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EPIGRAFE
“Seja vocé mesma e aprenda a valorizar
O que te eleva num dia
E te pbe pra baixo no outro
Protegendo o lugar de onde seu poder emana
De onde emana sua dor
N&o deixe sua cabeca negar qualguer memoria
Nem seus olhos
Nem seu coracao
Tudo pode ser usado
Menos o dispensavel
Nunca lamente sua falta de poder
A menos que esteja condenada a atenua-la
Se vocé nao aprender a odiar
Vocé nunca estara sozinha o suficiente
Para amar facilmente
Nem sera corajosa o suficiente,
Embora isso ndo surja faciimente
Cada vez que amar
Ame profundamente
Como se fosse para sempre
Apenas o nada é eterno.
Fale com orgulho com suas criancas
Sempre que encontra-las
Diga-lhes que vocé é descendente de escravos
E que sua mée foi uma princesa na escuridao.”

Audre Lorde



A minha mae Cleuma,
por estar e superar
cada dia comigo.
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RESUMO

Introducéo: O Papillomavirus humano (HPV), e os Herpesvirus humano 1 e 2
(HHV-1/HHV-2) apresentam semelhangas entre si, como a capacidade de
permanecer latente e causar infec¢des recorrentes. Os testes comumente realizados
para o diagnéstico destes patdgenos e considerados como padrdo ouro, nao
apresentam uma alta sensibilidade para todos os tipos de infecgbes. Objetivo: O
objetivo deste trabalho foi padronizar a metodologia de PCR multiplex para a deteccéo
da infeccao genital pelo HPV, HHV- 1 e 2. Material e Métodos: Para a realizacdo dos
testes de PCR foram utilizados os iniciadores MY09/MYO011 para amplificacdo da
regidao ORF-L1 do HPV, H1P32/H1M32 para a regido RL-2 do HHV-1, e H2M40/H2P4
para a regidao UL-28 do HHV-2. Foi utilizado DNA extraido de cultivo celular como
controle positivo para HHV-1 e 2, e DNA extraido de amostras cérvico-uterinas
provenientes de um biobanco para o HPV. Primeiramente, foi realizado uma PCR
singleplex para cada virus, para posterior padronizacdo da PCR multiplex, onde trés
protocolos com volumes finais de 25 L, 50 yL e 100 yL foram utilizados a fim de
observar o melhor padrado de amplificacdo simultanea. Results: After analyzing the
result of the amplification of the three protocols, the protocol with a final volume of 25
ML was chosen, and in the same several tests for optimization of reaction conditions
and cycling were performed. Among these tests, simultaneous amplification of the
three viruses was observed by adjusting the concentration of dNTPs, magnesium
chloride, Tag DNA polymerase, and the primers. In addition, the DNA concentration of
the controls was adjusted over the tests performed, where a minimum detection
threshold for HHV-1 of 8.4 ng, for HHV-2 of 28.4 ng, and for HPV of 136.8 ng was
observed. Conclusao: A técnica padronizada € capaz de detectar e distinguir cada
virus em baixas quantidades de DNA. Nossos resultados corroboram com diversos
estudos na literatura que estabelecem um protocolo com solugdes préaticas para a
otimizacdo da PCR multiplex, e resolucédo dos problemas comumente encontrados. A
aplicacdo desta protocolo em uma amostragem cérvico-uterinas recém coletadas, é
essencial para a validagdo do método.

Palavras-chave: HPV, HHV-1, HHV-2, PCR, multiplex



ABSTRACT

Introduction: Human papillomavirus (HPV) and Human herpesvirus 1 and 2
(HHV-1 / HHV-2) have similarities to each other, such as the ability to remain latent
and cause recurrent infections. The tests commonly performed for the diagnosis of
these pathogens and considered as gold standard do not present a high sensitivity for
all types of infections. Objective: The objective of this study was to standardize the
multiplex PCR method for the detection of genital HPV infection, HHV 1 and 2. Material
and methods: In order to perform the PCR tests were used the MY09 / MY011 primers
for amplification of the HPV ORF-L1 region, H1P32 / H1IM32 region for the HHV-1 RL-
2 region, and H2M40 / H2P4 for the UL-28 region of HHV- 2. DNA extracted from cell
culture was used as a positive control for HHV-1 and 2, and DNA extracted from
cervico-uterine samples from a biobank for HPV. First, a singleplex PCR was
performed for each virus for subsequent standardization of multiplex PCR, where three
protocols with final volumes of 25 L, 50 yL and 100 yL were used in order to observe
the best simultaneous amplification pattern. Results: After analyzing the amplification
results of the three protocols, we chose the protocol with a final volume of 25 uL, and
performed several tests to optimize the reaction and cycling conditions. Among these
tests, we observed simultaneous amplification of the three viruses by adjusting the
concentration of dNTPs, magnesium chloride, Tag DNA polymerase, and primers. In
addition, the DNA concentration of the controls was adjusted over the tests performed,
where we observed a minimum detection threshold for HHV-1 of 8.4 ng, for HHV-2 of
28.4 ng, and for HPV of 136.8 ng. Conclusion: The standardized technique is able to
detect and distinguish each virus in low amounts of DNA. Our results corroborate with
several studies in the literature that establish a protocol with practical solutions for the
optimization of multiplex PCR, and resolution of the problems commonly encountered.
The application of this protocol in a newly collected cervical-uterine sampling is

essential for the validation of the method.

Keywords: HPV, HHV-1, HHV-2, PCR, multiplex



1. INTRODUCAO

As infecgBes sexualmente transmissiveis (IST) sdo um importante problema de
saude publica no mundo e constituem uma das principais causas de doencas agudas,
doenca inflamatoria pélvica, infertilidade feminina e parto prematuro (WHO, 2019). A
aquisicao dessas infeccfes se da através de relacdes sexuais desprotegidas com o
parceiro infectado. Além disso, também podem ser transmitidas de forma vertical,
durante o parto normal, aleitamento materno e pela via parenteral (BRASIL, 2015;
BELDA et al., 2009)

As IST tém mudltiplas etiologias e apresentacgdes clinicas, e causam impacto na
gualidade de vida das pessoas, nas relacdes pessoais, familiares e sociais. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 1 milhdo de IST séo adquiridas
todos os dias no mundo. Estima-se que mais de 357 milhdes de novas infec¢des
ocorram anualmente (BRASIL, 2015; WHO, 2019).

As taxas de prevaléncia entre adolescentes e adultos jovens s&o mais altas em
mulheres, esta parte da populacéo recebe o diagnostico de IST com mais frequéncia
gue a populagcédo masculina. Dentre os agentes infecciosos mais comuns em mulheres
estdo: Human papillomavirus, Human herpesvirus, Trichomonas vaginalis,
Mycoplasma genitalium, Chlamydia trachomatis, e Neisseria gonorrhoeae (HODGES
e HOLLAND, 2018).

1.1. HERPESVIRUS

1.1.1. Taxonomia

Os Herpesvirus humano 1 e 2 (Human alphaherpesvirus 1, HHV-1 e Human
alphaherpesvirus 2, HHV-2, segundo a nova taxonomia) sdo as espécies virais mais
estudadas, pois causam infeccOes persistentes, latentes e recidivas constantes que
resultam em lesdes originadas no local da infeccéo inicial (ICTV 2018; WHITLEY e
ROIZMAN, 2001).

Sao pertencentes a familia Herpesviridae, juntamente com mais de 130
herpesvirus diferentes descritos até o0 momento. Desses, oito sdo capazes de infectar

humanos, e estao classificados em diferentes subfamilias. Os Herpesvirus humanos



1 e 2 estdo agrupados na subfamilia Alphaherspervirinae, género Simplexvirus
(DAVISON et al., 2008; ICTV, 2018).

Caracteristicamente, os herpesvirus apresentam rapido crescimento em cultura
de células e ciclo replicativo relativamente curto. Especificamente os Herpesvirus
humano séo altamente espécie-especificos, nos seres humanos estes patégenos sao
mantidos vidveis sob o aspecto infectivo, por toda a vida do individuo, através da
habilidade de manter uma infecgdo latente nos ganglios sensoriais. Embora sejam
biologicamente semelhantes, sdo antigenicamente diferentes. (GELLER et al., 2012;
AZAMBUJA, 2004).

1.1.2. Morfologia e organizagdo gendmica

O HHV 1 e 2 apresentam-se como uma particula esférica com um diametro que
varia de 150 nm a 200 nm, envelopada por um envoltorio originado da membrana
nuclear, onde estao inclusas as glicoproteinas virais gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl gL,
gM, e gN. Estas glicoproteinas de superficie estdo envolvidas na resposta de
anticorpos a infeccdo pelo HHV, gerando importantes respostas imunitarias. Além
disso as proteinas gG-1 e gG-2 séo utilizadas em testes sorolégicos para diferenciar
HHV-1 e HHV-2 respectivamente, pois apresentam uma baixa homologia entre si
guando comparadas as outras glicoproteinas (LUPI et al., 2010; LEGOFF et al., 2014).

O capsideo possui formato icosaédrico constituido por 162 capsémeros, que
reveste o DNA de fita dupla disposto na forma linear com tamanho entre 150 e 153
kilo pares de base (KpB), além disso possui uma camada mais externa, formada por
guatro proteinas virais VP5, VP26, VP23 e VP19C, estas juntas, formam a passagem
necessaria para saida do DNA do virus para o exterior (ROIZMAN et al., 2007;
SANTOS et al., 2008). Entre o capsideo e o0 envelope, existe uma regido chamada
tegumento, composto por 26 proteinas que participam de diversas etapas do ciclo de
replicacdo viral (CLEATOR e KLAPPER, 2004; LUPI et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1 —Estruturado Herpesvirus. Fonte: Adaptado de: https://hashimotoshealing.com/the-
herpes-virus-and-hashimotos/.

Na constituicdo do genoma, duas regides unicas conhecidas como regido UL
(long) e regido US (short) estédo presentes, além de distintos elementos de repeticao
denominados RS e RL que flanqueiam respectivamente as sequéncias US e UL em
direcdes opostas. Cada regido do genoma possui sua importancia, a regido UL
codifica diversas proteinas essenciais para a clivagem e empacotamento do DNA,
com destaque para UL-15, UL-33 e UL-28. Alguns elementos de repeticdo, como RL-
1, RL-2 e RS-1, também destacam-se pela sua participacdo na reativacéo viral
(JACOBSON et al., 2006; WATSON et al., 2012)

1.1.3. Manifestacdes clinicas do herpesvirus

Os Herpesvirus humano possuem como locais de infeccéo a pele e membranas
mucosas. O HHV-1 esta relacionado as infeccfes orais, enquanto o HHV-2 esta
associado as infeccfes genitais, porém alguns estudos relatam casos de infeccéo
genital pelo HHV-1 e oral pelo HHV-2 (HADDOW et al., 2006; PENA et al., 2010,
LOWHAGEN et al., 2002).

Apesar do HHV-2 ser o agente responsavel pela maior parte dos casos de
herpes anogenitais, alguns dados sugerem uma mudanga nesse padréo,
principalmente em regides desenvolvidas. Cada vez mais € observado um aumento
nas infeccbes anogenitais causadas pelo HHV-1 em mulheres, homens que fazem

sexo com homens (HSH) e pessoas mais jovens. Esta mudanca pode ser atribuida a



um declinio das infec¢des orais por HHV-1 na infancia, consequentemente gerando
uma populacéo de adolescentes soronegativos, que ao iniciar a vida sexual correm o
risco de adquirir HHV-1 anogenitalmente (DURUKAN et al., 2018; GARLAND et al.,
2014).

Além disso préaticas sexuais como o sexo oral e intercurso vaginal, séo
importantes fatores de risco para aquisicdo do HHV-1 em mulheres jovens
sexualmente ativas, quando comparado com mulheres inativas (CHERPES et al.,
2005).

A transmissdo do HHV-1 ocorre principalmente pela saliva, comumente na
infancia ou adolescéncia, causando lesGes brandas especialmente ao redor dos labios
ou de uma forma mais severa, incluindo a mucosa bucal e gengival, ocasionando
Ulceras na boca, gengivas e lingua (PATEL et al., 2011). Além destas manifestacdes
tipicas, o HHV-1 pode gerar uma complicacéo chamada ceratoconjutivite, derivada da
herpes ocular. Em casos mais graves, pode afetar o sistema nervoso central (SNC)
causando encefalite, e consequentemente, sequelas neurolégicas (PRESCOTT,
2002).

O HHV-2 é transmitido através de relacGes sexuais, onde a regiao ano-genital
€ a principal afetada (COSTELLO et al., 2006). Esse virus forma Ulceras genitais
dolorosas no cervix, vagina, vulva, perineo e regido peniana, que podem ser
acompanhadas por febre, mal estar, uretrite, cistite e adenopatias inguinais
localizadas. Complicagcdes como meningite asséptica e retencao urinaria S&o comuns
em mulheres (BEAUMAN et al., 2005; BROOKS et al., 2014; FATAHZADEH et al.,
2007).

Na infeccdo genital causada por ambos os virus, a apresentacao clinica dos
sintomas é similar, apés o periodo de incubacéo que varia de 4 a 7 dias, é observado
multiplas lesbes nos genitais e/ou na pele adjacente, que podem progredir para
papulas, eritemas, Ulceras dolorosas e com crostas, que apresentam resolucéo de 2
a 3 semanas. No entanto o curso da infeccdo na maioria dos pacientes, €&
assintomatico, sem lesdes visiveis (GROVES, 2016; GNANN e WHITLEY, 2006).

A inoculacgéo inicial acontece em células mucoepiteliais onde se replicam, para
posteriormente, migrar através de nervos sensoriais até os ganglios sensoriais

dorsais. Na primoinfec¢éo, o virus permanece latente nos ganglios sensoriais até que



certos eventos causem uma possivel reativacdo viral (COSTELLO et al., 2006;
ARDUINO e PORTER, 2007). (Figura 2)

Fatores como estresse fisico ou emocional, febre, exposicdo a raios
ultravioleta, dano tecidual e imunossupressao podem ocasionar a recorréncia destes
virus de forma sintomatica ou assintomatica (KOLOKOTRONIS e DOUMAS, 2006;
WHITLEY e ROIZMAN, 2001). Em um estudo onde 90 a 95% da populacéao estudada
apresentou soropositividade, foi relatada recorréncias em 38 a 45% dos individuos
(CLEATOR e KLAPPER, 2004).

Infecgdo Inicial

Infecgdo inicial com transporte retrogrado de HHV pars os ginglios nervosos sensoriais
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Figura 2 — Ciclo da infeccédo pelo herpesvirus. Fonte: Adaptado de Gupta, 2007.

As infeccBes recorrentes sdo frequentes especialmente em individuos
imunodeprimidos, onde o virus se propaga além do ganglio dorsal, resultando em
complicacdes sistémicas. A presenca ou auséncia de anticorpos para esses virus,
também influencia nas recorréncias e na gravidade e duragdo das infeccgdes.

Individuos soronegativos apresentam sinais clinicos mais dolorosos e prolongados na



sua primo-infecc¢ao, do que em infec¢des recorrentes, onde os sintomas tendem a ser
mais discretos (SUZICH e CLIFFE, 2018).

1.1.4. Epidemiologia

Ambos os virus HHV-1 e 2, estdo presentes mundialmente, tanto em paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento, infectando apenas seres
humanos, sem variacdo sazonal. Através da sua capacidade de permanecer latente
em seus hospedeiros, 0os seres humanos infectados representam um importante
reservatério de HHV, com uma alta transmissibilidade a individuos passiveis de
infeccdo (WHITLEY e ROIZMAN, 2001; LUPI et al., 2010).

A organizacao mundial de saude (OMS) estima que mundialmente, 3,7 bilhdes
de pessoas com idade abaixo de 50 anos, estejam infectadas com HHV-1, desta
populacédo, 140 milhdes casos sao de infec¢des genitais. No que diz respeito ao HHV-
2, 417 milhdes de pessoas com idade entre 15 e 49 anos estdo infectadas (WHO,
2017).

A populacdo feminina apresenta uma maior prevaléncia, com
aproximadamente 267 milhdes de mulheres infectadas pelo HHV-2, enquanto que em
torno de 150 milhdes de homens apresentam a infeccdo por HHV-2 (WHO, 2017;
LOOKER et al., 2015a). Essa diferenca entre os géneros, pode ser explicado através
da taxa de infeccdo assintomatica mais alta entre homens do que em mulheres, visto
que o virus continua presente tanto em secre¢fes salivares quanto em secre¢fes
genitais, mesmo na auséncia de lesdes clinicas aparentes, ocasiona-se uma maior
suscetibilidade a infeccdo para pessoas do sexo feminino (CHERPES et al., 2005;
GUPTA et al., 2007; WALD et al., 2000)

No que diz respeito as regides geograficas, ambos os virus HHV-1 e HHV-2
apresentaram uma alta prevaléncia na Africa, com valores de 87% e 32%
respectivamente (LOOKER et al., 2015a; LOOKER et al., 2015b). No Brasil, em 2010
através de um teste tipo-especifico ELISA, foi relatado uma prevaléncia de 67, 2%
para o HHV-1, e de 11, 3% para o HHV-2, com as maiores taxas na regido Norte do
pais (CLEMENS e FARHAT, 2002).

Um estudo envolvendo 261 mulheres sexualmente ativas em Natal, Brasil,
demonstrou uma prevaléncia quatro vezes maior de HHV-1 em infeccfes genitais

guando comparado ao HHV-2 nesta populacao analisada (PEREIRA et al., 2012).



Em infecgbes genitais ambos os virus HHV-1 e 2, podem estar presentes
simultaneamente com outros agentes de IST. Em um estudo que buscou determinar
a prevaléncia de sete patdgenos causadores de IST, em mulheres infectadas pelo
Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1), o HHV-2 foi um dos patégenos mais
comuns, assim como também estava presente no grupo controle de mulheres nao

infectadas em menor frequéncia (SOUZA et al., 2013).

1.1.5. Diagnéstico

O diagnostico da infeccdo pelo HHV é realizado através da associacdo das
caracteristicas clinicas com os exames laboratoriais. O padréo ouro para a deteccao
do HHV, permanece sendo o isolamento/cultivo do virus em cultura de células, onde
€ observado o efeito citopatico causado pelo HHV. Microscopicamente € possivel
observar células aumentadas, refratarias e arredondadas, assim como é visto a
presenca de células epiteliais gigantes multinucleadas com inclusdes intracelulares
(WHITLEY e ROIZMAN, 2001; RATNAM et al., 2007).

Apesar de ser o teste preferencialmente escolhido pelos laboratorios, sua
sensibilidade depende de diversos fatores como: contexto clinico, tipo e local da leséo,
e o transporte da amostra deve ser rapido, resfriado, protegido da luz em meio
adequado, assim como seu armazenamento, sendo assim pode variar de baixa a alta
(LEGOFF et al., 2014).

No caso de infec¢des assintomaticas e recorrentes, ndo se apresenta como um
teste confiavel, dado que o virus esta presente por um curto periodo, sendo eliminado
em baixas concentracfes. Além disso, os resultados demoram a ser disponibilizados
para o paciente, visto que a cultura de células € um método laboroso, com um tempo
minimo de 7 a 10 dias, alguns laboratorios utilizam ainda o método de passagem cega
na auséncia de efeito citopatico, prolongando ainda mais a liberacdo do resultado
(LEGOFF et al., 2014; VARELLA et al., 2005)

A deteccédo de antigenos virais por imunofluorescéncia € um método utilizado
para diagnostico, e também empregado para confirmacao e sorotipagem. Apesar de
possuir a mesma sensibilidade do isolamento/cultivo do virus, apresenta-se como uma
técnica mais rapida, vindo a ser utilizada em locais com limitacdes, e onde as

condicbes de manuseio e transporte da amostra ndo sejam adequadas para o



isolamento viral. Ainda assim apresenta a restricdo da utilidade apenas em pacientes
sintomaticos (LEGOFF et al., 2014)

Testes soroldgicos para HHV baseados na deteccao de anticorpos especificos
para glicoproteinas gG-1 e gG-2 também séo utilizados para diagnéstico. Outros
ensaios sorolégicos, que ndo sao baseados na glicoproteina G, detectam
predominantemente anticorpos comuns, 0 que ocasiona uma baixa sensibilidade, e
até mesmo uma tipagem incorreta. Testes IgM especificos detectam a infecgéo
precoce em pacientes, mas pode ser negativo durante a doenca primaria, jA na
reativacdo da doenca este pode ser positivo, 0 que seria inviavel para a distincdo da
infeccdo primaria de recorrente, limitando assim o uso deste método (RATNAM et al.,
2007; WHITLEY e ROIZMAN, 2001).

Métodos voltados para a biologia molecular, estdo sendo cada vez mais
utilizados nos ultimos dez anos, para detectar e quantificar DNA do HHV. Dentre as
diferentes técnicas encontra-se PCR in house, PCR em tempo real, PCR seguida por
hibridizacdo, além dos kits comerciais (WALD, et al., 2003; ESPY et al., 2000).

O método de PCR permite identificar tanto os virus HHV-1 e HHV-2 sem
distincdo, atraves de iniciadores em comum, assim como identificar especificamente
cada um deles, através de iniciadores e sondas especificas — no caso da PCR em
tempo real. A PCR é atualmente o teste mais sensivel disponivel para deteccéo de
HHV, quando comparado com os citados anteriormente, chegam a ser de 11 a 71%
superior a cultura de virus, além de serem os mais rapidos, como em alguns testes
comerciais que possuem duracdo de apenas 1 hora e 30 minutos (KIM et al., 2011;
WALD et al., 2003; RAMASWAMY et al., 2004; SCOULAR et al., 2002).

Dentre os métodos de biologia molecular, também podemos citar o teste de
amplificacdo de acido nucléico (NAT), ambos detectam infeccBes assintomaticas e
sintomaticas, além de serem indicados para todos os tipos de amostras, até mesmo
aquelas que ja passaram do estagio vesicular, com uma especificidade que chega a
100%. (WALD et al., 2003; COYLE et al., 1999; RATNAM et al., 2007). As Unicas
desvantagens que estes métodos apresentam sdo a necessidade um laboratorio
especializado, a padronizacéo e a validagcéo para todos os tipos de amostras, além do
custo ser relativamente alto, principalmente no caso da PCR em tempo real (LEGOFF
etal., 2014).



1.1.6. Tratamento

Os medicamentos utilizados no tratamento da infecgdo por HHV 1 e 2 auxiliam
na prevencao das erupcdes e no tempo da doenca, no entanto, sem possibilidade de
cura. O tratamento pode ser de modo episédico ou a longo prazo, com intuito de
reduzir o tempo da doenca, o risco de transmissao sexual, e a prevencéo das lesdes
(PENELLO et al., 2010, LUPI et al., 2010; RANG et al., 2016).

O Aciclovir € um analogo de guanosina, inibidor da sintese do DNA viral,
especifico para infeccdo pelas espécies do género Simplexvirus, considerado a
medicagdo padrdo, atua acelerando a melhora e cicatrizagdo das lesdes, e impede
gue outras novas se manifestem. Devido a sua baixa disponibilidade (20%) e meia-
vida curta, exige uma frequente dosagem (EVANS et al., 2013).

Outro medicamento, que apresenta maior disponibilidade e menor frequéncia
posoldgica, € o Valaciclovir, éster L-valina do Aciclovir (pr6-droga), também inibidor
da DNA polimerase, apresenta alta eficacia na reducdo da duracdo de surtos. O
Famciclovir € um analogo de purina, pré-droga do Penciclovir com a melhor
biodisponibilidade e absorcao e uma baixa frequéncia de administracdo. Estes séo os
antivirais mais utilizados, com mecanismo de acdo e eficacia semelhantes no
tratamento da infeccéo primaria, e recorréncias. Possiveis efeitos colaterais em caso
de toxicidade s&@o esperados, como: nauseas, diarreia, cefaleia, dor abdominal e
disfungéo renal (BRADY e BERNSTEIN, 2004; MORFIN e THOUVENOT, 2003).

1.2. PAPILLOMAVIRUS HUMANO

1.2.1. Taxonomia

Os papillomavirus, constituem um grupo de virus que infectam diversos
vertebrados e sdo altamente espécie—especificos. Pertencem a familia
Papillomaviridae, no qual ja foram descritos diversos géneros e espécies, que variam
segundo sua associa¢do com patologias e lesdes clinicas, tropismo celular e risco
oncogénico (ICTV, 2018).

O Papillomavirus humano (HPV) é membro desta familia e, e possui cerca de
200 tipos sequenciados e identificados. Os HPVs identificados como de baixo e alto

risco oncogénico, encontram-se no género Alphapapillomavirus (VAN DOORSLAER
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et al.,, 2018; SMITH et al., 2007). Aqueles que sao considerados de alto risco
oncogénico, estdo frequentemente associados as lesGes precursoras de cancer,
sendo representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,68, 73 e
82. J4 os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108 sao tidos como de
baixo risco, geralmente associados aos condilomas acuminados. Os demais, também

de interesse clinico, estdo agrupados nos géneros Beta e Gammapapillomavirus (DE

VILLIERS et al., 2004; FRAZER et al., 2006) (Quadro 1).

Quadro 1. Relacao entre o tipo de HPV e a doenca associada.

Tropismo

Doenca

Tipo de HPV

Cutaneotrépico
(Baixo Risco)

Verrugas plantares

Verrugas comuns

Verrugas vulgares (planas)

Outras lesdes cutaneas (exs.: cistos
epidérmicos, carcinoma da laringe)

Epidermodisplasia verruciformis

Papilomatose respiratoria reccorente

Papilomas/Carcinomas conjuntivos

Condiloma acuminado (verrugas
genitais)

1,24,63

2,1,3,7,4,10, 26, 27, 28, 29, 41, 57, 65,
77

3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76

6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 82,
73

2,3,10,5,8,9, 12,14, 15, 17, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 50

6,11

6,11, 16

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

Mucotrdépico
(Alto risco)

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)
x N&o especifico

x Baixo risco (NIC I)

X Alto risco

Carcinoma Cérvico-Uterino

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66,
67, 68, 69

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 51, 52,
74

16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45,
33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 66,
68, 70

(Fonte: Adaptado de Souto, 2005)
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1.2.2. Morfologia e organizagdo genémica
O HPV é um virus DNA né&o envelopado com diametro de 52 a 55 nm, com um
capsideo icosaédrico, capaz de infectar pele e mucosas de humanos. Possui o
genoma formado por uma Unica molécula circular de DNA de dupla fita, com cerca de
8.000 pares de bases (pb) e duas regides codificantes principais classificadas em:
regido precoce “E” (do inglés early) e regido “L” (do inglés later), juntas sao
denominadas ORF (open read frames) (Figura 3.) (DOORBAR, 2005).

Proteina do capsideo L1

Histona

DNA genomico

Figura 3 — Estrutura do HPV. Fonte: Adaptado de https://viralzone.expasy.org

Naregido L encontram-se os genes L1 e L2 que codificam as proteinas também
chamadas L1 e L2. Destas proteinas, a L1 € a principal proteina basica e representa
80% das proteinas do capsideo, além de possuir um papel importante na montagem
viral. A proteina L2, conhecida como a menor proteina bésica, juntamente com a L1
auxilia no empacotamento do DNA viral dentro do virion (LETO et al., 2011; BRIANTI
et al., 2010).

Ja naregido E, os diferentes genes classificados de E1 a E8 estéo relacionadas
a transcricao, replicacéo viral e controle do ciclo celular, dentre estes, os genes E6 e
E7 codificam proteinas associadas ao progresso das lesées a malignidade. O
genoma viral ainda possui, a regido reguladora LCR (Long Control Region) ou URR
(Upstream Regulatory Region), responsavel por regular os processos de replicacdo e
transcricao viral (Figura 4) (FEHRMANN e LAIMINS, 2003; SZOSTEK et al., 2006).
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Figura 4 — Representacao esquematica do genoma do HPV. Fonte: Adaptado de Doorbar,
2012.

1.2.3. Manifestacdes clinicas

O inicio da infeccdo pelo HPV ocorre com a entrada de particulas virais na
superficie epitelial, através de microabrasfes ou traumatismos na pele e mucosas.
Esse processo infeccioso pode resultar em lesGes evidentes, como verrugas, ou ndo
(DOORBAR, 2005; PINHEIRO et al., 2013). Desta forma a infeccdo se apresenta de
trés formas diferentes: latente - o diagndstico € realizado apenas por métodos
moleculares, sem sinais clinicos; subclinica — ndo ha sintomas clinicos, porém
métodos citologicos ou histopatoldgicos séo uteis para deteccdo; clinica — presenca
de lesdes visiveis ao exame clinico e sintomas apresentados pelo paciente (PINTO,
2001; RUSSOMANO et al., 2000).

A transmissdo do HPV ocorre através do contato direto ou indireto pele a pele
com o individuo que possui a lesédo, por via sexual, tanto através de penetracdo quanto
por outros tipos de contato genital, e materno-fetal durante o periodo gestacional ou
parto (GAVILLON et al., 2010; QUEIROZ et al., 2007). O periodo de incubacao viral
pode variar de 3 meses para até 18 meses (SILVA et al., 2016).

Os diferentes tipos de HPV estédo agrupados em duas categorias principais, 0s
gue possuem tropismo pelos tecidos epiteliais cutaneos, e 0s que apresentam

tropismo pelo epitélio das membranas mucosas (SANCLEMENT e GILL, 2002). O tipo
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cutdneo se manifesta na populacdo em geral através de verrugas superficiais, ao
infectar principalmente a pele da mao e dos pés (RACZ, 2004). Os tipos mucosos s&o
classificados em subtipos de baixo e alto risco oncogénico, de acordo com o grau de
associacdo ao cancer cérvico-uterino, e também estdo associados aos condilomas
planos e acuminados (MUNOZ et al., 2003; SCHEURER et al., 2005).

A persisténcia ou eliminacdo da infecgéo, assim como a regressao das lesoes,
depende de fatores inerentes ao virus e ao hospedeiro, como a carga viral envolvida,
defeitos no controle da replicacdo do virus, imunossupressao, fatores genéticos e a
presenca de coinfec¢cdes (SCHEURER, et al., 2005; GRAHAM e HERRINGTON,
2000).

1.2.4. Epidemiologia

A infecc&o genital pelo HPV é considerada a mais frequente no mundo todo,
com aproximadamente 291 milh6es de mulheres no mundo apresentado esta infec¢ao
em algum periodo da vida, correspondendo a uma prevaléncia de 10,4% (TORRE et
al., 2017).

E estimado que 50% da populagio com vida sexual ativa entre em contato com
um ou mais tipos de HPV. Dentre a populacdo feminina estima-se que 80% das
mulheres terdo esse contato até os 50 anos de idade, com as maiores taxas
encontradas em mulheres mais jovens e diminuindo com o grupo da meia idade, com
ocorréncia de um segundo pico em torno da quinta e sexta década de vida
(BURCHELL et al., 2006; SANJOSE et al., 2007).

Foi observado uma prevaléncia mundial da infeccdo por HPV em mulheres sem
anomalias cervicais de 11-12% com as maiores taxas observadas na Africa
Subsaariana (24%), seguida pela Europa Oriental (21%) e América Latina (16%).
Quando observado em mulheres com patologia cervical, a prevaléncia atinge cerca
de 90% em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical grau 3 e cancer invasivo
(FORMAN et al., 2012). Os tipos 16 e 18 sao responsaveis por 50-55% dos casos de
lesdes de alto grau, e observado em 70% dos cancer cérvico-uterino no mundo todo
(ICO, 2017).

No Brasil, 0s numeros variam em torno de 21 a 48% na populacdo em geral,

sendo que a partir desta porcentagem inicial, 88,2% das mulheres foram positivas
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para pelo menos um tipo de HPV de alto risco (CARVALHO et al., 2003; FEDRIZZI et
al., 2008; FERNANDES et al., 2009).

Noronha, em 2006, analisou 491 amostras cervicais de mulheres
assintoméaticas para o HPV em que buscaram atendimento em Belém, e constatou
uma prevaléncia da infec¢ao por HPV de 44,1%, no grupo de mulheres com esfregaco
cervical apresentando alteragBes citolégicas, comparado a 8,3% no grupo de
mulheres com citologia dentro dos limites da normalidade (NORONHA et al., 2006).

Em mulheres ribeirinhas do estado do Para, foi observado uma prevaléncia de
16, 4% de HPV, com 8 casos de HPV-16 (2,3%) e 5 casos de HPV-18 (1,4%). Dentre
as 353 mulheres participantes, aproximadamente 70% nunca tinha realizado o exame
preventivo de Papanicolau (DUARTE et al., 2017).

A co-infecgdo com outros agentes sexualmente transmissiveis esta associado
a altas taxas de prevaléncia, assim como ao desenvolvimento de cancer cérvico-
uterino (CASTELLSAGUE et al., 2002). Em um estudo realizado com sete casos-
controle para avaliar a presenca do HHV-2 simultaneamente com o HPV, entre as
mulheres com deteccédo positiva do DNA de HPV, a soropositividade para HHV-2 foi
associada a umrisco aumentado de carcinoma escamoso, adeno ou adeno-escamoso
(SMITH et al., 2002).

1.2.5. Diagndstico

A analise citologica cervical € uma das ferramentas mais utilizadas para o
diagnostico da infeccdo pelo HPV. Este teste empregado como triagem para a
infeccdo pelo HPV e lesbes associadas ao cancer cérvico-uterino, reduziu
significativamente as taxas de morbidade e mortalidade por esta doenca,
principalmente em paises que implementaram a triagem citolégica em grande escala
(EL-ZEIN et al., 2016; JUNG et al., 2004).

O material proveniente da ectocérvice e endocérvice uterina € analisado
microscopicamente em busca de alteracdes celulares benignas, pré-malignas,
malignas, e atipias celulares, posteriormente séo classificados de acordo com
Bethesda (2001), como LSIL (lesao intraepitelial escamosa de baixo grau), HSIL
(leséo intraepitelial escamosa de alto grau), ASC-US (células escamosas atipicas de
significado indeterminado), ASC-H (células escamosas atipicas, ndo é possivel excluir
HSIL), e carcinoma de células escamosas (BRASIL, 2006; DERCHAIN et al, 2005).
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Além desta classificacao, € sugerido por diversos autores, a utilizacdo de critérios
morfoldgicos classicos - como a coilocitose e digueratose — que caracterizam as
lesGes oriundas da infecgéo pelo HPV (IRIE et al., 2001; KANESHIMA et al., 2003;
JORDAO et al., 2003).

Ainda que seja o principal método para diagnostico das lesdes cervicais
relacionadas ao HPV, sua sensibilidade € limitada devido ao numero significativo de
resultados falsos negativos e a variagdo da intepretacdo dos resultados entre
diferentes observadores. Além disso, através da citologia ndo € possivel distinguir
guais alteracdes podem regredir espontaneamente ou progredir ao cancer, e realizar
a tipagem do HPV, o que torna necessario a realizacao de exames complementares
para um diagnostico completo (FARIA et al., 2008; BRINGHENTI et al., 2010;
MARIANI et al., 2017).

A pesquisa por testes moleculares destaca-se como meétodo alternativo, pela
sua alta sensibilidade e possivel identificag&o de tipos virais especificos (GIRIANELLI
etal., 2004; DO CARMO e FIORINI, 2007). A Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)
€ descrita como um teste altamente sensivel e eficaz na identificacdo do DNA viral.
Diversos iniciadores que amplificam fragmentos de tamanhos diferentes podem ser
utilizados, assim como sondas tipo-especificas ou sequenciamento de DNA, o que
auxilia no reconhecimento dos grupos de HPV de alto e baixo risco. Além disso é
possivel identificar diferentes regides do genoma do virus e realizar a quantificacéo
em um Unico ensaio através da PCR em tempo real. (GRADISSIMO e BURK, 2017;
DO CARMO e FIORINI, 2007).

Apesar de apresentarem uma alta sensibilidade, ainda possuem um alto custo
e demanda de tempo e estrutura. Dessa forma, o exame citolégico permanece como
método de rotina, e quando possivel, os testes moleculares sdo aplicadas para o
rastreio de neoplasias cervicais ou das lesGes precursoras desta patologia (BOSCH
et al., 2002; SERMAN, 2002).

1.2.6. Tratamento
As opcdes de tratamento para a infeccdo pelo HPV variam de acordo com as
manifestagdes clinicas do paciente. Deve ser avaliado, o tipo, nUmero e localizagédo
das lesbes, assim como a sua associacdo com a neoplasia cérvico-uterina (FATHI e

TSOUKAS, 2014). H4 uma ampla possibilidades de terapias disponiveis no mercado,
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como tratamentos quimicos (TCA, podofilina), fisicos (crioterapia, laser, eletrocirurgia,
antivirais e/ou imunomoduladores (interferon beta e gama, imiquimod, cidofovir), entre
outros No entanto estes tratamentos possuem a finalidade de controlar as
manifestacbes clinicas da infeccdo pelo HPV, haja visto que ndo € possivel a
eliminacéo definitiva do virus (MARANA et al., 1999; BURD, 2003).

Dessa forma, a criacdo de medidas profilaticas contra o HPV é necesséria para
o controle da disseminacgédo do virus. O desenvolvimento de vacinas, tanto profilatica,
como terapéutica, estd sendo amplamente estudado nas ultimas décadas (MANSI,
2007). Atualmente no Brasil, a vacina quadrivalente recombinante Gardasil®, do
Laboratorio Merck Sharp & Dohme esta disponivel no SUS, sendo indicada para
meninas de 9 a 14 anos e meninos de 11 a 14 anos; pessoas que vivem com HIV; e
pessoas transplantadas na faixa etaria de 9 a 26 anos. A vacina protege contra o HPV
de baixo risco (tipos 6 e 11, que causam verrugas anogenitais) e de alto risco (tipos
16 e 18, que causam cancer de colo uterino) (POERSCHKE DE QUEVEDO et al.,
2016)

1.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA A CO-INFECCAO ENTRE HPV,
HHV-1 E 2

As infeccdes genitais causadas pelo HPV, HHV-1 e 2 estdo intrinsecamente
relacionadas. Esses patdégenos podem ser transmitidos sexualmente, infectam o
mesmo tipo celular, possuem capacidade de permanecer latente, podem causar
infeccBes recorrentes, além do que, as infec¢des orais e genitais por HHV podem ser
fatores predisponentes para a infeccédo pelo HPV. (ZHAO et al., 2012; GUIDRY e
SCOTT; 2017).

Esses fatores em comum aumentam a possibilidade de interac&o entre os virus,
0 que pode influenciar no surgimento de lesBes cervicais, e até mesmo em progressao
neoplasica, uma vez que, a inflamacéo local causada pelo HHV, pode contribuir para
a progresséao da leséo cervical originada pelo HPV (AMORIM et al., 2017; MEYERS
et al., 2003).

A presenca de mais de um desses virus na cérvice, especialmente HHV-2 e
HPV, aumenta o risco de desenvolvimento do céncer cérvico-uterino quando
comparado com mulheres infectadas com apenas um virus (HILDESHEIM et al.,

1991). A deteccédo desta co-infeccdo foi significativamente maior em casos de
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neoplasia intra-epitelial cervical e carcinoma de células escamosas, quando
comparado com tecidos cervicais normais (ZHAO et al., 2012).

O HHV-1 também j& foi associado ao HPV em um estudo que relatou uma
prevaléncia significativamente mais alta na deteccao de HHV-1, quando comparado a
outros patégenos, em amostras cérvico-uterino positivas para HPV de alto risco
(FINAN et al., 2006).

No entanto, os estudos que buscam demonstrar a associacdo entre estes virus,
apresentam resultados conflitantes (LI e WEN, 2017; SHANEHSAZZADEH et al.,
2014; DAHLSTROM et al., 2011; LEHTINEN et al., 2002). Um fato em comum entre
os estudos que ndo apresentam associacdo entre HHV e HPV, € o uso de métodos
sorologicos para a deteccao viral. Estes testes, com algumas excecdes, ndo sao
considerados altamente sensiveis, em particular o ELISA para a glicoproteina G-2 do
HHV (RIBES et al., 2001).

Ainda neste tipo de estudo, alguns autores realizam testes moleculares para a
deteccdo do HPV e testes sorologicos para a deteccao do HHV, o que requer mais
tempo, e torna a metodologia trabalhosa e extensa (SMITH et al., 2002; ZHAO et al.,
2002; AGYEMANG-YEBOAH FRANCIS et al., 2018).

Partindo desse pressuposto, o desenvolvimento de uma metodologia capaz de
diagnosticar simultaneamente os trés patdgenos em amostras cervicais, seria de
extrema importancia, visto que a interacdo entre esses virus transmitidos sexualmente
ja foi descrito na literatura, porém o diagnéstico acontece majoritariamente de forma
individual (AMORIM et al., 2017; PEREZ et al., 2006; SHANEHSAZZADEH et al.,
2014).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica altamente sensivel e
eficaz, cada vez mais utilizada na rotina de laboratérios de diagndstico. Entre as
poucas limitacbes que esse método apresenta, destaca-se o custo elevado, e a
necessidade de padronizacdo de protocolos para os diferentes patdgenos
(BARTLETT e STIRLING. 2003; ELNIFRO et al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Padronizar a metodologia de PCR multiplex para a detec¢éo da infeccéao genital pelo

Papillomavirus humano, e Herpesvirus humano tipo 1 e tipo 2.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma PCR multiplex para a deteccdo da infeccdo genital pelo

Papillomavirus humano, e Herpesvirus humano tipo 1 e tipo 2.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade do método desenvolvido.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo metodoldgico-descritivo, no qual foi empregado a
técnica de PCR multiplex para deteccao simultanea dos Herpesvirus humano 1, 2 e
Papillomavirus humano.

Por se tratar de um estudo metodoldgico, no qual ndo houve coleta de dados e
amostra biolégica proveniente de seres humanos, este estudo dispensa apreciacao

pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

3.2. SELEQAO DOS CONTROLES DE HHV-1, HHV-2 e HPV, E EXTRAQAO
DO ACIDO NUCLEICO.

Para a padronizacdo da metodologia de PCR multiplex, foi utilizado como
controle positivo material proveniente de virus isolados em cultivo celular e amostras
de DNA extraido positivas para os virus em questao.

Para o HHV-1 e 2 foi utilizado DNA extraido de células HEp-2c e RD inoculadas
e caracterizadas molecularmente como positivas, gentiimente cedidas pelo
Laboratério de Enterovirus do Instituto Evandro Chagas (IEC). Para o HPV foi utilizado
DNA extraido de amostras ceérvico-uterinas previamente diagnosticadas através de
biologia molecular como positivas, selecionadas de um biobanco disponivel no
Laboratério de Virologia, ICB, UFPA.

O material genético foi extraido através da metodologia de fenol-cloroférmio e
através do QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Na metodologia de fenol-cloroférmio, a etapa de lise de hemacias nao foi
realizada, e a extracdo comecou diretamente na etapa de lise de leucocitos com
proteinase K. ApdOs a precipitacdo de proteinas, foi realizado a etapa com fenol-
cloroférmio, para posterior visualizacdo do pellet de DNA com o uso de isopropanol
gelado. Posterior a essa etapa o sobrenadante foi descartado, e o tubo com o pellet
de DNA foi lavado com etanol 70%, e apds secagem do mesmo, o DNA foi hidratado
com 50 pL de H20 livre de RNase e DNase e armazenados a -20°C.

A extracdo realizada através do QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) utiliza o
principio da purificacdo de acido nucleico a base de membrana de silica. O protocolo

foi aplicado de acordo com as recomendacdes do fabricante (Qiagen).
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3.3. QUANTIFICAGAO DO DNA GENOMICO EXTRAIDO

A quantificacdo e o grau de pureza do DNA gendmico extraido foram
determinadas por densidade 6ptica no equipamento NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
(Thermo Scientific). A concentragéo de DNA foi dada pela medida da absorbancia no
comprimento de onda de 260nm, em ng/ yL.

Na avaliacdo da pureza, foi determinada a raz&o entre as absorbancias nos
comprimentos de onda 260/280nm e 260/230nm. O valor de referéncia utilizado para
a pureza do DNA é de < 1,8, assim quanto maior a razdo, maior a pureza da amostra.

Aproximadamente 1 uL do DNA extraido foi utilizado, e a leitura foi realizada de

acordo com o protocolo do fabricante.

3.4. ESCOLHA DOS INICIADORES

A padronizacéo inicial da PCR multiplex seguiu os procedimentos propostos
por Henegariu, 1997, onde o primeiro procedimento realizado incluiu a escolha dos
iniciadores utilizados na reacéo conforme apresentado no Quadro 2. Os iniciadores
empregados para deteccdo dos herpesvirus foram descritos previamente por
Markoulatos e colaboradores e os de HPV por Bernard e colaboradores e De Roda-
Husman e colaboradores (BERNARD et al., 1994; DE RODA-HUSMAN et al., 1995;
HENEGARIU et al., 1997; MARKOULATOS et al., 2001; DRUCE et al., 2002).

3.5. ALINHAMENTO DOS INICIADORES

Apbs a escolha dos iniciadores, foi realizado um alinhamento com o auxilio do
programa BLAST (Blast Local Alignment Search Tool) para analisar a existéncia de
possiveis sequéncias semelhantes entre os iniciadores selecionados para o estudo, e

testar a possibilidade de interacdes entre 0s mesmos.

3.6. PCR SINGLEPLEX

As amostras de HHV-1, HHV-2 e HPV utilizadas como controle positivo foram
primeiramente amplificadas individualmente nas condi¢des de reagao e temperatura
especificas a cada uma, para que assim fosse confirmado a detec¢ao positiva de cada
virus, para posterior uso como controle. Foram utilizados protocolos padronizados

para a identificacdo de cada virus, e analisada a condi¢édo de ciclagem e concentragéo
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dos reagentes ideal para todos, para que assim o ensaio de PCR multiplex fosse
realizado.

No protocolo padronizado para HHV-1 e HHV-2, para cada reacao foi utilizado
10 mM de Tris-HCI pH 8.3, 2.0 mM de cloreto de magnésio (MgCly), 0.4 mM de dNTPs,
0.4 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, EUA), 10 pmol de cada iniciador e 100 ng
do DNA extraido em um volume final de 25 pL. Um controle negativo foi utilizado em
todas as reacoes.

No protocolo padronizado para HPV, foi utilizado um volume final de 50 pL
contendo 200 ng de DNA extraido; 0.8mM de dNTPs; 10 pmol de cada iniciador, 2,5
mM de MgCI2; 10 mM de Tris-HCI pH 8.3 e 1 U de Taq polimerase.

As condicbes de amplificacdo para cada fragmento alvo esta descrita no
Quadro 3. Todas as amplificacbes foram realizadas no equipamento Termociclador
Peltier Thermal Cycler (Biocycler, USA). Os resultados foram observados apos a
eletroforese dos produtos amplificadas conforme metodologia descrita no item 3.9.

Quadro 2. Iniciadores empregados na reacédo de PCR multiplex, com seus respectivos alvos,
tamanho do fragmento e sequéncia.

Virus  Iniciadores Regido Tamanho Temperatura Sequéncia do Primer
Alvo do de
Amplicon  Anelamento
(pb)
HHV-1 H1P32 RL-2 143 52°C 5-TGGGACACATGCCTTCTTGG-'3
H1M32 5'-
ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTACCC
-3
HHV-2 H2M40 UL 28 226 45°C 5-GTACAGACCTTCGGAGG'-3'
H2P4 5-CGCTTCATCATGGGC-3
HPV MY09 ORF- 450 56°C 5"-CGTCCMAARGGAWACTGATC-3’
MYO011 L1 5"-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3
GP5+ ORF- 150 56°C 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC- 3
GP6+ L1 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3
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Quadro 3. Condicdes de amplificacdo dos fragmentos alvo.

Sistema Etapal FEtapa2 Etapa3 Etapa4 N° de Etapa
ciclos Final
Etapa 2-4
HHV-1 e HHV-2 95°C 94°C 60°C 72°C 40 ciclos 72°C
(RL 2 e UL 28) 3 min 30 seg 60 seg 30 seg 10 min
HPV 95°C 95°C 56°C 72°C 40 ciclos 72°C
(ORF L1)
5 min 1 min 1 min 1 min 10 min

3.7. PADRONIZAQAO DA PCR MULTIPLEX

Na padronizacédo da PCR multiplex foram trés protocolos, descritos no quadro
4, com diferentes ajustes em cada um deles, para a selecdo do mais adequado
considerando concentracéo de reagentes, condicdo de ciclagem quantidade de DNA
aplicado, e amplificacdo simultanea dos loci escolhidos para este estudo.

Foram testados os volumes finais: 25 L, 50 yL e 100 pL. A quantidade de agua
aplicada na reacao foi variavel de acordo com as modificacdes nas quantidades dos
demais reagentes. A concentracdo final do Tampédo PCR foi proporcionalmente
mantida em todas as reacdes. Em todas as reacgdes, utilizamos reagentes (Tag DNA
Polimerase, Tampé&o PCR e Cloreto de Magnésio) da marca Invitrogen (ThermoFisher

Scientific).

3.8. AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE

A avaliacdo da especificidade da reacéo foi realizada empregando-se controles
positivos dos virus varicela-zoster, Epstein-Barr, citomegalovirus, poliomavirus e
HHV-6, todos sabidamente negativos para HHV-1, HHV-2 e HPV.

A sensibilidade foi avaliada através de um ensaio as cegas de 20 amostras, ou
seja o avaliador do teste ndo possuia o conhecimento do diagndstico prévio das
amostras. As amostras foram divididas da seguinte forma: 5 negativas para todos os
virus, 5 positivas somente para HHV-1, 5 positivas somente para HHV-2 e 5 positivas

somente para HPV. As amostras de DNA positivas para 0s herpesvirus foram



23

provenientes de isolamento em cultura celular, e aquelas positivas para o HPV foram
provenientes do biobanco de amostras cérvico-uterinas.

Os resultados da PCR multiplex, foram comparados com os resultados
individuais de cada amostra, e foram avaliados a detec¢cado do HHV-1, HHV-2 e HPV,

assim como a concentragdo minima e maxima.

Quadro 4. Concentracédo e volume dos reagentes utilizado nos diferentes protocolos.

Protocolo 01  Protocolo 02  Protocolo 03
Reagente Volume (uL) Volume (ul) Volume (pl)
H.O Variavel Variavel 57,7
Tampao PCR 1X 5,0 2,5 10
MgCI2 (50mM) Variavel Variavel 2
Iniciadores 5’ (10 pmol) 1,0 Variavel 2
Iniciadores 3’ (10 pmol) 1,0 Variavel 2
dNTPs (10 mM) Variavel Variavel 8
Tag DNA polimerase 0,3 Variavel 0,3
DNA Variavel Variavel 10
Volume Final 50 25 100

3.9. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DA PCR

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% ou 2,5%. A
corrida foi realizada utilizando tampao TAE 1x, em cuba de eletroforese horizontal a
100 v por 45 minutos. Apos a eletroforese, os géis foram corados em brometo de etidio
a 1ug/mL, e a visualizacéo foi realizada mediante a utilizac&o de transiluminador com
fonte de luz ultravioleta. Os resultados foram registrados em sistema de

fotodocumentacao (Major Science).
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIA(;AO DAS AMOSTRAS DE DNA DE HHV-1, HHV-2 e HPV
Na avaliacdo de cada amostra controle submetidas a PCR de forma individual,
conforme protocolo especifico de cada virus, houve amplificagdo de um Unico
fragmento no tamanho esperado, ou seja 143 pb para HHV-1, 226 pb para HHV-2, e
450 pb para HPV, observando-se bandas de amplificacdo especifica para cada um

destes.

Figura 5. Foto do gel de agarose a 2% com os produtos da PCR individual para cada virus, corado com brometo
de etidio. Legenda: 1 — controle negativo. 2 — HHV-1. 3 — HHV-2. 4 — marcador de peso molecular de 123 pb. 5 —
HPV.

4.2. CONSTRUCAO E OTIMIZACAO DA PCR MULTIPLEX

Apés a validacao da deteccéo dos trés virus na PCR individual, foi iniciada a
etapa de construcdo do protocolo para a PCR multiplex. O protocolo inicial para a
reacdo Multiplex foi realizado com base nas condi¢cdes de reacdo e amplificacao
individual de cada virus. Nesta reacdo foi utilizado tampéo de PCR 1X, 2 mM de
cloreto de magnésio (MgClz, 0,8 mM de dNTPs, 0,03 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen, EUA), 0,2 pmol de cada iniciador e diferentes concentragdes de DNA para
cada virus (Quadro 5) em um volume final de 50 pL. Um controle negativo foi utilizado
em todas as reacdes, assim como um pool de amostras positivas com o DNA extraido
de cada virus: HHV-1, HHV-2 e HPV.
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Quadro 5. Concentracdo de DNA em nanogramas utilizada no protocolo 01.

Concentragéo Concentragédo no pool
individual (ng) (ng)
HHV-1 1459. 6 291.92
HHV-2 162.2 324.4
HPV 1247.2 249.2

As condicOes de amplificacdo utilizadas foram: desnaturacao inicial a 94°C por
5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C a 1 minuto, 56°C a 1 minuto, 72°C a 1 minuto
com extensdo final de 10 minutos a 72°C. Os resultados foram satisfatérios em
relacdo a amplificagdo de HHV-1 e HPV, porém o mesmo néo foi observado no que
diz respeito ao HHV-2, onde foi visualizado a presenca de uma banda inespecifica
(Figura 5).

Figura 5. Foto do gel de agarose a 2% com os produtos de PCR do protocolo 01, corado com brometo de etidio.
Legenda: 1 — controle negativo. 2 — HHV-1. 3 — HHV-2. 4 — marcador de peso molecular de 123 pb. 5 - HPV. 6 —
Pool de amostras HHV-1, HHV-2 E HPV.

Apbs este resultado diversos testes foram realizados para a amplificacdo do
HHV-2, com variacdes na temperatura de anelamento (56°C, 57°C, 54°C, 50°C),
concentragdo de dNTPs (0,2 mM, 0,8 mM cada base), concentracdo de cloreto de
magnésio (1.4 mM e 2 mM) e na concentracdo de DNA utilizado (162.2 ng, 243.3 ng,
324.4 ng). Apesar disso, a amplificacdo manteve-se ineficaz, e por esse motivo optou-

se pela realizagcao de um segundo protocolo.
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Para a realizacdo do protocolo 02, primeiramente foi utilizado tampéao de PCR
1X, 1,4 mM de cloreto de magnésio (MgCl.), 0,4 mM de dNTPs, 0,06 U de Taqg DNA
Polimerase, 0,4 pmol de cada iniciador, em um volume final de 25 pL. Este teste
também foi realizado com o uso de diferentes amostras de DNA, as concentracfes
utilizadas estéo descritas abaixo (Quadro 6).

Quadro 6. Concentracdo de DNA em nanogramas utilizada no protocolo 02.

Concentragéo Concentragéo no pool
individual (ng) (ng)
HHV-1 8.4 8.4
HHV-2 357.4 536.1
HPV 540.6 720.8

As condicOes de amplificacéo utilizadas foram: desnaturacao inicial a 95°C por
3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C a 30 segundos, 60°C a 20 segundos, 72°C a

30 segundos com extensao final de 8 minutos a 72°C.

Neste protocolo, o resultado ndo correspondeu ao esperado. Foi visualizado
uma baixa eficacia na amplificacdo do fragmento correspondente ao HPV, além da
auséncia dos fragmentos correspondentes ao HHV-2 e ao HPV no pool de amostras,

e a presenca de dimeros de primers (Figura 6).

Figura 6. Foto do gel de agarose a 2% com os produtos de PCR do protocolo 02 — teste 01, corado com brometo
de etidio. Legenda: 1 — controle negativo. 2 — HHV-1. 3 — HHV-2. 4. Peso molecular de 123 pb. 5 — HPV. 6 — Pool
de amostras (HHV-1 + HHV-2 + HPV).
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A partir desse resultado, o protocolo 03 com um volume final de 100 uL foi
testado, buscando a melhora na visualizacdo dos produtos amplificados. Na reacéo
foi utilizado: tampao de PCR 1X, 1 mM de cloreto de magnésio (MgCl), 0,2 mM de
dNTPs, 0,03 U de Tag DNA Polimerase, 0,2 pmol de cada iniciador, e diferentes
concentracdo de DNA para cada virus. (Quadro 7). Modificamos as condicdes de
ciclagem para desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C

a 1 minuto, 60°C a 1 minuto, 72°C a 1 minuto com extenséo final de 8 minutos a 72°C.

Quadro 7. Concentracdo de DNA em nanogramas utilizada no protocolo 03.

Concentragéo Concentragédo no pool
individual (ng) (ng)

HHV1 12.6 8.4

HHV?2 536.1 357.4

HPV 901.0 901.0

Neste protocolo apenas a amplificacdo do HHV-1 foi obtida, além da
visualizacdo de bandas inespecificas (Figura 7), com base nisso, a realizacdo de

testes para otimizacdo deste protocolo foram descartados.

Figura 7. Foto do gel de agarose a 2% com os produtos de PCR do protocolo 03, corado com brometo de etidio.
Legenda: 1 — controle negativo. 2 — HHV-1. 3 — HHV-2. 4 — HPV 5 — Pool de amostras (HHV-1 + HHV-2 + HPV) 6
— Peso molecular de 100 pb.
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Apos a analise dos trés protocolos utilizados, o protocolo 02 foi eleito para a
padronizacdo da PCR multiplex. Para otimizar este protocolo, diversos testes foram
realizados com variag@es na concentragdo de dNTPs, cloreto de magnésio, Tag DNA
polimerase, dos iniciadores, e também nas concentracdes de DNA para os trés virus
(Quadro 8 e 9). Além disso, os iniciadores GP5+ e GP6+ especificos para HPV foram
testados, no entanto ndo obtivemos amplificacdo do fragmento corresponde ao HPV
com o uso destes.

Quadro 8. Testes realizados com diferentes variagdes no protocolo 02.

Teste 01 Teste 02 Teste 03 Teste 04 Teste 05 Teste 06
dNTPs (mM) 0,4 0,4 1,0 1,6 1,6 2,0
Cloreto de
Magnésio
1,4 1,4 1,4 1,4 2,0 2,0
(mM)
0,1: HHV-1 0,1: HHV-1 0,1: HHV-1 0,1: HHV-1  0,1: HHV-1
Iniciadores - 0,2: HHV-2 0,2: HHV-2 0,2: HHV-2 0,2: HHV-2 0,2: HHV-2
(pmol) ’ e HPV e HPV e HPV e HPV e HPV
Taq DNA
polimerase
0,06 0,06 0,06 0,06 0,1 0,1

(V)

Legenda: em vermelho — alteracdes realizadas de teste para teste.

Quadro 9. Diferentes concentracdes de DNA testadas no protocolo 02.

Teste 01 Teste 02 Teste 03 Teste 04 Teste 05 Teste 06
HHV1
Concentragéao 16.8 2.1 2.1 1.68 16.8 16.8
Individual (ng)
Concentragéo no 1.4 2.1 2.1 0.42 8.4 8.4
Pool (ng)
HHV2
Concentragédo 28.4 14.2 14.2 14.2 28.4 28.4
Individual (ng)
Concentragéo no 3.55 28.4 28.4 14.2 28.4 28.4
Pool (ng)
HPV
Concentragédo 672.8 348.4 348.4 32.8 136.8 136.8
Individual (ng)
Concentragéo no 224.0 348.4 348.4 32.8 136.8 136.8
Pool (ng)
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Dos testes realizados, os resultados obtidos no teste 05, otimizado a partir do
protocolo 02 foram os mais satisfatérios em relag@o as concentracfes dos reagentes,
onde obtivemos a amplificagéo simultdnea de todos os fragmentos esperados tanto
individualmente quanto no pool de amostras (Figura 8).

Nas condicbes de ciclagem, a temperatura utilizada no protocolo 03
proporcionou o0 melhor resultado. A mudanga na temperatura de anelamento de 60°C
a 20 segundos para 1 minuto, foi essencial para a amplificacdo simultanea. A partir
destes testes, foi possivel a padronizacdo da PCR multiplex para o diagndstico
molecular do HHV-1, HHV-2 e HPV. Os quadros 10 e 11 mostram as condi¢des de

ciclagem e o protocolo final utilizado, respectivamente.

Figura 8. Foto do gel de agarose a 2,5 % com os produtos de PCR do protocolo 02 — teste 06, corado com
brometo de etidio. Legenda: 1 — controle negativo. 2 — HHV-1. 3 — HHV-2. 4 — Peso molecular de 100 pb 5 - HPV
6 — Pool de amostras (HHV-1 + HHV-2 + HPV).

Quadro 10. Condic¢des de amplificagdo dos fragmentos alvo no protocolo padronizado.

Etapal Etapa2 Etapa3 Etapa4 N° de Etapa
ciclos Final

Etapa 2-4
95°C 94°C 60°C 72°C 40 ciclos 72°C

3 min 1 min 1 min 1 min 8 min
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Quadro 11. Protocolo padronizado com os reagentes e concentragdes da PCR multiplex para
deteccéo de Papillomavirus humano e Herpesvirus humano Tipo 1 e 2

Reagentes Volume (pL)
Agua 10.4
Tampao PCR (1X) 2.5
Mg2Cl, (50 mM) 1.0
Primer H1P32 (10pmol) 0.3
Primer HIM32 (10pmol) 0.3
Primer H2P4 (10pmol) 0.5
Primer H2M40 (10pmol) 0.5
Primer MYQ9 (10pmol) 0.5
Primer MY11 (10pmol) 0.5
dNTPs (10mM) 4.0
Tag DNA polimerase 0.5
DNA 4.0
Volume Final 25

4.1. SENSIBILIDADE E ESPECIFICADE DA PCR MULTIPLEX

A fim de observar a especificidade do teste, o protocolo padronizado (Quadro
10) foi aplicado para a deteccdo do genoma de outros virus de DNA: varicela-zoster,
Epstein-Bar, citomegalovirus, poliomavirus e HHV-6. Nao foi observada nenhuma
amplificacdo cruzada para os virus avaliados, o que refor¢ca a especificidade dos
iniciadores e do teste.

No que se refere a sensibilidade, o protocolo foi aplicado, em um estudo cego,
envolvendo 20 amostras cérvico-uterinas. A concordancia entre os resultados do
multiplex e singleplex foi de 85%. Observou-se falha na detec¢cdo do HHV-2 e HPV, o
gue pode ser justificado pela baixa concentracdo do alvo nas amostras analisadas

(inferior a 25ng).
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5. DISCUSSAO

Nos laboratérios de rotina que realizam a detec¢do do HHV, a cultura viral tem
sido o método escolhido como padrdo ouro nos ultimos 20 anos. No entanto, esta
técnica apresenta uma baixa sensibilidade, devido a limitacdo da deteccao em lesdes
recorrentes, e naquelas em processo de cicatrizacdo. Além da inviabilidade de
escolha desse método em situacdes de infeccdes latentes (LEGOFF et al., 2014). Em
um estudo como o objetivo de comparar a o teste de PCR com a cultura viral no
diagnéstico de herpes genital, dos 103 pacientes participantes no estudo, 63 (61,2%)
tiveram um resultado positivo para o HHV através da PCR, enquanto a cultura de virus
foi capaz de detectar o virus em apenas 30 pacientes (29,1%) (SEN et al., 2008).

Desta forma, as técnicas moleculares vem sendo o método de escolha para a
deteccdo de genomas virais na pesquisa laboratorial. Dentre os métodos, a PCR é
amplamente descrita em diversos estudos epidemiologicos e clinicos, especialmente
na deteccao de diversos tipos de HPV em amostras cérvico-uterino (AUGUSTO et al.,
2014; GRADISSIMO e BURK, 2017; FARIA et al., 2008; IKENBERG, 2014)

Na a deteccao do DNA de HHV-1 e 2 em amostras cervicais, a técnica de PCR
também ja foi utilizada, com o objetivo de determinar a prevaléncia do HHV -1 e 2 em
associacdo com o HPV (PEREZ et al., 2006).

Com o intuito de aumentar a capacidade de diagndstico desse teste, foi criada
a PCR multiplex, onde com o uso de mais de um par de iniciadores na reacao, é
possivel a amplificacdo de mais de uma sequéncia alvo. Dessa forma é possivel a
economia do uso e custos de reagentes, tempo de ensaio, além da possibilidade de
utilizar uma amostra com baixo volume (CHAMBERLAIN, et al., 1994).

O uso desta técnica para o diagnostico de HPV, HHV-1 e 2, seria util nos casos
de infeccdes latentes e assintomaticas, ademais caso diagnosticado mais de um
patdgeno, o paciente receberia o tratamento adequado para ambos, limitando a
progressdo para uma possivel neoplasia cérvico-uterina, além do excelente custo
beneficio, sensibilidade e rapidez quando comparada com as técnicas ja utilizadas.

Deste modo, este estudo buscou padronizar a metodologia de PCR tipo
multiplex para a deteccdo simultdnea do HPV, HHV-1 e 2 nesse tipo de amostras. A
PCR em sim apresenta a vantagem de ser mais sensivel que outros métodos
comumente utilizados para o diagnostico desses patdogenos, a multiplex traz a

praticidade da reducéo do numero de testes para a identificacdo dos trés virus, o que
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diminui custo, tempo, além da possibilidade do uso de amostras com volume reduzido.
Para identificacdo de diferentes patégenos no campo das doencas infecciosas, varios
protocolos de PCR multiplex tém sido aplicado com éxito (PHAM et al., 2017; TRUNG
et al., 2018; ALANIO e BRETAGNE, 2016; SETH, 2017; PARK e RICKE. 2014).

A fim de padronizar o protocolo de PCR multiplex desenvolvido neste estudo,
foram escolhidos iniciadores anteriormente descritos individualmente em diversos
estudos. Os iniciadores MY09/11 baseados na regido L1 do HPV s&do os mais
utilizados nos estudos publicados na literatura, considerados como padrédo de
referéncia (BALERIOLA et al., 2008; FONTAINE et al., 2007).

Para amplificacdo do HHV 1 e 2, os iniciadores H1P32/H1M32 e H2M40/H2P4
especificos para os respectivos virus, foram escolhidos. Estes iniciadores possuem
baixa temperatura de anelamento, o que auxilia na otimizagcdo das condi¢cdes de
temperatura da reagdo de multiplex. Seu uso ja foi relatado em uma PCR multiplex
para deteccéo simultanea de varicella zoster virus (VZV), HHV 1 e 2 (MARKOULATOS
et al., 2000).

Seguindo o protocolo estabelecido por Henegariu et al. (1997), o primeiro teste
foi realizado com a finalidade de testar a combinacdo desses iniciadores em nossa
reacdo multiplex, onde no primeiro protocolo realizado todos foram adicionados de
forma equimolar ao mix de reagentes. A partir da visualizagdo dos produtos
amplificados, foi identificado a amplificacéo preferencial da sequéncia alvo de HHV-1
em relacdo as sequéncias de HHV-2 e HPV que mostraram uma amplificacdo
oscilante ao decorrer dos testes, constatando a necessidade de otimizacdo da
concentracdo do conjunto de iniciadores referente ao HHV-1. Quando utilizado uma
concentracdo menor (0.1 pmol) destes iniciadores em relacdo a concentracdo dos
iniciadores de HHV-2 e HPV (0.2 pmol), foram obtidos melhores resultados.

No estudo realizado por Henegariu et al. (1997) é descrito uma amplificacédo
irregular com o uso de concentragdo equimolares dos iniciadores na PCR, como visto
neste estudo, o que determina a necessidade de alteracdo nas propor¢cdes dos
iniciadores na reacdo, de acordo com a intensidade visualizada na amplificacdo de
cada fragmento.

Outro estudo, apresenta dois processos responsaveis pela amplificacdo
preferencial de uma sequéncia alvo em relacdo a outra, onde uma oscilagdo inicial

nas interacdes dos reagentes de PCR, poderia resultar numa concentragcao de DNA
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muito baixa, ou as propriedades e sequéncias flanqueadoras do alvo, poderiam
favorecer uma amplificacédo especifica para apenas uma sequéncia (MARKOULATOS
et al., 2002; MULTER et al., 1995).

Além dos iniciadores, para uma PCR multiplex eficiente, a otimizacdo de outros
componentes da reacao também precisa ser realizada (ELNIFRO et al., 2000). Neste
estudo, para que o protocolo ideal fosse alcancado, diversas modificacbes na
concentracdo de cloreto de magnésio, dNTPs, e da Taq DNA Polimerase foram
realizadas.

A alteracdo no cloreto de magnésio gera um grande impacto na otimizacéo da
PCR, jA que este componente é um cofator para o funcionamento da Tag DNA
polimerase, e também forma complexos com o dNTPs, ou seja um ajuste criterioso
deve ser realizado para que a especificidade da reacdo néo seja prejudicada, e 0
equilibrio entre esses reagentes seja mantido (LORENZ, 2012).

Em nossos testes foi possivel visualizar essa interacdo entre os reagentes,
guando em um ajuste simultdneo nesses componentes, com uma concentragao final
de dNTP’s a 1,6 mM, cloreto de magnésio a 2mM, e Tag DNA polimerase a 0,1
unidade, foi possivel visualizar o melhor resultado.

Outros estudos relacionados a padronizacdo da PCR multiplex, relataram a
necessidade de ajustes desses componentes até que fosse encontrado a
concentracdo ideal para amplificacdo simultinea das sequéncias desejadas.
Markoulatos et al. (2000) realizaram titulagcbes simultaneamente do cloreto de
magnésio e dNTP’s em concentragcfes de 1, 1,25, 1,5e2 mM e 0,4, 0,8 e 1,2 mM,
respectivamente, no desenvolvimento de uma PCR multiplex para deteccéo
simultanea de varicella zoster virus (VZV), HHV 1 e 2 similar ao executado em nosso
estudo.

Na PCR multiplex para a deteccao simultanea de cinco genes de viruléncia em
Enterococcus faecium, executado por Vankerckhoven et al. (2004), foi relatado a
necessidade de aumento da concentracdo de cloreto de magnésio para otimizar a
intensidade dos padrbes de bandas gerados.

Em relacdo a concentragdo de dNTPs, Bai et al. (2010) no seu protocolo de
PCR multiplex para deteccdo de seis principais genes de viruléncia em Escerichia
Coli, visualizou uma amplificagéo uniforme e forte ao utilizar uma maior concentracéo

de dNTPs que a descrita em protocolos de PCR singleplex.
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O mesmo foi observado em referéncia a Taq DNA polimerase. Em uma PCR
multiplex para o gene da distrofina com nove alvos gendmicos, a concentragao de
polimerase Taq DNA polimerase precisou ser aumentada quatro a cinco vezes a mais
do que o necessario na PCR singleplex para o alcance da amplificacéo 6tima de todos
os alvos de interesse (ELNIFRO et al., 2000).

Os estudos descritos acima corroboram com os resultados encontrados neste
estudo apos a devida modificacdo na concentracao final dos reagentes.

Na otimizagcdo das condi¢des de ciclagem, as modificacbes realizadas foram
fundamentalmente na temperatura de anelamento (Ta). A temperatura de anelamento
inicial escolhida (56°C) foi baseada na temperatura de fusdo calculada para cada um
dos iniciadores, porém esta ndo foi efetiva para amplificacdo simultanea dos trés
fragmentos. A partir desse resultado, temperaturas mais baixas e mais altas foram
testadas, com o objetivo de encontrar a temperatura que tornasse a amplificacdo mais
especifica e eficiente.

Zangenberg et al. (1999) descreveu em seu artigo de revisédo, que temperaturas
de anelamento mais altas podem resultar em amplificacdo mais especifica, mas pode
ser observado uma perda de amplificacdo do alvo mais longo e reducédo de forma
geral no rendimento da PCR. Ja em temperaturas de anelamento mais baixas
geralmente € observado um aumento geral na amplificacdo inespecifica, concomitante
ao aumento na amplificacdo alvo especifica. Testes seriados que diferem em Unico
grau podem ser realizados a fim de que se encontre a temperatura de anelamento
ideal.

Neste estudo, foi observado a amplificacdo simultanea dos fragmentos alvo em
uma temperatura de anelamento a 60°C. Temperaturas de anelamento inferiores
resultaram em amplificacdes nao especificas.

Ao analisar diversos experimentos em um estudo de revisdo, Chamberlain et
al. (1994) supde que em uma PCR multiplex, a temperatura de anelamento deve ser
mantida o mais alto possivel, e em um menor nimero de ciclos que permita a facil
deteccédo dos produtos, o que reforca o resultado encontrado neste estudo.

Bai et al. (2010) constatou esse fato ao testar diferentes temperaturas em seu
protocolo de PCR multiplex. O autor conclui que a temperatura de anelamento a 65°C
foi a ideal pois equilibrou a sensibilidade e especificidade. Esta temperatura estava

5°C acima das temperaturas estimadas de anelamento para os iniciadores do seu
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estudo, no entanto as amplificacdes observadas foram uniformes e especificas, o que
demostra que a temperatura de anelamento estimada para os iniciadores pode ser
diferente da temperatura de anelamento 6tima em uma reacéo de PCR real.

As alteracdes descritas acima realizadas neste trabalho, foram baseadas em
diversos estudos que estabelecem um protocolo com solugdes praticas para a
otimizagdo da PCR multiplex, e resolugéo dos problemas comumente encontrados
(HENEGARIU et al., 1997; LORENZ, 2012; ELNIFRO et al., 2000; MARKOULATOS
et al., 2002; EDWARDS e GIBBS, 1994). No entanto, mesmo com a otimizacao dos
reagentes e nas condicbes de temperatura, houve dificuldades com a amplificacao
simultanea das amostras de DNA utilizadas para a padronizacdo da reagdo. Como
controle positivo para HHV-1 e 2, foi utilizado DNA extraido de cultivo celular, porém
0 mesmo néo foi possivel em relagdo ao HPV, onde foi utilizado DNA extraido de
amostras obtidas de um biobanco.

Estas amostras foram selecionadas com a melhor concentracédo e pureza de
DNA ideal os trés virus, todavia as amostras obtidas para este trabalho, possuiam
divergéncias em relacdo a quantificacdo do DNA. No momento da amplificacdo era
notavel a diferenca entre os fragmentos, onde para o HHV-1 e 2 foram observadas
bandas uniformes, especificas e intensas, enquanto que para o HPV era observado
uma amplificacdo com intensidade variavel, muitas vezes nao visivel. Essa limitacao
especificamente da amostra controle obtida do biobanco pode ser explicada devido
ao longo prazo de armazenamento da mesma, o que afetaria a qualidade e integridade
do DNA.

Em seu artigo de revisdo sobre PCR multiplex, Edwards e Gibbs (1994) relatam
gue amostras de DNA degradadas fornecem sinais mais fracos para bandas longas
do que para curtos. Outro fator que pode influenciar na perda de eficiéncia de
amplificacéo, é a presenca de inibidores de PCR nas amostras, que pode ser indicada
pela amplificacdo reduzida de uma sequéncia mesmo que a amostra possua uma
concentracdo abundante, o que possivelmente gerou a amplificacdo variavel do
fragmento correspondente ao HPV neste estudo.

No que diz respeito ao armazenamento, Visvikis et al. (1998), em um artigo de
revisdo discutem a respeito da extracdo e estabilidade do DNA para estudos
epidemiologicos. O autor cita que a recuperacao e a preservacao de amostras de DNA

com uma alta qualidade dependem principalmente da coleta, manipulagdo e
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armazenamento adequados. Mesmo que 0s &cidos nucleicos aparentemente
retenham caracteristicas reconheciveis durante o armazenamento a longo prazo,
pode ocorrer uma degradagéo constante do DNA ao longo do tempo.

Especificamente em relagdo a um biobanco de citologia cérvico-uterina, Arbyn
et al (2011) relata que o armazenamento a longo prazo de DNA/RNA extraido de
amostras cervicais preparadas através de citologia baseada em liquido ainda esta sob
investigacéo. E estabelecido que fatores como como o método de fixac&o utilizado e
o procedimento de extracdo podem afetar a qualidade e a quantidade de &cido
nucléico extraido.

Mediante esta dificuldade, foi realizado a amplificagéo individual de diversas
amostras de DNA proveniente do biobanco, com objetivo de utilizar como controle
positivo para o HPV aquelas que apresentassem uma amplificacao uniforme e intensa,
para que fosse possivel obter um bom rendimento da mesma na PCR multiplex.

Além disso de acordo com a amplificacdo de cada fragmento individualmente
ao longo do teste, foi identificado a necessidade de uma concentracdo de DNA menor
ou maior para cada virus. Os testes iniciaram com uma alta concentracdo de DNA e
a quantidade foi diminuida ao longo das reacdes. A amplificacdo simultanea foi
alcancada com uma concentracdo minima de 16.8 ng para o HHV-1, de 28.4 ng para
o0 HHV-2 e de 136.8 ng para o HPV. Este resultado condiz com o trabalho de
Zangenberg et al. (1999), onde o autor afirma que em experimentos iniciais de
otimizacdo de PCR multiplex, o ideal é utilizar de 10-100 ng de DNA. Quantidades
maiores que esse valor podem ser testadas caso a amostra esteja muito degradada.
Adicionar excessivamente pode levar a um aumento da amplificacdo dependente de
um molde néo especifico, ou gerar uma amplificacédo fraca ou ausente, principalmente
com a presenca de um inibidor da DNA polimerase na amostra extraida.

Com o uso das amostras ideais selecionadas individualmente, foi possivel
observar a amplificacdo simultanea das sequéncias correspondentes ao trés virus de
nosso estudo, de forma evidente, homogénea, e com a devida distingcdo entre os
fragmentos alvo.

A PCR multiplex padronizada neste estudo, € voltada para o diagndéstico das
infeccbes genitais causadas pelo HPV, HHV-1 e 2 em amostras cérvico-uterinas
primariamente recém coletadas. Desta forma, acredita-se que com uma adequada

extracdo de DNA, que forneca uma amostra integra e de qualidade, este protocolo
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ser& capaz de detectar de forma eficiente todos os trés virus. Sendo assim, ainda se
faz necessario o prosseguimento deste estudo para que a PCR seja aplicada e
validada em estudo epidemiol6gico em uma amostragem cérvico-uterinas recém-

coletadas.
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6. CONCLUSAO

A partir da otimizagcdo dos componentes da reacéo, e o uso de amostras de
DNA em concentra¢gfes adequadas, foi desenvolvida uma PCR multiplex capaz de
detectar HPV, HHV-1 e 2 em baixas quantidades de DNA apresentando-se como uma
técnica sensivel e especifica, capaz de classificar e distinguir cada virus
separadamente em uma amplificacdo simultanea. E necessario a aplicagdo deste
método em amostras cérvico-uterinas recém coletadas, para que assim seja realizada

a validacao da técnica.
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