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RESUMO

A imortalizacdo e o poder de transformacéo das células neoplésicas se devem aos oncogenes
virais E6 e E7, que geram oncoproteinas capazes de mediar estimulos mitogénicos e
antiapoptaticos através de sua interacdo com proteinas reguladoras do ciclo celular. O genoma
do HPV é mantido na forma epissomal no estagio inicial das lesdes displasicas de baixo grau,
porém, nas células pré-cancerosas avancadas e na maioria dos carcinomas, ele esta integrado
no DNA da célula infectada. Essa integracdo causa 0 aumento da expressao dos oncogenes E6
e E7, promovendo vantagens seletiva para o crescimento tumoral. A presente tese de
dissertacdo se refere as areas de biologia molecular e diagnéstico molecular in vitro. Consiste
na determinacdo direta dos status fisico do genoma do HPV em relacdo ao genoma das células
infectadas, que podem desenvolver processos neoplasicos, a exemplo do Cancer do Colo do
Utero — CCU. A metodologia utilizada no trabalho, denominada IntG-HPV, foi validada em
amostras de DNA das linhagens celulares de CCU SiHa, Ca Ski e das células de descamacéo
do colo uterino com lesbes de baixo grau e positivas para HPV-16, por reacdo de PCR
Multiplex. A anélise comparativa pelo teste exato de Fisher apresentou diferenca
estatisticamente significativa valor-p > 0,05. Assim, os resultados sugerem a presenca do
padrdo epissomal nas referidas células de descamacdo, padrdo misto na linhagem celular Ca
Ski e padrdo integrado na linhagem celular SiHa. Portanto, 0 método IntG-HPV inova na
analise direta da integracdo do genoma do HPV ao genoma da célula infectada, sendo teste
molecular de diagndstico e prognostico para o rastreamento e a preven¢do do CCU.

Palavras-chave: HPV, integracdo, cancer de colo do Gtero.



ABSTRACT

The immortalization and transformation power of neoplastic cells are due to the viral
oncogenes E6 and E7, which generate oncoproteins capable of mediating mitogenic and
antiapoptotic stimuli through their interaction with cell cycle regulatory proteins. The HPV
genome is maintained in episomal form in the early stage of low-grade dysplastic lesions,
however, in advanced precancerous cells and most carcinomas, it is integrated into the DNA
of the infected cell. This integration causes increased expression of the E6 and E7 oncogenes,
promoting selective advantages for tumor growth. This dissertation thesis refers to the areas
of molecular biology and in vitro molecular diagnostics. It consists of directly determining the
physical status of the HPV genome in relation to the genome of infected cells, which can
develop neoplastic processes, such as Cervical Cancer — CC. The methodology used in the
work, called IntG-HPV, was validated on DNA samples from the CCU cell lines SiHa, Ca Ski
and uterine cervix desquamation cells with low-grade lesions positive for HPV-16, by PCR
reaction. Multiplex. Comparative analysis using Fisher's exact test showed a statistically
significant difference p-value > 0.05. Thus, the results suggest the presence of an episomal
pattern in the aforementioned desquamation cells, a mixed pattern in the Ca Ski cell line and
an integrated pattern in the SiHa cell line. Therefore, the IntG-HPV method innovates in the
direct analysis of the integration of the HPV genome into the genome of the infected cell,
being a molecular diagnostic and prognostic test for screening and prevention of CC.

Keywords: HPV, integration, cervical cancer.
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1. INTRODUCAO

Os resultados preliminares do primeiro teste nacional do Censo Demografico 2022
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) confirma que ha mais
mulheres (51,5%) que homens (48,5%) na populacdo brasileira. Pesquisa realizada pelo
Ministério da Saude em parceria com o IBGE referente ao ano de 2019, constatou que mais de
71% da populacdo brasileira, ou seja, mais de 150 milhGes de pessoas dependem do Sistema
Unico de Sadde (SUS).

As neoplasias que afetam a populagdo feminina, representadas principalmente pelo
cancer de mama e pelo cancer do colo do Utero geram grande impacto na satde da mulher,
estando relacionado a fatores sociais e econdmicos. A maioria dos casos de cancer do colo
uterino ocorrem em paises subdesenvolvidos, possuindo como principal fator de risco a
presenca persistente do virus HPV de alto risco, adquirido por meio do contato sexual. De
acordo com a capacidade de induzir o processo carcinogénico, os HPVs sdo divididos em dois
grupos: baixo risco oncogénico, representados principalmente pelos tipos 6 e 11, e em alto
risco oncogénico, representados principalmente pelos tipos 16 e 18.

Estudos demonstram que a integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro €
um processo importante para o desenvolvimento do céncer do colo do Utero, para tanto é
necessario uma quebra pontual em uma regido do DNA viral responsavel pelo controle dos
oncogenes E6 e E7. Estes se tornar superexpressos e com isso, interferem nas proteinas
reguladoras do ciclo celular conduzindo a transformacdo, imortalizacdo celular e
posteriormente, ao cancer.

Os gastos que envolvem o diagnéstico de cancer no Brasil e a demanda de tratamento
aumentaram exponencialmente, no entanto, sdo inferiores ao que seria necessario para 0
atendimento das necessidades, fato este demonstrado pelo aumento dos gastos apenas com
tratamento de R$ 470 milhdes para R$ 3,3 bilhdes, representando principalmente gastos
relacionados a quimioterapia Esse fato da-se principalmente pelo cancer ser detectado
tardiamente e necessitarem de medicamentos e tecnologias caras. Segundo pesquisa
financiada pelo Tribunal de Costas da Unido em 2010, 60,5% dos casos de cancer sdo
diagnosticados nos estagios mais avancgados (estagios 3 e 4), acarretando em custos de
tratamento 60% e 80% maiores que nos estagios iniciais (MEDICI, 2018).

O HPV ¢é um problema de saude publica que precisa ser enfrentado utilizando técnicas
que visem detectar precocemente a presenca do DNA viral, afastando o indice de resultados

falso-negativos provenientes da limitacdo do exame citoldgico de rastreio, com isso,
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reduzindo as taxas de mortalidade e proporcionando melhor qualidade de vida a populacéo
feminina que depende do SUS como Unica forma de acesso a salde.

O exame de Colpocitologia oncoética (Papanicolau) é utilizado no Brasil como método
de triagem para o rastreamento do cancer do colo uterino e de suas lesdes precursoras, sendo
ofertado em toda a rede publica de forma gratuita pelo SUS. Apesar da sua alta
especificidade, o exame citologico apresenta limitagGes em sua sensibilidade, o que nos leva a
questionar sobre a utilizagdo dessa técnica como Unica forma de triagem na deteccdo das
lesGes causadas pelo HPV, visto que, o cancer do colo uterino se enquadra entre as principais
causas de morte por cancer em mulheres de paises em desenvolvimento. Diante desse exposto
surgiu a necessidade de se desenvolver uma nova ferramenta diagndstica que possibilitasse a
avaliacdo direta do status fisico do genoma do HPV em relacdo a célula infectada através de
uma tecnologia nacional que contribuira na rotina diagnostica e na pesquisa clinica.

Atendendo a resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares, que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos e
armazenamento de material bioldgico, esta pesquisa foi apreciada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Secretaria de Saude do Estado da Paraiba sob o CAAE: 71772723.8.0000.5186.
Essa dissertagdo de mestrado faz parte do projeto “Analise Comparativa entre 0 Método
Papanicolau e a plataforma molecular DGI-gHPV (Deteccdo, Genotipagem e analise de
integracdo do genoma do HPV) para rastreamento, prevengdo do Cancer do colo do Utero no
Estado da Paraiba.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Utilizar técnica direta para confirmacao do processo de integracéo viral ao
DNA da célula hospedeira

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar genotipagem do HPV;

e Analisar a integracao gendémica;

e Utilizar de diagndstico molecular como método preventivo e de
prognastico;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO COLO UTERINO
O colo do atero é formado por uma regido chamada de ectocérvice e uma outra regido

chamada de endocérvice. A ectocérvice é dividida em 4 camadas: A camada basal, a camada
parabasal, a camada intermediaria e a camada superficial. A endocérvice é constituida por um
epitélio simples e colunar constituida por células denominadas glandulares endocervicais.
Existe uma regido de encontro entre esses dois epitélios, chamada de JEC, Juncdo
Escamocolunar (Figura 1) (NETO, 2012; BRASIL, 2012).

Figura 1: llustracdo da representagdo dos tipos celulares presentes no colo uterino e suas respectivas topografias.

Utero

canal endocervical

jungdo escamo-calunar

ectocérvice

células colunares altas ‘ células epiteliais escamosas
vagina

Fonte: Disponivel em: https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/atlas_citopatologia_ginecologica

A camada basal, ou germinativa, é responsavel em condicfes fisioldgicas pela
regeneracdo (replicagdo celular). As outras camadas representam apenas diferentes estagios na
maturacdo das células basais (Figura 2). Esse epitélio é influenciado pelos horménios
ovarianos, atingindo a sua maxima maturacdo sob a acdo dos estrégenos. Por outro lado, a
deficiéncia estrogénica, como ocorre na menopausa, leva a sua atrofia (NETO, 2012; BRASIL,
2012).
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Figura 2: As quatros camadas bem definidas do epitélio escamoso estratificado da ectocérvice, pela histologia,

coloracdo HE, 100x

superficial

intermediaria

parabasal

basal

Fonte: Disponivel em:

https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/tecnico_citopatologia_caderno_referencia_1.pdf

As células basais (Figura 3) sdo as responsaveis pela renovacdo da camada epitelial e
sdo as mais profundas células desta camada, apresentando alta atividade mit6tica. Na anéalise
citoldgica observamos essas células morfologicamente por terem forma redondas ou oval,
com pouco citoplasma, ndcleo redondo e central e se coram de verde ou azul pela coloragao
de Papanicolau (ARAUJO, 1999; NETO, 2012; BRASIL, 2012).

Figura 3: As imagens () e (b) representam células basais.

B
T

w0

-
= N

Fonte: Disponivel em: https://screening.iarc.fr/atlascyto.php?lang=4

()

Acima da camada basal temos a camada Parabasal (Figura 4), que sdo células maiores
que as células basais e com pouca atividade mitotica, sendo um tipo celular muito frequente

em laminas coletadas de pacientes pds-menopausadas ou em pacientes jovens com deficiéncia



17

estrogénica, assim como também em criancas e no pOs-tratamento com radiacdo. As
caracteristicas citoldgicas sdo semelhantes as células basais, com citoplasma biofilico (ou
seja, corado em azul ou verde), nacleo redondo ou oval e ligeiramente menor que o nucleo
das células basais (ARAUJO, 1999; NETO, 2012; BRASIL, 2012).

Figura 4: As imagens (a) e (b) representam células parabasais.

Fonte: Disponivel em: https://screening.iarc.fr/atlascyto.php?lang=4

As células intermediarias (Figura 5) sdo as células mais comuns nos esfregacos
citoldgicos. Elas exibem citoplasma geralmente basofilico e poligonal. O ndcleo da célula
intermediaria é vesicular, ou seja, redondo ou oval, com cromatina delicada e uniformemente
distribuida. A abundancia do citoplasma e o nucleo de tamanho menor diferenciam as celulas
intermediarias das parabasais. As células naviculares representam um subtipo das células
intermediarias e sdo um pouco menores, com abundante glicogénio citoplasmatico, que pode
corar amarelado ou acastanhado. As bordas citoplasmaticas sdo espessas € 0 nucleo é
excéntrico. Essas células sdo mais comuns na gravidez, a partir do segundo més, mas podem
ser vistas em outras situagdes, como na segunda metade do ciclo menstrual e na fase inicial da
menopausa. (ARAUJO, 1999; NETO, 2012; BRASIL, 2012).
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Figura 5: As imagens (a) e (b) representam células intermediérias.
(]

Fonte: Disponivel em: https://screening.iarc.fr/atlascyto.php?lang=4

E por ultimo, na camada mais externa temos as células superficiais (Figura 6). Que
sdo as maiores células normais encontradas nos esfregacos citoldgicos e representam o Gltimo
estdgio de maturagdo. Elas sdo aproximadamente do mesmo tamanho das ceélulas
intermediarias, também sdo poligonais, porém o citoplasma é mais aplanado e transparente,
geralmente eosinofilico e o nucleo picnético é caracterizado pela condensacdo da cromatina
(ARAUJO, 1999; NETO, 2012; BRASIL, 2012).

Figura 6: As imagens (a) e (b) representam células superficiais. A propriedade do citoplasma corar em rosa é
relacionada a sua afinidade quimica com a eosina, um corante acido utilizado na técnica de Papanicolaou.
Contudo, a coloragdo eosinofilica ndo é especifica, e o citoplasma pode assumir as cores azul ou verde. Para

diferenciar uma célula intermediaria de uma superficial é fundamental a anélise da estrutura nuclear.

$ Y ¢ ; :’Qﬁ - .'\’ o
AP AP

Fonte: Disponivel em: https://screening.iarc.fr/atlascyto.php?lang=4
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Com o inicio da producdo estrogénica pelos ovérios durante a puberdade, o colo
uterino cresce e o canal endocervical se alonga e sobrepde a ectocérvice, um fenémeno
fisiolégico chamado de Ectopia. O epitélio da endocérvice por ndo ser estratificado, se torna
bastante delicado, e a medida que vai se alongando em direcdo a ectocérvice, ele passa a
encontrar um ambiente mais acido, devido ao PH vaginal, e as células de reserva que sdo as
responsaveis por manter a renovagéo tecidual do epitélio colunar, na tentativa de se tornarem
mais resistentes sofrem um processo de hiperplasia (aumentam em quantidade) e
posteriormente sofrem uma metaplasia e originam as chamadas células metaplasicas,
constituindo a chamada Zona de Transformacdo (Figura 7). Essas células metaplasicas
possuem uma alta atividade mitdtica, e sdo alvo frequente das infeccbes pelo HPV.
(ARAUJO, 1999; NETO, 2012; BRASIL, 2012).

Figura 7: llustracdo da representacdo das diferentes etapas de metaplasia escamosa que ocorrem na area de
ectopia: Em (a) observamos uma Unica camada de células de reserva localizadas abaixo do epitélio simples
colunar/cilindrico. Em (b) tem-se uma hiperplasia das células de reserva ocorrendo abaixo do epitélio colunar
endocervical. Na etapa (c) temos o primeiro estdgio da metaplasia (metaplasia imatura) comecando a
diferenciacdo escamosa, havendo ainda a persisténcia do epitélio colunar. As representagdes (d) e (e) demostram
0 amadurecimento do epitélio metaplasico onde as células colunares se tornam ausentes e o epitélio se torna

totalmente escamoso.

Fonte: Disponivel em:https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/atlas_citopatologia_ginecologica

3.2 SINALIZACAO CELULAR
As células monitoram tanto o seu ambiente interno como externo e respondem a
essas mudancas com o auxilio de diversas proteinas produtoras de sinais que atuam na

comunicacdo da sinalizacdo celular. A recepcdo dos sinais depende de proteinas receptoras
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que estdo geralmente localizadas na superficie das células, mas também as encontramos no
interior das células. Quando uma molécula de sinalizagdo se liga ao seu receptor ocorre sua
ativacdo, com isso € ativada uma ou mais vias de sinalizacdo intracelular com o objetivo de
alterar o comportamento da célula (ALBERTS, 2017).

Independente da natureza do sinal, a célula-alvo responde por meio de um receptor,
onde a molécula de sinalizacdo se liga iniciando uma resposta na célula-alvo. Esse receptor
tem um sitio de ligagdo com uma estrutura complexa justamente para reconhecer com alta
especificidade a molécula de sinalizacdo, evitando que outra molécula se ligue de forma
inespecifica e gere uma resposta inadequada. Na maioria dos casos esses receptores sao
proteinas transmembrana presentes na superficie celular que ao se ligar a molécula de
sinalizagcdo ocorre sua ativacdo e geram uma cascata de sinais intracelulares que alteram o
comportamento da célula (SOUZA et al., 2005; ALBERTS, 2017).

Temos trés classes principais de proteinas receptoras de superficie celular: Os
receptores acoplados a proteina G, os receptores acoplados a canais idnicos e 0s receptores
acoplados a enzimas, sendo principalmente representadas pelas cinases e quando ativadas
fosforilam alvos. Esses receptores sdo proteinas transmembrana que tem seu sitio de interacdo
com o ligante localizado na parte externa da membrana plasmatica e na face citoplasmatica
esta ligada a uma enzima ou tem atividade enzimatica intrinseca. O receptor mais comum
dessa classe é o receptor tirosina-cinase (ALBERTS, 2017).

Quando a molécula de sinalizacdo extracelular se liga no sitio de ligacéo localizado na
face extracelular do receptor isso leva a uma dimerizacdo dos receptores unindo os dois
dominios citoplasmaticos da cinase, promovendo a ativacdo. A dimerizacdo estimula a
atividade da cinase permitindo que um dominio fosforile o outro nas tirosinas especificas nos
sitios ativos da cinase. A ativacdo cria sitios de ancoragem para varias proteinas de
sinalizacdo intracelular, que agora iréo se ligar a um sitio fosforilado no receptor para efetuar
a transmissdo do sinal (SOUZA et al., 2005; ALBERTS, 2017).

As proteinas de sinalizagdo intracelular que se ligam a essas fosfotirosinas dos
receptores tirosina-cinase apesar de terem funcdes e estruturas diferentes possuem dominios
de ligacdo em comum, como por exemplo os dominios SH2, SH3 e PTB, esses dominios
permitem que as proteinas que os possuem se liguem aos receptores tirosina-cinase ativados
bem como a muitas outras proteinas sinalizadoras intracelulares (ALBERTS, 2017).

Algumas proteinas de sinalizacdo funcionam como adaptadoras para proteinas que nao
possuem seus proprios dominios SH2, como é o caso da proteina sinalizadora GTPase Ras

gue € muito importante na mediacao da sinalizacao intracelular, sendo a responsavel por fazer
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a mediacdo da sinalizacdo da maior parte dos receptores tirosina-cinase. A proteina Ras tem a
capacidade de propagar o sinal ao longo de vérias vias de sinalizacdo diferentes, inclusive na
propagacdo de sinais referentes a proliferacdo e diferenciacdo que sdo enviadas ao nucleo.
Dessa forma, se a funcdo da Ras por exemplo for inibida, as respostas de proliferacdo e
diferenciacdo celular normalmente induzidas pelos receptores tirosina-cinase (RTKS)
ativados, ndo ocorrem (SOUZA et al., 2005; ALBERTS, 2017).

As proteinas Ras ela funciona como o que chamamos de comutadores moleculares
(com GTP ligado séo ativas e com GDP ligado sdo inativas). Duas proteinas sinalizadoras
regulam a atividade da Ras, que sdo a Ras-GEF (fator de troca de nucleotideo de Guanina)
que estimula a dissociacdo do GDP e a ligacdo ao GTP, ativando a Ras. A outra proteina é a
Ras-GTPase que estimula a hidrolise do GTP em GDP, inativando a Ras (SOUZA et al.,
2005; ALBERTS, 2017). Esse esquema é exemplificado na Figura 8.

Figura 8: llustracdo da representacdo da sinalizacdo celular mediado por receptor tirosina-cinase via proteina
Ras: Apods a ativacdo do receptor (proteina transmembrana), este ativa a proteina Ras através da molécula
adaptadora (GRB2) e um fator de troca do nucleotideo de guanina (Ras-GEF), induzindo Ras a trocar seu GDP

por um GTP, propagando o sinal.
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Fonte: Disponivel em: ALBERTS B. et al., 2017.

Quando se fala em estimulo da proliferacéo e da diferenciacao celular é necessario que
o sinal de curta duracdo seja convertido em um sinal de longa duracdo, pois quando se altera a
nivel de expressdo genica € necessario um sinal mais longo, e um dos mecanismos chave
utilizados ¢ o mdédulo MAP-Cinase (Figura 9), que é formado por um conjunto de trés
proteinas-cinase (MAPKKK, MAPKK e MAPK). A dltima é denominada de MAPK (ou
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Map-cinase ou ERK), a penudltima é a MAPKK (Map-cinase-cinase ou MEK) e a primeira é a
MAPKKK (Map-cinase-cinase-cinase ou RAF) que é ativada diretamente pela Ras, cujo
efeito final pode levar por exemplo a alteracdes na atividade proteica e alteracdes a nivel de
expressao genica (SILVA et al., 2005; ALBERTS, 2017).

Figura 9: Ativacdo do complexo MAP-Cinase: A proteina Ras ativada desencadeia a ativacdo do completo
MAP-Cinase, evento este seguido por uma estimulacdo sequencial de diversas proteinas quinases
citoplasmaticas, como a Raf (MAPKKK), a MEK (MAPKK) e a ERK (MAPK) acarretando alteraces a nivel de

expressao génica.
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Fonte: Disponivel em: ALBERTS B. etal., 2017.

O complexo MAP-Cinase ativa um regulador de transcricdio denominado MYC. A
MYC vai induzir a entrada no ciclo celular por meio do aumento da expressdo de Ciclinas
(através da G1-Ciclina) que, irdo ativar CDKs (Cinases dependentes de ciclina) formando o
Complexo Ciclina-CDK, que sao as principais responsaveis pelo controle do ciclo celular. A
G1-CDK ativa fatores de regulacdo genica como as denominadas proteinas E2F que irdo
induzir a transcricdo de genes para formar as G1-S Ciclina e S-Ciclin. Na auséncia de um
estimulo mitogénico ocorre uma interacdo entre a proteina E2F e a pRb (proteina do
retinoblastoma), que é um importante reguladora do ciclo celular, e a pRb a inibe, no entanto,
na presenca de um estimulo mitogénico, a G1-CDK fosforila a pRb e reduz sua ligacédo a
proteina E2F e agora a proteina E2F livre pode induzir a expressdo do genes irdo codificar as
G1-S e S-Ciclina para promover a entrada na fase S do ciclo celular (ALBERTS, 2017).
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3.3 CANCER

O cancer € uma doenca multifatorial que esta relacionado a influéncias ambientais,
genéticas, comportamentais, culturais, socioecondmicas e do envelhecimento (ARAUJO et
al., 2019). A nivel mundial, o cancer é o principal problema de saude publica e configura
entre uma das principais causas de morte em pacientes com idade inferior a 70 anos. Os
indices crescentes referentes a incidéncia e a mortalidade por cancer em todo o mundo séo
explicados pelo crescimento populacional, pelo envelhecimento dessa populagdo, como
também pela prevaléncia dos fatores de risco para o seu desenvolvimento, muitas vezes
associados a fatores socioecondmicos (ALMEIDA, SHIMODA, 2022).

O céancer é um termo abrangente, incluindo mais de cem doencas que apresentam
como caracteristica em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e
orgdos (INCA, 2022). O processo de proliferacdo anormal de células ocorre principalmente
por dois mecanismos, seja por mutacBes em proto-oncogenes que em condi¢Ges normais
passam a ativar constantemente o ciclo celular, como também por mutacbes em genes
supressores de tumor, nos quais deixam de inibir o ciclo celular, levando também a perda do
controle do ciclo celular. O segundo mecanismo para o desenvolvimento do cancer ocorre por
mutacBes no gene que codifica a proteina p53. A p53 €& um supressor tumoral,
desempenhando papel no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na inducdo de
apoptose (ARAUJO et al., 2019). O gene p53, conhecido como “o guardido do genoma” ¢ o
gene de maior importancia envolvido no processo carcinogénico (Fett-Conte et al.,2002).

3.3.1 OHPV e o Cancer do colo do utero

A relagdo entre cancer cervical e o Papilomavirus Humano (HPV) é amplamente
conhecida e aceita, sendo o principal fator de risco para o desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais de alto grau e do cancer do colo do utero (NETO, 2012). A Organizacéo
Mundial de Saude desde o ano de 1992 considera que a persisténcia do virus HPV em altas
cargas virais representa o principal fator de risco para o desenvolvimento da doenca
(NOGUEIRA-RODRIGUES e MELO, 2012). E um virus transmitido sexualmente, e que em
humanos € capaz de produzir lesbes hiperproliferativas do epitélio cutdneo-mucoso que afeta
além do colo uterino outras regides como o trato anogenital, boca, es6fago e laringe (NETO,
2012). A presenga do virus HPV é um fator necessario, mas ndo suficiente, para ativar o
desenvolvimento tumoral, sendo dependente de outros fatores préprios do hospedeiro como a

imunidade, caracteristicas genéticas e o comportamento sexual (BODILY, LAIMINS, 2011;



NAKAGAWA et al., 2000).

O virus HPV é do tipo DNA, pertencente a familia Papillomaviridae,
género Papillomavirus (PANCERA, SANTOS, 2018). Sao virus nao-
envelopados, de simetria icosaédrica e possuindo um genoma de DNA de fita dupla
circular, constituindo-se de aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de bases (SOUTO
et al., 2005). O virus HPV se replica no nicleo das células epiteliais escamosas e sao
capazes de permanecer fora das células por longo periodo sem perder suas
propriedades infecciosas (NETO, 2012).

Sdo conhecidos mais de 150 tipos de HPV, porém, aproximadamente 40
afetam o trato genital inferior. Os HPVs genitais sdo divididos em subgrupos,
conforme o risco oncogénico. Os virus considerados de baixo risco provocam
doengas de natureza benigna, como os condilomas (verrugas) e lesdes intraepiteliais
de baixo risco, principalmente representadas pelos tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72 e 81 sendo rara a associacdo dos HPVs de baixo risco ao carcinoma escamoso
invasivo, enquanto que os de alto risco s@o responsaveis por lesdes intraepiteliais de
alto risco e o cancer invasivo, representados principalmente pelos tipos 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,58, 59, 61, 66, 68, 73 e 82 (NETO, 2012; PANCERA,
SANTOS, 2018).

O genoma do HPV possui duas regides principais (Figura 10), sendo uma
regido codificante e uma regido nao codificante. A regido codificante é constituida
por seis genes que se expressam precocemente e dois genes que se expressam
tardiamente, sendo denominados respectivamente de E (Early) e L (Late), possuindo
em sua totalidade oito ORF’s (fase de leitura aberta). A regido precoce ou Early (E)
codifica as proteinas ndo estruturais: E1, E2, E4, E5, E5 e E7, j& a regido tardia ou
Late (L) é responsavel pela sintese das proteinas L1 e L2 que irdo formar o capsideo
viral (NETO, 2012), sendo no gene L1 encontrada a regido a mais conservada do
genoma do HPV (IARC, 2007). O genoma do HPV possui ainda a regido reguladora
LCR (Longa regido de controle), regido ndo codificante, localizadas entre as regifes
L1 e E6, e é nessa regido onde se encontram sequencias estimuladoras e repressoras
da transcricdo viral, além da origem de replicacdo do genoma viral (SOUTO et al.,
2005). A LCR representa 10% do genoma viral e ndo codifica nenhuma proteina
funcional, mas € nessa regido onde encontram-se o sitio de origem de replicacdo e
multiplos sitios para a ligacdo de fatores de transcricdo que sdo importantes para

determinar o inicio da transcricdo do genoma viral pela RNA polimerase Il
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(BERNARD, 2002; MORSHED et al., 2014; ZHENG, BAKER, 2006).

Figura 10: Genoma do HPV: O genoma do HPV € organizado em trés regides basicas: long control region
(LCR), além das regides L (tardia) e E(precoce). A regido E contém seis ORFs (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), que
s80 necessarios a replicacdo viral com alguns apresentando propriedades de transformacdo oncogénica. A regido
L contém duas longas ORFs, denominadas de L1 e L2. Os genes L codificam as proteinas estruturais que
constituem o envoltorio viral (proteinas do capsideo do virus).
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Fonte: Disponivel em:https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/tecnico_citopatologia_caderno_referencia_1.

O gene E1 esta relacionado com a replicacdo viral, sendo uma enzima que possui
atividade helicase, ligando-se na origem de replicacdo do DNA viral, sendo fundamental para
a replicacdo do papilomavirus, uma vez que essa proteina se liga a origem de replicacéo viral
e ira recrutar a maquinaria de replicacdo da célula para iniciar a replicacdo do DNA viral. A
proteina codificada pelo gene E2 atua na regulacdo da transcricdo dos oncogenes E6 e E7,
tanto atuando como ativador quanto como repressor transcricional através da sua ligacdo a
regides especificas na LCR, ou seja, a inativacdo de E2 implica no aumento da producao de
E6 e E7 (NETO, 2012; IARC, 2007). A proteina E2 ainda auxilia na replicacdo do DNA viral,
recrutando a proteina E1 no sitio de origem de replicacdo, além de também atuar na
transferéncia do genoma viral para as células filhas durante a divisdo celular da célula
infectada (IARC, 2007). O gene E4 codifica a proteina relacionada ao processo de liberagéo
do virus, enquanto o gene E5 estaria envolvido na proliferacdo celular e impedindo o
reconhecimento das células infectadas pelo sistema imunoldgico (NETO, 2012; MORSHED
et al., 2014). Os genes E6 e E7 codificam proteinas que irdo atuar sobre proteinas que

regulam o ciclo celular, provocando uma diminui¢gdo do controle do ciclo celular e da
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maturagéo celular, sendo, portanto, genes envolvidos na oncogenicidade (NETO, 2012).

O genoma do HPV apresenta um promotor precoce que é responsavel pelo controle da
expressdo de quase todos os genes E (El, E2, E4, E5, E6 e E7) e um promotor tardio
responsavel pelo controle da expressdo dos genes L (L1 e L2), além do mais, o término da
transcricdo dos transcritos precoces e tardios sdo determinados por sitios de poli-adenilacéo,
isso faz com que todos 0s genes virais sejam transcritos a partir da mesma fita de DNA molde,
acarretando na formacao de transcritos bi ou policistronicos, referentes ao genes L e aos genes
E. Esse produto da transcricdo podera ser processado por diversos eventos de Splicing
alternativo, gerando mais de oito produtos génicos (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013).

O sequenciamento do DNA viral permite identificar os tipos virais. Atualmente
considera-se um novo tipo de HPV guando as sequencias de nucleotideos dos genes L1, E6 e
E7 diferir em mais de 10% dos tipos conhecidos. Quando esse percentual € menor que 2%,
classifica-se como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais correspondem a genomas
em que a sequéncia de nucleotideos nessas regides genicas diferem entre 2% e 10% dos tipos
conhecidos (SOUTO et al., 2005).

O Carcinoma do colo uterino é uma doenca complexa com multiplos determinantes
ambientais e genéticos. As infecces genitais, especialmente as associadas ao papilomavirus
humano de alto risco, e 0 comprometimento da resposta imune celular sdo fatores diretamente
envolvidos no processo de transformacgdo maligna (TERMINI, VILLA, 2008).

O mecanismo da infeccdo pelo HPV tem inicio com o encontro das particulas virais
com as celulas basais do hospedeiro que se encontram acessiveis pela presenca de
microtraumas no epitélio. O virus ao penetrar na célula tem seu material genético liberado do
capsideo e transportado para o interior do nucleo, apresentando seu genoma na forma
epissomal (extracromossdmica, de formato circular) no nucleo da célula hospedeira (NETO,
2012).

Com a infeccdo das células basais (Figura 11) e utilizando a maquinaria celular, o
promotor precoce do virus € ativado e com isso, permite a expressdo dos genes de expressao
precoce (E), no entanto, as expressdes dos genes E6 e E7 sdo reprimidas pela acdo da proteina
E2, que tem a funcdo de regular a expressao dos oncogenes E6 e E7 (STEGER; CORBACH,
1997; SOUTO et al., 2005).

A replicagdo viral ocorre inicialmente em uma velocidade lenta, e @ medida que essas
células escamosas vao se diferenciando ocorre um aumento da replicacdo viral com posterior
expressdao dos genes tardios para formacdo das proteinas estruturais e posterior

empacotamento do virus em capsideos nas camadas superiores para gque ocorra a sua
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liberagdo (NETO, 2012). Portanto, o ciclo de vida produtivo do HPV é dependente da
diferenciacéo celular, e mais que isso, ao se dividirem, essas células infectadas distribuem
equitativamente o DNA viral entre as células filhas, e enquanto uma célula filha sofre o
processo de diferenciacéo celular, as demais células continuam se dividindo na camada basal
e servindo de reservatdrio de DNA viral para as posteriores divisdes celulares (SOUTO et al.,
2005).

Figura 11: Ciclo de vida do HPV: O HPV é incapaz de se replicar de forma independente, assim, para completar
0 seu ciclo de vida, 0 HPV depende do metabolismo das células hospedeiras infectadas. O virus ao penetrar na
célula perde o seu capsideo e é transportado para o nicleo onde permanece inicialmente no estado epissomal
(forma circular, nfo integrado ao genoma da célula hospedeira) com baixo nivel de replicacdo viral. A medida
que ocorre 0 amadurecimento das células, aumenta-se a replicacdo viral com expressdo dos demais genes E e por
fim, ocorre a expressdo dos genes L com a producdo das proteinas do capsideo viral e liberagdo das particulas

virais completas, podendo agora infectar outras células.
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Fonte: Disponivel em:https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/tecnico _citopatologia_caderno_r

eferencia_1.pdf

A Lesdo Intraepitelial escamosa de baixo grau (nomenclatura citologica)
correspondente a nomenclatura histopatolégica de Neoplasia intraepitelial cervical grau |
(NIC 1) é observada durante a fase produtiva da infec¢do pelo HPV (Figura 12), e nessa fase,
a maior parte das infecgbes podem ser eliminadas pelo sistema imunoldgico da paciente. Nos
casos em que o virus ndo é eliminado pelo sistema de defesa, a infeccdo pode ser tornar
persistente, fato esse correlacionado com as questdes de mecanismo de escape do virus pelo
sistema imunoldgico ou pela propria deficiéncia do sistema de defesa do organismo (NETO,

2012; NAKAGAWA et al., 2000). Ja a progressdao dessas lesdes intraepiteliais escamosas
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para Lesdo Intraepitelial escamosa de alto grau (Figura 12), que na histologia corresponde a
Neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau (NIC Il e NIC IlI) e o céancer invasivo estdo
associados com a integracdo do genoma do HPV no genoma da célula hospedeira, fato esse
decorrente da persisténcia do virus com consequente quebra do DNA viral e superexpressao
dos genes E6 e E7 (WOODMAN, COLLINS, YOUNG, 2007).

Figura 12: llustracdo representativa da evolucdo das lesbes pré-cancerosas: O diagndstico e a classificagdo
histolégica da NIC € dependente da diferenciagdo, maturacdo e estratificacdo das células, além das

anormalidades nucleares
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Fonte: Disponivel em:https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/atlas_citopatologia_ginecologica

As diferencas no contetdo gendmico entre os HPV de alto e baixo risco oncogénicos
auxiliam no entendimento das agdes virais junto ao genoma da célula hospedeira e justificam
as diferencas na capacidade transformante desses agentes (SOUTO et al.,2005). Dessa forma,
nas lesdes benignas causadas pelo HPV de baixo risco, o0 DNA do virus estd presente na
forma epissomal, enquanto que nas lesdes malignas causadas pelo HPV de alto risco, 0 DNA
viral sofre uma quebra para que ocorra a integracdo ao genoma da célula hospedeira,
formando uma ligacdo estavel e perdendo a capacidade de se replicar de maneira autbnoma
(NETO, 2012), conforme Figura 13. Na replicacdo por HPV produtiva, o DNA viral
permanece em estado epissomal e ha repressdo da atividade das duas oncoproteinas mais
importantes, E6 e E7 (NOGUEIRA, MELO, 2012), cujo controle transcricional/repressdo é
exercido pelo gene E2 (SOUTO et al., 2005).
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Figura 13: llustracdo representativa do estado fisico do HPV correlacionando com a evolucdo das lesdes pré-
cancerosas e 0 Cancer: O estado fisico epissomal do virus é observado nas lesdes pré-cancerosas de baixo grau
(LSIL/NIC 1) em 100% dos casos, com isso, a expressao de E2 encontra-se a0 maximo e consequentemente
suprimindo a expressdo de E6 e E7. Quando o E2 é perdido no processo de linearizacdo e integracdo, ha a
interrupcéo do circuito regulatério viral transcricional E2, com o aumento da sintese de E6 e E7, que é o que
ocorre nas lesdes de alto grau (HSIL/NIC 11 e 111), podendo encontrar o DNA viral tanto na forma mista quanto
integrada em sua maioria. No carcinoma invasivo observamos o0 grau maximo de expressdo de E6 e E7 e
diminuicdo ainda mais acentuada do gene E2, estando o status fisico do HPV em sua maioria no padrdo
integrado, podendo ainda ter o virus na forma epissomal, caracterizando a presen¢a de ambos os padrdes como

padrdo misto.
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Fonte: Adaptado de SHULZHENKO et al., 2014.

Nas lesdes pré-neoplésicas e no cancer, 0 DNA viral se integra ao genoma da célula
humana (NOGUEIRA, MELO, 2012). Essa integracdo do genoma viral parece ocorrer ao
acaso, nao havendo sitio preferencial de integracdo no genoma, mas por outro lado, ha uma
grande especificidade no local de clivagem do DNA circular do virus, ocorrendo uma
clivagem na regido dos genes E1/E2 (Figura 14), com consequente interrupcao do controle
transcricional exercido pelo gene E2 (SOUTO et al., 2005). A integracdo do genoma viral
pode ocorrer em qualquer local do genoma, mas com frequéncia acomete sitios frageis, pontos
de translocagGes conhecidos e regides de transcricdo ativas (KRAUS et al., 2008), sendo de
conhecimento que a integracgdo viral pode ativar oncogenes ou inativar genes supressores de
tumor nas células hospedeiras, fato este evidenciado por alguns estudos que afirmam que a

integracdo ocorre perto ou dentro de genes potencialmente tumorais, como o gene MYC
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(FERBER et al., 2003). A integragdo provoca uma ruptura no gene E2, e como consequéncia
é observada uma superexpressdo dos oncogenes virais E6 e E7 (WOODMAN, COLLINS,
YOUNG, 2007).

Figura 14: llustracio representativa da integracdo do DNA do HPV: Os HPVs de alto risco apresentam maior
capacidade de se integrarem ao genoma da célula hospedeira. No mecanismo de integracéo viral, o DNA do
HPV que é circular tem que se abrir, tornando-se retilineo. Essa abertura/quebra sempre se faz na posi¢do de
E1/E2, interrompendo o gene E2 e impedindo a sintese das proteinas E2 que agem regulando a transcri¢do das
oncoproteinas E6 e E7. O aumento da producdo de E6 e E7 é associado com o risco de desenvolvimento de
carcinoma devido a inativacdo das proteinas celulares supressoras de tumor, p53 e pRb, cuja fungdo é atuar
impedindo a proliferacéo de células com DNA lesionado.
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Fonte: Disponivel em:https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/tecnico _citopatologia_caderno_r

eferencia_1.pdf

Os HPVs de alto risco, principalmente os virus HPV-16 e HPV-18 apresentam maior
risco por se integrarem ao DNA do hospedeiro, em comparagdo com 0s outros tipos de HPV
de baixo risco, por isso 0s tipos 16 e 18 sdo 0s mais associados com o cancer a nivel mundial
(RODRIGUES A, SOUSA J, 2015). Com a integracao e o desencadeamento da producao das
oncoproteinas virais, constata-se que 0s genes E6 e E7 sdo os Unicos genes do HPV que tem
papel de promover o processo carcinogénico (NOGUEIRA, MELO, 2012).

A proteina E6 do HPV de alto risco oncogénico tem a funcdo de inativar a proteina
p53 por degradacdo (Figura 15) e acarretando como consequéncia uma replicacdo
descontrolada da célula. A proteina E7 do HPV de alto risco liga-se a proteinas da familia
pRb e promove a sua degradacdo (Figura 15) e com isso desregulando a maquinaria do ciclo

celular da célula infectada, portanto, as proteinas virais E6 e E7 sdo capazes de interagir com
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as proteinas controladoras do ciclo celular, com isso, a célula é conduzida a transformacéo,
imortalizacdo celular e, posteriormente, ao cancer (SOUTO R, FALHRI JPB, CRUZ AD,
2005). Essas oncoproteinas ainda sdo capazes de regular diretamente a atividade de receptores
de fatores de crescimento, inibir a apoptose, promover angiogénese, culminando na
alteracdo do ciclo celular e na alteracdo do programa de diferenciacdo das células, com
isso, promovendo o acumulo de defeitos mitéticos que levam a instabilidade gendmica
(NOGUEIRA, MELO, 2012). As proteinas codificadas pelos E6 e E7 dos HPVs de baixo

risco parecem se ligar menos ativamente ou nao se ligar a p53 e pRb (BRASIL, 2012).

Figura 15: O papel da p53 e da pRb: O papel da p53 é averiguar e responder a presenca de lesées do DNA, com
isso, atuar como um fator transcricional de genes envolvidos na interrupcdo do ciclo celular e inducdo dos
sistemas de reparo do DNA ou ainda na inducdo da apoptose. A fungdo da pRb é inativar o fator de transcricdo
E2F, cuja funcdo é induzir a transcricdo de genes envolvidos na replicacdo do DNA. Essas duas proteinas sao
conhecidas como supressoras de tumor porque sdo essenciais para impedir a divisdo de células com DNA
lesionado. Na auséncia de E6 e E7 do HPV, as proteinas p53 e pRb funcionam normalmente evitando a

transformagdo maligna.
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3.4 EPIDEMIOLOGIA

O céancer do colo do utero é uma das principais causas de morte por cancer em
mulheres em todo o mundo, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, representa o
terceiro tumor maligno mais frequente na populacdo feminina (Figura 16), atras apenas do

cancer de mama e do cancer colorretal, sendo causada pela infecgdo persistente de alguns
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tipos do Papilomavirus Humano — HPV (INCA, 2022). Para cada ano do triénio 2023-2025,
séo esperados 17.010 casos novos, sendo na regido Norte e Nordeste o segundo tipo de cancer
mais incidente, na regido Centro-Oeste o terceiro em incidéncia, seguidos da regido Sul e
Sudeste como o0 quarto e o quinto em incidéncia, respectivamente. Em termos globais, paises
europeus, Estados Unidos, Canada, Japao e Australia apresentam as menores taxas, enquanto
paises da América latina e paises mais pobres do continente africano apresentam valores
bastante expressivos, evidenciando a alta prevaléncia dos casos em paises subdesenvolvidos
(INCA, 2022).

Figura 16: Os dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo, excetuando o cancer de pele
ndo melanoma: O cancer do colo do Utero configura como o terceiro mais incidente entre as mulheres, com
estimativa de cerca de 17.010 novos casos.

Distribuigao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%

Calon e reto 21.970 9.2% Calon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7.5% Colo do dtero 17.010 7.0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmdo  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14,160 5.8%

Esdfago 8.200 34% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3.3% Corpo do utero 7.840 3.2%

Laringe 6.570 2.7% Ovério 7.310 3.0%

Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2.3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredandados para multiplos de 10

Fonte: Disponivel em: https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-
2023.pdf

4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAGEM

Utilizando um total de 35 (trinta e cinco) amostras de descamacdo cervical positivas
para Lesdo de baixo grau (NIC I), confirmadas por bidpsia, fornecidas pelo banco de dados do
laboratério Bioensaios & Diagnosticos Laboratérios Clinicos LTDA, foi realizado o estudo da
genotipagem e posterior integracdo genémica viral do HPV pelo método direto (HPV-IntG).
Também foram utilizadas duas linhagens celulares de Cancer do Colo do Utero (CCU), sendo
elas, SiHa e Ca Ski, para analise de integracao.

As pacientes, ou seus responsaveis legais foram informadas do procedimento e

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE, autorizando


http://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-
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espontaneamente a utilizacdo das amostras. Todas as mostras foram identificadas por codigo
alfanuméricos, sendo de minimo quatro (4) ndmeros e 3 (trés) letras ou simbolos, para
garantir o direito a privacidade das doadoras.

Esta pesquisa foi apreciada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Satde
do Estado da Paraiba sob o CAAE: 71772723.8.0000.5186..

4.2 EXTRACAO DO DNA

As amostras foram submetidas a extracdo do DNA no Laboratorio Biologia Molecular
Estrutural e Oncogenética - LBMEO. A amostra foi proveniente de raspado cervical, coletada
em condicBes adequadas e conservadas em agua DEPC 0,1%, para posterior extracdo,
genotipagem e aplicacdo do método HPV- IntG.

Para extracdo do DNA utilizou-se o método de Salting Out, onde as amostras foram
homogeneizadas em vortex, posteriormente foi adicionado 1000uL de tampdo de extracdo
(Tris 1M; EDTA 0,5M; NaCI5M) e transferido para microtubos de 2000uL. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 RPM por 10 minutos para que as células se depositassem no
fundo do tubo. Apds isso, adicionou-se 300uL de tampédo de extracdo, 50 L de proteinase K
(10mg/mL) e 50u L de SDS 20%. Os microtubos foram agitados em vortex por 15 segundos e
em seguida incubados em banho-maria a 80°C por 30 minutos para a lise celular.

Decorrido este tempo, adicionou-se 60uL. de NaCl 5M e homogeneizou-se em vortex
por 15 segundos. As amostras foram centrifugadas em baixa rotacdo, 3.000 RPM, por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado (500uL) e transferido para outro microtubo de 2000uL
contendo 1.500 uL de &lcool etilico absoluto para precipitacdo do DNA. As amostras foram
centrifugadas em alta rotacdo, 10.000 RPM por 10minutos. Apds isso, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 1.000 uL de alcool etilico 50% para lavagem do DNA. Esse
procedimento foi repetido mais duas para um total de trés lavagens, visando melhor lavagem e
retirada do excesso de NaCl. O sobrenadante foi descartado ap6s centrifugacdo e as amostras
foram levadas ao banho seco a 80°C por 30 minutos para secagem da amostra.

As amostras secas foram ressuspendidas com 100uL de agua Milli Q e armazenadas
em temperatura ambiente para eluicdo por 24 horas. Decorrido esse periodo, as amostras
foram quantificadas em Nanodrop Lite (Thermo Scientific) e posteriormente diluidas, quando

necessario.
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4.3 AMPLIFICACAO POR PCR — MULTIPLEX

As amostras devidamente quantificadas e diluidas foram submetidas as condic¢Ges da
gPCR para pesquisa e genotipagem do subtipo de HPV de interesse A amplificacédo da
sequéncia especifica dos subtipos HPV associados ao risco oncoldgico e da determinacdo da
integracdo gendmica viral em células hospedeiras pelo Método HPV-IntG foi realizada por
PCR - Multiplex por meio dos iniciadores especificos para método HPV-IntG desenhados no
LBMEO, realizado apds analise in silico dos genomas dos subtipos de HPV de interesse
(Tabela 1).

Tabela 1. Iniciadores especificos para subtipos de HPV para amplificacdo pelo método

HPV-IntG
SUBTIPO DE HPV INICIADORES DO METODO HPV-IntG
HPV-16 5-TAT(N) 16 CTA-3’
IntG1 5 HWD(N)gRYT-3’
INtG2 5 VSR(N)zASY-3'
IntG3 5 NAW(N)RRC-3'
IntG4 5’-WWD(N)2SRA-3’
INtG5 5 NWR(N)oRAT-3’
INtG6 $'-HSD(N)pAYT-3"
IntG7 5’-HWD(N)20RYT-3’

Fonte: Do préprio autor (2024)

A integracdo do genoma do HPV ao genoma das células infectadas é fator determinante
para o estabelecimento e progressdo do processo neoplasico nos tecidos infectados, a exemplo
nas células do colo do atero, as quais quando sofrem infec¢do seguida de integracdo do
genoma do HPV e evoluem para o CCU. O método IntG-HPV analisa as regides dos genes E1,
E2, E4, E5, E6 e E7 do subtipo de HPV de interesse. No padrdo epissomal sdo gerados
obrigatoriamente amplicons especificos para o subtipo HPV de interesse, no padrdo integrada, a
depender de qual sitio de recombinacdo participa do mecanismo de integracdo, havera
auséncia de amplicon especifico.

A amplificacdo do método IntG-HPV foi realizada preferencialmente por PCR-
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Multiplex utilizado amostras de DNA das linhagens celulares de CCU SiHa, Ca Ski e em 35
amostras de DNA de células de descamacdo do colo uterino com lesdes de baixo grau e
positivas para 0 HPV-16, preferencialmente no volume final 50uL.

O conjunto de primers utilizados na PCR-Multiplex do método IntG-HPV para o
HPV-16 foram desenhados com base na estrutura genémica do HPV com énfase na sequéncia
do HPV-16 (Figura 17). Os seguintes primers foram desenhados: Entre os genes E1 e E2,
gerando um fragmento de cerca de 88 pb; entre os genes E1 e E2 dentro da regido do gene E4,
formando um amplicon de cerca de 657pb (local de provavel ponto de quebra do genoma);
entre os genes E2 e E5 formando um amplicon de 313 pb (local de provavel ponto de quebra

do genoma); entre os genes E6 e E7 formando um amplicon de 450pb.

Figura 17: Representacdo do genoma do HPV demonstrando as regiGes de pontos de quebra possiveis (PPQ1 e
PPQ2) nas quais os primers foram desenhados: O primer desenhado entre os genes E6 e E7 ndo mostrados na
imagem representam o amplicon de 450pb, que é sempre constante, pois como ndo hd quebra nessa regido para

que ocorra a integracao, o referido amplicon precisa estar sempre presente.
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Fonte: Do préprio autor (2023)

4.3.1 PCR - MULTIPLEX E SUAS CONDICOES

A reacdo da PCR - Multiplex para método HPV-IntG foi realizada em um volume
final de 50uL contendo 200uM de dNTPs (deoxinucleotideo trifosfato), 2.0mM de MgCl>
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(Cloreto de magnésio), 50ng de DNA, 200pM de cada oligonucleotideo (primer) e 0.5U
AmpliTaqg GOLD (Applied Biosystems, Foster City, CA). As condi¢cbes da PCR para
amplificacdo dos genes serdo as seguintes: uma desnaturagcdo prévia por 2 minutos a 94°C e
35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 1:30 minuto e 72°C por 30 segundos, com

uma extensao final de 2 min a 72°C.

4.4 ANALISE

A analise do método HPV-IntG tem como fundamento a diferenca de tamanhos dos
amplicons especifico para cada subtipo de HPV associado ao risco oncolégico e a analise
direta da integracdo do genoma viral ao genoma das células hospedeiras. O método IntG-
HPV para determinacdo direta dos padrdes dos status fisico do genoma do hpv em relacéo ao
genoma das células infectadas, tem como alvo regides do HPV, que determinam diretamente
os padrdes dos status fisico Epissomal, Misto e Integrado do genoma do HPV em relacdo ao
genoma da célula infectada, porém ndo se limita ao diagndstico e progndstico da infecgdo por
HPV no rastreamento e na prevengdo do CCU. A primeira etapa do método IntG-HPV
consiste na producdo de amplicons especificos a partir dos conjuntos primers das regifes
recombinantes e ndo recombinantes do genoma do HPV em relacdo ao genoma das células
infectadas preferencialmente por PCR-Multiplex, onde os resultados podem ser analisados
tanto por sistema de PCR Real Time quanto por gel de poliacrilamida — PAGE ou agarose. A
segunda etapa é caracterizada pelos processos de analise dos amplicons, 0s quais determinam

os padrdes moleculares Epissomal, Misto e Integrado

4.5 VALIDACAO

A validacdo dos resultados gerados pelo método HPV-IntG foi realizada por PCR em
Tempo Real de forma indireta pela anélise da quantificacdo da relacdo dos genes E6 e E2 do
HPV.

5. RESULTADOS

. Foram selecionadas 35 (trinta e cinco) amostras positivas e genotipadas como HPV-



37

16, onde tais amostras ja apresentavam laudos histopatoldgicos de confirmacgdo para NIC |
(Neoplasia Intraepitelial grau 1). Apos isso, as amostras selecionadas e em conjunto com as
linhagens celulares SiHa e Ca Ski foram submetidas a analise da integracdo através do método
IntG-HPV.

A exemplo do status fisico Epissomal do genoma do HPV-16, quando amplificado
por PCR-Multiplex do método IntG-HPV sdo gerados preferencialmente os amplicons 88pb,
313pb, 450pb e 657pb. A auséncia do amplicon 657pb esta associada ao sitio de integragdo do
genoma do HPV-16. A auséncia do amplicon 313pb esta associada ao sitio de integracao do
genoma do HPV-16, envolvendo as regides adjacentes ao gene L2. A auséncia dos amplicons
88pb e 657pb esta associada ao sitio de integracdo do genoma do HPV-16. Uma vez, 0 genoma
do HPV-16 integrado ao genoma das células infectadas, o amplicon 450pb é produzido a
partir das regiGes ndo recombinantes. Assim, sua amplificacdo é constante e serve também
como referéncia para determinacdo do padrdo misto.

Para diferenciar o padrdo misto do padrdo epissomal ha necessidade de estabelecer a Razdo
Relativa (RR) entre a intensidade ou amplificagdo do amplicon constante pela a intensidade ou
amplificacdo dos amplicons “ndo constante”, separadamente, sendo a RR < 1 para cada amplicon
analisado, o genoma do HPV se encontra no padrdo epissomal ou ndo integrado. Quando a RR > 1
para quaisquer amplicons analisados, o genoma do HPV se encontra no padrdo integrado ao genoma
das células infectadas. A Razdo Relativa é calculada pela expressdo matematica, RR = IAK/ lan .
Onde, RR representa a Razédo Relativa entre a intensidade ou amplificacdo do amplicon constate (1Ak)
pela intensidade ou amplificagcdo do amplicon néo constate (I1An) para cada amplicon. O percentual de
integragéo dos subtipos de HPV de interesse (Pig) € calculado pela expressdo matematica, Pig = (RR -
1) X 100.

O método IntG-HPV foi validado em amostra de DNA extraido da linhagem celular de
CCU SiHa, que é um modelo in vitro adequado para essa finalidade, determinando a analise
do status fisico do genoma do HPV-16. A referida linhagem celular foi imortalizada pela
integracdo do genoma do HPV-16 e estabelecida em 1970 a partir de amostra de CCU de uma
paciente de 55 anos (Friedl F, et al. 1970). As amplificagGes por reacdo PCR-Multiplex do
método IntG-HPV foram realizadas em duplicata, bem como, em amostras de células de
descamacdo do colo uterino (N = 35 amostras) com lesdes de baixo grau e positivas para o
HPV-16, sendo os volumes utilizados na reagédo e as condicGes da reacdo conforme descritos
acima.

Os resultados do método IntG-HPV em DNA da linhagem celular de CCU SiHa

quando comparado as amostras de células de descamacao do colo uterino com les6es de baixo
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grau e positivas para 0 HPV-16 pelo Teste Exato de Fisher, apresentaram diferencas
estatisticamente significativa valor-p > 0,05. Assim, os resultados do método IntG-HPV
sugerem a associa¢do do padrdo Epissomal do genoma do HPV-16 ao genoma das células
de descamacéo do colo uterino com lesdes de baixo grau e a associa¢do do padrdo Integrado
do genoma do HPV-16 ao genoma da linhagem celular de CCU SiHa por meio das auséncias
dos amplicons 88pb e 657pb, que estdo associadas ao sitio de recombinacdo do genoma do
HPV-16.

A anélise dos amplicons foi realizada por meio da utilizacdo do gel de agarose,
conforme mostra a figura 18. A extremidade do gel representa a aplicacdo do Ladder,
marcador de peso molecular, apresentando fragmentos de DNA que véo de 50pb até 1350 pb.
Nos pocos 1 e 2 foram aplicadas, em duplicata, o produto da amplificacdo do DNA da
linhagem SiHa. Observou-se que nessa linhagem ocorreu a perda dos fragmentos de 88pb e de
657 pb, indicando que o genoma viral teve uma quebra/perda da regido, demonstrando
auséncia de amplificacdo e geracdo dos fragmentos, caracterizando a devida linhagem SiHa
como de padrdo integrado. Os pocos 3, 4, 5 e 6 representam as amostras de descamacao
cervical previamente genotipadas com HPV-16 e com lesdo intraepitelial cervical grau 1 (NIC
1), mostrando que nessas amostras houve a presenca de todos os amplicons e na mesma

intensidade, demonstrando a confirmacao do seu padréo epissomal.

Figura 18: Analise em gel de agarose dos amplicons gerados pelo método IntG-HPV: Observa-se que nas
linhagens SiHa houve a perda da banda de 657pb e 88pb, demonstrando que houve um ponto de quebra entre os
genes E1 e E2 dentro da regido do gene E4, acarretando na impossibilidade de gerar os referidos
fragmentos/amplicons. Nas amostras de raspado endocervical houve presenca de todas as bandas, demonstrando

0 padrdo epissomal do virus (ndo integrado).
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A andlise do status fisico do genoma do HPV-16 também foi validada em amostra de
DNA da linhagem celular de CCU Ca Ski pelo Método IntG-HPV. A referida linhagem
celular pode ser usada em testes e calibracdo em laboratérios credenciados pela ISO 17025,
para contestar o desempenho de ensaios, validar ou comparar métodos de teste e estabelecer
sensibilidade, linearidade e especificidade durante a validagdo ou implementacdo dos ensaios
relacionados ao diagndstico molecular in vitro (ATCC, 2022). A linhagem celular de CCU Ca
Ski foi imortalizada pela integracdo de algumas copias do genoma do HPV-16 e estabelecida
em 1977 a partir de células epidermoides do carcinoma cervical de uma paciente de 40 anos
(Pattillo et al., 1977). As amplificacdes da reacdo PCR-Multiplex do método IntG-HPV também
foram realizadas em duplicata e em conjunto com as amostras de células de descamacdo do
colo uterino com lesdes de baixo grau e positivas para HPV-16, utilizando os volumes e
condic¢des descritas acima.

Os resultados do método IntG-HPV em DNA de linhagem celular de CCU Ca Ski
quando comparado as amostras de células de descamacdo do colo uterino com les6es de baixo
grau e positivas para o0 HPV-16 pelo Teste Exato de Fisher apresentaram diferenca
estatisticamente significativa valor-p > 0,05. Assim, os resultados do método IntG-HPV
sugerem a associacdo do padrdo Misto do genoma do HPV-16 ao genoma da linhagem celular
de CCU Ca Ski e a associacdo do padréo epissomal do genoma do HPV-16 ao genoma das
células de descamacéo do colo uterino com lesBes de baixo grau. Portanto, a linhagem celular
Ca Ski apresenta a reducdo da intensidade do amplicon 657pb, a qual estd associada ao sitio
de recombinacdo do genoma do HPV-16, como apresentado na Figura 19.

Conforme demonstra a imagem do gel, os pogos 1, 2, 3 e 6 apresentam todos 0s
amplicons e com a mesma intensidade, quando comparados a intensidade dos fragmentos
entre si de cada amostra de forma isolada, demonstrando o padrao epissomal nas amostras de
raspado endocervical. Nos pocos 4 e 5, realizados em duplicata para o produto da
amplificacdo do DNA da linhagem Ca Ski, observa-se que ao mesmo tempo em que é
constatado todos os quatro amplicons, temos uma diminui¢do da intensidade do fragmento de
657pb, confirmando a presenca tanto do DNA no padrdo epissomal, como tambem DNA

integrado, caracterizando o padrdo como Misto.
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Figura 19: Analise em gel de agarose dos amplicons gerados pelo método IntG-HPV: Observa-se que nas
linhagens Ca Ski houve uma diminui¢cdo na intensidade da banda do fragmento de 657pb, demonstrando que
tem-se a presenga de genoma viral com essa regido integra como também héa virus que sofreu ruptura do seu
genoma neste ponto de quebra entre os genes E1 e E2 dentro da regido do gene E4, acarretando na geracdo da
banda com diferenca de intensidade, demonstrando o padrdo misto. Nas amostras de raspado endocervical houve

presenca de todas as bandas, demonstrando o padrdo epissomal do virus (ndo integrado).
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Fonte: Do préprio autor (2023)

Os resultados do método IntG-HPV em DNA foram novamente analisados de forma
concomitante entre linhagens celulares de CCU SiHa, Ca Ski com as amostras de raspado
endocervical. Assim, os resultados obtidos pelo método IntG-HPV sugerem a associagdo do
padrdo epissomal as amostras de células de descamacdo do colo uterino com lesbes de baixo
grau, a associacdo do padrdo Misto do genoma do HPV-16 ao genoma da linhagem celular de
CCU Ca Ski e a associacdo do padréo Integrado ao genoma da linhagem celular de CCU SiHa,

como apresentado na Figura 20.
Figura 20: Andlise em gel de agarose dos amplicons gerados pelo método IntG-HPV: A confirmagdo do padréo
epissomal nas amostras de raspado endocervical com NIC I; presenca de padrdo misto na linhagem celular de

CCU Ca Ski; e presenca de padrdo integrado na linhagem celular SiHa.



41

L —Ladder
1. Amostra O 135pado

6, padrio Epissomal
odrio Epissomai

cal + HPV-16, padrio

v J Epissomal
180 Integrad

(53470

10y

| LTI

At

Fonte: Do préprio autor (2023)

6. DISCUSSAO

A mudanca do estado fisico do genoma do HPV de epissomal para integrado esta
associado com a gravidade das lesGes neoplasicas. Lesdes NIC 1 apresentam o genoma do
HPV exclusivamente na forma epissomal, enquanto mais de 75% dos casos de NIC 2 e NIC 3
apresentam o genoma tanto na forma epissomal quanto a integrada. No estagio de céncer
invasivo, raramente é observado a presenca apenas do genoma epissomal, sendo a forma
integrada a mais comum (presente de 45 a 80% dos casos), porém em diversos casos 0
genoma viral pode ser encontrado nos dois estados (CRICCA et al., 2007) A frequéncia com
que a integracdo viral é encontrada em carcinomas provocados pelo HPV 16 e pelo HPV 18 é
bastante alta, sendo aproximadamente 80% e 100% respectivamente (PETT; COLEMAN,
2007).

Atualmente, técnicas como PCR e Hibridizagdo in situ sdo técnicas frequentemente
utilizadas quando se deseja estabelecer qual subtipo viral estd presente no tecido biopsiado. A
Hibridizacdo in situ (ISH) € uma técnica utilizada para detectar o HPV e sua localizacao
utilizando sequéncias especificas de acidos nucleicos em amostras de células ou em tecidos,
por meio da ligacdo de sondas especificas (sequéncias de DNA). Uma variante da ISH é a
hibridizacéo in situ cromogénica (CISH), que por meio de uma reagdo com enzima peroxidase
ird permitir a visualizagdo da presenga do HPV na amostra devido a formacdo de uma
coloragcdo marrom no nucleo da célula, sendo visualizada em microscopio de luz (GUO et
al.,2002; IFTNER; VILLA, 2003; SIADAT-PAJOUH, Majid et al, 1994). No trabalho

realizado por Bagarelli e Oliani em 2004, observou-se que a hibridizacdo in situ apresentou
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alta especificidade e baixa sensibilidade para 0 DNA do HPV, necessitando de um ndmero
consideravel de cépias virais por célula, sendo pouco utilizado na rotina diagnostica
(BAGARELLI; OLIANI, 2004).

Técnicas como a PCR (reacdo em cadeia da polimerase) por apresentarem alta
sensibilidade e especificidade representam importantes escolhas diagndsticas para detec¢do do
HPV. No trabalho de pesquisa de Peitsaro et al., utilizando PCR em tempo real também com
énfase no subtipo 16 do HPV, consegue-se afirmar que em neoplasias intraepiteliais cervicais
ja existia 0 HPV em sua forma integrada, através da utilizacdo de primers e sondas tendo
como alvo os genes E2 e E6 do HPV-16. Peitsaro et al relatam que na forma epissomal ocorre
uma equivaléncia na presenca de ambos os alvos E2 e E6, enquanto na forma integrada, 0s
nimeros de clpia de E2 seriam menores que de E6. O pesquisador em questdo e seus
colaboradores desenvolveram um método através da qPCR capaz de calcular o nimero de
copias virais para as formas epissémica e integrada separadamente da seguinte forma: Os
resultados foram registrados como numeros de copias em 50 ng de DNA celular. O E6
integrado foi calculado subtraindo o nimero de cépias de E2 (epissomal) do nimero total de
copias de E6 (epissomal e integrado). Razdes de E2 a E6 inferiores a 1 indicam a presenca de
formas integradas e epissomicas. A propor¢do de E2 para E6 integrado representa a
quantidade da forma epissomal em relacdo a forma integrada. Valores maiores que 1 indicam
predominio da forma epissomal. A carga viral relativa pode ser estimada calculando a
proporc¢do de copias de E6 para celulas SiHa E6, visto que é de conhecimento que a linhagem
celular SiHa possui uma ou duas cépias do HPV-16 integrado. Dessa forma, quando apenas a
forma epissomal esta presente, deve ser detectado nimero de copias equivalentes de E2 e E6.
Na presenca apenas do HPV-16 na forma integrada ndo é detectada nenhuma amplificacéo de
E2 (PEITSARO et al., 2002).

O método HPV-IntG consiste no ensaio de gPCR-multiplex, onde o resultado pode ser
analisado tanto por PCR Real Time quanto por gel de poliacrilamida - PAG. A integracédo do
genoma do HPV ao genoma da célula hospedeira é fator de risco para o estabelecimento e
progressdo do processo neoplasico nos tecidos infectados, a exemplo nas células do colo do
atero.

Portanto, 0 método HPV-IntG apresenta uma nova abordagem para a determinagédo do
estado fisico do genoma do HPV, em especial, dos subtipos de HPV de alto risco oncolégico,
a exemplo dos subtipos de HPV 16 e 18. O referido método, determina a mudanca do genoma
do HPV da forma epissomal para forma integrada diretamente nas células infectadas, sendo

um método direto para determinacéo da integracéo.
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O genoma do HPV em relacdo ao seu estado fisico pode ser encontrado na forma
epissomal, ndo integrada, e na forma integrada. A forma epissomal é definida quando o
genoma do HPV se apresenta no seu estado natural, genoma de DNA de dupla fina e circular,
portanto, ndo integrado ao genoma da célula hospedeira. Esta fase corresponde a infeccdo nao
persistente com possibilidade de regressdo, porém, pode se converter em uma infeccdo
persistente pelo fenémeno da integracdo ao genoma da célula hospedeira, perdendo sua forma
epissomal.

O método HPV-IntG analisa as regides dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 dos
subtipos de HPV de interesse, pelo método de PCR — Multiplex. Na forma epissomal séo
gerados obrigatoriamente amplicons especificos para os subtipos HPV de interesse. A
exemplo do genoma do subtipo 16 de HPV na forma epissomal, ndo integrado, sdo gerados
obrigatoriamente pelo Método HPV-IntG amplicons com diferentes tamanhos (88pb, 313pb,
450pb e 657pb). Uma vez, o genoma do subtipo 16 de HPV integrado ao genoma da célula
hospedeira, o Unico amplicon constante € de tamanho de 450pb. As auséncias dos amplicons
88pb e 657pb estdo associados ao ponto de integracdo do genoma do subtipo 16 de HPV,
envolvendo as regides adjacentes ao gene E7. A auséncia do amplicon 313pb esta associado a
integracdo do genoma do subtipo 16 de HPV, envolvendo as regides adjacentes ao gene L2.

O amplicon constante gerados pelo Método HPV-IntG para o subtipo 16 do HPV
(450pb) é referéncia para determinar o percentual de integracdo, em mostras que apresentam
as duas formas do estado fisico do genoma de HPV, a forma ndo integrada ou epissomal e a
integrada, a forma ¢ definida como “mista”. Para diferenciar a forma “mista” da amostra nao
integrada ou epissomal ha necessidade de estabelecer a Razao relativa entre a intensidade ou
amplificacéo (Ri.) , do amplicon constante pela a intensidade ou amplificacdo dos amplicons
“ndo constante”, separadamente, sendo a Ria < 1 para cada amplicon analisado, o genoma do
HPV se encontra na forma epissomal ou ndo integrada. Quando a Ria > 1 em qualquer
amplicon analisado, o genoma do HPV se encontra integrado ao genoma da célula hospedeira.

Ria = 1A/ 1Aq

Onde, Ri. representa a Razdo relativa entre a intensidade ou amplificagdo do amplicon
constate (IAx) pela intensidade ou amplificagdo do amplicon ndo constate (IAn) para cada
amplicon.

O percentual de integracdo dos subtipos de HPV de interesse (Pint) € calculado pela
expressao:

Pig = (RR -1) X 100

Assim como qualquer método, o método HPV-IntG apresenta limitagGes relacionadas
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as condigOes de transporte e armazenamento da amostra, bem como a qualidade do fixador, tempo
excessivo ou insuficiente de fixagéo, recipiente inadequado para fixacdo e/ou volume insuficiente do
fixador, pois séo fatores que podem interferir no diagndstico, afinal o &cido nucleico viral precisa estar
preservado e integro para evitar resultados falso negativos. Além de que, ndo é o método adequado
para se trabalhar com amostras parafinadas, pois testes moleculares em amostras incluidas em
parafina sdo mais dificeis de serem analisadas devido ao estado de degradacdo do DNA, que é maior
quando comparado ao DNA de amostras frescas, nas quais 0 DNA se encontra mais integro, sendo de
extrema importancia que o DNA da amostra encontre-se preservado para que seja possivel
avaliar a presenca e/ou auséncia dos genes a serem pesquisados para determinar a estrutura
fisica do genoma do HPV. Apresenta como beneficio a possibilidade de se trabalhar com
amostra de raspado cervical, método pouco invasivo e indolor para obtencdo de amostra
representativa do colo uterino.

O método molecular IntG-HPV, caracteriza-se com uma inovacao disruptiva nas areas
de biologia molecular para diagnostico, prognostico, rastreamento e prevencao do CCU, entre
outras neoplasias, que sdo causadas por subtipos de HPV de alto risco oncolégico, uma vez
que, determina diretamente os padrGes do status fisico epissomal, misto e integrado do
genoma viral em relacdo ao genoma das células infectadas, a baixo custo, com celeridade e

com tecnologia nacional.

7. CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa em questdo, demonstram a importancia da metodologia
IntG-HPV no diagndstico de avaliacdo do estado fisico do virus HPV (epissomal, integrado
ou misto), promovendo resultados especificos e complementares a histopatologia,
proporcionando um impacto positivo direto no gerenciamento clinico e/ou tratamento e
prognostico dos pacientes. Os demais protocolos atualmente que utilizam como base a PCR
para analisar o status fisico do genoma do HPV fornecem analises indiretas, apresentam custo
elevado e informacéo limitada.

Desde o ano de 2021 a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) aconselha mudancas
importantes na abordagem para rastreio de cancer do colo do Utero, sendo recomendado o
teste de HPV baseado em DNA como o método preferido, em vez de inspegdo visual com
acido aceético ou citologia (Papanicolau). Recentemente, o Ministério da Saude do Brasil
tornou publica a portaria SECTICS/MS N°3, de 7 de Marco de 2024 para incorporar no
ambito do SUS os testes moleculares para detec¢do de HPV por PCR.

Muitas mulheres no Brasil e ao redor do mundo, principalmente as mais pobres,
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continuam morrendo por cancer do colo do Utero, uma doenga que pode ser prevenida e
tratada. A implantagdo da metodologia IntG-HPV para o estudo do HPV visa acabar com o
sofrimento e reduzir mortes, além de que, viabiliza o desenvolvimento de futuros estudos para
identificacdo de outros agentes infecciosos que contribuirdo definitivamente na rotina
diagndstica e na pesquisa clinica.

Essa dissertagdo de mestrado faz parte do projeto “Andlise Comparativa entre o
Método Papanicolau e a plataforma molecular DGI-gHPV (Deteccdo, Genotipagem e analise
de integracdo do genoma do HPV) para rastreamento, prevencdo do Cancer do colo do utero
no Estado da Paraiba. A plataforma DGI-gHPV é uma Patente de Invengdo sob nimero de
processo BR 10 2023 009924 6 com registro de pedido ao INPI (Instituto Nacional da

Propriedade Industrial).
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