilizando a técnica da PCR convencional
seguida por sequenciamento Sanger obtivemos 65 amostras positivas para o HPV
(21%), destas 49 amostras (75,3%) foi possivel identificar o tipo do HPV e em 16 casos
(24,7%) néao foi possivel identificar o virus, sendo possivelmente uma infeccao
formada por dois ou mais tipos do virus. Com a técnica de PCR em tempo real
utilizando SYBRGreen® foi realizado um experimento com 30 amostras sendo
possivel confirma o resultado destas com o sequenciamento Sanger em 28 casos. Em
duas amostras os resultados n&do corroboraram, sendo possivel positivar a amostra.
Mostrando a maior sensibilidade da técnica de PCR em tempo real. A metodologia de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) se mostrou util para identificacdo do HPV,
demonstrada neste trabalho de maneira inédita. O uso do NGS apresenta boas
perspectivas pois além do HPV pode identificar outros microrganismos na amostra e
guantifica-los.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano, HPV, PCR em Tempo Real,
Sequenciamento Sanger, Sequenciamento de Nova Geracéo.



ABSTRACT

The Human Papiloma Virus (HPV) is a Sexually Transmitted Disease (STD) very
common in the world. It infects the human epithelium may persisting of asymptomatic
form or causing some neoplasia. Many studies report the association between HPV
and many kinds of cancer such as: lap utero, anus, penis, vagina and vulva. According
to INCA data for the year of 2016 are expected 16.340 new cases of lap utero cancer,
being the second most frequent case in the female population in Brazil. For the
recognition of the virus, there’s a lots of tracking methods, as morphological test (pap
test), that observes cytopathic effects caused by the virus on human cells, suggesting
the existence of infection, however this type of test presents low results and has shown
high taxes of false negative and positive results. To overcome this problems, countless
studies has shown the effect of molecular techniques utilization to increase the
sensibility and especially, getting recognize and genotyping the HPV virus. On this
recent studies, were tested distinct molecular techniques for typing the HPV virus, as
Conventional PCR followed by Sanger Sequencing , Real time PCR (SYBRGreen® e
Tagman®) and Sequencing of New Generation. Altogether were collected 318 samples
pf cervix grated, and from this material were collected the DNA using an adapted
protocol (POWELL; GANNON, 2002). Using the conventional PCR technique followed
by Sanger Sequencing we obtained 65 positives samples for the HPV(21%), in 49
samples(75,3%) it was possible to identify the HPV type, in the other 16
samples(24,7%) it was not possible the identification, probably because the infection
was formed for two or more types of the virus. With the real time PCR technique using
SYBRGreen®, were accomplished an experimente with 30 samples, which was
possible to confirm the results in 28 of it, using Sanger Sequencing. In two samples
the results are not confirmed, being possible to positive the sample, showing high
sensibility of the real time PCR technique. The methodology of New Generation
Sequencing (NGS) it showed useful for HPV identification, being one of the first studies
published for routine use. And it has great prospects because besides HPV can identify
other microorganisms in the sample and quantifies them as well.

Keywords: Human Papiloma Virus, HPV, Real Time PCR, Sanger Sequencing, New
Generation Sequencing.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1_ A. Lebre com chifres (“Jacklope”). B. Coelho com infecgdo de

Papilomavirus 18
Figura 2_ Modelo tridimensional do HPV 21
Figura 3_ GENOMA DE HPV 16 24
Figura 4_ Arvore filogenética contendo as sequéncias de 118 Gen6tipos de

Papilomavirus. 26
Figura 5_ Ciclo celular do HPV 30
Figura 6_ LesGes precursoras do carcinoma. 35

Figura 7_ Teste moleculares e o grau de sensibilidade utilizados no diagnéstico do
HPV. 37
Figura 8_ Representacdo esquematica da técnica de captura hibrida mostrando os
principais passos pararealizacdo de um exame. 39
Figura 9_ Representacdo esquematica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). 41
Figura 10_ Representacdo esquematica do processo do sequenciamento de
DNA pelo método Sanger. 44
Figura 11_ Representagdo esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” — Fragmentacdo de DNA. 49
Figura 12_ Representacao esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lillumina” — Clusterizacdo. 50
Figura 13_ Representacao esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” - Sequenciamento por sintese. 51
Figura 14_ Representacao esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” — Leitura e Captacao de dados. 52
Figura 15_ Kit de coleta citolégico contendo escova endocervical e tubo com meio
liquido. 55
Figura 16_ Eletroforese em gel de agarose. 69
Figura 17_ Eletroferograma parcial da sequéncia de DNA obtida do Amplicon de
450pb (MY09/MY11) analisado pelo software Chromas 2.4 (Technelysium®) gerado
pelo sequénciador automatico capilar MegaBacel000 (Ge HeathCare). 71
Figura 18_ Exemplo do resultado da busca por similaridade utilizando o software
BLAST do NCBI. 72
Figura 19 _Relatério gerado pelo software Pathseq- Virone para identificacdo do virus
do HPV. 78


https://d.docs.live.net/1e6534a6385a5e06/%5eN%20Defesa%20de%20Doutorado%20%5eN/Entregue%20para%20banca/Tese_Bruno_v6%20entregue%20biblioteca.docx#_Toc450815266
https://d.docs.live.net/1e6534a6385a5e06/%5eN%20Defesa%20de%20Doutorado%20%5eN/Entregue%20para%20banca/Tese_Bruno_v6%20entregue%20biblioteca.docx#_Toc450815266
https://d.docs.live.net/1e6534a6385a5e06/%5eN%20Defesa%20de%20Doutorado%20%5eN/Entregue%20para%20banca/Tese_Bruno_v6%20entregue%20biblioteca.docx#_Toc450815268

LISTA DE TABELAS

Tabela 1_Funcdes das proteinas expressas daregido precoce do HPV. 23
Tabela 2_ Classificagdo dos principais gendtipos de HPV de acordo com o seu risco
oncogénico. 27
Tabela 3_ Comparacéo entre as diferentes classificagfes utilizadas em exames
citolégicos. 33
Tabela 4_ Grupos analisados na técnica da captura hibrida 38
Tabela 5_ Sequéncias do oligonucleotideos utilizados para amplificagado por PCR do
gene da B-Globina e daregido L1 do HPV (MY09/MY11). 58

Tabela 6_ Sequéncias dos oligonucleotideos e probes utilizados para amplificagdo

por PCR em tempo real para os HPVS genétipo 16, 18 31 e a B-Globina. 62
Tabela 7_ Resultados obtidos para identificagdo do virus do HPV. 65
Tabela 8_ Protocolos utilizados para extragdo do DNA de raspados de colo cervical

com as variaveis testadas. 68
Tabela 9 Resultado obtido utilizando PCR em tempo real 74

Tabela 10 Parametros obtidos nos sequenciamentos utilizando Miseq Reagente Kit
v2, 300 cycle (2x150pb). 77
Tabela 11 Trabalhos publicados envolvendo a detec¢cdo do HPV através da
metodologia de PCR utilizando os primers MY09/11. 83
Tabela 12_ Comparacao dos numeros de amostras positivas e negativas utilizando o
PCR convencional e a PCR em tempo real. 84
Tabela 13 Resumo das metodologias moleculares utilizadas neste trabalho com suas

vantagens e desvantagens. 86



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1_ Proporcdo de casos positivos e negativos na populacéo
223 (0o =T - TR 70
Grafico 2_ Distribuicdo dos genotipos encontrados.........cccevvvveeeiiiiieeeiniieeeeene 73
Grafico 3_ Proporcdo dos genodtipos de alto, baixo risco oncogénico e risco
INAELEIrMINAUO......cc i 73
Grafico 4_PCR em tempo real com a quimica SYBR Green® para identificagao do virus
do HPV utilizando os primer MYOO/MY11.......ccccoviiveeeeiiiiiiiieeeeeenn 75
Gréfico 5_ Diagndstico molecular de HPV utilizando a metodologia de PCR em tempo

=T U= (o [ 1= T LG TR PP 76



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA — Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria
BLAST - do inglés Basic Local Alignment Search Tool
BPV — do inglés Bovine Paillomavirus

CCD - do inglés Charge-Couplet device

CH — Captura Hibrida

Ct - do inglés Cycle Threshold

DNA — Acido Desoxirribonucleico

EDTA do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid

FDA do inglés Food and Drug Administration

HPV — do inglés Human Papillomavirus

HR do inglés High Risk

ICTV — Comité Internacional de Taxonomia de Virus
INCA - Instituido Nacional do Cancer - Jose Alencar Gomes da Silva
kb kilobase

kD — kiloDalton

LR- do inglés Low Rick

LRC do inglés Long Control Region

MRNA — RNA mensageiro

NCBI do inglés National Center for Biotechnology Information
NGS/SNG - do inglés Next-Generation Sequencing
NIC — Neoplasia Intraepitelial Cervical

ORF do inglés Open Reading Frame

P/A- Para Analise

pb — pares de base

PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction
PCR-RT/gPCR do inglés Real Time PCR

PGH — Projeto do Genoma Humano



PRNT — Poder Relativo de Neutralizacao Total
PV — Papiloma Virus

Rb - Retinoblatoma

RLU - do inglés Relative Luminescence Units
RNA — Acido Ribonucleico

RPM — Rotac¢des por Minutos

SDS - do inglés Sodium Dodecyl Sulfate
TAE — Tampéao Tris-Acetato- EDTA

Taq — do inglés Thermus aquaticus

TE — Tris-EDTA

Tm - do inglés Melting Temperature

TRIS — do inglés Hydroxymethyl

UV - Ultravioleta



SUMARIO

(O N2 T0] 5161070 TR 18
I o 1Sy (o] g oo T 0 [ TN o | 18

1.2. Estrutura Viral e Organizagdo do GEeNOMAa ..........uuururrriimminiiiiiiiiniiiiinnnnns 20

1.3. Taxonomia e Classificagdo doS HPVS............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 24

1.4. Ciclo BiolOgiCco do HPV ... 28

1.5. DIagnoStiCo dO HPV ... .o 30
1.5.1. Técnicas MOrfolOgiCas ......coooviiiuiiiiiiiiieeeee e 31

1.5.1.1. Citologia ou Teste de Papanicolau.........ccccccccvevrviiiiiiiinnnnnnnnn. 31

1.5.1.2. HiStOPatolOgia: ..uuuueeiiee e 34

1.5.2. Testes MoleCUlares......ccccccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeee 35

1.5.2.1. Captura Hibridal e 2 (CH)....ooooiiiiiiiiiieeeeeeee e 37

1.5.2.2. Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) ......cccccccvvivviiinninnnnn. 40

1.5.2.3. Sequenciamento DIretO......cccccceeiiiieiiiiiiiiicee e 42

1.5.2.4. PCR em tempo real (Real time PCR) ........ccceeeevvviviiiiiiiineeeenn, 45

1.5.2.5. Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS)......ccccccevvvvvvrrirrnnnnn. 46

P2 © 1 = N 1 i I LV 1 53
2.1. ODJELIVOS GEBIAIS ...uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 53

2.2. Objetivos €SPECITICOS c.ovviiiiiiii i 53

3. METODOLOGIA ... ..ttt e e e e e e e s s e e e e e e e e s e annsnsenees 54
I I O Y1 0 T1STSY= To T [N = o3 54

3.2. Coleta das amOSIIaS ......cceuuuiiiiiee e 54

3.3 EXIraca8o do DNA .. ... 55
3.3.1. Protocolo de extracdo de DNA utilizando o kit comercial
QIAamp® DNA Blood Mini Kit.....ccceevvieeiiiee e 55

3.3.2. Protocolo adaptado de extracdo de DNA utilizando fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). .....coovvvviiiiieiieeeeieeiin, 56

3.3.3. Quantificacdo do DNA extraido......cccccccevevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 57

3.3.4. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) — MY09/MY11............. 58

3.3.5. Reacéo de Sequenciamento para genotipagem do HPV........... 59

3.3.6. Reacdo em cadeira da polimerase (PCR — Real time) — Utilizando
a quIMIca SYBR-GIeeN® .........cccovviiiiiiiii i 60



3.3.8. Genotipagem do virus utilizando sequenciador de nova geracao

= Miseq HHUMING .......uuiiiiiiiiiii e 63

4, RESULTADOS ..ottt ettt e e e et e e e e e e e s s st e e e e e e e e e annnnneeees 65
4.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida pelo sequenciamento
Y= Lo Lo 1= SRR 69

4.2. PCR em tempo real (Real Time PCR) ......oooviiiiiiiiiieeece e 74
4.2.1. SYBR GIEENT ...ttt 74

N =T | =1 o LSOO 75

4.3. Genotipagem do virus utilizando sequenciador de nova geragcdo —
MiISEQ TTUMINA® ..o et sane e saeas 76

5. DISCUSSAD ..ottt ettt ettt 79
6. CONCLUSOES ..ottt 87
REFERENCIAS ..ottt ettt s s ene s 88
APENDICE ...ttt ettt ettt et et s e 100



18

1. INTRODUCAO
1.1. Histérico do HPV

O termo condiloma deriva da palavra grega Kondiloma que significa
tumor redondo e € causado em sua maioria pelo Papilomavirus Humano (HPV). Sua
origem é anterior & existéncia dos seres humanos modernos, muitas observacdes de
verrugas na antiga Grécia e Roma descrevem condilomas em algumas regides sobre
a pele e 6rgaos genitais. A doenca foi muito associada a praticas homossexuais e a
comportamentos promiscuos como descrito em escritos médicos (BAFVERSTEDT,
1967).

Manifestaces de Papilomavirus também tem sido descritas em animais,
em documentos, pinturas e alguns mitos foram associados particularmente ao
“Jacklope” ou “lebrilope” que € um animal mitico do folclore americano que seria 0
cruzamento de uma lebre com o antilope. Este animal nunca existiu, provavelmente
foram identificados de forma errbnea sendo na verdade uma infecdo por algum
gendtipo de Papilomavirus havendo o crescimento do condiloma em coelhos (DE
VILLIERS et al., 2004). Estes registros historicos e mitos folcléricos fornecem uma
ideia sobre a antiguidade do Papilomavirus e as doencas que eles causam como

mostra a figura 1.

Figura 1_ A. Lebre com chifres (“Jacklope”). B. Coelho com infeccdo de

Papilomavirus
A

r\"TE LE-P'/S ES ET PVLPAMENTVM ({VAERJS Ne

Fonte: Adaptado de Hoefnagel, 1580; Mural Animal, 2016.
Legenda: A: Pintura de Joris Hoefnagel por volta de 1575 mostrando uma lebre com chifres
(“Jacklope”). B Coelho com infeccédo por Papilomavirus.
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Em 1842, o médico italiano Dr. Rigoni-Stern foi um dos primeiros
pesquisadores que levantaram a hipétese de que o Papilomavirus estaria ligado ao
cancer de colo do utero. Ele analisou a frequéncia de casos de cancer cervical muito
maior em mulheres casadas e prostitutas do que em freiras e virgens, o que indicou
algum agente causador fosse transmitido sexualmente (BURNS, 1992).

Algum tempo mais tarde, em 1891 o médico londrino Joseph F. Payne
publicou um artigo registrando a natureza infecciosa das verrugas. Em sua pesquisa
ele auto-inoculou uma verruga em seu polegar, depois de ter raspado a superficie de
uma lesdo de uma crianca (BURNS, 1992).

No inicio do século XX o patologista americano Francis Peyton Rous -
prémio Nobel de medicina 1966 em estudos sobre cancer em animais - demostrou
gue um extrato filtrado de células tumorais, isolado do tecido de uma galinha foi capaz
de produzir tumores em outra galinha, identificando o primeiro virus oncogénico,
sarcoma de Rous. Anos mais tarde, Rous e Richard Shope identificaram o primeiro
Papiloma Virus (Shope), que podia ser transmitido de coelhos selvagens (Cottontail
rabbits) para coelhos domésticos, por meio de filtrados livre de células. Com isso eles
demostraram que o Papilomavirus de Shope apresentava um potencial neoplasico em
coelhos domésticos, como mostrado na figura 1 (SHOPE; HURST, 1933; ROUS;
BEARD, 1935).

O advento da microscopia eletrénica, em 1931 pelo fisico aleméo Ernst
Ruska, e do cultivo celular nos anos de 1940 e 1950 possibilitaram grandes avancos
no cultivo e identificagdo do virus. No final da década de 40, Maurice Strauss e sua
equipe usaram o microscoépio eletrbnico para observar fragmentos retirados de uma
verruga. Um ano mais tarde Maurice identificou o Papilomavirus Humano como
agente etiolégico das verrugas (GARFIELD, 1988).

Até os anos noventa ja se sabia que os Papilomavirus eram
carcinogénicos em coelhos e eram capazes de modificar alguns tipos de células em
roedores, porém, ndo havia uma relacdo entre os Papilomavirus e o carcinoma
cervical humano (ZUR HAUSEN, 1994).

No inicio de 1980, o médico alemao Harald Zur Hausen publicou os
primeiros trabalhos sobre hibridizagdo molecular, utilizando sondas de RNA derivadas
de verrugas plantares, posteriormente esta técnica foi aperfeicoada pelo bioquimico

inglés Edwin Southern (Southern Blot) utilizando sondas de DNA, e, com isso
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possibilitando a distingdo de varios genétipos de HPV existentes, de acordo com a
sequéncia do DNA (DE VILLIERS et al., 2004; HUBBARD, 2003).

Ainda na década de 1980 Zur Hausen e colaboradores isolaram o DNA
do Papilomavirus humano a partir de verrugas genitais e de papilomas na laringe. O
DNA do virus presente na laringe mostrava ser similar ao DNA presente no cancer de
colo uterino. O descobrimento levou ao isolamento do HPV 16 no material colhido por
biopsia em 50% dos casos de cancer de colo uterino. Mais tarde, o grupo isolou o
DNA do HPV 18 em outros 20% dos canceres de colo uterino. Com as descobertas
de que diferentes gendtipos do HPV contribuem para a formacdo de tumores
oncogénicos, foram reforcadas as pesquisas na area com a crescente importancia
médica (DOORBAR, 2006). Desta forma, ficou comprovada a relacdo entre a
presenca do HPV e o cancer do colo uterino.

O céancer de colo do utero ocupa o terceiro lugar entres os tipos de
canceres mais prevalentes, que afetam mulheres em todo o mundo e € o segundo tipo
de cancer mais comum entre mulheres nos paises em desenvolvimento, como por
exemplo Brasil, india e México. As mulheres nestes paises respondem a quase 85%
das incidéncias globais de cancer de colo do Utero. J& em paises desenvolvidos o
cancer de colo uterino aparece na décima posi¢cao entre os tipos de canceres que
afetam mulheres. Esta grande diferenca € devida, em parte, pelo fato dos paises
desenvolvidos possuirem programas de saude publica que utilizam métodos de
diagnéstico precoces que reduzem o risco de cancer de colo do Utero associado a
infecgao por HPV (JEMAL; BRAY; FERLAY, 1999).

1.2. Estrutura Viral e Organizacdo do Genoma

Os Papilomavirus (PV) sdo um grupo de virus encontrados em diversas
espécies de mamiferos, aves e répteis, mas devido a sua importancia médica os
Papilomavirus Humanos (HPV) sdo os mais estudados. Os HPVs sdo virus nao
envelopados - ndo lipidicos, que medem entre 50-60nm de diametro e seu capsideo
é formado por 72 capsdmeros dispostos em forma icosaédrica. Os capsémeros,
localizados em cada um dos 12 vértices, sdo pentavalentes, isto €, circundados por
cinco capsdmeros adjacentes e 0s outros 60 capsdémeros sdo hexavalentes (BAKER
etal.,, 1991; ZUR HAUSEN, 1996).
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O capsideo é formado por duas proteinas estruturais: a proteina de
capsideo maior (L1), de 54kD que representa 80% da proteina total viral e a proteina
menor (L2) de massa molar de 76kD (E.JUNIOR, 2010). As duas proteinas, L1 e L2,
sao codificadas pelo genoma do virus (RAPAPORT, 2016). Abaixo € apresentada uma

representacdo esquematica da imagem tridimensional do HPV.

Figura 2_ Modelo tridimensional do HPV
VIRION

Capsid protein L1

Histone

Genomic DNA

Fonte: (VIRALZONE, 2010)
Legenda: Modelo tridimensional do HPV. Empacotamento dos capsémeros na
superficie viral.

Seu genoma é formado por uma Unica molécula de DNA, circular de fita
dupla com aproximadamente 8000pb associados as histonas celulares H2a, H2b, H3
e H4 (ZUR HAUSEN, 1996). A estrutura e a funcdo do genoma do HPV sao
conservadas em todas as familias do Papillomaviridae e podem ser divididas em
regido codificadora e ndo codificadora. As regides codificadoras sdo denominadas
ORF do inglés Open Reading Frames e sao divididas em:

1. A regido de transcricdo precoce E, do inglés early region,
com cerca de 4kb, que codifica as proteinas — E1, E2, E4, E5, E6 e E7 — que
sao responsaveis pela transcricéo, replicacdo viral e controle do ciclo celular na
célula hospedeira. As ORFs E3 e E8 foram identificadas, mas elas ndo sao
uniformemente distribuidas na familia do Papilomaviridae e podem ser

encontradas, por exemplo, nos BPVs (do inglés Bovine papillomavirus)
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(DOORBAR, 2006). A tabela 1 mostra as fungbes de diferentes tipos de
proteinas na regido precoce do HPV (SCHEURER, TORTOLERO-LUNA,
ADLER-STORTHZ, 2005; BRENTJENS et al., 2002);

2. A regido de transcricdo tardia (do inglés late) com
aproximadamente 3kb, codifica as duas proteinas do capsideo L1 e L2 e é
altamente conservada em todos os Papilomavirus (BERNARD et al., 1994);

3. A regidao nao codificante — LCR (do inglés Long Control
Region ou upstream regulatory region, URR), com 1kb, contém a origem da
replicacéo (ORI) e a maioria dos promotores de transcrigao virais (BOOY et al.,
1998).
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Tabela 1_Func¢des das proteinas expressas da regido precoce do HPV.

Nomes das

proteinas

Funcdes das proteinas

El

o Cadifica proteinas para a manuteng¢édo do genoma viral;

. Importante na inducéo da replicacéo viral.

E2

. Juntamente com a E1, induz a replicacéo viral,
. Tem efeitos positivos e negativos na transcricdo viral;
o Importante na prevengdo da transformacdo oncogénica em

células contendo o DNA viral.

E4

. Associada a colapso da rede de citoqueratina celular,
provavelmente auxiliando na saida do virus da célula. E o que promove
0 caracteristico aspecto de coilocitose nas células infectadas pelo HPV;

. Possivel papel na regulagdo e estabilidade do RNAm - N&o

parece ser necessaria para a transformacao oncogénica.

ES

. De maneira independente, pode causar transformagéo
tumorigénica, provavelmente associada & modificacdo das vias de fatores
de crescimento. Parece ativar os receptores para o fator de crescimento
da epiderme, resultando em estimulo do crescimento celular;

. Em associa¢do a proteina E7, pode promover a malignizacdo das
linhagens celulares afetadas. Pode inibir a expressdo do gene supressor

de tumor p21.

E6 e E7

. O potencial oncogénico dos gendtipos de HPV de alto risco esta
relacionado as proteinas E6 e E7;

. Inibem a funcéo de proteinas supressoras de tumores celulares
humanas, como p53 e Rb (retinoblastoma);

. Juntas, promovem uma regulacdo negativa (down regulation) de
genes que expressam interferon, limitando a resposta imune do

hospedeiro a infeccao.

FONTE: SCHEURER, TORTOLERO-LUNA, ADLER-STORTHZ, 2005; BRENTJENS et al., 2002.
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A figura 3 mostra uma representacao esquematica do genoma do HPV16
com as fungbes de cada gene na regido codificadora (precoce e tardia) e nao
codificadora (LRC).

FIGURA 3_ GENOMA DE HPV 16
Oncoproteinas
LCR /mi

Proteina Major

do capside Replicacao do DNA viral:

DNA helicase

Proteina Minor
do capside
Controle transcricional
Replicacao viral (Epsomal )

Amplificacao genomica

Fonte: Adaptado de D’abramo, 2011.
Legenda: Representacédo da organizacdo do genoma de um HPV 16 de alto risco e
as suas principais funcdes.

1.3. Taxonomia e Classificacdo dos HPVs

Embora os primeiros tipos de Papilomavirus tenham sido isolados na
década de 1980, houve uma grande dificuldade para encontrar sistemas de cultura
celular apropriados para o cultivo e a propagacédo destes virus, impedindo com isso,
os estudos de suas funcdes virais e limitando o estabelecimento de uma classificacao
com base nas propriedades biolégicas (DE VILLIERS et al., 2004).

Os primeiros trabalhos sobre taxonomia dos Papilomavirus foram
realizados pela técnica de Southern Blot: coletando amostras de pacientes que
apresentavam verrugas ou lesdes epiteliais; em seguida o DNA das lesdes foi extraido
e submetido a clivagem por enzimas de restricdo, seguido por eletroforese e de
hibridizacdo com sondas especificas. Desta forma, utilizando a técnica de Sourthern
Blot foi possivel identificar os diferentes padrées de banda e com isso, classificar
diferentes genoétipos do HPV (ORTH et al., 1978; COGGIN e ZUR HAUSEN, 1979).
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Atualmente foram identificados aproximadamente 120 tipos diferentes
de HPVs, sendo classificados como gendétipos, onde cada um recebe um nidmero em
ordem numérica pela sua descoberta (DE VILLIERS et al., 2004). A classificagcdo em
sorotipos néo € aplicada aos HPVs, o teste de neutralizacédo por reducao de placas
(PRNT) que permitiria a distin¢cdo entre os sorotipos do virus ndo pode ser realizado
devido a dificuldade de cultivar o HPVs. Por este motivo a classificacao é feita pela a
sequéncia do DNA e sdo denominados genétipos e nao sorotipos (WHITE, 2007).

A classificacdo taxonémica do HPV é baseada na comparacdo das
sequéncias do DNA e da homologia do gene L1, que € a mais conservada entre 0s
diferentes tipos virais. Além da classificacao usual em familia, géneros e espécies 0s
Papilomavirus sdo classificados em tipos, subtipos e variantes. Para classificar um
novo gendtipo do HPV é necessario isolar o DNA do virus, clonar o seu genoma e
sequenciar o gene L1. Caso ele diferencie mais que 10% da sua sequéncia de um
Papilomavirus conhecido ele é classificado com um novo genétipo. Quando esta
diferenca for menor entre 10% a 2% ele é classificado em subtipo, abaixo de 2% fala-
se em variante (VECKENSTEDT, 2007; BURK, HARARI, CHEN, 2013).

Segundo o comité de taxonomia viral — The International Comittee on
Taxonomy of Viruses — ICTV, da Uni&o Internacional de Associa¢des de Microbiologia,
que elabora a nomenclatura e a taxonomia dos virus, o HPV foi classificado em seu
ultimo relatério como sendo pertencente a familia Papillomaviridae onde se encontra
0 género Papilomavirus. Nesse género sao descritas oitos espécies e entre elas esta
a espécie Human papillomavirus - HPV (VAN REGENMORTEL; MAHY, 2004).

Em 2004 os Papilomavirus Humanos foram classificados em 16
géneros, sendo sua nomenclatura representada por letras do alfabeto grego, de alfa
a Pi, como é apresentado na figura 4. Em 2009 ja haviam sido descritos 29 géneros e
os HPVs de importancia médica foram distribuidos em cinco géneros: Alpha, Beta,
Gama, Mu e Nu (VAN REGENMORTEL; MAHY, 2004).
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Figura 4_ Arvore filogenética contendo as sequéncias de 118 Genodtipos de

Papilomavirus.

Genus
Alpha-papillomavirus
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\P:PV Mu-papillomavirusx Xi-papillomavirus
L.

Theta-papiliomavirus ambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

BPV6

Fonte: Adaptado de de Villiers et al., 2004.

Legenda: Os semicirculos externos identificam os géneros e os semicirculos internos
espécies. Os numeros externos identificam os tipos do HPV e os internos os gendtipos, as
abreviacGes se referem aos gendétipos de Papilomavirus que infectam animais.
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Além de classificar o HPV pela sua sequéncia do DNA, os virus séo
agrupados de acordo com o tropismo pelo tecido infectado, podendo ser divididos em:
cutaneos (que infectam pele) e mucosotropicos (que infectam as mucosas urogenitais,
anais e oro-respiratorias). Todos eles pertencem ao género alfa papilomavirus e
incluem 15 espécies, séo classificados de acordo com sua associagao clinica ou risco
oncogeénico, sendo: alto risco, do inglés High-Risk-HR ou baixo risco, do inglés Low-
Risk-LR (WALBOOMERS et al., 1999; SILVA; et al., 2003; SOUTO, BORGO, 2005;
SMITH et al., 2007) como mostra a tabela 2.

Tabela 2_ Classificacdo dos principais genétipos de HPV de

acordo com o seu risco oncogénico.

Risco Oncogénico Espécies Gendétipo
5 51,82
6 56
Alto risco oncogénico 7 18,39,45,59,68

9 16, 31, 33, 35, 52,58
11 73
5 26

Provavelmente de alto risco 5 53.66

oncogénico
1 42
3 61,72,81, CP6108(cand89)
7 70
8 40,43
Baixo Risco oncogénico 10 6,11,44
13 54
15 71
3 83
2 3,28,29, 78,94
4 57
Risco Incerto

11 34

Fonte: Adaptado de (DE VILLIERS et al., 2004; MUNOZ et al., 2006).
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1.4. Ciclo Biol6gico do HPV

Os Papilomavirus humanos (HPV) sdo espécies especificas que
apresentam exclusivamente afinidade por células epiteliais, podendo infectar a
camada basal das células da pele, mucosa da boca, garganta, trato respiratério e trato
anogenital. (CAVALCANTI, CARESTIATO, 2006).

O ciclo biologico do HPV é bastante complexo e pode ser resumido em
trés etapas. A primeira é denominada fase de Estabelecimento, onde o virus do HPV
entra nas células através de micro lesdes do epitélio acessando as camadas basais
das células, que sdo menos diferenciadas do epitélio escamoso e que ainda
apresentam atividade mitética. Os virus entram dentro da célula pela interacdo das
proteinas do capsideo com receptores especificos da superficie celular, mas a
dindmica da interacdo do HPV com a superficie celular durante esta fase nédo é
completamente compreendida (HORVATH et al., 2010). Estudos indicam que o sulfato
de heparan intermedia a fixacao inicial do virus na célula (LONGWORTH, LAIMINS,
2004) e a proteina alfa-6 integrina como receptor celular para os Papilomavirus entrar
na célula (EVANDER et al., 1997).

Depois de entrar na célula, os virus perdem o capsideo, expondo seu
DNA a maquinaria da célula que realiza a expressao dos seus genes. O genoma do
virus fica na forma circular, ndo integrando o genoma da célula (forma episomal), onde
se reproduzem em sincronia com o DNA da mesma com expressao génica controlada
(CAMARA et al.,, 2008; DOORBAR, 2006). As primeiras proteinas a serem
sintetizadas sdo E1 e E2 que formam um complexo que atuam no recrutamento de
DNA polimerases, proteinas acessorias para mediar a replicacdo do genoma, obtendo
de 20 a 50 copias (HUBERT, LAIMINS, 2002; LONGWORTH, LAIMINS, 2004)

Quando o virus do HPV toma conta da célula (estrato basal) inicia-se a
segunda etapa ou fase de manutencéo. Agora o DNA viral se replica junto com DNA
do hospedeiro na propor¢cao de 1:1(23 genomas virais séo distribuidos nas células
filhas). As proteinas E1 e E2 iniciam a replicacdo do DNA viral e as E6 e E7 atuam
como reguladores do ciclo celular para garantir a replicagdo a longo prazo
(DOORBAR, 2006). A proteina E2 tem um papel regulador, pois tem a capacidade de
ativar ou reprimir os promotores virais que regulam a expressao de E6 E7 e E1
(FRAZER, 2009).
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Com o passar do processo, a expressao dos genes E6 e E7 conduzem
a transformacdo das células, que passam a se dividir mais frequentemente
apresentando um ciclo de vida mais rapido. No entanto, nos queratinécitos
diferenciados da camada supra basal do epitélio, o virus muda para o modo de
replicagéo do DNA e os genes E1, E2, E5, E6, e E7 contribuem para a manutengao
do genoma viral e induzem a proliferacéo celular, sintese de proteinas do capsideo e
montagem da particula viral, aumentando o niumero de células infectadas por HPV no
epitélio, dando inicio & Fase Produtiva (MUNOZ et al., 2006; HAMID, BROWN,
GASTON, 2009)

A ultima fase se inicia quando as células infectadas pelo HPV comegam
a deixar a camada basal, sofrendo diferenciacdo e param de se dividir. Este fornece
um sinal ao virus para ativar seus genes, aumentado os numeros de copias do
genoma viral. Com isso o controle da expressao das proteinas E6 e E7 é perdida e
fica desregulada. Nas camadas superiores do epitélio, todos os genes virais incluindo
agueles que codificam as proteinas L1 e L2, sdo expressos e milhares de genomas
virais sado encapsulados e ocorre a saida dos virus das células. Assim, o0 virus comeca
a infectar novas células (STUBENRAUCH et al., 2000; HUBERT, LAIMINS, 2002;
HOU, WU, CHIANG, 2002; BRENTJENS et al., 2002).

A progressdo das lesBes ndo tratadas para o cancer invasivo esta
associada a integracdo do genoma viral ao genoma humano. Com isso ocorre uma
perda ou perturbacdo do gene E2 que regula a expressao baixa do E6 e E7 até o
momento (DEGENHARDT, SILVERSTEIN, 2001; HOU, WU, CHIANG, 2002)

Como consequéncia os genes E6 e E7 sdo expressos em niveis muito
mais elevados e inativam genes supressores de tumor que atuam em regides de
controle importante do ciclo celular. A proteina E6 se liga a proteina p53 degradando-
a, levando a instabilidade genémica e bloqueando a apoptose. A E7 se liga ao produto
do gene retinoblastoma (Rb, gene repressor de tumor) e membros de sua familia,
reativando os mecanismos celulares de replicacdo do DNA nos queratindcitos para
gue ocorra a amplificacdo do genoma viral (FLORES et al., 2000, FRAZER, 2009). A

figura 5 demonstra um diagrama com as principais etapas do ciclo biolégico do HPV.
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Figura 5_ Ciclo celular do HPV
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Fonte: Adaptado De Woodman; Collins; Young, 2007.

Legenda: llustracdo mostrando os principais eventos durante o ciclo celular do HPV
infectando células basais do epitélio cervical. 1- Entrada de particulas virais até a camada
basal. 2- Apés a infeccdo os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6, E7) do HPV comecam a
ser expressos a partir do DNA episomal (nicleo roxo). 3- Nas camadas superiores - regiao
média e superficial - o genoma viral é replicado rapidamente e os genes tardios sao
expressos, L1 e L2 encapsulando os genomas virais. 4- Os novos virus produzidos comeg¢am
a infectar novas células. 5- Um ndimero desconhecido de células infectadas come¢cam a
progredir para neoplasias de alto grau. 6- Progressédo das lesdes nédo tratadas levando ao
cancer invasivo.

1.5. Diagnostico do HPV

Medidas voltadas ao diagnéstico precoce da infeccao e o tratamento das
lesbes provocadas pelo HPV, antes de gerar um cancer cervical, sdo importantes
acOes de saude publica para diminuir o0 numero de casos deste tipo de céancer.
Portanto é de extrema importancia consultar o ginecologista regularmente e realizar
exames de prevencdo (FEDERACAO BRASILEIRA DAS SOCIEDADES DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2002 e BRINGHENTI, 2010).

Existem inUmeros métodos para o rastreamento do cancer cervical e da
infecc@o pelo HPV. Na pratica clinica, sdo realizados exames citolégicos, colposcopia

e biopsia cervical. Contudo, estes exames apenas sugerem a existéncia da infeccao
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pelo HPV, devido ao seu efeito citopatico que sdo as alteracdes que o virus provoca
(NAMKOONG, 1995). Portanto, os testes moleculares passam a ser uma ferramenta

muito importante para confirmacao da infeccao pelo HPV e saber qual o seu genatipo.

1.5.1. Técnicas Morfolbgicas

1.5.1.1. Citologia ou Teste de Papanicolau

Dentre os testes morfoldgicos, a citologia é o método de rastreamento -
screening mais utilizado para rastrear cancer cervical e suas lesées pré-cancerosas,
NICs, permitindo assim o seu tratamento. Entretanto, a citologia ndo € o teste mais
indicado para detectar a infec¢céo pelo HPV, embora existia uma forte correlagéo entre
as anomalias nas células e a deteccao do HPV (CAVALCANTI, CARESTIATO, 2006).
Dados mostram que 11% das mulheres com citologia normal apresentam o virus do
HPV em seu organismo, e este valor aumenta para 73% quando 0s exames citolégicos
apresentavam alteracdes celulares (SYRJANEN et al., 2005).

O teste do Papanicolau € um exame ginecolégico de citologia cervical
gue é adotado como referéncia pelos programas de controle de cancer de colo de
Gtero no Brasil (INCA, 2016a). Ele foi desenvolvido por George N. Papanicolau em
1939, e é utilizado na rotina médica até hoje. O exame é realizado a partir da coleta
de material biolégico do colo do utero, seguido de um esfregaco em lamina, coloracéo,
e analise ao microscopio Optico com o proposito de verificar a existéncia de células
anormais indicando uma leséo que pode levar ao cancer (RAMA et al., 2008).

Papanicolau criou uma classificagdo que observava se as células do
esfregaco eram normais ou ndo. As laminas sao divididas nas classes |, 11, 1ll, IV e V,
gue indicam: na classe |, auséncia de células atipicas ou anormais; classe Il citologia
atipica, mas sem evidéncias de malignidade; classe lll citologia sugestiva, mas néo
conclusiva de malignidade; classe 1V, citologia fortemente sugestiva de malignidade;
e classe V citologia conclusiva de malignidade (INCA, 2006).

Esta nomenclatura ndo se preocupava com os aspectos histologicos das
lesdes que surgiam, assim novas nomenclaturas surgiram mais atentas a esses
significados. O termo displasia, desenvolvimento anormal das células, foi incorporado
levando em conta as alteragdes histoldgicas e é dividido em displasia leve, moderada

e severa. Estes graus de displasia eram impropriamente referentes a classe Il de
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Papanicolau e também a classe IV com carcinoma escamoso in situ. A classe V
continuou indicando carcinoma invasor. Comecaram, entdo, a dar énfase as
alteracdes celulares devido a acdo do HPV e foram evidenciadas a coilocitose (células
abauladas e vacuolizadas na periferia da célula) e discariose alteracdo nuclear com
nucleo disforme, dividindo em 2 ou mais (INCA, 2012).

Posteriormente introduziu-se o conceito de neoplasia intraeptelial e, no
caso do colo do uterino, de Neoplasia Intraepitelial Cervical - NIC, podendo ser dividida
em trés graus:1, 2 e 3. A NIC 1 corresponde a displasias leve, a NIC 2 a displasia
moderada e a NIC 3 displasias graves e CIS (Carcinoma in situ) (GUSTAFSSON,
ADAMI, 1989).

A nomenclatura para o exame do Papanicolau foi modificada inGmeras
vezes e adicionada novoss termos e por convencdo foi acordado que o sistema
Bethesda seja incorporado aos laudos dos exames (SOCIEDADA
LATINOAMERICANA DE CITOPATOLOGIA em 2013), conforme mostra a tabela 3.
Esta classificacdo representa o comportamento biolégico das lesbes intraepiteliais

escamosas do colo, subdividindo as lesfes epiteliais escamosas anormais em quatro

grupos:
a. ASCUS - células escamosas atipicas de significado indeterminado;
b. ASCH - células escamosas atipicas, ndo podendo excluir lesdo

intraepitelial escamosa de alto grau;

C. LSIL - lesBes intraepiteliais escamosas de baixo grau, envolvendo
displasia leve/ Neoplasia Intraepitelial Cervical I (NIC 1)

d. HSIL - lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau, incluindo displasia
moderada/NIC I, displasia severa e carcinoma in situ/NIC Ill, Cancer invasivo.
(SOLOMON et al., 2002; BARCELOS et al., 2011)
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Tabela 3_ Comparacédo entre as diferentes classificacdes utilizadas em

exames citoldgicos.

Classes Papanicolau | Descricéo Gradacéo NIC Sistema Bethesda

I Normal Normal Normal

Il Atipia Reativa/Inflamatéria | Atipia Normal

/1 Atipia Suspeita Atipia ASCUS

/1 Atipia com HPV Atipia. SIL de baixo grau (LSIL)
Condiloma

11 Displasia leve NIC-I SIL de baixo grau (LSIL)

11 Displasia Moderada NIC - 1l SIL de alo grau (HSIL)

i Displasia Acentuada NIC -l SIL de alto grau (HSIL)

v Carcinoma in situ (CIS) NIC - 11l SIL de alto grau (HSIL)

\Y Céncer Invasivo Céncer Invasivo | Cancer Invasivo

Fonte: Adaptado de Miranda, 2011.

Dados mostram que as triagens citolégicas diminuem os numeros de
casos de cancer cervical e como consequéncias as taxas de morte em quase 70%.
(KITCHENER, CASTLE, COX, 2006 e GUSTAFSSON et al., 1997).

Kitchener, Castle e Cox (2006) realizaram um levantamento mostrando
gue em paises desenvolvidos como Finlandia Suécia, Dinamarca e Islandia, os quais
adotaram programas de rastreamento citoldgico, o indice de cancer cervical caiu mais
em 50%. Nos Estados Unidos as taxas cairam ainda mais, chegando a 75% desde
guando o programa foi adotado em 1960. Ja em paises da América Central e do Sul
0s programas de rastreio até existem, mas a qualidade e o acesso a tratamento sao
insuficientes, com isso as taxas de cancer cervical permanecem altas.

Do ponto de vista laboratorial e clinico, os testes citologicos apresentam
alta especificidade (98%), mas apresentam sensibilidade limitada (51%), baixa
reprodutibilidade e sdo trabalhosos. Além disso, os resultados sdo subjetivos,
podendo sofrer variagcdes quanto a interpretacéo das laminas pelo técnico (NANDA et
al., 2000). Ja a citologia de base liquida ou em meio liquido fixador tem um custo mais
elevado, porém apresenta a vantagem de ter maior representatividade das células
coletadas transferidas para a lamina diminuindo os resultados inconclusivos e maior
sensibilidade para detectar lesdes de alto grau (SYRJANEN et al., 2005).
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1.5.1.2. Histopatologia:

Os estudos histologicos conseguem verificar alteragbes no epitélio
celular do colo do Utero provocadas pela infeccdo do HPV. E coletada uma bidpsia
durante o exame de colposcopia para a analise do tecido em laboratério. Na analise,
o técnico verifica o efeito citopatico da infeccdo viral que pode ser: presenca de
coilocitose - células com grandes vacuolos perinucleares; disceratose - queratinizacao
imperfeita das células epidérmicas; e discoriose - aumento e irregularidade na forma
dos nudcleos e hipercromatismo (MANZIONE, NADAL, CALORE, 2004). Caso a
proliferacéo celular anormal ocupe um terco inferior do epitélio é classificada com NIC
I, ocupando dois tercos do epitélio, NIC Il e ocupando todo o epitélio, NIC Il
(WRIGHT, 2006), como se vé na figura 6.
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Figura 6_ Lesdes precursoras do carcinoma.
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Fonte: Adaptado de Lima, 2012.

Legenda: Seis cortes histolégicos (A, B, C, D e E) mostrando secc¢des de lesbes
precursoras do carcinoma. A- Lamina mostrando o epitélio escamoso normal com uma
Unica camada de células basais, camadas intermediarias e superficiais ricas em
glicogénio, apresentando nucleos picnéticos (aumento 100X). B- LAmina em estagio
NIC | com uma desorganizacdo no ter¢co basal do epitélio e coilécitos nas camadas
superiores (aumento de 400X). C- Lamina em estagio NIC Il com desorganizacdo nos
dois tercos basais do epitélio e critério celular de malignidade e infeccao viral
(aumento de 100X) D-Lamina em estagio NIC Ill, as células apresentam um alto grau
de anormalidade nuclear e celular em toda a espessura do epitélio (aumento de 100X)
E - Lé&mina que apresenta carcinoma de células escamosas invasoras
moderadamente diferenciado, com presenca de necrose e reacdo inflamatéria
(aumento de 100X)

1.5.2. Testes Moleculares

Existem hoje inUmeras técnicas moleculares para identificacdo do DNA
ou RNA em infec¢cbes por HPV. Elas apresentam alto grau de sensibilidade e
especificidade comparadas com os testes citolégicos e histolégicos; podem também
determinar qual gendtipo viral esta envolvido na infec¢do e com isso determinar quais
mulheres podem ter um risco maior de desenvolver o cancer cervical (MOLIJN et al.,
2005; CASTLE et al., 2004). Além disso, os testes moleculares diminuem a quantidade
de pacientes com resultados falso-negativos ou indeterminados na citologia, servindo
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também como marcadores de rastreio em pacientes que ja realizam o tratamento
(CALDAS, TEIXEIRA, RAFAEL, 2010b).

Enquanto os exames citologicos sugerem um possivel resultado, os
testes moleculares confirmam e ainda mostram qual é o gendtipo do virus antes
mesmo do surgimento das alteracdes, auxiliando o meédico no seguimento do
paciente. Quando os dois exames sao associados ocorre o aumento da eficiéncia do
rastreio e de sua sensibilidade, diminuindo os casos de falsos-negativos. Com isso
mulheres que apresentem dois testes negativos em anos consecutivos podem
postergar o proximo teste (SYRJANEN et al., 2005).

As técnicas moleculares sdo de grande importancia para identificar e
quantificar o virus do HPV em uma infecdo, possibilitando uma triagem entre as
pacientes determinando quem tem maior risco em desenvolvimento de cancer
cervical. De maneira geral as principais técnicas moleculares para identificar o HPV
podem ser de 4 tipos:

1. Hibridizacdo com sondas de acidos nucleicos (EX.:
Southern blot, dot blot, hibridagdo in situ - ISH, hibridacdo in situ com
fluorescéncia — FISH), que foram as primeiras técnicas a serem utilizadas,
possuem sensibilidade variada e requerem um tempo razoavel para execucao;

2. Amplificagcdo de sinal (Ex.: teste de Captura Hibrida - CH1
e CH2), que sao 6timas ferramentas para triagem em massa de pacientes com
anomalias citolégicas, embora ela ndo determine o gendtipo viral presente;

3. Reagbes de amplificacdo (Ex.: PCR, RFLP), permitem
amplificar regides especificas do DNA, conseguindo detectar, genotipar e
guantificar a carga viral;

4. Sequenciamento de Nova Geragdo — NGS, técnica
promissora e relativamente nova, permite a deteccdo, genotipagem e
guantificacdo da carga viral, ndo s0 de um virus, mas sim de todos os
microrganismos presentes na amostra citolégica (HUBBARD, 2003 e MOLIJN
et al., 2005).

A figura 7, a seguir, representa os quatro tipos de técnicas apresentadas

acima.
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Figura 7_ Teste moleculares e o grau de sensibilidade utilizados no
diagnoéstico do HPV.
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FONTE: Adaptado de Hubbard, 2003.

1.5.2.1. Captura Hibrida 1 e 2 (CH)

A Captura Hibrida é uma técnica de hibridizacdo molecular
sofisticada, com a amplificacéo do sinal dos hibridos formados, que séo detectados
pela reacdo de enzima substrato, posteriormente € feita a leitura por
quimiluminescéncia (BAGARELLI, OLIANI, 2004). Ela é a principal técnica utilizada
no Brasil para detectar o virus do HPV em amostra de colo do Utero, sendo a Unica
aprovada pelo Food and Drug Administration - FDA e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - Anvisa (FEDERACAO BRASILEIRA DAS SOCIEDADES DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2002).

A técnica consiste a principio, na desnaturacdo do DNA da amostra a
ser pesquisado. Este DNA viral é hibridizado com multiplas sondas de RNA de 18
genotipos especificos de HPV, ndo marcadas, em tubos contendo solugéao tampéo,
como descrito na Tabela 4. Estas sondas mistas de RNA detectam dois grupos de
HPV: tubo A reconhecem os gendtipos de HPVs de baixo risco e tubo B os
gendtipos de HPV de alto risco. Alguns laboratérios utilizam as duas sondas
simultaneamente ou separadamente. A técnica de captura hibrida distingue o grupo
A e B, porém néo consegue diferenciar qual € o gendtipo do HPV exato (CALDAS,
TEIXEIRA, RAFAEL, 2010a).



Tabela 4_ Grupos analisados na técnica da captura hibrida

Grupo analisado

Gendétipo do HPV

Baixo Risco

6,11,42,43 e 44

Alto Risco

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68

Fonte: Adaptado de Caldas, Teixeira, Rafael, 2010a.
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Em seguida os hibridos de RNA/DNA séo capturados na superficie de

uma microplaca que esta revestida com anticorpos especificos de captura. Estes

sdo expostos a um anticorpo conjugado a fosfatase alcalina, e detectados por um

sensivel sistema de amplificacao de sinal quimioluminescente (NONNENMACHER,
BREITENBACH, 2002). Os resultados mostram valores em Unidade Relativa de

Luz — RLU, com valor de corte maior ou igual a 1 para a presenca do virus. E

importante salientar que os resultados dependem do numero de células infectadas.

Coletas de material biologico mal realizadas e em consequéncia baixo niumero de

células irdo, com certeza, gerar resultados em que o valor de RLU sera muito baixo

(ENFERMAGEM, 2011). A figura 8, a seguir, apresenta resumidamente 0s

principais passos para realizagédo da técnica da captura hibrida.
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Figura 8_ Representacdo esquematica da técnica de captura
hibrida mostrando os principais passos para realizacdo de um

exame.
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Fonte: Adaptado de Look for Diagnosis, 2016.

De acordo com Stillman, Day, Schutzbank (2009) a técnica de captura
hibrida apresenta 98,1% de sensibilidade e 97,6% de especificidade. Ela se tornou
padrdo em muitos paises sendo amplamente utilizada em estudos clinicos. No
entanto, a captura hibrida apresenta algumas limita¢cdes, uma vez que, embora
possa distinguir entre os grupos de alto e baixo risco oncogénico, ndo permite fazer

a identificacéo de genotipos especificos de HPV (BURD, 2003).
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1.5.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase € um método de amplificacdo de
DNA ou RNA in vitro pelo qual uma regido pode ser especificamente replicada. A
técnica foi descrita por Kary Mullis em 1983 e € uma das mais comuns em
laboratérios de pesquisas médicas e bioldgicas. Nela é necesséaria a presenca de
dois oligonucleotideos (primers) que flanqueiam a regido de interesse e sado
realizadas inimeras reacoes ciclicas catalisadas por uma DNA polimerase, no final
do processo obtemos bilhdes de sequéncias especificas da regido a qual
desejamos amplificar, ver figura 9 (ROCHE, 2015a).

A técnica da PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade e
permite detectar menos de 10 copias de DNA de HPV em uma amostra. No caso
do HPV, as reacbes de amplificacdo utilizam sequéncias alvos de
oligonucleotideos, tipo especifico ou consenso, que permite amplificar sequéncias
de DNA de diferentes genétipos do HPV por ser uma regiao conservada (VILLA,
DENNY, 2006).

Apos a amplificacdo do DNA os produtos da PCR podem ser
analisados de diferentes formas: eletroforese em gel - poliacrilamida ou agarose;
Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP; hibridizacdo em pontos - dot
blot; hibridizacdo reversa em linhas - Reverser Line-Blot Method; e o
sequenciamento direto do DNA (GRAVITT et al., 1998; VERTERAMO et al., 2006;
COSER et al., 2011).

Atualmente, a empresa Roche desenvolveu o primeiro teste comercial
para identificar o HPV por PCR aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
em 12 de marco de 2014. Ele utiliza amostras de células cervicais e fornece
informacgdes especificas da genotipagem para o HPV 16 e 18 que correspondem a
mais de 70% do cancer cervical e simultaneamente mais outros 12 genaotipos de
HPV de alto risco (ROCHE, 2015b).
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Figura 9_ Representacdo esquematica da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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Fonte: Modificado Bartlett et al., 2003.

Legenda: A PCR é um processo/termo ciclico que inclui trés etapas. A —
Desnaturacdo da dupla fita de DNA, formando duas fitas simples; b —
Anelamentos dos oligonucleotideos que se hibridizam especificamente a
sequéncia complementar ao DNA alvo. C- Incorporagao dos nucleotideos
pela TAq DNA polimerase gerando uma fita filha, que vao servir como molde
para os proximos ciclos que em média sdo 35.

Para identificacdo molecular do HPV por PCR, existem inUmeras
combinacdes de oligonucleotideos para amplificar regibes do DNA de diferentes
partes do genoma viral. Entre os mais empregados sdo o MY09/11 (MANOS, 1989),
GP5/GP6 (SNIJDERS et al., 1990), PGMY (GRAVITT et al., 2000), GP5+/GP6+
(DE RODA HUSMAN et al., 1995), SPF10 (KLETER et al., 1999), LC1/LC2 (ASATO
et al., 2004), LCR-E7 (SASAGAWA et al., 2000), pU-1m/pU-2R (FUJINAGA et al.,
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1991), regido E1 (GREGOIRE et al., 1989), e EGCF4/E7CR3 (YAMAGUCHI et al.,
2002).

Para a deteccdo do HPV em estudos clinicos e epidemiolégicos o
sistema que emprega os iniciadores MY09/MY11 é um dos mais utilizados. Ele &
uma mistura de 24 oligonucleotideos que amplifica parte do fragmento do gene L1,
que é muito eficaz para identificar um amplo espectro de genétipos de HPV; 6, 11,
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 64, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72, 73, 1S39, CP8304(62), CP6108(91), MM4(82), MM7(83) e
MM8(84) (IFTNER, VILLA, 2003).

1.5.2.3. Sequenciamento Direto

Outra abordagem para identificacdo do HPV pode ser realizada a
partir das analises das sequéncias dos produtos da PCR que tem como alvo o
genoma do virus. O sequenciamento do DNA foi descrito incialmente por Sanger
em 1981 e vem sendo utilizado em muitos estudos como meio de genotipagem dos
virus, sendo considerado padr&o ouro por inUmeros autores, pois permite identificar
todos os gendtipos do virus, inclusive casos raros e novos (GHARIZADEH et al.,
2005, CAPRA et al., 2008, LEE et al., 2007 e SPEICH et al., 2004).A figura 10
apresenta esquematica o processo do sequenciamento de DNA.

A pesquisa ocorre da seguinte maneira: € realizado um PCR utilizando
primers tendo como alvo alguma regido do genoma do HPV, em seguida é realizada
uma reacdo de sequenciamento e a corrida no equipamento para saber as
sequéncias de bases. Posteriormente estas sequéncias do DNA, sédo analisadas
por homologia com um banco de dados que contém todas sequéncias dos
diferentes gendtipos do HPV, um deles € o NCBI/BLAST?, um dos mais conhecidos
e pode ser acessado gratuitamente (ALTSCHUL et al., 1990).

Contudo, a técnica de sequenciamento para identificacdo do virus
apresenta algumas limitacdes, como por exemplo quando amostras clinicas contém
dois ou mais genoétipos muitas vezes acabam ndo conseguindo ser identificadas
por causa da sobreposicéo das sequéncias do DNA ou em um outro caso, quando

ocorre a infeccao de dois ou mais genotipos e apenas o que tiver maior prevaléncia

1 National Center for Biotechnology Information - NCBI/BLAST: www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

43

na amostra pode ser identificado, com isso subestimando a prevaléncia de
infeccbes com mudltiplos gendtipos em estudos epidemiolégicos e de
acompanhamento (KLETER et al.,, 1999, MOLIJN et al., 2005 e CAPRA et al.,
2008).

Para contornar esta dificuldade pode ser necesséario o uso dos
sequenciadores de nova geracao como o Next Generation Sequencing - NGS, que
permitem identificar multiplas infeccées e outros agentes patogénicos na amostra
biolégica que acabam n&o sendo reconhecidos pelos testes convencionais
(PRACHAYANGPRECHA et al., 2014).
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Figura 10_ Representacdo esquematica do processo do sequenciamento

de DNA pelo método Sanger.
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Fonte: Adaptado de Valones et al., 2009.

Legenda: Representacdo esquematica do processo do sequenciamento de DNA
pelo método Sanger. A- Indica reacdo de sequenciamento utilizando
nucleotideos marcados. B- Leitura dos produtos de sequenciamento utilizando
um sequenciador automético. C — Eletroferograma com as sequéncias do DNA

obtido.
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1.5.2.4. PCR em tempo real (Real time PCR)

A técnica da PCR em tempo real (PCR-RT) € uma variagdo do método
convencional, que combina a amplificacdo de sequéncias especificas do DNA
realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com a deteccao do sinal
fluorescente de uma ou mais reacdes ao longo dos ciclos de amplificacdo. Ao longo
dos ultimos anos esta técnica tem revolucionado a forma como os laboratorios
clinicos realizam o diagndstico permitindo a detec¢éo e a quantificacdo de doencas
infecciosas e parasitarias (CAVALCANTI, MARIA, LORENA, 2008).

Existem inameras quimicas fluorescentes utilizadas na PCR em
tempo Real que permitem o monitoramento em tempo real. Os principais s&o o
SYBRGreen®, um corante que tem afinidade preferencial por DNA dupla fita que
guando ligado emite um sinal de fluorescéncia. Durante os ciclos consecutivos da
PCR, esta substancia interage com os amplicons recém-formados produzindo
fluorescéncia diretamente proporcional a quantidade destes. Porém esta tecnologia
possui uma desvantagem, ocorrendo amplificacdes inespecificas estas seréo
detectadas, interferindo na quantificacdo final dos produtos. Para contar esta
desvantagem foi desenvolvida a curva de melting ou curva de dissociagédo, que
permite verificar a especificidade do produto amplificado indicada por um ponto
correspondente a temperatura de dissociacdo do produto amplificado (VETTER et
al., 2006).

Outro sistema bastante utilizado é o TagMan® uma sonda
(oligonucleotideos linear de 20-30pb) que € desenhado na regido interna da
sequéncia que se deseja amplificar. Ela possui uma molécula fluorescente -
reporter na extremidade 5° e uma molécula bloqueadora - quencher na extremidade
3, quando estas duas moléculas estdo proximas na reacao, o sinal do reporter é
absorvido pelo quencher e o equipamento ndo detecta nenhum sinal da
fluorescéncia. No entanto, quando existe a presenca do DNA alvo a sonda se
hibridiza na fita de DNA e uma nova fita de DNA é sintetizada incorporando
nucleotideos pela Taq DNA Polimerase. Esta enzima possui atividade exonuclease
5’- 3" e cliva a sonda durante a extensao separando o quencher do reporter e com
isso € emitindo um sinal fluorescente que o equipamento consegue captar
(MORTARINO et al., 2004; YANG, ROTHMAN, 2004). A emisséo da fluorescéncia

emitida é diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado e, portanto,
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as analises podem ser qualitativas ou quantitativas sendo usadas como método
para determinar a carga viral (RODRIGUES, 2009).

As vantagens da PCR em tempo real, em relacdo a PCR convencional
sao: a capacidade de monitorar o processo, as reacdes ocorrem mais rapidamente,
maior reprodutibilidade dos resultados, capacidade de quantificacdo de alta
precisdo e a amplificacéo e a deteccdo ocorrem em um Unico tubo eliminando a
manipulacdo pos-PCR. Como desvantagem pode-se citar o alto custo do
equipamento e sua utilizacdo requer mao de obra altamente treinada e qualificado
(VETTER et al., 2006).

1.5.2.5. Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

Atualmente os laboratérios, em grande parte, realizam ensaios
especificos para cada espécie de microrganismos que desejam diagnosticar em
uma amostra bioldgica. Isso contribui para aumentar a sensibilidade de deteccéo,
mas acaba aumentando os custos dos exames, pois Sao0 necessarios muitos
ensaios para testar uma gama alta de microrganismos e em muitos casos o agente
etiol6gico ndo pode ser identificado. Por isso novas tecnologias para a pesquisa e
diagnéstico clinico vem sendo desenvolvidas e uma delas é o Sequenciamento De
Nova Geracdo — NGS, do inglés Next Generation Sequencing (SAEED et al., 2007).

Esta nova tecnologia é conhecida pela grande quantidade de dados
de sequéncias de DNA obtidas e vem sendo utilizada com muito sucesso no campo
da virologia, com a descoberta de novos virus, reconstrucdo de genomas e analise
de variantes. Com a ajuda da bioinformatica é possivel a rapida identificacdo de
patégenos conhecidos simultaneamente e de novos 0s quais ndo sao identificados
nos testes convencionais (CAPOBIANCHI, GIOMBINI, ROZERA, 2013). Suas
principais desvantagens sao o custo elevado, alta demanda de amostra, tempo de
resposta, exigéncia de investimento em ferramentas de bioinforméatica, bancos de
dados, treinamento de pessoal e a interpretacdo dos dados
(PRACHAYANGPRECHA et al., 2014).

O sequenciamento de DNA baseado pelo método Sanger obteve
grande sucesso e esteve envolvido em quase todos os projetos de genémica nos
ultimos 30 anos. Apesar de sua robustez, ela apresentava desvantagens que iam

desde a necessidade de uso de bibliotecas de clones para a preparacdo das
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amostras, custo elevado, demora para sua realizacdo e a baixa velocidade de
producdo dos dados obtidos. O projeto do Genoma Humano (PGH) foi a primeira
iniciativa que uniu inimeros laboratorios no mundo para o sequenciamento em
larga escala, e teve a duracéo total de 13 anos ao um custo de US$ 2,7 bilhdes
(MARDIS, 2008). Porém havia a necessidade de os sequenciamentos terem
menores custos, maior rapidez e maior eficiéncia.

A partir de 2005, comecaram a surgir as primeiras plataformas NGS
no mercado, proporcionando o sequenciamento em larga escala, em menor tempo,
mais barato e acessivel. Durante estes Ultimos 12 anos o custo do sequenciamento
genético apresentou uma queda exponencial, tornando a técnica uma préatica
rotineira em diversos laboratorios tanto de pesquisa como na parte clinica,
sequenciado desde genes, painéis, exomas até o genoma completo de um
individuo. Concomitantemente a geracao de dados cresceu e inUmeras ferramentas
computacionais foram desenvolvidas com o objetivo de acelerar a capacidade da
analises de dados aumentando a interacdo entre a biologia molecular e a
informatica, conhecida como bioinformética (ANSORGE, 2009).

O primeiro equipamento foi apresentado pela empresa 454 Life
Science, o sequenciador GS20/FLX - 454, que consistia na paralelizacdo do
processamento de sequenciamento, utilizando a nanotecnologia e a metodologia
do pirosequenciamento. Posteriormente outras tecnologias surgiram entre 0os anos
de 2006 e 2007, como da empresa Solexa® com o sistema Genoma Analyzer® e
Agencourt®? com o sistema base para o SOLID™. Todas estas empresas foram
adquiridas por gigantes do mercado. Em 2006 a Agencourt® foi comprada pela
Applied Biosystems/Life Technologies® e em 2007 a 454 Life Science foi adquirida
pela Roche® Applied Science. Por fim, a Solexa® passou a ser controlada pela
lllumina. Estas empresas prevendo uma grande oportunidade de negocio no
mercado do sequenciamento do DNA, investiram ainda mais e reforcaram a visao
do genoma por mil délares (BENNETT et al., 2005; JANITZ, 2008; MARDIS, 2008;
WOLD, MYERS, 2008)

Atualmente a lllumina detém 71% do mercado global de
sequenciadores de nova geragao, seguidos por 16% da Life Technologies, 10% da
Roche e 3% da Pacific Biosciences® Este mercado gerou em 2014
aproximadamente US $2,5 bilhGes e os analistas preveem que em 2020 chegue a
US $8,7bilhoes (RESEARCH, 2016). Como a lllumina detém boa parte do mercado
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de sequenciadores de nova geracéo ela foi utilizada neste trabalho. Deste modo
sera discutido mais a respeito de sua tecnologia.

A Solexa® foi criada em 1997 por dois cientistas, Shankar
Balasubramanian e David Klenerman, no departamento de Quimica da
Universidade de Cambridge. Ao longo dos anos com muita pesquisa e investimento
a Solexa, em 2007 foi adquirida pela lllumina (ILLUMINA, 2016a).

O principio quimico do sequenciamento por sintese € semelhante ao
sequenciamento Sanger, mas utiliza quatro tipos de nucleotideos marcados por um
sinal de fluorescéncia com a capacidade de terminacéo reversivel (que bloqueia a
progressdo da polimerizacdo) e uma enzima DNA Polimerase modificada para
incorpora-los. O resultado final € um sequenciamento base por base, o que permite
gue os dados sejam mais precisos para uma ampla gama de aplicacdes.
(ILLUMINA, 2016; ANSORGE, 2009).

Para realizacdo da técnica € necessario a fragmentacdo do DNA
aleatoriamente e em seguida dois tipos diferentes de adaptadores sao ligados nas
extremidades de cada fragmento. Posteriormente estes fragmentos sé&o
desnaturados e imobilizados aleatoriamente, por uma das extremidades, em uma
lamina propria da tecnologia chamada FlowCell, que é revestida por uma densa
camada de oligonucleotideos complementares aos dois tipos de adaptadores dos
fragmentos, como representado na figura 12 (ANSORGE, 2009; CAPOBIANCHI,
GIOMBINI, ROZERA, 2013).
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Figura 11_ Representacdo esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” — Fragmentacdo de DNA.
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Fonte: Adaptado de Uppnex, 2016.

Legenda: Representacdo esquemaética da tecnologia de sequenciamento “Sequencing by
Synthesis — lllumina”. A — Os adaptadores sdo unidos na extremidade dos fragmentos
gerados aleatoriamente. B- Os fragmentos sédo distribuidos aleatoriamente e ligados em
toda a superficie da “FlowCell”. C- A amplificacdo por pontes se inicia e os fragmentos de
terminacéo livre se ligam a uma sequéncia complementar a placa.

Depois de imobilizados os fragmentos, inicia-se um processo
chamado clusterizacdo um PCR de fase solida. Os fragmentos séo sintetizados e
multiplicados usando uma técnica de amplificagao por “ponte”, gerando pequenos
aglomerados (Clusters) de fragmentos simples fita. Estes clusters sdo formados
livremente devido ao fato das novas coOpias produzidas se ligarem na “FlowCell”
mais proximas ao fragmento original. Apés a fase de amplificacdo, depois de
inmeros ciclos, a “FlowCell”, fica coberta por esses clusters, que deve conter
aproximadamente 1000 copias de um mesmo fragmento. Como mostra a figura 12
(ANSORGE, 2009 e MARDIS, 2008).
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Figura 12_ Representacdo esquemaética da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lillumina” — Clusterizacao.
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Fonte: Adaptado de Uppnex, 2016.

Legenda: Representacdo esquematica da tecnologia de sequenciamento “Sequencing by
Synthesis - lllumina”. A- DNA polimerase incorporando os nucleotideos para formar a
ponte de fita dupla no substrato de fase sélida. B — Desnaturagdo no processo levando os
fragmentos de DNA fita simples ancorados ao substrato. C - Terminando a fase de
amplificacdo gerando milh8es de clusters de fragmentos de DNA fita simples imobilizados
na “FlowCell”.

Apos a formacdo dos clusters o processo de sequenciamento por
sintese se inicia. Uma mistura dos reagentes € adicionada na FlowCell que contém:
0s quatro nucleotideos terminadores reversiveis marcados, oligonucleotideos para
iniciar a polimerizacdo e a enzima DNA Polimerase. Depois de incorporar um
nucleotideo modificado a replicacdo € interrompida, os outros nucleotideos nao
utilizados sao descartados através de uma lavagem e um laser € utilizado para
digitalizar a superficie da FlowCell que faz com que os corantes fluorescentes
emitam luz de diferentes cores, cada cor corresponde a um tipo nucleotideo. Uma
camera CCD grava a cor da luz, o que permite sua identificagdo e sua posi¢cao na
superficie, vale lembrar que esta cor registrada € a luz emitida por apenas um
cluster, e existem milhdes deles em um FlowCell. Ao final da leitura o grupo
bloqueador da extremidade 3" da base e o fluoréforo sdo removidos e o ciclo de
sintese se repete novamente como mostra a figura 13 (ANSORGE, 2009;
CAPOBIANCHI, GIOMBINI, ROZERA, 2013).
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Figura 13_ Representacdo esquemaética da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” - Sequenciamento por sintese.
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Fonte: Adaptado de Uppnex, 2016.

Legenda: Representacdo esquematica da tecnologia de sequenciamento “Sequencing by
Synthesis — lllumina” - Sequenciamento por sintese. A- Sdo adicionados os reagentes na
FlowCell e ocorre o inicio do sequenciamento adicionando o primeiro nucleotideo
modificado. B- Um laser excita os corantes fluorescentes e uma camera capta as cores
que os cluster emitiram. C- Os nucleotideos terminadores reversiveis sdo removidos e sao
adicionados novos reagentes e o ciclo se inicia novamente.

Uma vez que os nucleotideos séo reversiveis, é facil a remocéo da
parte do terminador e o corante repetindo o processo. O processo de adicdo de um
nucleotideo, sua excitacdo pelo laser, leitura e a remocdo do terminador é
compreendida de um ciclo. O niumero de ciclos esté atualmente limitado a 300 para
0 Miseq e 100 para HiSeg2000. N&o é muito interessante ciclos longos devido as
imperfeicdes da quimica, levando a um aumento da incerteza se aquela base esta
correta ou ndo. Isso resulta em uma reducdo na qualidade das bases para cada
ciclo. A leitura da base é realizada através de analises sequenciais de cada uma
das imagens obtidas, no ciclo do sequenciamento e posi¢éo do cluster. A cada base
€ atribuido um valor de qualidade que varia de 2 a 40, dependendo da certeza no
basecalling, ver figura 14 (ANSORGE, 2009; MARDIS, 2008)
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Figura 14_ Representacdo esquematica da tecnologia de sequenciamento
“Sequencing by Synthesis — lllumina” — Leitura e Captacédo de dados.
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Fonte: Adaptado de Uppnex, 2016.

Legenda: Representacdo esquematica da tecnologia de sequenciamento “Sequencing by
Synthesis — lllumina”. A- Captura da imagem no segundo ciclo. B- Leitura das sequéncias
ao longo de vérios ciclos do sequenciamento. C- alinhamento de todas as sequéncias
obtidas contra um genoma de referéncia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo geral desse estudo foi a aplicar técnicas de biologia
molecular para identificacdo do virus do HPV em amostras bioldgicas coletadas do

colo do utero humano.

2.2. Objetivos especificos

Comparar dois métodos de extracdo de DNA a partir de amostra de
colo do utero;

Padronizar um protocolo de PCR com os primers MY09/MY11 para
ser usado na rotina do laboratorio para identificacdo do virus;

Padronizar um protocolo para genotipagem do virus, utilizando o
sequenciamento direto — Sanger;

Padronizar um protocolo de rastreio do virus do HPV em amostras
biolégicas utilizando o PCR em Tempo Real com SYBRGreen® e Tagman®,

Desenvolver metodologia utilizando o sequenciador de nova geracao
MiSeq lllumina para identificacdo do virus em amostras coletadas de colo do utero;

Comparar a efichcia dos métodos apresentados e avaliar a

possibilidade de sua aplicacédo na prética clinica
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3. METODOLOGIA

3.1. Aspectos de ética

Este trabalho foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituo Adolfo Lutz - CEPIAL UFSCar, n° do
processo 053/2010 e da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do

Ministério da Saude.

3.2. Coletadas amostras

Antes de iniciar a coleta do material bioldgico foram explicados os
objetivos do trabalho para as pacientes, 0s quais se tratavam de uma técnica
experimental em fase de implantacdo, e como tal, sujeita a erros, que visava a
comparacao de diversas técnicas moleculares para identificacédo do virus do HPV.
Foi solicitado que elas assinassem o termo de consentimento livre e esclarecido -
TCLE e preenchessem o formulario de coleta.

No total foram coletadas amostras biolégicas de 318 mulheres e a
doacdo do material foi de carater voluntario. Elas foram realizadas por um médico
ginecologista por meio de raspagem da mucosa cérvico-vaginal, utilizando uma
escova propria para isso de cerdas macias como mostrado na figura 15. Em
seguida elas foram transferidas para tubos de 1,5mL identificados com os dados
da paciente que continha um meio liquido tamponado que preservou a morfologia,
DNA, o RNA e as proteinas das células. Caso néo fosse realizado a extracdo do

DNA no mesmo dia este material era conservado em refrigerador a 4°C.
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Figura 15_ Kit de coleta citolégico contendo escova

endocervical e tubo com meio liquido.
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FONTE: QGENE, 2011.

Toda a parte experimental foi realizada no laboratério DNA Consult
Genética e Biotecnologia, sediado na Rua Sao Paulo n° 557, S&o Carlos-SP. A
empresa conta com mais de 15 anos e é especializada na analise de DNA de
origem humana e animal e na aplicacdo dos conhecimentos derivados destas
analises nos mais diferentes ramos, como: paternidade, exames genéticos,
diagnoéstico e prognésticos. Com isso, ela disponibilizou toda a estrutura do

laboratorio, insumos e equipamentos para a realizacdo desta pesquisa.

3.3. Extracdo do DNA

O DNA das amostras bioldgicas foi extraido utilizando dois protocolos.
Em um primeiro momento foi utilizado o kit comercial QlAamp® DNA Blood Mini Kit

— Qiagen e posteriormente um protocolo adaptado de Powell; Gannon (2002).

3.3.1. Protocolo de extracdo de DNA utilizando o kit comercial QlAamp®
DNA Blood Mini Kit.

Para melhor rendimento do protocolo de extracdo foram adicionados
alguns passos anteriores para limpeza do material biolégico evitando a inibicao da

proteinase K. Em um tubo de 1,5mL foram adicionados 500uL de material biologico,
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o qual foi centrifugado por 5 minutos a 14.000rpm a temperatura ambiente. Apos a
centrifugagéo, o sobrenadante era descartado. Com o auxilio de uma pipeta eram
adicionados 500 pL de tampéo TE (Tris-EDTA), homogeneizado e centrifugado por
5 minutos a 14.000rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante era descartado
novamente com o auxilio de uma pipeta e adicionado 800uL de agua ultrapura
autoclavada. A solugcdo era homogeneizada e centrifugada por 5 minutos a
14.000rpm a temperatura ambiente. Posteriormente a centrifugacdo, o
sobrenadante era descartado com o auxilio de uma pipeta e o protocolo se iniciava
normalmente conforme as instru¢gdes do fabricante.

Apbs o passo de lavagem, eram adicionados 20uL de proteinase K
(20mg/mL) e 200uL de tampéo AL. Esta mistura era homogeneizada no vortex por
15 segundos e incubada no banho seco a 56°C por 30 minutos.

Posteriormente eram adicionados 200uL de etanol absoluto e
homogeneizado em vortex por 15 segundos. Todo o conteddo contido no tubo era
transferido para a coluna de purificacdo do kit que era centrifugado a 8.000rpm
durante 1 minuto. Em seguida, o dispositivo da coluna era removido do tubo e
recolocado em um tubo novo, adicionado 500 pL do tampao AW1 (Wash Buffer 1)
e centrifugado a 8.000rpm durante 1 minuto. Um novo processo de lavagem era
repetido, o dispositivo da coluna era removido e recolocado em um tubo novo, era
adicionado 500puL do tampao AW2 (Wash Buffer 2) e este material era centrifugado
a 14.000rpm durante 3 minutos. Apds a centrifugacao, a coluna era colocada em
um tubo novo e etiquetado, adicionando 50 pL de tampao de eluicdo (AE) e
centrifugado por 2 minutos a 8.000rpm. Em seguida a coluna era descartada e a

amostra contida no tubo podia ser armazenada a -20°C.

3.3.2. Protocolo adaptado de extracdo de DNA utilizando fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1).

Em um tubo de 1,5mL foram adicionados 500uL de material biolégico
o qual foi centrifugado por 5 minutos a 14.000rpm a temperatura ambiente. Apos a
centrifugacéo o sobrenadante era descartado com o auxilio de uma pipeta. Eram
adicionados 500 pL de tampéo TE (Tris-EDTA), homogeneizado e centrifugado por
5 minutos a 14.000rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante era descartado

novamente com o auxilio de uma pipeta e adicionado 800uL de agua ultrapura
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autoclavada. A solucdo era homogeneizada e centrifugada por 5 minutos a
14000rpm a temperatura ambiente. Posteriormente a centrifugagéo o sobrenadante
era descartado com o auxilio de uma pipeta e uma solucéo de lise era adicionada
no tubo que continha:

e 240 uL de agua deionizada;

e 80 pL de Tampéo de Proteinase K, 5X (10 mM Tris-HCI, pH

7,8, 5 mol/L EDTA e 0,5% SDS);
e 40 uL de SDS 10%;
e 20 uL da enzima Proteinase K (20 mg/mL).
Esta solucdo foi homogeneizada e incubada a 56°C overnight. Apds

a incubacdo foi adicionado 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1), o material foi homogeneizado e centrifugado por 15 minutos a 14.000rpm.
Em seguida o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, adicionado 1 volume
de cloroférmio e homogeneizado. A solucéo foi centrifugada a 14.000rpm por 10
minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo. Em seguida foram
adicionados 2,5 volumes de etanol P.A, 1/10 de Acetato de Sédio e a solucéo foi
homogeneizada e colocada em freezer a -20°C por 2 horas. ApGs a precipitacdo do
DNA a solucéo foi centrifugada a 14.000rpm durante 10 minutos a temperatura de
4°C e o sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados 500 pL de Etanol
70% e o material foi centrifugado a 14.000rpm durante 10 minutos. Apds a
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado, colocado para secar e o precipitado
foi ressuspendido em 30uL de agua ultrapura autoclavada ou T.E. (Tris-EDTA) e

armazenado em freezer a -20 °C.

3.3.3. Quantificacdo do DNA extraido.

Para a quantificacdo do DNA total extraido das amostras, utilizou-se
duas metodologias, a fluorometria e a eletroforese em gel de agarose. A
fluorometria utilizou-se do equipamento Quantus®- Fluorometer Promega, com o kit
QuantiFluor® ONE dsDNA System, que quantifica amostras entre 0,2 a 400ng/uL
seguindo as instrucdes do fabricante.

Para analisar a integridade e também quantificar o DNA obtido, foi
utilizado a eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA)

corado com brometo de etidio - LGC (Refl13-8751-001). No primeiro poc¢o do gel
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era colocado um marcador de massa molecular High DNA Mass Ladder Invitrogen®
e pela da comparacgéo da coloracdo entre o marcador e as amostras era possivel

estimar a quantidade e integridade do DNA.

3.3.4. Reacao em cadeia da polimerase (PCR) - MY09/MY11

Foram realizadas reacdes duplex contendo a regido hiper variavel do
gene L1 do HPV e como controle da amplificacdo para verificar a presenca de DNA
foi utilizado a B-Globina. Os oligonucleotideos da B-Globina geram um fragmento
de 620pb e os oligonucleotideos degenerados MY09/MY11 geram um fragmento
de 450pb. As sequéncias utilizadas constam na tabela 5.

Tabela 5 Sequéncias do oligonucleotideos utilizados para amplificacdo por
PCR do gene da 3-Globina e da regido L1 do HPV (MY09/MY11).

Gene Nome Sequéncia dos Primers (5"-3") Tm (°C) | Tamanho
(pb)
MY09 5°"CGT CCM AAR GGAWAC TGATC 3 50
L1 450
MY11 5°"GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 3 55
B-Globina | 5°CCT GAG AGC TGG CTAGTG ATT 3’ 54
Forward
B-Globina 620
B-Globina | 5TAG TCC CAC TGT GGACTACTT 3 54
Reverse

Fonte: Adaptado MANOS, 1989.
Legenda: M = A/C; R=A/G;W =A/T; Y=CIT

As reacdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador com
gradiente de temperatura da Appied Biosystems®, modelo Veriti 96 Well. A reacédo
foi constituida em um volume final de 15 pL contendo: 1X de solug&o tampéao (20
mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol); 1,5 mM de MgClz; 1,25 mM
de cada nucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dATP — Promega Corp.); 10 pmols de
cada um dos primers MY09, MY11 e 2pmol do primers B-Globina Forward e -
Globina Reverse (tabela 5); 1U de Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen®) e 2
ML de DNA total (30 ng).
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Em todas as séries de reacdes foi incluido um controle negativo de
amplificacdo contendo todos os reagentes e o DNA era substituido por 4gua além
de um controle positivo de um DNA que continha o virus do HPV.

O programa do ciclo térmico iniciou-se com uma fase de desnaturacao
a 95°C por 5 minutos, 50 ciclos de 95°C por 45 segundos (desnhaturacao da fita do
DNA), 55°C por 45 segundos (anelamento dos primers), 72°C por 1 minuto
(incorporacéo dos nucleotideos) e seguido de uma extenséo final a 72°C por 10
minutos.

Os produtos gerados na PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose (USB UltraPure®) a 2%, preparada com 100 mL de tampdo TAE e 1 pL
de brometo de etidio - LGC em uma mini cuba horizontal (BioAgency®). No
momento de aplicar no gel as amostras foram ressuspendidas em tampé&o Loading
Buffer 6X e a corrida foi conduzida a uma tensao de 80 V por 30 minutos. O tampéao
utilizado para a corrida foi o mesmo utilizado no preparo do gel.

Apos a corrida, o gel foi visualizado em transiluminador de U.V (UVP-
BioResearch®) e os resultados registrados em um sistema de fotodocumentacéo e
analisados pelo software Doc-It 3.0°.

Foram consideradas positivas para o virus do HPV as amostras que
apresentaram fragmentos de tamanho de 450 pb correspondentes a regiao L1 dos
primers MY09/MY11 e 620 pb correspondentes a regido (3-Globina como controle
interno. Ja as amostras negativas ndo apresentavam amplificacdo do fragmento de
tamanho de 450 pb correspondentes a regido L1 dos primers MY09/MY11 e sim

apenas a amplificacdo correspondente da 3-Globina com 620pb.

3.3.5. Reacao de Sequenciamento para genotipagem do HPV

ApOs confirmar quais amostras eram positivas para o HPV, realizou-
se uma nova reagao com apenas os primers MY09/MY11 para ser utilizada no
sequenciamento. A reacao, o ciclo térmico e a analise foram as mesmas citadas no
item 3.3.4. Posteriormente, estes produtos da PCR eram purificados utilizando a
enzima ExoSAP-IT (Affymetrix®) conforme descrito abaixo:

Em um tubo de 200uL foi adicionado 1uL da enzima ExXoSAP-IT e 5uL
do produto da PCR. Esta amostra era incubada por 37°C por 30 minutos (nesta

etapa ocorre a degradacao dos primers e dos nucleotideos restantes) e 80°C por
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15 minutos (desnaturacdo da enzima). Em seguida estas amostras eram
quantificadas utilizando um gel de agarose e foi utilizado aproximadamente 20ng/uL
na reagéo de sequenciamento.

Apés a purificacdo, a reacdo de sequenciamento se utilizou o kit
DyEnamic ET Dye Terminator Cycle sequencing (GE HealthCare) e o primer MY09
para reacdo forward e MY1l para reagao reverse conforme instrugbes do
fabricante. Em seguida as amostras foram sequenciadas no sequenciador
automatico de DNA MegaBace 1000 DNA Sequencer. Em seguida foi realizada a
andlise das amostras utilizando o software Chromas 2.4 (Technelysium®) obtendo-
se a sequéncias do DNA sequenciado (Arquivo fasta).

Ao final do procedimento as sequéncias eram comparadas em um
banco de dados genético utilizando a ferramenta Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology Information) a fim de

determinar os genotipos dos HPV.

3.3.6. Reacao em cadeira da polimerase (PCR - Real time) — Utilizando
SYBR-Green®

Para amplificacdo em PCR em tempo real utilizando SYBRGreen®. As
amostras de DNA extraidos foram amplificadas empregando apenas os primers
MYO09/MY11 (descrito por Manos et al. (1989), tabela 5). Isso porque nao é possivel
realizar rea¢des multiplex nesta técnica.

Este experimento teve como objetivo a realizacdo de um screening
entre as amostras, uma vez que os primers MY09/MY11 sdo degenerados em
algumas posi¢bes e assim, o anelamento € possivel a mais de um tipo de
nucleotideo durante a reacédo da PCR e, com isso, amplificar mais de um genotipo
do virus.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas no termociclador em
tempo real, LineGene 9600 da empresa Bioer®. As reag6es foram constituidas em
um volume final de 12,5 pL, contendo: 2x do tampao HotStart-IT SYBR Green qPCR
Master Mix (Affymetrix®), 10pmol do primer MY09 e 8pmol do primer MY11(dados
da padronizagao dos primers ndo mostrados) e 2 yL de DNA total (20ng).

Todas as reacOes foram realizadas em duplicatas, sempre era

incluido um controle negativo de amplificacdo contendo todos os reagentes e o



61

DNA era substituido por &gua, além de um controle positivo de um DNA que
continha o virus do HPV.

O programa do ciclo térmico iniciou-se com a fase de desnaturacao a
95°C por 2 minutos, 42 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacdo da fita do
DNA) e 60°C por 60 segundos (anelamento dos primers e a incorporacado dos
nucleotideos), nesta fase também ocorria a leitura da fluorescéncia.

Ao final dos ciclos era realizada a curva de dissociacao dos primers
(curva de melting) que consistia na elevacao da temperatura a partir de 70°C até
95°C. As leituras eram efetuadas a cada 0,5°C. Neste processo era possivel
determinar o ponto correspondente a temperatura de dissociacdo dos primers,
assim era possivel verificar a formagdo de um Unico produto, amostra positiva, ou
se produtos inespecificos também foram formados.

Em caso de resultado negativo para o PCR em tempo real utilizando
os primers degenerados MY09/MY11, era realizado uma reagdo da PCR com os
oligonucleotideos para B-Globina (tabela 5) para verificar a presenca de DNA.

ApoOs a realizacdo da reacdo, as amostras eram analisadas no
software do equipamento LineGene9600 — FQD-962 v1.0. Foram consideradas
positivas para o virus do HPV as amostras nas quais ocorria 0 aumento exponencial
da curva de amplificacao durante a PCR e também o valor entre 79,1°C até 81,5°C
da Tm (ESCUTENAIRE et al.2006). Caso ndo houvesse aumento exponencial da
curva de amplificacdo durante a PCR em tempo real, o valor do Tm diferente de
79,1°C até 81,5°C e apenas a p-Globina amplificasse o fragmento correspondente
de 620pb ela era considerada negativa.

3.3.7. Reacao em cadeia da polimerase (PCR — Real time) — Utilizando

TagMan®

Para realizacdo da PCR em tempo real utilizando Tagman®, as
amostras de DNA foram amplificadas utilizando uma reacdo multiplex para cada
gendtipo do HPV, 16, 18 e 31, que correspondem a praticamente 80% dos canceres
cervicais em todo o mundo (MOLIJN et al., 2005).

Para isso foram realizadas reacdes multiplex contendo o primers

especificos de cada gendétipo do HPV (16, 18 e 31). Como controle interno de
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reacao B-Globina para verificar a presenca de DNA. Na tabela 6 sdo apresentadas

as sequéncias dos primers utilizados neste trabalho.

Tabela 6_ Sequéncias dos oligonucleotideos e probes utilizados para

amplificagcdo por PCR em tempo real para os HPVS genotipo 16, 18 31 e a

B-Globina.
Gene Nome Sequéncias dos Iniciadores (5°-3") | Concentragao Tamanho
(pb)
E6 HPV16_ Foward 5 GAA CCG AAA CCG GTT AGT 5pmol 128
ATAAZ
HPV16_Probe 5FAM -CAT TTT ATG CAC CAA 10pmol
AAG AGA ACT GCA ATG TTT C-
BHQ1 3’
HPV16_Reverse 5 ATG TAT AGT TGT TTG CAG CTC 5pmol
TGT 3
E6 HPV18 Foward 5GGA CCG AAA ACG GTG TAT 5pmol 124
ATAA S
HPV18 Probe 5'HEX-ATG TGA GAA ACA CAC 10pmol
CAC AAT ACTATG GCG CG-BHQ1
3
HPV18 Reverse 5CAG TGA AGT GTT CAG TTC 5pmol
GGT 3
LRC HPV31_Foward 5°"GAA CCG AAA ACG GTT GGT 5pmol 144
ATATA3 3
HPV31 Probe 5'CY5-CAT AGT ATT TTG TGC AAA 10pmol
CCTACAGACGCCATGT-BHQ13
HPV31_Reverse 5ATC GTAGGG TATTTC CAATGC 5pmol
3
B- B-Globina _Foward | 5"ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC 2pmol 110
Globina 3
B-Globina _Probe 5'ROX TCA AAC AGA CAC CAT 5pmol
GGT GCATCT GAC TCC -BHQ2 3
B-Globina 5'CAACTT CATCCACGTTCACYTZ 2pmol
_Reverse

Fonte: Adaptado SCHMITZ et al., 2009.
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As reacOes de amplificagdo foram realizadas no termociclador em
tempo real, Line Gene 9600 da empresa Bioer®. As reacdes foram constituidas em
um volume final de 20 pL, contendo: 2x do tampao TagMan®2X Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems®), as concentracdes dos primers para o HPV, 16,
18, 31 e a B-Globina que constam na tabela 6 (dados da padronizacdo dos primers
ndo mostrados) e 2 yL de DNA total (20ng).

Todas as reacdes foram realizadas em duplicatas. Sempre foi incluido
um controle negativo de amplificacdo contendo todos os reagentes e o DNA era
substituido por &gua, além de um controle positivo de um DNA que continha o virus
do HPV.

O programa do ciclo térmico iniciou-se com uma temperatura de 50°C
por 2 minutos, para atividade da enzima AmpErase UNG contida no kit, esta enzima
remove qualquer produto amplificado anteriormente, evitando contaminagao
cruzada. Em seguida ocorreu a desnaturacédo do anticorpo a 95°C por 10 minuto.
Na proxima etapa era realizado 40 ciclos a 95°C por 15 segundos (desnaturacéo
da fita do DNA) e 60°C por 60 segundos (anelamento dos primers e a incorporacéo
dos nucleotideos), nesta fase também ocorria a leitura da fluorescéncia.

Ao final dos ciclos de amplificagcdo as amostras eram analisadas no
software do equipamento LineGene9600 — FQD-962 v1.0. Foram consideradas
positivas para o virus do HPV, qual ocorria 0 aumento exponencial da curva de
amplificacdo de um dos gendétipos do HPV durante a PCR e também da B-Globina.
Caso ndo houvesse aumento exponencial em nenhuma das curvas de
amplificagdo, mas apenas a (-Globina apresentasse a curva o resultado, era

considerado negativo para um dos trés genotipos.

3.3.8. Genotipagem do virus utilizando sequenciador de nova geracao

— Miseq Illlumina

Para preparo da biblioteca de amostras foi utilizado o kit Nextera® XT
DNA Sample Preparation e Nextera® XT Index (lllumina, San Diego-USA). Este kit
permite sequenciar todo o DNA presente na amostra permitindo a identificacdo e a
caracterizacao de todos microrganismos presentes no raspado do colo do utero. O

sequenciamento foi realizado na plataforma Miseq (lllumina, San Diego-USA)
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usando o kit MiSeq Reagent v2 (300 cycle) (instrucfes de preparo de biblioteca e
do sequenciamento foram recomendadas pelo fabricante).

Em todas as corridas de sequenciamento realizadas foi adicionado,
como controle interno, 5% de Phix Control V3 (lllumina), uma biblioteca conhecida
de um genoma viral pequeno PhiX (NCBI Reference Sequence NC_001422.1),
proporcionando uma diversidade entre as bases de nucleotideos (45% GC e 55%
AT), um controle de qualidade para geracao de cluster e na geracdo da matriz.

O workflow utilizado foi a geracdo de arquivos FASTAQ somente,
usando a estratégia Pared End, sequenciando ambas extremidades de um
fragmento, gerando dados de sequenciamento alinhdveis e com alta qualidade. Os
parametros de qualidade da corrida foram os mesmos recomendados pela Illumina
na utilizacao do kit MiSeq Reagent v2 300 cycle (2x150pb).

Apdbs o sequenciamento, os arquivos de saida do sequenciamento
apresentavam o formato FASTQ, primeiramente realizou-se uma filtragem dos
dados, utilizando o software FASTQC® BaseSpace Labs lllumina, que oferece de
forma rapida um conjunto de andlises, que verifica a qualidade das bases obtidas
e seus dados apresentam algum problema pelo Phred quality score (Q score)

Posteriormente as amostras eram submetidas no software PathSeq
virone (BaseSpace Labs Illumina) que automaticamente identificava e
caracterizava o genoma do virus, através do seu banco de dados que possui mais
de 50 mil genomas clinicamente relevantes e um controle de qualidade para falsos
positivos. O software gerava um relatério em pdf a partir dos dados gerados, em
pouco menos de uma hora, identificando as forcas dos genomas globais
correspondentes, fornecendo uma pontuacéo de confianca para o virus identificado
relacionado aos genomas encontrado no banco de dados. Caso houvesse mais de
um virus presente na mesma amostra eles eram combinados no mesmo relatorio
com o virus de maior prevaléncia em cima.

Foram consideradas amostras positivas para o virus do HPV as que
apresentavam um score, pontuacao de confianca para o virus identificado, acima
de 3 pontos (adequado). Amostras que apresentaram score abaixo de 2 ou néao

identificado, eram consideradas negativas sem a presenca do virus.
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No total foram coletadas 318 amostras bioldgicas de raspado de colo
cervical em mulheres. A extracdo do DNA foi possivel em 316 amostras. Dois casos
(amostra 59 e 99) ndo havia material no tubo e elas foram descartadas do estudo.
No primeiro momento, a identificacéo do virus do HPV foi realizada pela técnica de
PCR seguida pelo sequenciamento Sanger (316 amostras). No inicio de 2014 o
laboratorio adquiriu um PCR em tempo real e iniciaram os testes com os reagentes
SYBRGreen® e Tagman® (30 amostras). Em 2015 a DNA Consult adquiriu um
sequenciador de nova geracao Miseq lllumina, e foram realizadas duas corridas (4

amostras), mostrando a viabilidade da técnica, contudo, novos testes devem ser

realizados.

No final do projeto obtivemos 65 amostras positivas para o virus do
HPV testadas por diferentes técnicas moleculares como exemplificado na tabela 7.

Tabela 7_ Resultados obtidos para identificacdo do virus do HPV.

Amostra Genobtipos do Metodologia
HPV

DNAO0O03 X Sanger/SYBRGreen®/TagMan
DNAO0O06 16 Sanger/SYBRGreen®/TagMan
DNAO009 71 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAO012 70 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAO14 53 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAOQ015 58 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAO018 45 Sanger/ SYBRGreen®/
DNAO023 61 Sanger/
DNAOQ027 31 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan/SNG
DNAO042 X Sanger/SYBRGreen®/TagMan
DNAO049 16 Sanger/
DNAO050 45 Sanger/
DNAO053 X Sanger/SYBRGreen®/TagMan
DNAO054 X Sanger/SYBRGreen®/TagMan
DNAO056 58 Sanger/
DNAO060 66 Sanger/
DNAO061 82 Sanger/
DNAO063 X Sanger/SYBRGreen®/TagMan
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DNAO64 16 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAOQO77 16 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNAO081 58 Sanger/

DNAO082 53 Sanger/

DNAQ095 85 Sanger/

DNA105 62 Sanger/

DNA106 58 Sanger/

DNA119 81 Sanger/

DNA124 18 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNA127 66 Sanger/

DNA129 53 Sanger/

DNA137 X Sanger/

DNA148 31 Sanger/ TagMan /SNG
DNA155 53 Sanger/

DNA158 58 Sanger/

DNA 163 16 Sanger/ TagMan

DNA 172 58 Sanger/

DNA 173 18 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNA 183 X Sanger/ TagMan

DNA 187 X Sanger/ TagMan

DNA 188 X Sanger/ TagMan

DNA 189 31 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan/
DNA 201 16 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNA 210 33 Sanger/

DNA 212 X Sanger/

DNA 220 X Sanger/

DNA 225 33 Sanger/

DNA 235 X Sanger/

DNA 237 16 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNA 239 71 Sanger/

DNA 243 16 Sanger/ SYBRGreen®/TagMan
DNA 249 16 Sanger/ TagMan

DNA 253 58 Sanger/

DNA 263 16 Sanger/ TagMan

DNA 266 35 Sanger/ SYBRGreen®/SNG
DNA 267 X Sanger/

DNA 271 16 Sanger/ TagMan

DNA 282 X Sanger/

DNA 283 X Sanger/
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DNA 286 18 Sanger/ TagMan
DNA 290 33 Sanger/
DNA 304 53 Sanger/
DNA 311 16 Sanger/ TagMan
DNA 313 33 Sanger/
DNA 316 16 Sanger/ TagMan
DNA 317 X Sanger/
DNA 318 33 Sanger/

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Legenda: Resultados obtidos para identificacdo do virus do HPV, testando diferentes técnicas de
biologia molecular. PCR Convencional com sequenciamento Sanger, PCR em tempo Real utilizando
a quimica SYBRGreen®, PCR em tempo Real utilizando a quimica Tagman® e Sequenciamento de
Nova Geracgdo (SNG). X= Amostras que nao foram identificadas pela técnica de PCR convencional

seguida por sequenciamento Sanger. Podendo ser mais que um genétipo do virus.
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Existem inUmeros trabalhos descritos na literatura para extrair o DNA
de amostras bioldgicas. Neste estudo testou-se duas metodologias de extracdo de
DNA, um kit comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit — Qiagen e um protocolo
adaptado de Powel e Gannon (2002) in house. Sendo realizado um comparativo
entre as duas técnicas quanto a rapidez, qualidade e quantidade de DNA extraido,
qualidade das amplificacdes, custo da extracao e degradagéo ao longo do tempo,

como indicado na tabela 8.

Tabela 8 _ Protocolos utilizados para extragcdo do DNA de raspados

de colo cervical com as variaveis testadas.

Variaveis Protocolos de extragao utilizados
Referéncias Powel, Gannon, 2002. Kit QlAamp DNA Blood
Tempo de extragao do DNA 15 horas 45 minutos
*Qualidade do DNA Boa Muito Boa
Quantidade do DNA obtido 20ng/puL 25ng/uL
**Degradacgao ao longo do tempo Média Lenta
***Custo da extragao Médio (R$5,00) Alto (R$25,00)

Foi possivel a amplificagao Sim Sim

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Legenda: Variaveis testadas: *de acordo com a possibilidade de amplificacao;
**degradacao: lenta até 30 dias - média até 15 dias e rapida 48 horas a -20°C; ***

somente o custo dos reagentes.

O protocolo adaptado de Powel e Gannon (2002) in house apresentou

bons resultados quanto a qualidade e quantidade de DNA extraido, a degradacao
do DNA foi média e o custo relativamente baixo. Mas a dificuldade neste protocolo
esta no longo tempo para obtencédo do DNA.

Ja o kit comercial Qiamp Blood Mini Kit da Qiagen apresentou os
melhores resultados, o tempo de extracao baixo, a quantidade e qualidade do DNA
eram boas e a degradacdo do DNA foi lenta. A desvantagem € o custo elevado de

aproximadamente R$ 25,00 por amostra.
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4.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida pelo sequenciamento

Sanger.

A técnica da PCR utilizando o MY09/MY1l seguida pelo
sequenciamento ja é muito utilizada para realizacdo da genotipagem do virus do
HPV.(IFTNER, VILLA, 2003; MANOS, 1989). Como ponto de partir foi utilizado o
protocolo descrito por Mano et al. (1989), sendo adaptado com a introdugéo de
mais um conjunto de oligonucleotideos a [B-Globina que gera um fragmento
correspondente a 620pb servindo como controle interno da reacéao.

Na figura 16 é apresentado um gel representativo da amplificacéo
multiplex para identificagdo do virus do HPV. Observa-se amplificacdo do
fragmento do gene L1 (MY09/MY11) com aproximadamente 450pb com a B-
Globina.

Figura 16_ Eletroforese em gel de agarose.

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Legenda:Eletroforese em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio utilizado para o diagndstico do HPV.
Amplificacdo por PCR com os oligonucleotideos MY9/MY11
gerando um fragmento de 450pb, e da B-Globina gerando
fragmento de 620pb. L = Ladder 1kb Plus (Invitrogen), CN =
Controle Negativo sem a presenca de DNA, (+) = amostra com
HPV amplificadas com MY9/MY11, (-) = amostras sem HPV
gue amplificou apenas o controle interno B-Globina.
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Depois das padronizagbes iniciais, os resultados obtidos foram
constantes e reprodutiveis dentro do grupo pesquisado, com isso foi possivel
identificar 65 casos positivos para a presenca do DNA do HPV, o restante das
pacientes ndo apresentavam presenca do DNA viral em suas amostras. Estas
amostras positivas foram separadas das restantes para posterior analise de sua
tipagem, ver gréfico 1.

Grafico 1_ Proporcéo de casos positivos e negativos

na populagéao estudada.

Positivo
21%

Negativo

Positivo

Negativo
79%

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Apos a identificagdo das amostras positivas para o HPV, foram
realizados o0s primeiros testes para genotipagem do virus utilizando o
sequenciamento Sanger (dados ndo mostrados). Depois da padronizacdo e da
reprodutibilidade nos experimentos foram realizados os sequenciamentos dos
produtos amplificados. O gendétipo viral foi identificado em 49/65 (75,3%) dos casos
de amostras positivas. Em 24,7% (16 amostras) das amostras néo foram possiveis
identificar o gendtipo do HPV, pois havia um co-infeccdo de dois ou mais tipos do
virus. Na figura 17 é possivel ver um exemplo de eletroferograma referente ao

sequenciamento do fragmento do gene L1 do virus do HPV.
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Figura 17_ Eletroferograma parcial da sequéncia de DNA obtida do Amplicon de
450pb (MY09/MY11) analisado pelo software Chromas 2.4 (Technelysium®©)

gerado pelo sequénciador automatico capilar MegaBacel1000 (Ge HeathCare)
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Fonte: Dados de pesquisa do autor.
Legenda: A- Infeccdo simples, sequéncia de nucleotideos correspondente HPV58. B-

Infeccao maltiplas, com sobreposicao das sequéncias nucleotideos do virus. Nao sendo
possivel a identificagao.

Apoés a andlise para verificar a qualidade dos eletroferograma e
extracdo das sequéncias do DNA (arquivo fasta) as sequéncias obtidas foram
comparadas em um banco de dados online do BLAST do NCBI que continha

milhares de sequéncias de DNAs do HPV j& descritas. Desta maneira foi possivel
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identificar os diversos genotipos de HPV encontrados nas amostras. Em todos os
resultados no software BLAST do NCBI foram obtidos os niveis minimos de

similaridade, variando entre 97% a 100%, como mostra a figura 18.

Figura 18_ Exemplo do resultado da busca por similaridade utilizando
o software BLAST do NCBI.

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over 10 show define and scores, click 10 show alignments

Color key for alignment scores
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| |
100 150 200 250

-
L*d
o

Descriptions
Legend for links 10 other resources: U MmEGEOBGomBchmanamegPuW BicAssay

Sequewq !odua‘ng significant alignments:

Description | Maxscore | Totsiscore = Querycoverage = Evalue | Maxident | Links |
Human papillomavirus type 58 isolate T)18-58, complete genom 457 457 100% 2e-125 99%
Human papiliomavirus type 58 isolate Sh49 nonfunctional major 457 457 100% 2e-125 95%
Human papillomavirus type 58 isolate Sh42 nonfunctional major 457 457 100% 2e-125 99%
Human papillomavirus type 58 isolate Sc239 major capsid protel 457 457 100% 2e-125 9%
Human papillomavirus type 58 isolate Sc215 major capsid protel 457 457 100% 2¢-125 99%

Fonte: Dados de pesquisa do autor.
Legenda: O fragmento do DNA sequenciado (Querey) demostrou um nivel de
similaridade de 99% pareando com o genoma do HPV 58 do banco de dados.

Foram identificados os genoétipos do HPV em 75% das amostras
positivas. Em alguns casos, quando nao havia similaridade no banco de dados
possivelmente seria a presenca de mais de um gendtipo do HPV. Os HPV16,
HPV58, HPV 33 foram os que apresentaram maior incidéncia entre as amostras.
No grafico 2 pode-se perceber a distribuicdo viral dos gendtipos do HPV

encontrados nas amostras de raspado cervical.
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Gréfico 2_ Distribuicdo dos gendtipos encontrados
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Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Foram identificados 16 gendtipos distintos de HPV:16, 58, 33, 53, 18,
31, 45, 66, 35, 70, 82, 85, 71, 81, 61 e 62 no estudo. Entre as amostras 68% (44
amostras) apresentavam alto risco oncogénico, 8% (5 amostras) séo classificados
como baixo risco e em 24%(16 amostras) apresentavam risco indeterminado. O
gréfico 3 mostra a distribuicdo dos gendétipos do HPV encontrados de acordo com

0 potencial oncogénico descrito na literatura.

Gréafico 3_ Proporcdo dos gendtipos de alto, baixo

risco oncogénico e risco indeterminado.

= Alto risco

= Baino risco
' = Risco indeterminado

Fonte: Dados de pesquisa do autor.
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4.2. PCR em tempo real (Real Time PCR)

4.2.1. SYBR Green®

A técnica de PCR em tempo real utilizando SYBR Green®, utilizou
como ponto de partida os primers descritos por Manos (1989) (MY09/MY11). A
partir disso foram realizados testes inicias para determinar qual era a concentracao
ideal dos primer, temperatura de anelamento dos primer, a avaliacdo do Ct em que
ocorreu a deteccao da positividade da amostra e o valor do Tm (curva de melting)
dos produtos da PCR.

ApGs a padronizacao foi realizado uma selegéo aleatéria contendo 30
amostras (positivas e negativas). Os resultados da técnica da PCR em tempo real
utilizando o SYBR Green® em 28 amostras corroboram com os resultados da PCR
convencional identificando as mesmas amostras, mas em dois casos ocorreram
amplificac@o. Estas amostras foram extraidas do DNA novamente e realizado um
novo PCR para comprovar o resultado que se repetiu, conforme a tabela 9 e o

gréfico 4.

Tabela 9 Resultado obtido utilizando PCR em tempo real

Amostra Resultado Resultado Amostra Resultado Resultado
Sanger SYBR Green®® Sanger SYBR Green®

DNAOO1 Negativa Negativa DNAO016 Negativa Negativa
DNAO002 Negativa Negativa DNAO017 Negativa Negativa
DNAO0O03 Positiva Positiva DNAO018 Positiva Positiva

DNAO004 Negativa Positiva DNAO019 Negativa Positiva
DNAOO5 Negativa Negativa DNA020 Negativa Negativa
DNAOO6 Positiva Positiva DNAO021 Negativa Negativa
DNAO0O7 Negativa Negativa DNA022 Negativa Negativa
DNAO008 Negativa Negativa DNAO023 Positiva Positiva

DNAO009 Positiva Positiva DNAO024 Negativa Negativa
DNAO010 Negativa Negativa DNAO025 Negativa Negativa
DNAO11 Negativa Negativa DNAO026 Negativa Negativa
DNAO012 Positiva Positiva DNAO027 Positiva Positiva

DNAO013 Negativa Negativa DNAO028 Negativa Negativa
DNAO014 Negativa Negativa DNAO029 Negativa Negativa
DNAO015 Positiva Positiva DNAO030 Negativa Negativa

Fonte: Dados de pesquisa do autor.
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Gréfico 4_ PCR em tempo real com a quimica SYBR Green® para
identificacdo do virus do HPV utilizando os primer MY09/MY11.

e

cooe wel Rl PotType ner [

Fluotescence
Derivatives

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Legenda: A- Curva de amplificagdo das amostras contendo o virus HPV, com Ct variando entre 16
a 30. As amostras com Ct 16 apresentavam maior concentracdo em relagédo ao Ct 30. B. Curva de
dissociacdo (Tm) das amostras contendo o virus HPV, neste caso apresentaram valor médio de
80,4°C

4.2.2. Tagman®

Atécnica de PCR em tempo real utilizando Tagman®, teve como ponto
de partida os primers descritos por Schmitz et al (2009) que amplificaria os HPVs
de gendtipos 16, 18, 31 e a B-Globina em uma Unica reacdo multiplex. A partir deste
estudo foram realizados teste iniciais para determinar a concentragdo ideal do
primer e probe, a temperatura de anelamento e a avaliagdo do Ct em que ocorria a
deteccéo da positividade da amostra.

Apbs a padronizacao foi realizado uma selecéo aleatoria contendo 21
amostras (positivas e negativas), os resultados da técnica da PCR em tempo real
utilizando Tagman® corroboram com a PCR convencional seguido do sequenciado
do seu produto, obtendo os mesmos resultados em suas genotipagens.

O gréfico 5 mostra um exemplo do resultado obtido utilizando o PCR

em tempo real com a quimica Tagman®.
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Gréfico 5_ Diagnostico molecular de HPV utilizando a metodologia de PCR

em tempo real (Tagman®).
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4.3. Genotipagem do virus utilizando sequenciador de nova geracao

— Miseq Illlumina®

Nesta etapa do trabalho foram utilizadas quatro amostras de DNA de
raspado cervical para utilizacdo do sistema de sequenciamento de nova geracao.
Para isso utilizou-se o kit Nextera XT lllumina® que realiza a fragmentacdo do DNA

e simultaneamente adiciona os adaptadores em uma Unica reacdo em menos de
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90 minutos. Além disso ele possui um processo de normalizagdo eliminando o
passo de quantificacdo da biblioteca.

No total foram realizadas duas corridas de sequenciamento no equipamento
Miseq® lllumina utilizando o kit v2 300 ciclos (2x 150pb), os valores obtidos como
parametros foram adequados e dentro das recomendag¢fes da empresa lllumina
para o kit especificado. A tabela 10 mostra os parametros obtidos nos

sequenciamentos.

Tabela 10_ Parametros obtidos nos sequenciamentos utilizando Miseq
Reagente Kit v2, 300 cycle (2x150pb).

Parametros do Sequenciamento Valores recomendados Corrida 01 Corrida 02
pelo fabricante

Densidade de clusterizacao 865-965 1000,0 953,0

(K/mm?)

Rendimento (Gb) 4,5-5,1 6,1 54

Reads Passing Filter (M) 12-15 19,74 17,11

Score de Qualidade (% acima 80,0 89 93,7

de Q30)

Phix alinhado( %) 5,0 3,83 4,53

Fonte:http://www.illumina.com/systems/miseq/performance_specifications.html

Legenda: K/mm2 = 1000 cluster por mm2; pb = pares de base; Mb = megabases; Gb = gigabases;
M = milhdes.

Apbs obter os arquivos FASTQ, as amostras foram submetidas em
um software online FASTQC® BaseSpace Labs lllumina, nele foi possivel verificar
a qualidade das bases obtidas pelo Phred quality score (Q score). Nas quatros
amostras sequenciadas obtivermos resultados acima de Q30, que significa a
probabilidade de uma base ser anotada incorretamente em 1000, uma precisao de
anotacao de uma base de 99,9%.

Em seguida, as amostras foram submetidas ao software PathSeq
virone (BaseSpace Labs lllumina®) que automaticamente identificou e caracterizou
0 genoma do virus enviando um relatério com os dados gerados sobre a amostra.
As amostras positivas apresentavam score (pontuacdo de confianga para o virus
identificado) acima de 3 pontos (adequado). Amostras que apresentavam score
abaixo de 2 ou nao identificando eram consideradas negativas sem a presenca do

virus, como na figura 19.
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Figura 19  Relatorio gerado pelo software Pathseq- Virone para
identificacdo do virus do HPV.

A PmEN" PATHSEQ DETECTION REPORT

SAMPLE NAME: CP7_ps0On6
DETECTION SUMMARY: 1 VIRUS DETECTED
(1 VIRUS)

PATHOGENS DETECTED:

- Virus:
Alphapapillomavirus 9

Closest seq. matched GI:333050, Hurgaaq papillomavirus type 35.
Detection score B2 3« s el EEECEECERD Genome Visualizer
POOR  ADEQUATE GOOD

s PmBE> pATHSEQ DETECTION REPORT

SAMPLE NAME: CP06_ps0On6é
DETECTION SUMMARY: 1 VIRUS DETECTED
(1 VIRUS)

PATHOGENS DETECTED:

- Virus:
Alphapapillomavirus 9
Closest seq. matched Gl:333048, Human papillomavirus type 31 (HPV-31).
6.24 5 3
Detection score e s« s e EEECEETEEED Genome Visualizer

POCR ADEQUATE GOOD

c PGS pATHSEQ DETECTION REPORT

SAMPLE NAME: T1_psOné

DETECTION SUMMARY: NO VIRUS DETECTED

PATHOGENS DETECTED:

- Virus:
No virus detected

Fonte: dados de pesquisa do autor.
Legenda: A- Amostras positivas para o HPV 35, com Score de 5,31. B- Amostra positiva para o
HPV 31, com Score de 6,34. C- Amostra negativa para o virus do HPV.
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5. DISCUSSAO

O Papilomavirus humano € um virus de DNA capaz de infectar a pele ou as
mucosas, ela é uma das causas mais comuns de doencas sexualmente
transmissiveis em todo o mundo sendo que a grande maioria das pessoas
sexualmente ativas, homens e mulheres, tera contato com o virus durante algum
momento da vida. Existem mais de 120 gendtipos de HPV atualmente, mas ao
menos 30 genodtipos que infectam a regido anogenital. Sua infeccdo tem sido
associada diretamente com o cancer de colo uterino em mulheres, a presenca de
algum genotipo de HPV é encontrada em cerca de 95% destes casos.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as principais
estratégias para a deteccédo de um cancer de colo uterino sao o diagndstico precoce
e 0os métodos de rastreios eficientes. Programas organizados podem reduzir a
incidéncia e a taxa de mortalidade, como ocorreu em paises desenvolvidos apés
sua adocéao a partir de 1950 e 1960.(INCA, 2016b)

O método principal e mais utilizado para rastreio € o exame citopatolégico
(teste Papanicolau), caso a cobertura da populacdo-alvo chegue ao minimo a 80%,
e a garantia de diagndéstico e tratamento adequado dos casos alterados € possivel
reduzir em média de 50 a 80%. Em paises desenvolvidos como Finlandia, Suécia,
Dinamarca e Islandia que adotaram estes programas o indice de cancer cervical
caiu mais de 50% (GUSTAFSSON et al, 1997). Contudo, em paises em
desenvolvimento os programas de rastreio até existem, mas apresentam falhas,
desde qualidade e acesso ao tratamento que séo insuficientes, com isso as taxas
de cancer de colo do Utero permanecem altas (CASTLE et al., 2004; KITCHENER,
CASTLE, COX, 2006).

No Brasil a metodologia de rastreamento recomenda pelo Ministério da
Saude também é o exame citopatoldgico, prioritariamente em mulheres de 25 a 64
anos para o controle do cancer cervical. Contudo, o exame tem sido alvo de criticas
devido a altas taxas de resultados falsos negativos e falsos positivos.

Pinho (2002) afirma que a taxa bruta de concordancia deste tipo de exame
foi de 65,1%. A sensibilidade do exame foi de 96%, mas a sua especificidade foi
baixa 51,5%, significando a inclusdo de muitos resultados falsos positivos (48,4%)

e a de falso negativo (4%).
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Em um estudo realizado por Rama et al (2008), com 5.485 mulheres nas
cidades de Sao Paulo e Campinas, mostrou-se que 86,5% das pacientes com
alteracdes citologicas e 92,8% das alteracdes histolégicas haviam feito exame
citopatolégico anterior em periodo inferior a trés anos, 0 que sugere a ocorréncia
de resultados falsos negativos nos exames anteriores.

Apesar de seu sucesso a citologia tem limitacbes sendo mais importantes os
resultados falso-negativos. Grande parte destes resultados séo atribuiveis a baixa
quantidade de material biolégico coletado e erros na preparacdo e interpretacéo
das laminas. Os resultados falsos-negativos sdo mais preocupantes que os falsos-
positivos, ja que as mulheres com este gendtipo de diagndstico seréo perdidas do
rastreamento e permanecerao com risco de desenvolver o
cancer.(NONNENMACHER, BREITENBACH, 2002; RAMA et al., 2008). Além
disso, os resultados falsos-negativos tém implicacdes médicas, financeiras e legais
importantes; o ultimo € um enorme problema nos Estados Unidos, onde erros de
citologia falso-negativos sdo uma razao principal para litigio de negligencia médica
(MCCRORY et al., 1999; FRANCO, DUARTE-FRANCO, FERENCZY, 2001)

Com isso os testes moleculares vém a suprir esta deficiéncia dos resultados
falso-negativos e possibilitando a identificacdo e o genétipo do virus. Uma revisao
de 14 estudos realizado por Villa e Denny (2006), mostrou que a sensibilidade
média e a especificidade dos testes citologicos foram de 60% e 95%
respectivamente, enquanto os testes moleculares foram de 85% e 84%. Em média,
a sensibilidade dos testes moleculares foram 27% maior que dos citolégicos, em
termos absolutos.

Portanto, a principal caracteristica do presente estudo € a aplicacdo de
técnicas moleculares para a identificacdo do HPV em amostras biolégicas de
raspado do colo do utero.

A coleta e o armazenamento do material biologico foram realizadas
utilizando-se um kit especifico para coletas de raspado de colo uterino (kit de coleta
citolégico de DNA — QGene — Séo Carlos - Brasil), tendo se mostrado eficiente,
preservando o material até 4 anos apOds as coletas e demostrou alta
reprodutibilidade nas duas metodologias de extracdo testadas.

Na literatura existem inGmeros protocolos para a obtencdo do DNA do HPV
em amostras de raspado de colo cervical (DUNN et al., 2007; BOBEK et al., 2010)

todos eles apresentam vantagens e desvantagens. Para este trabalho foram
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utilizados dois protocolos: um kit comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit — Qiagen
que é amplamente utilizado em laboratorios clinicos e um protocolo in house
adaptado de Powel e Gannon (2002).

O protocolo adaptado de Powel e Gannon (2002) foi escolhido para esta
pesquisa, apesar de apresentar tempo de extragdo maior e utilizar reagentes que
necessitam cuidados especiais, o0 custo da extracdo do DNA influencia em muito a
continuacéo deste projeto. Inicialmente eram 316 amostras, com custo total para
extracao, utilizando o kit comercial da Qiagen, de aproximadamente R$ 7.500,00.
Desta forma, optou-se pela utilizacdo do protocolo de extracdo adaptado de Powel
e Gannon, 2002 (in house).

Caso este exame seja adotado por algum laboratério em sua rotina o
protocolo comercial € o mais recomendado, devido a sua praticidade, por ser
constituidas de poucas etapas, evitando a troca de amostras, tempo de extracdo
rapido e o valor do kit de extracdo podera ser incorporado no custo final do exame.

Existem inUmeras técnicas de biologia molecular para identificacdo do DNA
do HPV, como por exemplo a hibridizacdo em situ, Southern Blot, PCR e Captura
Hibrida. A grande vantagem destas técnicas sdo sua alta sensibilidade,
possibilitando identificar diferentes genétipos de HPV, principalmente os de alto
risco oncogénico. Estes tipos de testes podem ser usados em grande variedade
clinica, incluindo triagem primaria de mulheres com mais de 30 anos, como auxiliar
para os testes citologicos, na triagem de mulheres cujos resultados citoldgicos
foram equivocados ou ainda no tratamento pds-cancer de colo do utero (CARMO,
FIORINI, 2007).

Um dos métodos mais utilizados para genotipagem do HPV é a PCR, por
isso os grandes numeros de estudos clinicos e epidemiolégicos descritos na
literatura (MOLIJN et al., 2005; CARMO, FIORINI, 2007; GRAVITT et al., 1998;
MOYA et al., 2006).

No presente estudo, a metodologia da PCR e suas variagbes foram utilizadas
para a genotipagem do HPV junto com uma nova técnica promissora, a de
sequenciamento de nova geragéo.

Estdo descritos na literatura inimeros ensaios de PCR com diferentes
oligonucleotideos, tipos especificos ou gerais que amplificam um amplo espectro
de gendtipos do HPV (MANOS, 1989; WALBOOMERS et al., 1999; GRAVITT et al.,
1998; SASAGAWA et al., 2000). Foram utilizados neste trabalho os primers
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MY09/11 que amplificam um segmento do gene L1 (homologa entre os diferentes
gendtipos do HPV) tanto para o PCR convencional seguido do sequenciamento
guanto o PCR em tempo Real com SYBR Green®. Para a identificagdo de genétipos
especificos do HPV (16, 18 e 31) em PCR em tempo Real com Tagman® utilizou-
se segmentos dos genes E6 e E7.

No primeiro momento as amplificacfes foram realizadas utilizando os primer
MY09/11 (MANOS, 1989) obtendo 65 amostras positivas (21%). Destas, em 68%
foi possivel identificar o gendtipo do HPV (44 amostras). Estes dados demostram
serem bem préximos a trabalhos ja publicados com estes tipos de primers, como 0
publicado por Nonnenmacher e Breitenbach em 2002 com 975 mulheres, obtendo
16% (156 amostras) positivas para o HPV, como exemplificado na tabela 11 onde
mostra os resultados obtidos por uma revisao na literatura mostrando os trabalhos
publicados com os primer MY09/11 e os seus indices de acerto.

Devemos salientar que alguns fatores podem influenciar estes resultados,
tanto para mais como para menos, as amostras utilizadas neste trabalho, a coleta
do material biolégico, o protocolo de extracdo do DNA e a padronizacdo das
reacoes. Em média o indice de positividade utilizando os primers universais
MY09/11 foi de 26%, muito préximo ao obtido neste trabalho.

Um dado interessante obtido neste trabalho foi que as infec¢Bes multiplas
por mais de um gendtipo do HPV (16 amostras - 24%), ocorre especialmente entre
mulheres jovens que apresentam uma vida sexual mais ativa e ao longo de sua
vida se relacionam com inimeros parceiros. A frequéncia de mdltiplas infeccbes
obtida neste trabalho apresenta resultado também préximo ao descrito na literatura:
Sahiner et al. (2014) com 23,3%; Corréa et al. (2008) com 33%; Tozetti et al. (2006)
com 26,8%; Huang et al. (2004) com 28,9%.
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Tabela 11 Trabalhos publicados envolvendo a deteccdo do HPV através da

metodologia de PCR utilizando os primers MY09/11.

Referéncia Amostragem Amostras indice de indice total
positivas acerto

(COPE et al., 1997) 596 189 32%

(NONNENMACHER; 975 156 16%

BREITENBACH, 2002)

(SHERMAN et al., 2003) 20810 2979 15% 26,3%

(TSAl et al., 2005) 266 107 40%

(SAHINER et al., 2014) 654 223 34,1

Rocha, 2016 316 65 21%

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

A prevaléncia de multiplas infec¢des por HPV pode variar desde a escolha
da populacdo estudada e também na sensibilidade do método utilizado para a
genotipagem (DAVIE, KORNEGAY, IFTNER, 2001). Em alguns trabalhos
publicados com mulheres infectadas com HIV a ocorréncia de multiplos gendtipos
de HPV é maior, sendo encontrado 45%, 50% e 52%( LEVI et al., 2004; CAMPOS
et al., 2005; LUQUE et al., 2006).

O alto indice de mdltiplas infeccbes é um caso comum em mulheres
portadoras de HIV, um motivo para isso pode ser a maior exposicao a relacées
sexuais desprotegidas e a falhas no sistema imunoldgico, permitindo a replicacao
de mais de um tipo de HPV (PALEFSKY et al., 1999). Dados também mostram que
h& risco do aumento de lesbes no colo do Utero com a presenca de multiplos
gendtipos (TROTTIER, FRANCO, 2006).

Dentre as amostras positivas que foram possiveis identificar com
sequenciamento Sanger, 0s genoétipos mais frequentes foram os de alto risco,
HPV16(39%), HPV58(20%), HPV33(14%), HPV53(8%) HPV18(8%) e HPV31(8%).
Estes genotipos correspondem aproximadamente a 84% dos casos de cancer na
populacao brasileira (CROSBIE et al., 2013).

No Brasil o HPV16 é o gendtipo mais predominante, seguido pelo HPV18,
HPV31 e HPV33. Dependendo da regido estudada no pais outros tipos sdo mais
frequentes, no Nordeste por exemplo o HPV58 é o terceiro mais frequente, seguido
do HPV45, HPV31 e HPV33. Neste trabalho foi possivel identificar os principais
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gendtipos com relevancia na causa de cancer de colo do utero no Brasil (ELUF-
NETO et al., 1994).

Em estudos recentes tem se demostrando a eficiéncia na utilizacdo da PCR
em Tempo Real, em comparacdo da PCR convencional na identificacdo do virus
do HPV (DAPONTE et al., 2008). Em nosso estudo obtivemos a identificacao de
duas novas amostras nao identificadas utilizando o PCR convencional, como

mostrado na tabela 12.

Tabela 12_ Comparacgado dos numeros de amostras positivas e negativas utilizando
0 PCR convencional e a PCR em tempo real.

PCR convencional PCR em tempo Real
Negativas 22 20
Positivas 8 10

Fonte: Dados de pesquisa do autor.

Em trabalho publicado por Cunha et al.(2007) foram comparadas as duas
técnicas. Mostrou-se um aumento dos casos positivos em 40%, nossos resultados
nao chegaram a este valor, mas possivelmente analisando o restante das amostras
encontraremos mais amostras positivas, devido ao uso da PCR em tempo real ser
mais sensivel.

A utilizacdo das PCR em tempo real, além permitir uma rapida identificacédo
do virus, sem a necessidade de realizar eletroforese em gel, diminui¢éo do risco de
contaminacdo e aumento da sensibilidade do teste, também é possivel saber a
carga viral do HPV servindo como marca do pés tratamento do cancer do colo do
atero (CARMO, FIORINI, 2007).

A adocdo desta tecnologia em rotina de laboratérios apresenta algumas
desvantagens, com 0 custo em infraestrutura e na aquisicdo do equipamento,
treinamento dos técnicos e a compreensao pelos clinicos da utilizagdo desta nova
metodologia (CUNHA et al., 2007).

O grande avan¢o que proporcionou um enorme ganho para o presente
estudo foi a utilizacdo da tecnologia de sequenciamento de nova geracao, ela
uma técnica relativamente nova e os primeiros sequenciadores comecaram a ser
produzidos em meados de 2005. Estas plataformas de alto rendimento e obtencao

de dados podem sequenciar uma mistura heterogénea de material genético com
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alta sensibilidade, ademais estes equipamentos trabalham para formar sequéncias
independentes, tornando-as uma ferramenta importante para a descoberta de um
virus (DATTA et al., 2015).

Muitos pesquisadores acreditaram que boa parte dos virus patogénicos
humanos ja haviam sido descobertas, mas o surgimento de novos virus em nossa
histéria recente como o Ebola, Hantavirus, SARS, virus da gripe HIN1, H7N9 e
virus MERS ja tem preocupado a todos (BICHAUD et al., 2014). Segundo
estimativas recentes, ha pelo menos 320 mil novos virus em mamiferos a serem
descobertos e segundo a organizacdo mundial da Saude (OMS), em adverténcia,
“seria extremamente ingénuo e complacente pensar que ndo havera nenhuma
outra doenca como Aids, outro Ebola, ou outro SARS mais cedo ou mais tarde”
(ANTHONY et al., 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Entdo, com a
utilizacdo de sequenciadores de nova geracao na identificacdo de virus que traz
alta sensibilidade, fluxo de trabalho rapido e em vez de obter apenas uma regido,
como do HPV L1-MY09/11, poderiamos obter sequéncias do genoma completo do
virus.

Em uma busca na literatura, ndo obtivemos publicacdes do uso do NGS na
rotina clinica para identificacdo do genoma completo do HPV e sim apenas do uso
para sequenciar regides do MY09/11 como nos trabalhos de Barzon et al. (2011);
Conway et al. (2012); Cullen et al. (2015); Yin et al. (2016). A vantagem da
tecnologia proposta neste trabalho ndo é de apenas sequenciar o MY09/MY11 em
amostras coletadas de raspado de colo do Utero, mas sim a descoberta de todos
0S microrganismos presentes na flora vaginal de uma mulher (Metagenoma). Como
por exemplo bactérias - Gonorreia, Sifilis, Cancro Mole e Clamidia, virus - HPV e
Herpes Genital, protozoarios — Tricomoniase e fungos - Candidiase (RAMOS,
2013). E mais, podera ser util também para a identificacdo de multiplas infecbes
por HPV.

Como a disponibilizagcdo do equipamento NGS (MiSeq), para este projeto,
foi iniciada apenas em 2016, poucas amostras foram analisadas (4 amostras).
Desta forma, apesar do sucesso na metodologia ter sido demonstrado pela correta
identificagédo dos virus HPV, corroborando com os resultados do sequenciamento
Sanger e SYBRGREEN, sdo necessarios mais experimentos para estabelecer o

NGS como rotina clinica.
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As técnicas de biologia molecular utilizadas neste trabalho foram Gteis para
identificar o virus do HPV antes que ocorra algum sintoma clinico, tem a capacidade
de classificar os genotipos indicando quais séo de alto ou baixo risco oncogénico.
Elas sdo mais sensiveis e especificas que os testes citoldgicos, diminuindo os
casos de falso-positivo e falso-negativo.

Portanto, tais métodos podem ajudar em muito a saude publica, servindo
como rastreio de diagnéstico precoce, evitando assim a evolugdo para o cancer
cervical. Na tabela 14 € apresentado um resumo das técnicas utilizadas neste

trabalho com suas vantagens e desvantagens.

Tabela 13 Resumo das metodologias moleculares utilizadas neste trabalho com

suas vantagens e desvantagens.

Técnicas

Vantagens

Desvantagens

PCR seguido por
sequenciamento
Sanger

-Custo médio
-Utilizado em métodos de
rastreio

- Sensibilidade reduzida
- Necessita de um
automatico de DNA

sequenciador

PCR em Tempo
Real - SYBR
Green®

-Sensibilidade média

-Baixo custo nos reagentes
-As reagbes sao réapidas
proporcionando o0 resultado
final em menos 24 horas
-Pode ser util em programa de
rastreio — Screening

-Custo moderado devido a aquisicdo do
equipamento

-N&o permite realizar reacdes multiplex
-Treinamento de pessoal especializado

PCR em Tempo
Real — Tagman®

-Sensibilidade média

-Possibilidade  de  realizar
reacdes multiplex

-As reagbes sdo rapidas
proporcionando o resultado

final em menos de 24 horas

-Custo alto devido a aquisicdo do
equipamento mais 0s reagentes
necessarios

-Treinamento de pessoal especializado

Sequenciamento de
nova geracéo

-Sensibilidade alta
-Proporciona identificar
inGmeros microrganismos
encontrados na amostra e
qualifica-los

-Pode ser muito uatl na
utiizacdo de programa de
rastreio, pois consegue
identificar inUmeros
microrganismos

-Custo elevado para aquisicdo do
equipamento e reagentes

-Treinamento de pessoal especializado
-Tempo médio para realizacéo do teste
-Necessita uma grande quantidade de
amostra para realizar uma corrida

Fonte: Dados de pesquisa do autor.
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CONCLUSOES

Ao final deste trabalho obtivemos os seguintes resultados:

Foi possivel a identificagédo do virus do HPV em quatro metodologias
de biologia molecular utilizadas neste trabalho;

O protocolo de extracdo de Powell e Gannon (2002) se mostrou
vantajoso e demostrou grandes resultados em relagdo ao kit
comercial;

Foram realizadas as amplificacdes das 316 amostras utilizando a
técnica de PCR convencional seguida por sequenciamento e se
mostrou util na identificacdo dos gendtipos obtendo 65 amostras
positivas para o HPV;

A técnica de PCR em tempo Real se mostrou vantajosa devido ao fato
de sua sensibilidade ser mais alta e indicou ser util, confiavel e rapida
para o diagnostico do HP, podendo ser utilizada em teste de triagem
substituindo os exames citologicos;

A metodologia de sequenciamento de nova geragao se mostrou muito
interessante, sendo um dos primeiros trabalhos a serem publicados
para o sequenciamento do DNA do HPV para uso em rotina. Ela
apresentou uma sensibilidade maior que outras técnicas e foi possivel
realizar a quantificacao.

As técnicas de PCR em tempo Real com SYBRGreen e de
sequenciamento de nova geracdo se mostraram Uteis para serem
utilizadas na prética clinica e em métodos de rastreio citolégico. Mas
a técnica de sequenciamento de nova geracao se mostrou vantajosa
devido ao fato que ele pode identificar outros microrganismos

presentes na amostra, nao apenas o HPV como ocorre nas outras.
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APENDICE

Solucgdes utilizadas no trabalho:

Essas solucdes foram preparadas com agua deionizada esterilizada e,
quando necessario, foram esterilizadas por autoclavagem (a 121°C por 20 minutos

) conforme descrito em Sambrook et al., 1982.

Solugdo Tampéo Tris-HCI 1M pH 8,0.

TriS-DASE (USB®).....uiiiiiiiiiiiiieeeeeee et 12,119
Agua deionizada............ccceveveeeeeeeeeeeee e, 100mL

Tris-base foi dissolvido em 80mL de agua deionizada. O pH desejado foi
ajustado com solugcdo de HCI e o volume completado para 100mL com agua
deionizada. A solucao foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura

ambiente.

Solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,5M pH 8.0.

EDTA (MErCK®).....cceiiiiiiiiiiiieeeeee et 18,619
Agua deionizada...........ccoocveeeeeeeeeee e, 100mL

O EDTA foi dissolvido em 80mL de agua deionizada. O pH da solucéo foi
ajustado para 8,0 com solu¢do de NaOH e o volume completado para 100mL com
agua deionizada. A solucdo foi esterilizada por autoclavagem e estocada a

temperatura ambiente.
Solucdo Tampéo TE pH 8,0. (10mM Tris-HCl e 1mM EDTA).
IM TriS-HCL PH 8,0 ..eviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 1mL

O0,5M EDTA PH 8,0..cuuiiiiiiiieieeee et 0,2mL
Agua deioNiZada...........cceureveeeeeeeeeeeeeeee e 100mL
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A solugcédo foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura

ambiente.

Solucéo de Dodecil Sulfato de Sédio (10m/v).

SDS (SIgMAB).....cciiiiiiiiiiii e 10g
Agua deionizada g.S.P. «..ccoveeeeeeeeie e 100mL

O SDS foi dissolvido em 50 mL de agua deionizada aquecida a 60°C , sob
agitacao e o volume completado para 100mL. A solucéo foi estocada a temperatura

ambiente.
Solucéo de Etanol a 70% (100mL).

Etanol P.A. (MErCK®)......uuiiiiiiiee e, 70mL
Agua deionizada...........cceeveeeerieeeeeeeeeee e 30mL

A mistura foi homogeneizada e estocada a 4°C.

Solucéo de Hidroxido de Soédio (NaOH) 10N.

NAOH (MEICK®)......viiiiieiiieeiie ettt et 49
Agua deionizada 0.S.P. ...ecoeeveeeieeeeeeeee e 1000mL

As pastilhas de NaOH foram dissolvidas em 800mL de agua e o volume
completado para 1000mL. A solucéo foi autoclavada a 121°C por 20 minutos e

estocada a temperatura ambiente.

Solucéo de Acetato de Amédnio 7,5 mol/L.

Acetato de Amonio (JT Baker®).......ccocveevvieeiiee e 57,819
Agua deionizada .S.P. «.c.ooveeeeeee e, 100mL
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O Acetato de aménio foi dissolvido em 70mL de &gua deionizada e apos
dissolucéo o volume foi completado para 100mL com agua deionizada. A solucao
foi esterilizada por autoclavagem e estocada a temperatura ambiente.

Diluicao da enzima Proteinase K 20mg/mL.

Proteinase K (INVItrogen ®) .......cccovveeiiiieeeieiiee e 20mg/mL

Agua deionizada...........c..viieiii 1000mL

A enzima foi diluida em agua deionizada e estocada a 4°C.

Solucgéo de Loading Buffer 6X.

Azul de Bromofenol (USB®) .......cc.eviiiiiiiiiiie e 25mg
Xileno Cianol (USB®) .....uiviiiiiiieieeeeee e 25mg
Glicerol (MErck®). ... ..o 3mL
Agua deionizada q.S.p......cevee e, 10mL

O azul de nromofenol , xileno cianol e o glicerol foram diluidos em agua

deionizada e o volume foi completado para 10mL. A solucao foi estocada a 4°C.

Solucéo de Cloreto de Sédio (NaCl) 5mol/L.

NACI ( JT BAKEI®) ..o, 146,19
Agua deionNizada 0.S.P...c..cveieeeeeeeee ettt 500mL

O NacCl foi dissovildo em 350mL de agua e o volume foi completado para
500mL. A solucdo foi autoclavada a 121°C por 20 minutos e foi estocada a

temperatura ambiente.
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Solucéo de tampéo de corrida TAE 50X.

TriS-Base (USB®).....cccoiiiiiiiiiiee ettt 242¢g
Acido Acético Glacial (JT Baker ®).........cccceevvveevieecnenenne, 57,1mL
EDTA (MEICK®)....uueiiiiiieee ettt 18,6 g
Agua deionizada g.S.P......cvieeeeieeceeee e 1000mL

Foi adicionado o Tris-Base, Acido Acético Glacial e EDTA em 900mL de
agua deionizada. Homogeneizou-se a mistura e o volume foi completado para
1000mL. A solucao foi estocada a temperatura ambiente.

Solucao de tampéo de corrida TAE 1X.

TAE SOX o 20mL
Agua deionizada g.S.P....ccvceeeeeeceeeeeeeeeee et 1000mL

A mistura foi homogeneizada e estocada a temperatura ambiente.
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ANEXO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
et Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

RESPEITO POR VOCE

S#o Paulo, 06 de agosto de 2010.

Parecer: 053/2010

Titulo do Projeto: “Detecgdo de Papilomavirus humano em uma Penitenciaria
Feminina de S&o Paulo — Brasil”.

Pesquisador Responsavel: Daniela Etlinger

Institui¢@o: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL analisou e
deliberou em reunido, de acordo com a Resolugdo CNS n° 196 de 10 de outubro de 1996 e suas
resolugdes complementares, o projeto acima apresentado na categoria APROVADO.

° Considerou-se a anuéncia da Penitencidria Feminina de Sdo Paulo em
participar do projeto no sentido implicito na frase “conforme pré estabelecido no
inicio da parceria entre a Unidade Prisional e o Instituto Adolfo Lutz”, descrita no
documento assinado por Gizelda Morato Costa, cargo de Diretor Técnico III, da
Penitencidria Feminina Doutora Marina Marigo Cardoso de Oliveira do Butantan de
23 de julho de 2010.

Em conformidade com o item IX.2 da Resolugdo CNS n° 196/96 - cabe ao
pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar os relatérios
parciais e final; c) apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d) manter em
arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos
os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para publicagdo,
com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar, perante o CEP, interrup¢do do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.
Os relatérios parciais deverdo ser encaminhados a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

o/
LuZ Marina Trwjillo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL

1* via — coordenador
2*via - CEPIAL
LMT/dvmp




