P.PORTO

ESCOLA
SUPERIOR
DE SAUDE
POLITECNICO
DO PORTO

MESTRADO
TECNICAS LABORATORIAIS EM BIOPATOLOGIA

Genotipagem do HPV em doentes
com suspeita de cancro da prostata

Beatriz Monteiro Pinheiro

10/2024



ESCOLA

P.PORTO SUPERIOR

DE SAUDE

® o ones 30ANOS
® o85se ADESCOBRIRO CANCRO

“1pat

nup

Genotipagem do HPV em doentes com suspeita de cancro da prdostata

Autor

Beatriz Monteiro Pinheiro

Orientadores

Prof. Luis Augusto Cirnes Cardoso, Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade
do Porto (Ipatimup); Escola Superior de Satide, Instituto Politécnico do Porto (ESS|P.PORTO)
Prof. Doutora Regina Augusta Alves Pereira da Silva, ESS|P.PORTO

Relatério de Estdgio apresentado para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Técnicas
Laboratoriais em Biopatologia — Area de Especializacdo em
Patologia Molecular pela Escola Superior de Saude do Instituto

Politécnico do Porto.



Agradecimentos

A realizacao deste relatdrio de estdgio de mestrado foi um desafio que s6 se tornou
possivel gracas ao apoio incondicional de varias pessoas, as quais gostaria de expressar o meu
mais profundo e sincero agradecimento.

Em primeiro lugar, quero expressar a minha gratidao a toda a equipa do Ipatimup, em
especial a Jéssica, a Luisa, a Patricia e a Maria Joao pela confianga, apoio e disponibilidade
constante ao longo deste percurso. Agradeco igualmente a Paula, a Tania e a Susete, do
laboratdrio do CCGen, pela simpatia e por toda a ajuda prestada narealizacao das tarefas aolongo
do estdgio, que foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho. Agradeco
profundamente ao meu orientador, Professor Luis Cirnes, e aos meus supervisores, Mestre Ana
Mafalda Rocha e Robertus Mensink pela sua orientacao excecional, pela paciéncia em cada etapa
deste processo, pela amizade e por todo o apoio ao longo do estagio. O vosso compromisso e
dedicacao foram fundamentais para a concretizacao deste trabalho.

Um especial agradecimento & Dra. Carmen Lisboa e a Angela Fernandes pelo
fornecimento dos dados que serviram de base para este estudo, sem 0s quais a sua
concretizacao nao teria sido possivel.

A Professora Regina, manifesto a minha mais sincera gratiddo pelo apoio académico e
pela motivacao que me transmitiu ao longo de todo este percurso.

A minha familia, especialmente o meu namorado, pais e irma, merece um agradecimento
especial, por todo 0 amor, apoio, incentivo e paciéncia que sempre me ofereceram. As minhas
amigas, em particular a Sonia, a Ana e a Marta, o vosso carinho e compreensao foram essenciais
em momentos chave.

Finalmente, nao poderia deixar de agradecer as minhas colegas de curso, especialmente
a Sara e a Raquel. 0 vosso incentivo e apoio continuos foram fundamentais para que eu pudesse
alcancar este objetivo.

A todos, 0 meu mais sincero e profundo agradecimento!



Resumo

O cancro da prdstata (CaP) é um importante problema de sadde publica, sendo em
Portugal o tipo de cancro mais comum nos homens e a segunda principal causa de morte por
cancro. A infecdo persistente e a longo prazo pelo virus do papiloma humano (HPV) de alto risco,
aumenta o risco para desenvolvimento de cancro e alguns estudos associam-na ao
desenvolvimento do CaP. O principal objetivo do presente estudo foi estudar uma possivel
associacao entre infecao pelo HPV e o CaP. Primeiramente foi implementada e validada uma
nova metodologia para a detecao do HPV baseada na reacao em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real com sondas conjugadas com fluorocromos da Mospire©. Posteriormente esta
metodologia foi usada paraa detecao do HPV em 188 amostras de doentes com suspeita de CaP.
Amostras com resultado inconclusivo ou invalido foram submetidas a PCR convencional seguida
de sequenciacao de Sanger. O HPV foi detetado apenas em 15 das 186 amostras (7,4%), sendo
10 (7%) dessas amostras com CaP (n=142) e 5 (11,4%) dessas amostras sem CaP (n=44). Sera
necessario aumentar a amostragem, assim como expandir este estudo para outros tipos de

les6es da prostata para averiguar impacto da infecao por HPV no CaP.

Palavras-chave: Cancro da Prostata, HPV, DNA, PCR em Tempo Real, Diagndstico Molecular



Abstract

Prostate cancer (PCa) is an important public health problem, being in Portugal the most
common type of cancerin men and the second leading cause of death from cancer. Persistent and
long-term infection with the high-risk human papillomavirus (HPV) increases the risk of
developing cancer and some studies associate it with the development of PCa. The main
objective of the present study was to study a possible association between HPV infection and
PCa. Firstly, anew methodology for HPV detection based on real-time polymerase chain reaction
(PCR) with fluorochrome-conjugated probes from Mospire© was implemented and validated.
Subsequently, this methodology was used to detect HPV in 188 samples from patients suspected
of having PCa. Samples with inconclusive or invalid results were subjected to conventional PCR
followed by Sanger sequencing. HPV was detected in only 15 of the 186 samples (7.4%), with 10
(7%) of these samples with PCa (n=142) and 5 (11.4%) of these samples without PCa (n=44). It will
be necessary toincrease sampling, as well as expand this study to other types of prostate lesions

to investigate the impact of HPV infection on PCa.

Keywords: Prostate Cancer, HPV, DNA, Real-Time PCR, Molecular Diagnosis
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1. Introducao

O estdgio curricular realizado no Ipatimup Diagndsticos e na plataforma cientifica de
gendmica do Instituto de Investigacao e Inovacao em Satide (I13S), entre setembro de 2023 e
janeiro de 2024, teve como objetivo a integracao dos conhecimentos adquiridos ao longo do
mestrado em técnicas laboratoriais em biopatologia- ramo de patologia molecular da Escola
Superior de Saude do Instituto Politécnico do Porto, na pratica clinico-laboratorial, assim como o
desenvolvimento e aquisicao de competéncias técnico-laboratoriais e uma melhor compreensao
do funcionamento do ambiente laboratorial.

O Ipatimup Diagndsticos é uma instituicao de referéncia em diagndstico e pesquisa nas
areas de patologia e biomedicina, mais especificamente em oncologia e patologia molecular,
utilizando métodos de diagndstico avangados que contribuem significativamente para a satide
publica e para o avanco do conhecimento cientifico. A plataforma cientifica de gendmica, parte do
I3S, é uma unidade de referéncia que se destaca pela utilizagcao de novas tecnologias avancadas
de sequenciacao de acido desoxirribonucleico (do inglés “Deoxyribonucleic Acid” - DNA) e de
acido ribonucleico (do inglés “Ribonucleic Acid” - RNA) e reacao em cadeia da polimerase (do
inglés “Polymerase Chain Reaction” - PCR) em tempo real, fornecendo orientacdo em
desenvolvimento de protocolos e analise de dados.

Em colaboracao estas instituices formam um ambiente adequado para a pesquisa e
inovacao em saude, nomeadamente o diagndstico de infecdes virais, como da infecao pelo virus
do papiloma humano (do inglés “Human Papillomavirus” - HPV) que é o foco do relatdrio de
estagio. Durante o periodo de estdgio participei em diversas atividades de rotina laboratoriais,
nomeadamente em técnicas de sequenciacao de nova geracao (do inglés “Next-Generation
Sequencing” - NGS), sequenciacao de Sanger e andlise dos dados, PCR em tempo real, PCR
convencional, extracdo automatizada de DNA, eletroforese digital, quantificacdo de DNA/RNA,
purificacdo DNA e andlise de fragmentos (linhagens celulares). A orientacao do professor Luis
Cirnes e o apoio dos supervisores Mestre Ana Mafalda Rocha e Robertus Mensink foram
essenciais para as minhas aprendizagens e para o desenvolvimento profissional e pessoal.

O estagio realizado além de reforcar a minha formacao em patologia molecular, serviu, de
igual forma, de base para o presente relatdrio que se foca na genotipagem do HPV em tecido
prostdtico de pacientes com suspeita de cancro da prdstata (CaP) e explorar uma possivel

associacao entre ainfecao pelo HPV e o desenvolvimento de CaP.



1.1. 0O Virus do Papiloma Humano (HPV)
11.1. Estruturado HPV

O HPV, pertencente a familia Papillomaviridae, apresenta-se sob forma de particula viral
icosaédrica sem invélucro com um diametro entre 52 a 55 nm. O genoma do HPV é circular
(Figura 1) de cadeia dupla com cerca de 8000 pares de bases (do inglés “base pair’- bp) e é
composto por DNA.(1,2) Esta molécula de cadeia dupla circular pode ser dividida em trés regides
de acordo com as funcdes no ciclo de vida viral: regido precoce (E- Early); regido tardia (L- Late);
e regiao longa de controlo (do inglés “Long Control Region’- LCR), também designada de regio
reguladora a montante (do inglés “Upstream Regulatory Region” - URR) ou regido nao codificante
(do inglés “Non Coding Region”- NCR). A regido precoce ocupa mais de 50% do genoma viral e
contém seis quadros de leitura aberta (do inglés “Open Reading Frame”- ORFs), responsaveis
pela codificacao de proteinas envolvidas no ciclo de vida viral (E1, E2, E4, E5, E6 e E7).(3) Aregido
tardia é responsavel por quase 40% de todo o genoma e contém duas ORFs, responsaveis por
codificar as duas proteinas estruturais a L1 e a L2. (4) A LCR, que constitui 10% do genoma,
contém os locais de ligacao de proteinas como E1e E2, além de fatores de transcricao celular (1),
sendo crucial para a replicacao viral.(5-7) As regides sao separadas por locais de poliadenilagao
(6), e embora o genoma viral codifique varias proteinas, apenas E1,E2, L1e L2 saoimprescindiveis

para a replicacao e disseminacao do virus em todos os HPVs conhecidos.(8)
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Figura1-0 genoma do HPV.Mdlecula de DNA
circular de dupla cadeia com
aproximadamente 8000 bp, onde se
encontram as trés regides principais: a regiao
precoce (E - Early), que codifica seis proteinas
virais; a regido tardia (L - Late), que codifica as
proteinas estruturais L1 e L2; e a regido de
controlo longa (LCR), que regula a replicacao e
atranscricao. (Adaptado de:(21))



Atualmente sao conhecidos mais de 200 gendtipos de HPV que estao agrupados em
cinco géneros principais: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapillomavirus e Nupapillomavirus.(7) O gene L1é amplamente utilizado na classificacao dos
HPVs por ser altamente conservado entre os diferentes genétipos. HPVs com mais de 60% de
similaridade na sequéncia de nucledtidos deste gene pertencem ao mesmo género. Dentro de um
género, os que compartilham 60-70% de similaridade sao classificados como damesma espécie.
Um novo gendtipo de HPV, comummente designado por “tipo”, tem entre 71-89% de similaridade
com qualquer outro gendtipo de HPV.(3) HPVs com 90-98% de similaridade sao classificados
como subtipos e aqueles com mais de 98% de similaridade sao classificados como
variantes.(5,10,11) A nomenclatura do virus até ao nivel espécie (ordem, familia, género e espécie)
é regulamentada pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (do inglés “International
Committee on Taxonomy of Viruses” - ICTV). Abaixo desse nivel, a nomenclatura é da
responsabilidade do Centro Internacional de Referéncia do HPV. Para atribuir um nimero a um
novo genotipo, este centro exige a sequenciacao completa do genoma, bem como a clonagem,
para garantir a viabilidade dos clones e confirmar a precisao da sequéncia de DNA antes da sua
atribuicdo.(12,13)

Dos cinco géneros do HPV, quatro (Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapillomavirus e Nupapillomavirus), infetam exclusivamente o epitélio estratificado cutaneo,
enquanto o género Alphapapillomavirus infeta tanto o epitélio estratificado cutaneo como o
mucoso.(14) De acordo com a gravidade das lesdes, 0 HPV pode ser classificado em alto, médio e
baixo risco. Segundo os resultados da investigacao da Agéncia Internacional de Investigacao do
Cancro (do inglés “International Agency for Research on Cancer’- IARC), apenas os do género
Alphapapillomavirus sao classificados com risco (alto, médio e baixo) em relagdao ao
desenvolvimento de cancro: os gendtipos HPV 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58,59 e 68
sao classificados como de altorisco, 0s gendtipos HPV 26,53, 66, 73 e 82 sao classificados como
de médio e os gendtipos HPV 6, 11, 42, 43, 44 e 81 sao classificados como de baixo risco.(8,14)
Dentro dos gendtipos de altorisco, os HPVs 16 e 18 sao considerados os mais importantes devido
asuaforte associacao com o desenvolvimento de cancro do colo do Utero e outros tipos de cancro
anogenital. Os gendtipos de médio risco sao classificados com base na proximidade filogenética
aos gendtipos dos HPVs de alto risco (14), mas ainda ndo esta esclarecido o risco de causar
alguma alteracao maligna na célula. Os gendtipos de baixo risco ndao causam cancro, mas

provocam verrugas genitais ou condilomas acuminados.(8,14,15) Segundo a IARC, foram



identificados pelo menos dois gendtipos de HPV, do género Betapapillomavirus em individuos
com a doenca genética epidermodisplasia verruciforme (EV), que podem ser potencialmente
cancerigenos. Contudo, nao ha evidéncias suficientes para que esses virus sejam classificados

como de alto risco em individuos normais.(14)
1.1.2. Infecao pelo HPV

A infecao pelo HPV é altamente prevalente, existindo cerca de 40 gendtipos de HPV
capazes de infetar a regiao genital. Estd descrito na literatura, que cerca de 80% da populacao
sexualmente ativa contrai uma infecao genital pelo HPV em algum momento da sua vida (1,16),
embora a transmissao nao sexual também seja uma possibilidade.(8) De salientar que a maioria
destas infecoes cervicais pelo HPV é resolvida pelo sistema imunoldgico do hospedeiro em um a
dois anos, sendo, frequentemente, infecdes assintomaticas.(8)

O HPV nao dispde de mecanismos de auto-replicacao e, através da infecao das células
indiferenciadas da camada basal do epitélio escamoso cutaneo ou da mucosa com capacidade
de divisao celular é que este consegue propagar. As camadas do epitélio mais externas, que sao
mais diferenciadas, nao tém capacidade de divisao celular.(7) Para o virus ter acesso a camada
basal, é necessadrio o epitélio apresentar microlesdes, que podem ocorrer durante relacoes
sexuais. Alternativamente, o HPV também consegue penetrar pela juncao escamocolunar
cervical (JEC), presente no colo do ttero (7), onde as células da camada basal estao mais expostas
e nao havendo necessidade de microlesdes para ainfecao ocorrer.(1,6) Ainfecao pelo HPV inicia-
se quando com a ligacao do virus a recetores especificos nas células epiteliais, facilitando a sua
entrada via endocitose.(17) Apds ainternalizacao, o HPV é transportado em endossomas que, ao
se fundirem com lisossomas, criam um ambiente acido que provoca a desagregacao da capsula
proteica (proteina L1). O DNA viral é entdo libertado e transportado para o niicleo da célula pela
proteina L2, que interage com microtubulos durante a mitose, facilitando a entrada do DNA no
nicleo apds a desagregacao do invélucro nuclear.(7,18) Dentro do nicleo, o HPV utiliza a
magquinaria de replicacdo da célula hospedeira para iniciar o seu ciclo de vida(7,19), que se divide
em trés fases principais: estabelecimento, manutencgao e amplificacao (Figura 2) com base no
comportamento do virus em relagao ao ciclo celular da célula hospedeira.

Na fase de estabelecimento, apds a entrada no nicleo da célula hospedeira, ocorre a
transcricao viral e a amplificagao de um numero reduzido de cdpias do genoma viral, mediada

pelas proteinas virais E1e E2.(8) A E1 atua como helicase, desenrolando o DNA, enquanto a E2



recruta as proteinas necessarias para a replicacao, incluindo DNA polimerases.(20) Além disso, a
E2 liga-se a promotores no LCR, inibindo a transcricao das proteinas oncogénicas E6 e E7, o que
ajuda a manter o nimero de cdpias viral baixo e previne alteracdes celulares descontroladas.(21)
No final desta fase, cada célula hospedeira pode conter entre 50 a 100 c6pias do genoma viral.(16)

A fase de manutencao caracteriza-se pela preservacao do nimero de genomas virais,
estabelecendo uma infecao persistente. Nesta fase o virus encontra-se no estado epissomal, ou
seja, o DNA viral permanece separado do DNA do hospedeiro, replicando-se de forma
independente. (7) As proteinas virais sao expressas em niveis muito baixos nas células
indiferenciadas da camada basal, funcionando como um mecanismo de escape a resposta
imune.(22) A expressao das proteinas E6, E7, E1 e E2 é fundamental, uma vez que E1 e E2 sdo
responsaveis por iniciar a replicacao do DNA viral, enquanto E6 e E7 modificam os reguladores
do ciclo celular, garantindo a continuidade e eficiéncia da replicacao viral. A proteina E2, ao ligar-
se ao LCR, inibe a transcricao de E6 e E7, evitando proliferacao descontrolada e promovendo um
estado latente, com um ndmero estavel de cdpias do genoma viral.(21) Durante esta fase
“latente”, 0s genomas virais podem ser mantidos nas células da camada basal durante anos ou
décadas apds a infecao inicial, 0 que pode levar a formacao de lesées pré-malignas.(13,22,23)

A fase de amplificacao marca uma transicao crucial na infecao por HPV, permitindo a
producao intensificada de genomas virais e a formacao de particulas virais.(13) As células
infetadas diferenciam-se e deslocam-se em direcao a superficie do epitélio. Embora as células
diferenciadas normalmente nao consigam sintetizar DNA viral, as proteinas E6 e E7 reativam o
ciclo celular, promovendo a entrada na fase S e a replicacao do genoma viral, com o auxilio das
proteinas de replicacao E1 e E2. As proteinas E4 e E5 desempenham papéis significativos: a E4
contribui para a libertacdo do virus nas camadas epiteliais superiores (24), enquanto a E5 regula
a sinalizacao celular, promovendo a proliferacao induzida pelo recetor do fator de crescimento
epidérmico (do inglés “Epidermal Growth Factor Receptor’- EGFR) e prevenindo a autofagia.(21)
A sinalizacao de EGFR € crucial para a sintese nao programada de DNA e para a progressao do
ciclo celular, indicando que a funcao da E5 pode ser relevante tanto para o ciclo de vida do virus
guanto para a formacao de tumores. (6)

As proteinas E6 e E7 desempenham um papel crucial na modificacao do ambiente celular
facilitando a amplificacdao do genoma viral em células diferenciadas. A proteina E7, por exemplo,
inativa a proteina retinoblastoma (pRB), que regula a transicdo do ciclo celular de G1 para S,

permitindo que as células infetadas avancem no ciclo celular e produzam DNA viral. (24) AE6, por



sua vez, degrada a p53, uma proteina que regula o ciclo celular e a apoptose, levando a uma
proliferacao descontrolada. A alta expressao das proteinas E6 e E7 resulta num aumento
significativo do niimero de cdpias do virus por célula. (22)

O ciclo de vida do HPV finaliza com a expressao das proteinas L1 e L2, essenciais para a
formacao da capside viral. A proteina L2 é recrutada para as regides de replicacao antes da
expressao de L1, o que é crucial para a formacao do virus. A maturacao viral ocorre nas células
superficiais do epitélio, onde o ambiente intracelular muda de redutor para oxidante, facilitando a
libertacao do virus.(25) Esse processo resulta numa capside mais estavel e resistente a digestao
por proteases. (26) A acumulacao da proteina E4, por sua vez, leva a libertacao de particulas virais
na superficie do epitélio. Durante o ciclo de vida do HPV, o DNA viral pode integrar-se no DNA do
hospedeiro, especialmente durante a fase de manutencao. Essa integracao é frequentemente
observada em lesées pré-malignas e malignas. E importante notar que essa integracao nao faz
parte do ciclo de vida do virus, mas representa um "beco sem saida" que pode ter consequéncias

graves para a satide do hospedeiro. (7)
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Figura 2- O ciclo de vida do HPV e as proteinas virais envolvidas em cadafase. 0 HPV infeta as células da camada
basal do epitélio apds microlesdes. Na fase de estabelecimento, o virus entra no nicleo, com E1 atuando como
helicase e E2 regulando a transcricao de E6 e E7. Durante a fase de manutencgao, E2 inibe a expressao de E6 e E7,
evitando a proliferacao descontrolada. Na fase de amplificacdo, as proteinas E6 e E7 reativam o ciclo celular ao
interagir com pRB e p53, promovendo a replicacao viral, enquanto E4 contribui para a libertacao do virus e E5 regula
a sinalizacdo celular. As proteinas L1 e L2 sdo essenciais para a formacao da capside viral. Em algumas situacoes, o
DNA viral pode integrar-se no genoma do hospedeiro, aumentando o risco de cancro. (Adaptado de:(13))



1.1.3. Fatores derisco parainfecao e carcinogénese

Muitos gendtipos de HPV podem ser considerados comensais, mas a infecao persistente
por HPV de alto risco aumenta significativamente o risco de cancro. Aintegracao viral no genoma
do hospedeiro é uma consequéncia critica desta infecao, levando a desregulacao da expressao
das proteinas virais.(6,24) A repressao da expressao da proteina E2 resulta no aumento da
expressao das proteinas E6 e E7, que estao envolvidas em mecanismos que levam a
degradacao/inibicao de proteinas supressoras tumorais, com consequente crescimento celular
descontrolado. Revisao de literatura aponta que as proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco
possuem uma maior afinidade pelos seus alvos celulares comparativamente as expressas em
HPVs de baixo risco, o que explica, em parte, a capacidade dos HPVs de alto risco estarem
envolvidos na carcinogénese.(7)

Alguns estudos (27-29) também demonstraram que a atividade sexual é um fator de
risco parainfecdes por HPV de alto risco. O risco aumenta com a presenca de multiplos parceiros
sexuais ou de um parceiro ter tido muitos parceiros anteriores. Além disso, a atividade sexual
precoce e um histdrico de outras infecoes sexualmente transmissiveis também elevam a
vulnerabilidade a infecao pelo HPV.(30)

Embora o HPV esteja frequentemente associado ao cancro do colo do utero, também é
uma preocupacao significativa para a sadde dos homens.(31) Na realidade um estudo relata uma
maior prevaléncia de infecdes orais e genitais por HPV de alto risco em homens
comparativamente as mulheres.(32) Portanto, medidas preventivas contra infecao pelo HPV,
tanto em homens quanto em mulheres, incluem educagdo sobre praticas sexuais seguras,

adiamento do inicio da atividade sexual e promocao do uso de preservativos.(30)
1.2. Dados epidemioldgicos sobre o cancro

Segundo a Organizacao Mundial de Satide (OMS) e a IARC, o cancro representa uma das
principais causas de morte em todo o mundo, tendo sido responsavel por quase 10 milhdes de
mortes em 2020.(33) Em Portugal, o cancro é a sequnda principal causa de morte, apesar de ter
uma das menores taxas de incidéncia de cancro na Unidao Europeia, ha ainda muito a ser
melhorado.(34) De acordo com dados da GLOBOCAN 2022(Figura 3), o cancro colorretal foi o
mais comum em Portugal, representando 15,2% dos casos diagnosticados, sequido pelo cancro

da mama com 12,9% e o CaP com 10,8%. Estes dados sublinham a necessidade de reforcar as



estratégias de prevencao, diagndstico precoce e tratamento para reduzir a carga desta doenca
na populagao portuguesa.
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Figura 3- Distribuicao da incidéncia de cancro por tipo em Portugal, referente ao ano de
2022. 0 gréfico apresenta a distribuicao dos casos de cancro em Portugal no ano de 2022,
totalizando 69.567 diagndsticos. Os tipos de cancro mais frequentes sao colorretal (15,2%),
mama (12,9%), préstata (10,8%) e pulmao (8,8%). (Fonte:(99))

1.2.1. Incidéncia do cancro da prostata

A prostata é um drgao pertencente ao sistema reprodutor masculino, localizado abaixo
da bexiga, tendo como funcao secretar um liquido essencial para a manutencao e viabilidade dos
espermatozoides.(35)

O CaP é um importante problema de saude publica, pois é a doenca maligna de érgaos
s6lidos mais comum em todo o mundo (36) e a principal causa de morte entre homens num quarto
dos paises do mundo. As diferencas globais na incidéncia e mortalidade do CaP podem estar
associadas a diferencas no diagndstico entre paises, nos tipos de exames imagioldgicos
utilizados e ao acesso a cuidados de satde.(37) Além destes, a predisposicao genética, o estilo de
vida, a idade, a raca e o histdrico familiar também podem contribuir para estas diferencas.(37-
39)

Em Portugal, este tipo de cancro € o mais comum entre 0os homens e a segunda principal
causa de morte, depois do cancro do pulma&o.(40) De acordo com o Registo Oncolégico Nacional,

no ano de 2020, houveram 5776 novos casos de CaP em Portugal e 1945 mortes.(41) Segundo



estimativas da GLOBOCAN(42) , estima-se que em 2040, o niimero de novos casos aumente
para 9040. A prevaléncia tem aumentado devido ao envelhecimento da populacao e a melhoria
das técnicas de diagndstico, como o teste do Antigénio Especifico da Prdstata (PSA), o toque

retal, a ecografia transretal e a bidpsia prostatica.(43)
1.2.2. Patologias prostaticas mais comuns

Globalmente, as doencas da prostata representam uma causa importante de morbidade
e mortalidade em homens adultos podendo ser de natureza benignas ou malignas. (44) As
doencas mais frequentemente encontradas sao a prostatite, a hiperplasia benigna da préstata e
o CaP.(45)

A prostatite refere-se a um grupo heterogéneo de doencas da prdstata que resultam
numa inflamacao da mesma e estd associada a sintomas como aumento da frequéncia urindria,
dores no corpo e, por vezes, febre.(35,46) Pode resultar de infecGes bacterianas, que podem ser
agudas ou cronicas, causadas por agentes patogénicos tipicos do trato urinario, ou por fatores
inflamatdrios nao infeciosos.(46)

A hiperplasia benigna da prdstata refere-se ao crescimento adenomatoso nao maligno
da prdstata, resultando na formacao de nddulos discretos na regiao periuretral. Este aumento de
tamanho, muitas vezes associado ao envelhecimento, pode comprimir a uretra, resultando em
sintomas urindrios, como sensacao de esvaziamento incompleto da bexiga, aumento da
frequéncia urindria e fluxo de urina fraco.(47)

0 CaP surge maioritariamente na zona periférica da prostata, sendo na maioria dos casos
assintomatico e de crescimento lento.(45) A maior parte dos CaP sao adenocarcinomas
principalmente de origem acinar, que apresentam um melhor progndstico comparativamente aos
de origem ductal.(48)

A neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) é considerada uma lesdo precursora do
adenocarcinoma, representando o crescimento anormal de células epiteliais dentro de ductos ou
acinos pré-existentes. Embora outras lesdes prostaticas possam estar associadas a formacao
de carcinomas, a PIN é a mais fortemente associada ao desenvolvimento de
adenocarcinomas.(49)

Nos dltimos anos, alguns estudos (50,51) identificaram microorganismos patogénicos,
incluindo virus e bactérias, em tecidos prostaticos, sugerindo que infe¢es cronicas podem

desempenhar um papel no desenvolvimento do CaP. Microrganismos como Escherichia coli e



Pseudomonas, comuns no trato urinario, podem infetar a prdstata, especialmente quando o
sistema imunoldgico estda enfraquecido ou quando hd lesdes no trato urindrio. Bactérias
transmitidas sexualmente, como Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Trichomonas
vaginalis, também foram associadas a inflamacdes prostaticas.(51)

Quanto a relacao entre o HPV e o CaP, os estudos existentes apresentam resultados
contraditdrios. Estudos mais recentes (39,53) sugerem uma associacao positiva entre a infecao
por HPV e o risco de desenvolvimento do CaP, enquanto outros (17,54) ndo encontram uma
correlacao clara. Serao necessarios mais estudos para esclarecer o papel do HPV no

desenvolvimento do CaP.
1.3. Maétodos moleculares para a detecao do HPV

Existem varios métodos moleculares para a detecao de DNA viralem amostras de bidpsia
e citologia em meio liquido, cada um com especificidades e sensibilidades distintas. Entre os mais
utilizados estao a PCR e os ensaios baseados em captura hibrida, que variam em precisao e
aplicabilidade clinica. Nos ultimos anos, mais de 100 testes para a detecao do HPV foram
desenvolvidos, variando nao apenas na quantidade de gendtipos detetados, mas também nos

principios dos métodos e sua aplicacao clinica. (55)
1.3.1. Captura Hibrida

O método de captura hibrida consiste na detecao de uma dada sequéncia especifica da
molécula de DNA do HPV através da sua hibridacao com uma sonda de RNA complementar,
havendo a formacao de moléculas hibridas DNA-RNA. A detecao destas moléculas hibridas é
efetuada através da transferéncia das amostras contendo estes hibridos para uma microplaca,
onde cada poco é revestido com anticorpos dirigidos especificamente a essas moléculas hibridas.
Esses anticorpos sao conjugados com a enzima fosfatase alcalina, que, apds adicao do substrato,
gera um produto final que emite luz, sendo a intensidade do sinal proporcional a quantidade de
DNA alvo presente na amostra. (56)

Embora o método de captura hibrida seja eficaz para a detecao de HPV, esta metodologia
nao é adequada para a genotipagem especifica do virus, ou seja, nao permite identificar quais

gendtipos de HPV presentes.
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1.3.2. PCR

A PCR é um método chave da biologia molecular, que permite a amplificacao de uma dada
sequéncia de DNA oude DNA complementar e € um método amplamente utilizado para a detecao
do HPV. A amplificacao é efetuada através de uma enzima, a Taq DNA polimerase, proveniente
da bactéria termofilica Thermus aquaticus, que resiste a altas temperaturas, como a que é
utilizada para a desnaturacao do DNA.(57) O processo da PCR envolve trés etapas principais: a
desnaturacao; emparelhamento e extensao.

A desnaturacao da molécula de DNA ocorre a temperaturas entre 94°C e 96°C, onde as
ligacdes de hidrogénio entre as bases de DNA se rompem, causando a separacao da cadeia dupla
de DNA em duas cadeias simples.

O emparelhamento corresponde a ligacao de oligonucledtidos, os primers, por
complementaridade a sequéncias especificas do DNA alvo; para tal a temperatura é reduzida
para cerca de 55°C.

A extensao é a etapa em que ocorre a sintese de novas cadeias de DNA a partir de cadeia
de DNA molde pela DNA polimerase que tem uma atividade 6tima aos 72°C.

Este ciclo desnaturacao, emparelhamento e extensao, é repetido vdrias vezes, resultando
numa amplificacdo exponencial do DNA alvo.(56,57)

A detecao do HPV por meio da PCR é amplamente reconhecida pela sua elevada
sensibilidade e especificidade, embora enfrente algumas limitacdes. Essas limitacoes podem ser
divididas em diferentes categorias: técnicas, como o tamanho do fragmento amplificado e a
escolha dos primers; diversidade viral, onde a presenca de multiplos gendtipos pode favorecer a
amplificacdao de um gendtipo dominante, dificultando a detecao de outros; reagentes e
enzimaticos, incluindo a competicao entre primers e a eficiéncia da polimerase; e sensibilidade,
uma vez que a PCR pode detetar quantidades muito baixas do virus que nao tém relevancia
clinica.(57). Isso implica que os laboratdrios necessitam de estabelecer um limite de detecao que
represente um resultado clinicamente significativo.(56) Apesar dessas limitacdes, a PCR é
vantajosa para amostras com baixa quantidade de DNA, permitindo a analise de amostras que
seriam inadequadas para outras técnicas. Para superar essas limitacdes, muitas vezes sao
necessarias abordagens complementares, como sequenciacao ou PCR especifica para genétipos
individuais.(58)

Na PCR, podem ser utilizados primers especificos, que amplificam apenas um gendtipo

de HPV, ou primers de consenso (como os primers GP5/GP6), que reconhecem uma regiao
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conservada entre diversos gendtipos, como a regiao L1.(58) O uso de primers especificos pode
ser menos eficiente, pois exige multiplas reacdes para uma tinica amostra, aumentando o tempo
e o custo do processo. Por outro lado, os primers de consenso sao mais praticos e eficazes em
identificar a presenca de diferentes gendtipos numa tnica reacao. No final do processo da PCR, o
produto amplificado pode ser analisado de varias formas, incluindo a eletroforese em gel de

agarose, permitindo a visualizacao e a comparacao do tamanho do DNA amplificado. (56)
1.3.3. PCR-RFLP

A técnica de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao (do inglés
“Restriction Fragment Length Polymorphism”- RFLP) envolve a digestao do produto amplificado
com enzimas de restricao especificas, resultando em fragmentos de DNA de varios
comprimentos, que sao separados através de uma eletroforese em gel de agarose e visualizados.

Embora a RFLP seja uma técnica relativamente simples e ndo exija equipamentos
sofisticados, o que a torna acessivel a instituicdes com recursos financeiros limitados, apresenta
algumas limitacoes, sendo uma delas a complexidade na interpretacao dos resultados, uma vez
que a digestao pode gerar varios fragmentos, tornando a analise mais dificil. Essa caracteristica
pode dificultar a identificacao clara dos gendtipos ou a andlise de variantes especificas. (58,59)

Além disso, a RFLP é mais adequada para dete¢6es de variantes genéticas em amostras
onde a informacao sobre a sequéncia de nucledtidos é conhecida, nao sendo muito eficaz nos
casos em que ha grande diversidade genética ou em populacoes altamente heterogéneas. Em
suma, enquanto o RFLP oferece uma abordagem pratica e de baixo custo para a detecao de
polimorfismos, a sua limitacao na interpretacao de dados e a producao de multiplos fragmentos

devem ser consideradas. (62,63)
1.3.4. PCR em temporeal

A técnica de PCR em tempo real é uma abordagem avancada para a detecao e
quantificacao de DNA, utilizando sondas marcadas com fluorocromos que podem ser especificas
ou nao especificas para o alvo. As sondas especificas, como as TagMan, emitem fluorescéncia ao
se ligarem a sequéncias de DNA amplificado durante a PCR, permitindo a quantificacdo precisa
do DNA alvo. Neste método, a polimerase degrada a sonda durante a amplificacao, o que resulta
nalibertacao de um grupo fluorescente que aumenta a fluorescéncia detetada. Em contrapartida,

os corantes nao especificos, como o SYBR Green, ligam-se a qualquer DNA de cadeia dupla,
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gerando fluorescéncia proporcional a quantidade total de DNA presente. Apesar de serem mais
simples e econdmicos, 0s corantes nao especificos podem comprometer a especificidade da
detecao, uma vez que a fluorescéncia pode resultar de produtos indesejados ou
contaminantes.(60)

Uma das principais vantagens da PCR em tempo real é a capacidade de monitorizar a
amplificacao do DNA em tempo real, refletida na variacao da intensidade da fluorescéncia ao
longo dos ciclos de amplificacao. A variacao da intensidade da fluorescéncia ao longo dos ciclos
de amplificagao fornece uma curva de amplificacao, que é crucial para a quantificacao relativa da
carga viral. O ponto em que a curva de amplificacdo cruza alinha de limite de detecao (threshold)
é conhecido como ciclo limite (do inglés “cycle threshold” - Ct). Um valor de Ct menor indica uma
maior carga viral, significando que o virus foi detetado num momento mais precoce do processo
de amplificacdo. Essa relacao entre a carga viral e o valor de Ct é fundamental na interpretacao
de resultados de testes de diagndstico, permitindo uma quantificacao relativa da presenca viral
na amostra.(57)

Além da sua sensibilidade e especificidade, a PCR em tempo real, é uma ferramenta de
diagndstico rapida e reprodutivel, com um risco relativamente baixo de contaminacao cruzada, o
que a torna ideal para aplicacoes clinicas e para a investigacao. Esta técnica permite a detecao
simultanea de multiplos gendtipos de HPV, como HPV 16 e HPV 18, através do uso de sondas
fluorescentes especificas para cada gendtipo. Ao incluir estas sondas na reacao, cada uma emite
um sinal fluorescente distinto, permitindo a monitorizacao da amplificacao de cada genétipo em
tempo real. Assim, é possivel identificar os diferentes gendtipos presentes na amostra,

aumentando a eficiéncia da genotipagem e a monitorizagao das infe¢des virais.(55,59)
1.3.5. Sequenciacao de Sanger

A sequenciacao de Sanger é uma técnica usada para identificar a sequéncia de
nucledtidos de um fragmento de DNA, funcionando como uma espécie de "leitura” do cddigo
genético. O processo envolve a sintese de uma molécula de DNA, onde sao usados nucleétidos
normais (desoxirribonucledtidos trifosfato- do inglés “deoxynucleotides triphosphate”- dNTPs)
e nucledtidos modificados chamados didesoxirribonucleétidos trifosfato (do inglés
“dideoxynucleotides triphosphate”- ddNTPs). Estes Ultimos atuam como bloqueadores da

sintese, pois quando sao incorporados a nova cadeia de DNA, impedem a continuacao do
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processo. Cada ddNTP é marcado com um fluorocromo diferente, podendo desta forma
discriminar as diferentes bases do DNA (A, T, C, G).(61).

Durante o processo de sintese da nova molécula de DNA, a partir da molécula molde, a
sintese é interrompida quando um desses ddNTPs marcados é adicionado. Nesta metodologia
sao gerados fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, cada um terminando com um
nucledtido marcado, que sao separados por eletroforese capilar, uma técnica automatizada onde
os fragmentos de DNA migram através de um capilar fino. Um laser deteta a fluorescéncia
emitida pelos ddNTPs que é traduzida num grdfico chamado eletroferograma, que representa a
sequéncia de nucledtidos pelo tamanho dos fragmentos. As sequéncias de DNA geradas podem
ser comparadas com bases de dados como o GenBank através do software BLAST, sendo essa
uma técnica util para a andlise clinica de rotina, nomeadamente para aidentificacao de mutacoes
genéticas ou gendtipos especificos de virus.(61)

A sequenciacao de Sanger apresenta a vantagem de ser uma técnica muito robusta,
capaz de identificar com precisao mutacdes pontuais e pequenas insercoes ou delecées em
amostras de DNA. Uma das limitagdes desta metodologia ocorre quando hd multiplos gendtipos
presentes naamostra, como no caso de infecdes por vdrios gendtipos de HPV. Nessas situacoes,
o eletroferograma pode exibir picos sobrepostos, o que dificulta a identificacao clara das
sequéncias de DNA, tornando a interpretacao mais trabalhosa e complexa. Assim, apesar de ser
uma técnica fidedigna e amplamente utilizada, requer analises detalhadas em amostras

geneticamente heterogéneas, o que pode limitar a sua aplicabilidade em certos contextos.(62)
1.3.6. NGS

A NGS é uma metodologia relativamente recente sendo uma metodologia avancada para
a genotipagem do HPV, oferecendo diversas vantagens em relacao aos métodos tradicionais.
Uma das principais vantagens é a capacidade de analisar simultaneamente vdrias amostras de
uma so vez o que aumenta a eficiéncia do processo. Além disso, a NGS é altamente precisa,
conseguindo identificar infe¢6es multiplas e detetar novas variantes e gendtipos de HPV com
grande sensibilidade.(63)

O principio da metodologia NGS envolve a fragmentacao do DNA ou RNA em pequenas
sequéncias que sao, em seguida, amplificadas e sequenciadas repetidamente. Dependendo do

objetivo, pode-se optar por sequenciar o genoma completo do HPV ou focar a sequenciagao em
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areas especificas, como genes relevantes para a infecao viral ou mutacdes importantes.(64,65)
Essa flexibilidade é uma das grandes vantagens da NGS.

O processo completo da NGS inclui vdrias etapas: identificacao da amostra; extracao dos
acidos nucleicos; preparacao da biblioteca (onde os fragmentos de DNA sao preparados para
sequenciacao); sequenciacao propriamente dita; e a analise bioinformdtica, que organiza e
interpreta os dados gerados.(66) A andlise bioinformatica é crucial, pois permite identificar e
caracterizar os genétipos do HPV com base nas sequéncias obtidas.

Embora a NGS ofereca uma melhoria significativa na precisao do diagndstico do HPV, a
sua pratica ainda nao esta amplamente disponivel em laboratdrios clinicos de rotina. Isso deve-
se, em grande parte, a falta de padronizacao emrelacao as diretrizes de qualidade e ao alto custo
associado atecnologia, o que limita a sua aplicacao, especialmente em paises ou populacées com
menos recursos.(66) No entanto, a NGS poderia, no futuro, revolucionar o diagndstico do HPV,
uma vez que oferece uma capacidade de detecao muito mais sensivel do virus, incluindo
variantes que podem ser descuradas por outros métodos.

Atualmente, nao ha uma técnica molecular considerada "ideal” para a dete¢ao do HPV.
Cada método tem vantagens e limita¢oes, variando em sensibilidade, custo e complexidade. O
futuro das técnicas de diagndstico molecular do HPV depende da evolugcao de métodos que
sejam simultaneamente rdpidos, automatizados e de baixo custo, de modo a serem acessiveis a
populacdes e regides com menos recursos.(59) Este avanco seria crucial para aumentar a
eficiéncia do diagndstico do HPV, promovendo um rastreio mais preciso e abrangente em escala

global.
1.4. Objetivos

O presente estudo tem como objetivos:
e Implementar e validar um novo kit para detecao do HPV, baseado em PCR em tempo real
e com utilizacao de sondas conjugadas com fluorocromos da Mospire®;
e Pesquisar ainfecao pelo HPV em tecido prostatico de individuos com suspeita clinica de
CaP;

e Averiguar a existéncia de associacao entre a infecao por HPV e o CaP.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Amostras

No presente estudo foram utilizadas 32 amostras de DNA resultantes da rotina
laboratorial do Ipatimup Diagndsticos, para otimizar e validar um novo kit de amplificacao de DNA
do HPV. Estas amostras e os seus dados foram tratados de acordo com os procedimentos
regulatdrios internos, e sao provenientes de citologias em meio liquido (n=23) e de tecido fixado
em formol a 10 % tamponado e incluido em parafina (do inglés “Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded” - FFPE) (n=9). A validacao do novo kit foi efetuada pela comparacao dos resultados
obtidos por este kit com os resultados previamente obtidos para estas amostras pelo método
CLART®HPV 4, sendo calculada a taxa de concordancia entre os dois métodos. Para alcancar os
outros dois objetivos, pesquisar a infecao pelo HPV em tecido prostdtico de individuos com
suspeita clinica de CaP e averiguar possivel associacao entre infecao do HPV e CaP, foram
utilizadas 188 amostras de DNA extraido de tecido prostatico congelado proveniente de bidpsias
de préstata de doentes com suspeita de CaP do Centro Hospitalar Universitario Sao Joao (CHUS)),

aprovado pela comissao de ética do mesmo hospital.(67)
2.2. Extracaode DNA

A extracao do DNA das amostras utilizadas para aimplementacao e validacao do novo kit
foi efetuada pelo método de extragcao automatico Maxwell® - RSC DNA FFPE Kit que se baseia
na digestao enzimatica das proteinas presentes nas amostras e na utilizacao de particulas
magnéticas para capturar e purificar o DNA.(68) Este é o método mais adequado para a extracao
de DNA a partir de tecido FFPE, onde a automatizacao é importante para lidar com a degradacao
do DNA neste tipo de amostras.

A extracao do DNA do tecido prostatico congelado foi efetuada pelo método de extracao
manual, utilizando o kit QlAamp DNA Micro (Qiagen). Este kit utiliza colunas de silica para a
purificacao do DNA. Assim, apds a lise celular, a amostra é deitada numa coluna de silica onde o
DNA, presente na amostra, se liga @ membrana de silica; através de lavagens sucessivas com
uma solucdo tampao, sao removidas as impurezas da amostra.(69) Este é um método de

extracao ideal para amostras de tecidos frescos ou congelados com pouca quantidade de DNA.
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2.3. Quantificacao e avaliacao da qualidade de DNA

A avaliacao da qualidade e a quantificacao do DNA extraido das diferentes amostras
foram efetuadas por espectrofotometria. A partir do valor da absorvancia de uma dada amostra
damedidaao comprimento de onda de 260 nm (A260) é possivel calcular aconcentracao de DNA
presente na amostra. A leitura de absorvancia aos comprimentos de onda 230 nm (A230), 260
nm (A260) e 280 nm (A280) permite calcular os rdcios A260/A280 e A260/A230 que ajudam
a avaliar a pureza da amostra. Um racio A260/A280 préximo de 1,8 indica que o DNA é
relativamente puro, enquanto um racio A260/A230 entre 2,0 e 2,2 sugere uma amostra livre de
contaminantes. Desvios desses valores indicam uma possivel contaminagao da amostra por sais,
solventes ou outras substancias que podem eventualmente interferir com métodos usados para
o estudo do DNA, como a PCR. (70) Eimportante destacar que a espectrofotometria pode nao ser
precisa em amostras com quantidades muito baixas de DNA viral, uma vez que a sua
sensibilidade é limitada e a presenca de contaminantes pode interferir nas medicoes. Por isso, é
aconselhavel utilizar métodos alternativos, como a PCR em tempo real, que oferece uma
sensibilidade e especificidade significativamente superiores, permitindo a quantificacao precisa
de DNA, mesmo em niveis reduzidos, e minimizando a interferéncia de contaminantes. (71)

As leituras espectrofotométricas das amostras utilizadas para a implementacao e
validacao do novo kit foram efetuadas no espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington) que requer um volume minimo de amostra, entre 0.5 a 2 L, e abrange um
espectro de leituras entre 0s 190 a 840 nm, com um limite de detecdo de DNA de 2 ng/pL.(72) As
leituras espectrofotométricas das amostras de DNA proveniente do tecido prostatico congelado,
foram efetuadas no espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher) que requer um
volume minimo de amostra de 1L, e tem espetro de leitura mais limitado, entre 220 nm e 0s 750
nm, apresentando o mesmo limite de detecdo de DNA que o NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher).
(73)

Quando a concentracao de DNA numa amostra é inferior a 50 ng/uL, os valores dos
racios A260/A280 e A260/A230 nao devem ser considerados confidveis para avaliar a pureza
do DNA. Isto deve-se ao facto de, em concentracoes tao baixas, a precisao das medicdes pode
ser afetada por ruidos de fundo e limitagdes do equipamento utilizado.(74) Como a maioria das
amostras analisadas neste estudo (94%) apresentaram concentracdes de DNA abaixo desse
limite, os racios de absorvancia nao foram considerados, a fim de evitar interpretacoes erradas

sobre a avaliacao da pureza das amostras.
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2.4. Detecao do DNA do HPV por PCR em tempo real

A detecaodo DNA de HPV foi efetuada segundo as instru¢des do novo kit de amplificagao
de DNA do HPV, baseado em PCR em tempo real com sondas conjugadas com fluorocromos da
Mospire®. Este kit permite a detecao qualitativa de DNA de 24 genétipos do HPV em amostras
de citologiaem meio liquido e tecido FFPE. Os primers e as sondas conjugadas com fluorocromos
TagMan deste kit sao desenhados especificamente para os locais E6/E7 do genoma do HPV. As
sondas sao marcadas com fluorocromos distintos: o FAM (6-carboxyfluorescein), que emite luz
naregiao verde, o VIC (2'-chloro-7"-phenyl-14-dichloro-6-carboxyfluorescein), que emite luz na
regiao verde-amarela e o ROX (6-carboxy-x-rhodamine), que emite luz na regido do vermelho.
Os primers e a sonda do controlo interno deste kit sao desenhados a partir de sequéncias do gene
humano ApoB (HAPB) e a sonda é marcada com o fluorocromo Cy5 (Invitrogen Cyanine5), que
emite luz naregiao vermelho brilhante.

O kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire® contém varios reagentes que
permitem uma detecao eficiente de diferentes gendtipos de HPV. Esses reagentes ja se
encontram nos pocos onde ocorrem as reacoes de amplificacao. Assim, cada kit contém 24 tiras,
cadauma com 8 pocos e em cada poco estd presente uma mistura de dNTPs, magnésio, primers
e sondas especificas para diferentes gendtipos de HPV (Tabela 1) e para o gene humano HAPB, a
enzima Uracil-DNA glicosilase (do inglés “Uracil-DNA Glycosylase”- UDG) que tem como fungao
remover uracilos incorretamente incorporados no DNA, prevenindo mutacoes e garantindo a

estabilidade genética e a enzima Taq DNA polimerase.

Tabela 1- Genétipos de HPV identificados em cada poco de uma dada tira
presente no kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire ®

Poco Genétipos de HPV detetados
1 16,18 e 31
33,35e39
45,51e52
56,58 e59
68,26e53
66,73e82
6,11e 42
434481

0 ~N| oof 1| | W NV
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Além das tiras de 8 pocos, o kit ainda inclui controlos que desempenham um papel
fundamental para a validacao dos resultados. O controlo positivo contém fragmentos dos genes
E6/E7 detetados nos 24 gendtipos do HPV e do gene humano HAPB, enquanto o controlo
negativo contém apenas fragmentos do gene humano HAPB. O kit fornece ainda dois tubos com
agua sem nucleases, para as reacdes serem preparadas sem interferéncia das nucleases que
degradam o DNA.

De acordo com o protocolo que acompanha o kit (anexo 2), a cada poco, deve ser
adicionado 5 pL de amostra a mistura de reacdo. Para garantir a detecdao dos 24 gendtipos de
HPV nas diversas amostras, é necessario um volume total de amostra de 40 pL. Apds extracao,
algumas amostras usadas para aimplementacao e validacao do método nao possuiam o volume
necessario de 40 uL, o que impossibilitou a detecao dos 24 gendtipos de HPV. Como esse grupo
de amostras ja tinha sido previamente genotipado pelo método CLART® HPV 4, apenas foi
confirmada a presenca dos gendtipos detetados anteriormente. Dessa forma, no novo kit da
Mospire®, foi adicionada amostra apenas aos pocos que continham a mistura de reacao
correspondente ao gendtipo anteriormente identificado. Os controlos positivo e negativo
incluidos no novo kit da Mospire® e as amostras de DNA extraidas do tecido prostdtico
congelado, continham o volume necessdrio de 40 pL, sendo possivel detetar a presenca dos 24
genodtipos de HPV.

Para amplificacao da PCR em tempo real foram utilizados os termocicladores 7500 Fast
da Applied Biosystems configurado no modo presenca/ auséncia “presence/absence” e o
CFX96 da Bio-Rad. Os resultados da amplificacao obtida pelo termociclador 7500 Fast foram
avaliados através da aplicacao “Design and Analysis New gPCR” da Cloud disponibilizada no site
da Thermo Fisher e os resultados da amplificacao obtida pelo termociclador CFX96 foram
avaliados através do software associado ao termociclador CFX Maestro (v 2.2).

Em ambos os equipamentos, a andlise dos resultados teve por base os valores do ciclo
limite (do inglés “threshold cycle”- Ct) que corresponde aintersecao entre a curva de amplificacao
e o limiar de fluorescéncia (linha de threshold), a forma das curvas de amplificacdo e a
presenca/auséncia de cada um dos fluorocromos. Assim, no controlo negativo, o valor de Ct deve
ser menor ou igual a 30 para o fluorocromo Cy5 (o que corresponde ao controlo interno) e nao
deve ser quantificado nos outros trés fluorocromos. No controlo positivo, o valor de Ct deve ser

positivo para os quatro fluorocromos (menor ou igual a 30 para o Cy5 e menor ou igual a 34 para
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os restantes fluorocromos). Estes requisitos devem ser avaliados no mesmo ensaio e em
simultaneo, caso contrario a PCR é consideradainvalida e deve ser efetuada novamente.

Quando todos os requisitos estao presentes, a andlise e interpretacao dos resultados das
amostras deve ser efetuada da sequinte forma: i) se o valor de Ct para o fluorocromo Cy5 for
menor ou igual a 30 com uma curva tipica de PCR em tempo real, denominada curva de
amplificacao tipo-S, a interpretacao dos resultados deve considerar o valor de Ct dos restantes
fluorocromos e a curva associada a cada um deles,; i) se nao houver amplificacdo em nenhum
dos quatro fluorocromos, incluindo o Cy5, o resultado é considerado invdlido e o ensaio deve ser
repetido, se possivel, utilizando a mesma amostra.

Posto isto, no presente estudo, uma amostra é considerada positiva quando apresenta
um valor de Ct positivo para o fluorocromo Cy5 e para pelo menos um dos outros fluorocromos e
as curvas de amplificacdo apresentam a forma tipica (tipo-S). Uma amostra é considerada
negativa quando apresenta um valor de Ct positivo apenas para o fluorocromo Cy5, com uma
curva de amplificacao tipica, mas sem valor de Ct nos restantes fluorocromos. Uma amostra é
considerada inconclusiva quando apresenta um valor de Ct positivo para o fluorocromo Cy5 e
para pelo menos um dos outros fluorocromos, mas com a curva de amplificacao do fluorocromo
Cy5 com aformatipica (tipo-S), enquanto a curva de amplificacao de um dos outros fluorocromos
nao apresenta 0 mesmo comportamento. Por fim, uma amostra é considerada invdlida, quando
nao ha valor de Ct para nenhum dos fluorocromos, incluindo o Cy5 nem formacao de curvas de

amplificacao.
2.5. Amplificacao por PCR convencional

Os resultados inconclusivos ou invdlidos obtidos pelo método da PCR em tempo real
foram confirmados através da PCR convencional, sequida de eletroforese e sequenciacao de
Sanger. Para a amplificacao por PCR convencional, de cada uma dessas amostras foram
efetuadas duas réplicas utilizando dois pares de primers diferentes, que amplificam a regiao L1
do genoma do HPV.(75) A sequéncia dos primers e o tamanho do produto amplificado

encontram-se registados na Tabela 2.
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Tabela 2- Sequéncias dos pares de primers usados para a amplificacao do HPV pelo método da PCR convencional

Tamanho do produto
Primer Sequéncia
amplificado (bp)
GP5 5-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3' 150
GP6 5'-ACTAAATGTCAAATAAAAAG-3' 150
MY09 5'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3' 450
MY 5'-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3' 450

A amplificacao do DNA do HPV foi efetuada pelo kit QIAGEN ® Multiplex PCR que inclui
uma mistura de reacao composta por uma DNA polimerase termoestdvel (HotStartTag DNA
Polymerase), INTPs, tampao e magnésio. O kit contém, ainda, uma solugao tampao, a Q-Solution,
que melhora a amplificacdao do DNA, minimizando as estruturas secunddrias e aumentando a
especificidade e o rendimento da reacao. (76)

0 procedimento foi adaptado do protoloco do kit QIAGEN ® Multiplex PCR. (76) A
otimizacao da quantidade de reagentes usada foi baseada numa validagao prévia realizada pelo
Ipatimup diagndsticos (Tabela 3). Sequiu-se o protocolo do kit para as condicdes de PCR (Tabela
4), sendo que a dnica modificacdo feita foi nas temperaturas de annealing. Para ajustar estas
temperaturas em cada conjunto de primers, foram realizados testes de gradiente no
termociclador (Bio-rad) com base nas temperaturas de melting (Tm) dos primers, que indicam a

temperaturaideal para a ligacao dos primers ao DNA alvo durante a PCR.
Tabela 3- Reagentes do kit QIAGEN ® Multiplex PCR utilizados para a amplificacao por PCR do DNA do HPV

Quantidade (uL)
Reagente
Validacao Ipatimup Diagndsticos Nova validacao
Master Mix 75 75
Agua (sem nucleases) Até perfazer 16 pL Até perfazer 16 pL
Q-solution 1 1
Primer Forward+ Reverse 0,35+ 0,35 (GP5/GP6)
0,75+ 0,75
(10 umol) 0,57 + 0,57 (MY09/MY11)
DNA (50-100 ng/pL) 1-2 1-2
Total 16 16
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Tabela 4- Condicdes de PCR para a amplificacao do DNA do HPV utilizando o kit QIAGEN ® Multiplex PCR

Condicoes de PCR do kit QIAGEN ® Multiplex PCR
Passo Ciclos Temperatura (°C) Tempo (min:seg)
Ativacao inicial 1 95 15:00
Desnaturacao 94 00:30
Annealing 30-45 57-63 1:30
Extensao 72 1:30
Extensao Final 1 72 10:00
Validacao das condicoes de PCR do kit QIAGEN ® Multiplex PCR
Passo Ciclos Temperatura (°C) Tempo (min:seg)
Ativacao inicial 1 95 15:00
Desnaturacao 94 00:30
. 50(GP5/GP6)
Annealing 40 55(MY09,/MY11) 1:30
Extensao 72 1:30
Extensao Final 1 72 10:00

Em cada amplificacao foi incluido um controlo negativo, que corresponde a um tubo com
amistura de reacao sem DNA, a fim de monitorizar possiveis contamina¢6es. Deste modo, foram
apenas validadas as amplificac6es em que o controlo negativo nao apresentava produto de

amplificacao.
2.6. Eletroforese

Os produtos amplificados por PCR convencional foram submetidos a uma eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% (200V durante 15 minutos) de forma a separar os diferentes
fragmentos amplificados de acordo com o seu peso molecular. No carregamento, no primeiro
poco foram adicionados 5 uL do marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder, Solis BioDyne)
e nos restantes foi adicionado 5 pL de cada amostra juntamente com o tampao de carregamento
(6X DNA Loading Buffer, Transgen Biotech). Os fragmentos foram visualizados através do

transiluminador Gel Doc EZ System (Bio-Rad).
2.7. Sequenciacao de Sanger

Apds separacao dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose, foram selecionadas
apenas as amostras com produtos de amplificagao visiveis no gel para a sequenciagao de Sanger,
com o objetivo de determinar o gendtipo de HPV presente em cada amostra. Primeiramente, foi
efetuada uma purificacao enzimdtica com o kit ExoSAP- IT ™ Express PCR Product Cleanup

segundo as instrucdes do fabricante (77). Este kit contém duas enzimas, a Exonuclease | que
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digere os primers nao incorporados e a fosfatase alcalina (do inglés “Shrimp Alkaline
Phosphatase” - SAP) que digere os nucledtidos livres (remove os grupos fosfato) evitando que
esses componentes interfiram nas reacoes seguintes.

Em sequida, foi feita a preparacdo da sequenciacao utilizando o kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), que inclui dNTPs, ddNTPs marcados com
fluorocromos, DNA polimerase e magnésio. A mistura da reacao foi preparada com base na
validacao e otimizacao previamente estabelecidas pelo Ipatimup Diagndsticos, com as

quantidades de reagentes especificadas na Tabela 5.

Tabela 5- Reagentes do kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
utilizados para a preparacao da Sequenciacao de Sanger

Esta mistura foi posteriormente incubada no termociclador (Bio-rad), conforme as

condicoes expressas na Tabela 6, que também foram validadas e otimizadas pelo Ipatimup

Diagnadsticos.

Reagente Quantidade (uL)
Buffer 1
Big Dye 0,5
Primer (10 umol) 0,5
Agua (sem nucleases) 15
DNA (50-100 ng/uL) 1,5
Total 5

Tabela 6- Condicoes de PCR para a Sequenciacao de Sanger utilizando o kit QIAGEN ® Multiplex PCR

Passo Ciclos Temperatura (°C) Tempo (min:seg)
1 1 96 02:00
96 00:10
2 33 55 00:10
60 01:00
60 10:00
3 1
15 oo

Apds areacao, foi realizada uma purificagao em coluna, utilizando colunas de Sephadex™
G- 50 Fine (Cytiva), sequindo um método previamente validado pelo laboratdrio, com o objetivo
de remover os excedentes da reacao de sequenciacao. Esta purificacao foi realizada em colunas
individuais. O processo consiste em encher a coluna com o Sephadex™ G- 50 Fine (Cytiva) e
centrifugar (4400 rpm durante 4 minutos) para compactar a malha. Em sequida o produto

amplificado foi deitado sobre a malha de Sephadex™ G- 50 Fine (Cytiva) e centrifugado
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novamente sob as mesmas condic6es, para o produto filtrado cair num tubo com 10 uL de
formamida que permite manter o DNA desnaturado e conservado.

O produto de sequenciacao purificado foi transferido para o sequenciador 3500 XL
(Applied Biosystems) para a realizacao da eletroforese capilar num gel de poliacrilamida, onde as
sequéncias sao alinhadas em ordem crescente de tamanho molecular. Apds a obtencao dos
dados, as sequéncias foram analisadas utilizando o software Sequencing Analysis 7 v7.1. Em
seguida, foram comparadas com as disponiveis no GenBank usando o programa BLAST,
acessivelno sitedo NCBI. Esse processo possibilitou aidentificacao do genétipo do HPV presente

em cada amostra.
2.8. Anadlise estatistica

Os dados dos resultados das amostras de tecido prostatico congelado foram analisados
utilizando o software SPSS versao 26. Para caracterizar a amostra, foi usada a estatistica
descritiva, incluindo a analise de frequéncias absolutas e relativas. Parainvestigar a associacao
entre a infecao pelo HPV e a idade foram aplicados o teste do qui-quadrado de Pearson e a
regressao logistica. Parainvestigar uma possivel associacao entre infecao pelo HPV e o CaP para
um dado grupo etdrio foi realizado o teste de regressao logistica. Considerou-se que as
diferencas encontradas sao estatisticamente significativas quando o valor de p é inferior a 0,05

(p<0,05).
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A Figura 4 ilustra um resumo abrangente de todos os métodos utilizados neste estudo.

| Amostras grupo A | Objetivo: Otimizar e validar um novo kit de amplificagio de DNA do HPV
‘ Extragio DNA Avaliagdo qualidade do DNA
’
st E Resultados claros
Sog
-
L S
Material FFPE 3 j T PCR em tempo real
Citologia em meio liquido g>
s i
L 4 §
’ Amostras grupo B | Objetivo: Pesquisar a infe¢do pelo HPV a fim de s g - Resultados imprecisos
averiguar 2 existéncia de associagio entre a infe¢do .

pelo virus e o CaP

Extragdo DNA Avaliagdo qualidade do DNA

n=188 ﬁ

Tecido da prostata
congelado PCR convencional
Eletr em gel de ag (inconclusivas e invalidas)

Estatistica descritiva- SPSS
Resultados claros Sequenciagdo Sanger

L1 &

Figura 4- Fluxograma dos métodos aplicados no presente estudo nos dois grupos de amostras. No grupo A, o
objetivo foi otimizar e validar um novo kit de amplificacao de DNA do HPV, utilizando 9 amostras de tecido FFPE e
23 de citologia em meio liquido. 0 DNA depois de extraido e avaliada a qualidade, foi submetido a PCR em tempo real,
desencadeando resultados claros e confidveis. No grupo B, composto por 188 amostras de tecido da prostata
congelado, o objetivo foi pesquisar a infecao pelo HPV a fim de investigar a associacao entre o HPV e o CaP. Apés a
extracao e a avaliacao da qualidade do DNA, a PCR em tempo real apresentou resultados imprecisos em algumas
amostras, que foram entdo submetidas a PCR convencional, eletroforese em gel de agarose e sequenciacao de
Sanger, obtendo-se resultados confidveis. Para atingir a segunda parte deste objetivo os resultados do grupo B
foram analisados utilizando o software SPSS, com base numa analise descritiva.
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3. Resultados
3.1. Extracao e quantificacao do DNA do HPV

No presente estudo as 32 amostras de DNA utilizadas para aimplementacao e validacao
do novo kit, provenientes de tecido FFPE e de células em citologia em meio liquido, foram obtidas
por um método de extracao automatizado, enquanto as 188 amostras de DNA de tecido
prostatico congelado, foram obtidas por um método de extracao manual.

Em relacao a quantificacao do DNA, as amostras usadas para a implementacao e
validacao do novo kit apresentaram um valor médio de concentracdo de DNA de 46,66 ng/pL,
com valores que variam de 1 ng/uL a 228 ng/uL. De referir que apenas 11 amostras (34%)
apresentaram concentracdes de DNA superiores a50 ng/uL. Por outro lado, as amostras de DNA
obtido a partir de tecido prostatico congelado apresentaram um valor médio de concentracao de
DNA de 17,58 ng/uL, com valores que oscilam de 1,40 ng/uL a 69,64 ng/uL, onde apenas 2

amostras (1%) apresentaram concentracdes acima de 50 ng/pL.

3.2. Implementacao e validacao do kit de amplificacao de DNA do HPV baseado em

PCR em tempo real

Aimplementacao do novo kit de amplificacao de DNA do HPV foi conseguidaumavez que
os resultados obtidos foram muito claros, permitindo identificar eficientemente a presenca ou
auséncia de gendtipos de HPV. As Figuras 5, 6 e 7 sao representativas de um caso negativo
(Figura 5) e de dois casos positivos, onde foram detetados um (Figura 6) ou mais gengtipos de

HPV (Figura 7).
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Figura 5- Curvas de amplificacao de um caso negativo para a presenca de DNA do
HPV analisadas com a aplicagao “Design and Analysis New qPCR” (Cloud, Thermo
Fisher). A Gnica amplificacdo observada é a correspondente a curva rosa relativa ao
fluorocromo CyS5, utilizado para marcar o controlo interno. Essa amplificacao confirma a
presenca de DNA humano na amostra. A auséncia de amplificacao nas outras curvas
sugere a auséncia de DNA viral na amostra, indicando um resultado negativo para a

presenca de HPV.
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Figura 6- Curvas de amplificacao de um caso positivo para um genétipo do HPV analisadas
com a aplicacao “Design and Analysis New qPCR” (Cloud, Thermo Fisher). Amplificacao
correspondente a curva verde, relativa ao fluorocromo VIC, que indica a presenca de DNA viral do
HPV-18. Além disso, a amplificacao correspondente a curva rosa, que representa o controlo

interno através do fluorocromo Cy5 confirma a presenca de DNA humano na amostra.
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Figura 7- Curvas de amplificacao de um caso positivo para trés gendtipos do HPV
analisadas com a aplicagao “Design and Analysis New qPCR" (Cloud- Thermo Fisher).
Amplificacao correspondente as quatro curvas: curva rosa, relativa ao fluorocromo Cy5, indicaa
presenca do controlo interno; as curvas azul, vermelho e verde relativas aos fluorocromos FAM,
ROX e VIC, respetivamente, indicam a presenca de DNA viral dos gendtipos HPV- 33, HPV-39 e
HPV-35. A amplificacao do controlo interno confirma a presenca de DNA humano na amostra.

Para validacao do novo kit de amplificacao de DNA do HPV, os resultados obtidos com
este kit foram comparados com os resultados obtidos com o teste CLART ® HPV 4 (Tabela 7)

que havia sido realizado com as mesmas amostras.

Tabela 7- Genétipos de HPV identificados pelo teste CLART® HPV 4 e pelo novo kit de amplificacao de DNA do HPV
da Mospire®

Gendtipos de HPV identificados pelo teste CLART® HPV 4
6 | 1M |16 |18 |26 | 31 | 33 | 35 | 39 | 40 | 42 | 43 | 44 | 45 | 51 | 52 | 53 | 54
56 |58 | 59 | 61 | 62 | 66 [ 68a |68b | 70 | 71 | 72 | 73 | 81 | 82 | 83 | 84 | 85 | 89
Gendtipos de HPV identificados pelo novo kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire®
6 | 1M |16 |18 |26 | 31 | 33 | 35 |39 | - |42 | 43 | 44 | 45| 51 | 52 | 53 | -
56 |58 | 59 | - - | 66 | 68 - - - - | 73|81 |8 | - - - -

Uma analise dos dados obtidos pelos dois métodos de detecao do DNA do HPV permitiu
verificar uma concordancia de resultados em 28 amostras (88%) nao ocorrendo concordancia
em 4 amostras (12%). De entre os resultados ndo concordantes, duas amostras revelaram a
presenca de um novo gendtipo de HPV que nao tinha sido detetado pelo método CLART® HPV
4, enquanto as outras duas amostras foram negativas para a detecao do DNA viral,
contrariamente aos resultados obtidos pelo método CLART® HPV 4, que indicavam a presenca
de virus.

E importante salientar que os controlos positivo e negativo incluidos no novo kit baseado

em PCR em tempo real, apresentaram os resultados esperados, validando a eficacia do método.
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O controlo negativo apresentou amplificacdo apenas para o fluorocromo que marca o controlo
interno, sem detecao de DNA viral, o que confirma a auséncia de contaminagao nas amostras. O
controlo positivo mostrou uma amplificacao para todos os gendtipos de HPV e também para o
controlo interno, confirmando a precisao e a capacidade do novo método para a detecao de

multiplos gendtipos de HPV em simultaneo.
3.3. Pesquisa do HPV em tecido prostatico por PCR em tempo real

As amostras de DNA de tecido prostatico congelado foram analisadas para investigar a
presenca do HPV através do novo kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire® baseado em
PCR em tempo real. Das 188 amostras analisadas, em 168 (89,4%) nao foi detetado qualquer
gendtipo de HPV, em sete (3,7%) foi possivel detetar infecao simples pelo HPV (seis amostras
por gendtipos de HPV de alto risco e uma amostra por um gendtipo de HPV de médio risco), em
dez amostras (5,3%) os resultados foram inconclusivos e em trés (1,6%) amostras os resultados
foram considerados invalidos. As Figuras 8 e 9 sao representativas de um resultado inconclusivo

e de uminvalido, respetivamente.
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Figura 8- Curvas de amplificacao de um caso com resultado inconclusivo para a presenca de DNA do HPV,
analisadas com software CFX Maestro (v 2.2) (Bio-Rad). As curvas de amplificacao correspondentes ao
fluorocromo Cy5 (representado a roxo) apresentam um padrao de amplificacdo do tipo- S, indicando a presenca de
DNA humano. Ja as curvas dos fluorocromos VIC e FAM (representados averde e azul, respetivamente) mostram
uma leve amplificacdao, mas nao exibem a forma tipica de uma curva de amplificacdo, sugerindo resultados
inconclusivos.

Os resultados inconclusivos e invdlidos evidenciam a necessidade de repetir o ensaio ou
adotar métodos complementares para a detecao do DNA viral, de forma a garantir um

diagnadstico mais preciso e fidedigno.
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Figura 9- Curvas de amplificacao de um caso com resultado invalido para a presenca de DNA do HPV,
analisadas com a aplicacao “Design and Analysis New qPCR” (Cloud, Thermo Fisher). Nenhuma curva de
amplificacdo do tipo-S é observada. Para que o resultado fosse considerado vdlido, seria necessario observar pelo
menos a curva correspondente ao fluorocromo Cy5, representada a cinzento, que exibe o controlo interno.

3.3.1. Anadlise das amostras com resultados inconclusivos e invalidos

Das 13 amostras com resultados inconclusivos ou invalidos pelo método da PCR em
tempo real, apenas 12 foram analisadas pela PCR convencional para confirmacao dos resultados,
uma vez que uma das amostras nao possuia o volume de 3 pL necessdrios para esta analise.
Antes de efetuar aamplificacao pelo método da PCR convencional, o kit QIAGEN ® Multiplex PCR
foi otimizado, nomeadamente a otimizacao das condicdes da PCR e as quantidades de reagentes
utilizados.

Para otimizar as condicdes de PCR, foi realizado um teste de gradiente no termociclador
(Bio-rad) para determinar a temperatura de annealing mais adequada para cada par de primers.
Para testar os primers GP5/GP6 (Figura 10) foi utilizada uma amostra de validacdo do novo kit,
positiva para o HPV, e os resultados da amplificacao foram observados em gel de agarose. A
andlise mostrou que, a medida que a temperatura de annealing aumentava, as bandas
inespecificas desapareciam, enquanto a banda correspondente ao HPV se tornava mais intensa.
Assim, a temperatura de 50 °C foi considerada a mais adequada, pois leva a uma amplificacao
especifica do DNA do HPV, diminuindo as intensidades das bandas inespecificas e aumentando

aintensidade da banda alvo, o que indica uma melhor eficiéncia na reacao da PCR.
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Figura 10- Eletroforese em gel de agarose a 2%
demonstrando os resultados do teste de gradiente para os
primers GP5/GP6 a fim de identificar a temperatura de
annealing ideal. No 22 poco, o NTC nao exibe banda, indicando
aauséncia de DNA viral. Nos restantes pocos observa-se uma
amostra positiva para o HPV, onde as bandas inespecificas
(indicadas pelas setas cor laranja) diminuem a medida que a
temperatura de annealing aumenta. Em contrapartida, as
bandas correspondentes ao HPV, de acordo com o marcador de
peso molecular (seta amarela), vao ficando cada vez mais
intensas. A temperatura de annealing ideal para estes primers
foi 50 °C, onde se destaca uma Unica banda na regido
correspondente ao gendtipo do HPV (150 bp), com a maior
intensidade (destacada a branco). Ladder- marcador de peso
molecular; NTC- do inglés “No Template Control’ (controlo sem
DNA).

Para testar os primers MY09,/MY11 foi utilizada a mesma amostra de validacao do novo
kit positiva para o HPV. Os resultados da amplificacao foram também observados por
eletroforese em gel de agarose, sendo os critérios para a escolha da melhor temperatura de
annealing idénticos aos utilizados para os primers GP5/GP6, tendo sido a temperatura de 55°C
amais adequada.

A otimizacao da quantidade de reagentes usados no kit QIAGEN ® Multiplex PCR, foi
ajustada a quantidade de primer para cada conjunto de primers GP5/GP6 e MY09/MY11, com o
objetivo de diminuir a quantidade do dimero de primer. A Figura 11ilustra claramente como é que
a reducao para metade da quantidade dos primers GP5/GP6 na mistura de reagao influencia a
eficiéncia da PCR: a Figura11B), apresenta uma banda correspondente ao DNA viral (seta laranja),
claramente visivel, enquanto a Figura 11 A), que utilizou a quantidade padrao de primers, ndo

apresenta essa banda correspondente a amplificagao do DNA viral.
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando a influéncia da
diminuicao da quantidade dos primers GP5/GP6 na amplificacao do DNA do
HPV por PCR convencional. A) A mistura de reagao contém a quantidade padrao
de primers (0.75 uL, 10 pmol). A adicdo de uma amostra positiva para o HPV, no
terceiro poco, revela uma elevada quantidade de dimero de primer (seta branca),
enquanto a banda correspondente ao HPV (=150 bp) nao é observavel (seta
laranja). B) A mistura de reacao contém metade da quantidade de primers (0.35
uL, 10 umol). Para a mesma amostra positiva para o HPV no terceiro poco, nao se
observa a banda correspondente ao dimero de primer (seta branca), enquanto a
banda correspondente ao HPV (seta laranja) é visivel. Ladder- marcador de peso
molecular; NTC- do inglés “No Template Control” (um controlo sem DNA); PC- do
inglés “Positive Control” (controlo positivo para o HPV).

Na Figura 12, é possivel observar que, ao contrdrio do observado com os primers
GP5/GP6, com os primers MY09/MY11, a presenca da banda correspondente ao dimero de
primernao impede a visualizacao da banda correspondente ao HPV. Comparando as figuras A) e
B), é possivel verificar que a reducao da quantidade de primer para 75%, leva a que a banda
correspondente ao dimero de primer fiqgue menos intensa, enquanto a banda correspondente ao
HPV permanece visivel em ambas as condicoes.

Apds a otimizacao das condicoes da PCR convencional, foram testadas as amostras com
resultados inconclusivos e invélidos obtidos pelo método da PCR em tempo real (n = 12). Os
resultados da amplificacao das 12 amostras pelo método da PCR convencional otimizado com os
pares de primers GP5/GP6 e MY09/MY11 foram analisados através da eletroforese em gel de

agarose (Figura13).
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Figura 12- Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrando a influéncia da
diminuicao da quantidade dos primers MY09/MY11 na amplificagao do DNA do
HPV por PCR convencional. A) A mistura de reacdo contém a quantidade padrao
de primer (0.75 uL, 10 pumol). A adicao de uma amostra positiva para o HPV, no
terceiro poco, revela a presenca de algum dimero de primer (seta branca) e a banda
correspondente ao HPV (=450 bp) também esta presente (seta laranja). B) A
mistura de reacao contém 75% da quantidade de primer(0.57 uL,10 umol). Coma
mesma amostra positiva para o HPV no terceiro poco, jd nao é visivel a banda
correspondente ao dimero de primer (seta branca) e continua a ser visivel a banda
correspondente ao HPV (seta laranja). Ladder- marcador de peso molecular; NTC-
do inglés “No Template Control’ (um controlo sem DNA); PC- “Positive Control”
(controlo positivo para o HPV).

As amostras com os resultados previamente classificados como inconclusivos ou
invalidos pelo método da PCR em tempo real, mostraram resultados validos pela PCR
convencional otimizada (Figura 13). Em todas as eletroforeses, foi observado um perfil
semelhante ao da Figura 13 A): o controlo negativo ndo apresentou qualquer amplificacdo e os
controlos positivos apresentaram uma banda na zona correspondente ao tamanho esperado do
fragmento amplificado do HPV (=150 bp para os primers GP5/GP6 e =450 bp para os primers
MY09/MY1) (setas azuis). As amostras que apresentaram apenas bandas nessas regides
especificas foram consideradas positivas, com um total de 10 amostras positivas (83%) e 2
amostras negativas (17%). Das 10 amostras positivas, em 7 (70%) foi observado um resultado
positivo com os primers GP5/GP6, em 5 (50%) foi observado um resultado positivo com os
primers MY09/MY11, e em 2 amostras (B115 e B171) (20%) os resultados foram concordantes

entre ambos os pares de primers.
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Figura 13- Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de amplificacao de amostras previamente
classificadas como inconclusivas e invalidas pelo método da PCR em tempo real. A amplificacao foi realizada
pelo método da PCR convencional otimizado com os pares de primers GP5/GP6 e MY09/MY11. Em cada
eletroforese em gel de agarose foram incluidos o marcador de peso molecular (Ladder), o NTC e o PC de forma a
validar os resultados e todos apresentavam um perfil semelhante ao da imagem A). A) Eletroforese em gel de
agarose com Ladder, NTC e PC. Os controlos positivos apresentam uma banda tal como era esperado (seta azul). B)
Eletroforese em gel de agarose com 3 amostras de bidpsias da prdstata, utilizando os dois conjuntos de primers.
Para o conjunto de primers GP5/GP6 foram consideradas positivas 3 amostras (setas brancas) e para o conjunto de
primers MY09/MY11 foi considerada apenas 1 amostra positiva (seta laranja), estando em concordancia com o
conjunto de primers anterior (B115). C) Eletroforese em gel de agarose com 1amostra de bidpsia da préstata com os
dois conjuntos de primers. Esta amostra apenas foi considerada positiva para o conjunto de primers MY09/MY1
(seta laranja). D) Eletroforese em gel de agarose com 7 amostras de bidpsias da préstata com os dois conjuntos de
primers. Para o conjunto de primers GP5/GP6 foram consideradas positivas 4 amostras (setas brancas) e para o
conjunto de primers MY09/MY11 foram consideradas apenas 2 amostras positivas (setas laranjas), estando uma
delas em concordancia com o conjunto de primers anterior (B171). E) Eletroforese em gel de agarose com 1amostra
de bidpsia da préstata com os dois conjuntos de primers. Esta amostra apenas foi considerada positiva para o
conjunto de primers MY09/MY11 (seta laranja). Ladder- marcador de peso molecular; NTC- do inglés “No Template
Control” (um controlo sem DNA); PC- do inglés “Positive Control” (controlo positivo para o HPV).

As amostras positivas (n = 10), foram sequenciadas pelo método de Sanger, tendo sido
obtido um eletroferograma para cada amostra analisada, que representa graficamente a
sequéncia de DNA-uma série de picos de quatro cores correspondente a cada cor umadas quatro

bases azotadas (A, T, C e G) (Figura 14).
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Das 10 amostras sequenciadas, apenas 9 (90%) foram comparadas com as sequéncias
do GenBank, através do programa BLAST no site do NCBI, uma vez que uma amostra apresentou
um eletroferograma com mudiltiplos picos sobrepostos, facto que impossibilitou a leitura da
sequeéncia, tendo um resultado inconclusivo para a detecao do HPV. Entre as 9 sequéncias
comparadas com o GenBank, 8 (89%) foram concordantes com sequéncias de genétipos do HPV
(positivas), sendo 6 (75%) correspondentes a gendtipos de alto risco e 2 (25%) a gendtipos de
baixo risco. Uma amostra (11%) foi concordante com uma sequéncia de um gene humano, sendo

classificada como negativa para o HPV.
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Figura 14- Eletroferograma resultante da sequenciacao de Sanger analisado com o software Sequencing
Analysis 7 v7.1. Este eletroferograma representa a sequéncia de picos gerada pela leitura de nucleétidos de uma
amostra positiva para o HPV. As quatro cores correspondem a diferentes bases de nucleétidos: adenina (A) a verde,
citosina (C) a azul, guanina (G) a preto e timina (T) a vermelho. A sequéncia de picos reflete a ordem das bases no
fragmento de DNA amplificado, onde a altura e a nitidez dos picos indicam a qualidade da leitura. Eventuais
sobreposicoes ou picos menores podem indicar ruido ou falhas na leitura.

De referir que todas as amostras amplificadas com os primers GP5/GP6 (n = 7) (100 %)
apresentaram concordancia com sequéncias de gendtipos de HPV, o que nao se verificou com os
primers MY09/MY11 (n=5), uma vez que 3 (60%) apresentaram concordancia com genes
humanos (negativas), 1(20%) apresentou concordancia com a sequéncia de um gendtipo de HPV
e outra (20%) foi inconclusiva devido a apresentar um eletroferograma com miiltiplos picos.

No global, considerando os resultados da PCR em tempo real vdlidos e os resultados
obtidos pela sequenciacao de Sanger, das 188 amostras analisadas, 171 (91%) foram negativas
para a detecao do HPV, 15 (8%) foram positivas para o HPV, 1 (0,5%) teve um resultado
inconclusivo e 1 (0,5%) um resultado invalido. Dentro das 15 amostras positivas, 13 (87%)
apresentaram infecoes simples e 2 (13%) infecdes muiltiplas. Relativamente as infecdes simples
(n=13), 11 (85%) apresentaram infecao por gendtipos de alto risco, 1(7,5%) por um gendtipo de
médio risco e 1(7,5%) por um gendtipo de baixo risco. Nas infecoes mdiltiplas, uma amostra (50%)
apresentou a infecao por um gendtipo de alto risco e um outro de baixo risco, enquanto a outra

amostra (50%) apresentava infecao por dois gendtipos de alto risco.
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Figura 15- Comparacao de resultados obtidos por uma tecnologia (PCR
em tempo real) em relacao ao uso combinado de duas tecnologias (PCR
em tempo real e sequenciacao de Sanger). A figura compara os resultados
obtidos em 188 amostras de tecido prostatico usando umatecnologia e duas
tecnologias. Com uma tecnologia, 7% das amostras foram inconclusivas e
invdlidas, 4% foram positivas e 89% negativas. Quando foram utilizadas
duas tecnologias, a percentagem de resultados inconclusivos e invdlidos
diminuiu para 1%, enquanto a percentagem de resultados positivos
aumentou para 8% e de negativos para 91%. Estes resultados evidenciam
uma maior precisao com a combinacao de duas tecnologias, conforme

ilustrado pela balanca.

A Figura 15 permite comparar os resultados obtidos com a utilizacdao de uma tecnologia

(PCR em tempo real) em relacao ao uso combinado de duas tecnologias (PCR em tempo real e

2 tecnologias
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3.4. Estudo daassociacao dainfecao por HPV e CaP

Para investigar a associacao entre a infecao pelo HPV e o CaP, foram analisados os

resultados obtidos através da PCR em tempo real e sequenciacao de Sanger com as amostras de

DNA proveniente de tecido prostdtico congelado conjuntamente com alguns dados
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clinicopatoldgicos dos pacientes, nomeadamente a idade e o diagndstico- presenca de CaP ou
ausénciade CaP.

As amostras em estudo sao reativas a 188 pacientes com suspeita de CaP, tendo sido
diagnosticado CaP em 144 (76,6%) pacientes, ndo tendo sido diagnosticado esta patologia em
44 (23,4%) pacientes.

As idades dos pacientes variaram entre os 47 e os 98 anos, com um valor médio
aproximado de 68 anos (68,32). Asidades dos pacientes foram categorizadas em trés grupos
com base nas incidéncias do CaP em Portugal, segundo o Registo Oncoldgico Nacional no ano de
2020 (44): menos de 65 anos; de 65 a 74 anos; e 75 anos ou mais. A distribuicao dos pacientes
por estes trés grupos etarios mediante a sua idade, revelou uma distribuicao de 66 individuos
(35,1%) no grupo com menos de 65 anos; 83 individuos (44,1%) no grupo entre os 65 e 0s 74 anos;
e 39 individuos (20,7%) no grupo com 75 anos ou mais. A distribuicao dos pacientes mediante o
diagndstico de CaP e as varidveis idades, resultado genotipagem, tipo de infecao e gendtipo
detetado estd apresentada na Tabela 8.

Ao relacionar a idade com o CaP (zona azul, Tabela 8) é possivel verificar que a maioria
dos individuos mais velhos apresenta doenca: 79,5% dos doentes entre 65 e 74 anos e 82,1% dos
doentes com idade superior a 75 anos.

Na analise darelacao entre os resultados da genotipagem e o CaP (zona vermelha, Tabela
8), verifica-se que, dentro dos casos positivos para o HPV, existe uma maior percentagem de
casos com CaP (66,7%) em comparacao com aqueles que nao tém CaP (33,3%). Além disso, nos
casos negativos para o HPV, a percentagem de individuos com CaP é superior (77,2%) em relacao
aos que nao tém CaP (22,8%).

Ao associar o tipo de infecao com o CaP (zona verde, Tabela 8), é possivel verificar que
100 % dos casos com infecoes mdiltiplas por HPV apresentam CaP. A percentagem de infecdes
simples por HPV é maior em doentes com CaP (61,5%) do que naqueles sem a doenca (38,5%).
Em relacdo ao gendtipo detetado (zona amarela, Tabela 8), a maioria dos casos sem gendtipo
detetado (77,5%) ocorre em individuos com CaP. Além disso, 63,6% dos casos com gendtipos de
HPV de alto risco estao associados ao CaP, com cerca de 56% desses casos correspondendo a

infecoes por HPV-18.
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Tabela 8- Relacao entre o CaP e as varidveis: idade; resultado genotipagem; tipo de infecdo e gendtipo detetado

CaP
Sim Nao

Idade n (%) n (%)
<65 anos 46 (69,7) 20 (30,3)
65— 74 anos 66 (79,5) 17 (20,5)
=75 anos 32 (82 7 (17,9)

Resultado genotipagem
Negativo 132 (77,2) 39 (22,8)
Positivo 10 (66,7) (33,3)
Inconclusivo 1 (100) (0)
Invalido 1 (100) (0)
Tipo de infecao
Seminfecao 134 (77.5) 39 (22,5)
Simples 8 (61,5) (38,5)
Mudiltipla 2 (100) 0 (0)
Gendtipo detetado

Nenhum 134 (77,5) 39 (22,5)
HPV alto-risco 7 (63,6) 4 (36,4)
HPV médio risco 0 (0) 1 (100)
HPV baixo risco 1 (100) 0 (0)
2 gendtipos alto risco 1 (100) 0 (0)
2 genGtipos: baixo risco+ alto risco 1 (100) 0 (0)

Para investigar uma possivel associacao entre a infecao por HPV e a idade, foram

efetuados dois métodos estatisticos: o teste do qui-quadrado de Pearson e a andlise de

regressao logistica. O teste do qui-quadrado de Pearson nao mostrou qualquer associacao entre

ainfecao por HPV e aidade (p = 0,44), resultado que mostra que a distribuicao de individuos com

e sem infecao pelo HPV é semelhante nos diferentes grupos etarios. A andlise de regressao

logistica também nao evidenciou uma associacao estatisticamente significativa entre a infecao

por HPV e aidade (p = 0,704 para 65-74 anos e p = 0,395 para 2 75 anos), indicando que a idade

nao influencia significativamente a probabilidade de infecao pelo HPV.
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Foi ainda realizada uma andlise para averiguar a relacao entre infecao e CaP por grupo
etario (Figura 16).

Detecao do HPV em tecido prostatico por grupo etario
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Figura 16- Relacao entre a detecao de HPV em tecido prostatico por grupos etdrios em
individuos com e sem CaP. O grdfico compara a dete¢do de HPV no tecido prostatico entre
individuos com e sem CaP em trés grupos etdrios: <65 anos (4,4% CaP e 15% sem CaP), 65-
74 anos (6,15% CaP e 5,88% sem CaP) e 275 anos (12,5% CaP e 14,3% sem CaP).

Uma analise da Figura 16 mostra que nao existe qualquer tipo de associacao entre infecao
pelo HPV e CaP nos pacientes dos grupos etdrios de 65 a 74 anos (p=0,967) ou com mais de 75
anos (p=0,898) . Relativamente ao grupo etdrio com menos de 65 anos a frequéncia de pacientes
sem CaP e com infe¢ao pelo HPV é muito superior (15%) comparativemente a de pacientes com

CaP e com infecao pelo HPV(4,4%). Contudo esta diferenca encontrada nao é estatisticamente

significativa (p=0,163).
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4. Discussao
4.1. Extracao e quantificacao do DNA do HPV

No presente estudo, foram utilizados dois métodos de extracao de DNA distintos: o
método automatizado Maxwell®- RSC DNA FFPE e o método manual QlAamp DNA Micro
(Qiagen). A utilizacao do método automatizado para as 32 amostras de DNA provenientes de
tecido FFPE e de células em citologia em meio liquido demonstrou uma concentracao média de
DNA de 46,66 ng/uL. Este resultado reflete ndo apenas a eficiéncia desse método, mas também
a sua capacidade de minimizar erros manuais, resultando em uma recuperag¢ao mais confiavel do
DNA, especialmente em amostras de tecido FFPE, que geralmente apresentam melhor
preservacao da integridade do material genético ao longo do tempo.(78) Em contraste, as 188
amostras de tecido prostatico congelado, extraidas manualmente, apresentaram uma
concentracao média de DNA significativamente inferior, de apenas 17,58 ng/uL. Esta reducao
naconcentracdao de DNA reflete as limitacdes da extracao manual, que é mais suscetivel a perdas
de DNA, especialmente em tecidos congelados, onde as condi¢oes de armazenamento podem ter
impacto naintegridade da amostra. Além disso, areducao naconcentracao de DNA pode explicar
osresultadosinconclusivos e invalidos neste conjunto de amostras durante a PCR em temporeal,
uma vez que esta técnica possui um limite de detecao mais elevado e nao € tao sensivel quanto
o0 método CLART® HPV 4. Com uma menor quantidade de DNA disponivel, a amplificacao do
DNA viral torna-se ainda mais dificil, resultando em desafios significativos na obtencao de
resultados confidveis.(79)

Adicionalmente, apenas 34% das amostras de DNA utilizadas para a implementacao e
validacao do novo kit apresentaram concentracdes superiores a 50 ng/ulL, em comparacao com
0 1% das amostras de tecido prostatico congelado, reforcando a hipdtese de que amostras de
tecido FFPE, apesar de processadas preservam melhor aintegridade do DNA do que as amostras
de tecido congelado. (79)

A otimizacao dos métodos de extracao é crucial para obter concentracoes adequadas de
DNA, uma vez que amostras com DNA em maior quantidade sao fundamentais para analises
moleculares precisas, como PCR ou sequenciacao, onde a sensibilidade e a confiabilidade dos

resultados dependem diretamente da qualidade da amostra.
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4.2. Implementacao e validacao do kit de amplificacao de DNA do HPV baseado em

PCR em tempo real

O primeiro objetivo deste estudo consistiu em implementar um novo kit de amplificacao
de DNA do HPV baseado em PCR em tempo real da Mospire® e validar a sua eficiéncia através
da comparacao dos resultados obtidos com os obtidos pelo do método CLART® HPV 4 para as
mesmas amostras. A andlise dos dados revelou uma alta taxa de concordancia (88%) entre os
dois métodos, no entanto, a presenca de 4 amostras com resultado nao concordantes destaca a
importancia de considerar possiveis limitacdes de cada metodologia.

Dentro das amostras com resultados nao concordantes, duas revelaram a presenca de
um novo gendtipo de HPV que nao foi detetado pelo método CLART® HPV 4, enquanto as outras
duas, apresentaram resultados negativos para o HPV, apesar do método CLART® HPV 4 indicar
a presenca de virus. De acordo com a literatura, a maioria dos protocolos disponiveis de
genotipagem de HPV utiliza primers degenerados e/ou de consenso para a amplificacdo da
regido L1(o caso da tecnologia CLART® HPV 4), aregido E1, ou as regides E6/E7 do HPV (o caso
da metodologia Mospire®). Embora, a utilizacdo de primers degenerados e/ou de consenso
apresente a vantagem de permitir a detecao de um grande espetro de gendtipos de HPV através
de uma unica PCR, por outro lado, essa abordagem pode ser menos eficaz na identificacao de
gendtipos especificos, especialmente em casos de infecdes mudiltiplas. (89) O facto de as
amostras nao concordantes apresentarem infec6es por multiplos gendtipos de HPV pode
contribuir para essa dificuldade. No caso da metodologia CLART® HPV 4, a amplificacao ocorre
numa unica reacao, o que pode levar a uma competicao maior entre os primers e,
consequentemente, a nao detecao de alguns gendtipos. Em contraste, a metodologia Mospire®
distribui os primers em oito misturas de reacao, o que pode permitir uma amplificacao mais eficaz.

Relativamente as amostras que apresentaram um resultado negativo para o HPV pelo
método da PCR em tempo real, é importante considerar que isso pode indicar que o nimero de
cOpias virais estd abaixo do limite de detecao do kit utilizado. O kit CLART® HPV 4 apresenta um
limite de detecdo de 200 cdpias/mL, enquanto o novo kit da Mospire ® estabelece um limite de
500 copias/mL. Essa diferenca nos limites de detecao pode contribuir para as discrepancias
observadas nos resultados. Os resultados obtidos com os controlos positivo e negativo
confirmam a eficiéncia e a fiabilidade do novo kit de PCR em tempo real. O controlo negativo
mostrou amplificacao exclusivamente para o fluorocromo que marca o controlo interno,

validando a auséncia de contaminagao durante o processo de detecao do HPV. Este aspeto é
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fundamental para assegurar a integridade dos resultados obtidos em amostras clinicas, uma vez
que a contaminacao pode levar a resultados falsos positivos e comprometer a interpretacao
clinica. Por outro lado, o controlo positivo apresentou amplificacao para todos os genétipos de
HPV, além do controlo interno, corroborando a funcionalidade e precisao do novo método na
identificacao de mudltiplos gendtipos de HPV. Estes resultados demonstram a utilidade do
método tanto em contextos de pesquisa quanto na aplicacao clinica, assegurando uma detecao
sensivel e especifica do DNA viral. Além disso, os resultados dos controlos incluidos no kit
demonstram ainda que o método de extracdo utilizado Maxwell® RSC DNA FFPE nao apenas
preservou a qualidade do DNA, mas também assegurou uma detecao precisa do HPV. A
preservacao adequada do DNA é crucial para a eficdcia de técnicas moleculares, uma vez que a
degradacao do material genético pode afetar negativamente a sensibilidade e a especificidade

dos métodos de amplificacao.(80)
4.3. Pesquisa do HPV em tecidos prostatico por PCR em tempo real

O segundo objetivo do estudo consistiu em investigar a presenca do HPV, utilizando o
novo kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire® baseado em PCR em tempo real em
amostras de individuos com suspeita de CaP. Contudo, os resultados para este grupo de
amostras nao foram tao claros quanto os obtidos para as amostras usadas na implementacao e
validacao do novo kit, apresentando resultados inconclusivos e invalidos.

Nos casos de amostras com resultados inconclusivos, a curva de amplificacao
correspondente ao controlo interno (marcada com o fluorocromo Cy5) amplificou corretamente,
evidenciando a presenca de DNA humano na reacao. No entanto, as curvas referentes aos
genotipos de HPV exibiram apenas uma leve elevacao acima da linha de base, sem apresentar a
forma tipica de amplificacao em curva tipo-S. Este padrao pode ser atribuido a diversos fatores,
incluindo degradacao da amostra, baixo niimero de cdpias virais e selagem inadequada.(79,81) A
degradacao do DNA, especialmente em amostras extraidas de tecidos congelados, pode ocorrer
devido a mdltiplos ciclos de congelacao e descongelacao, impactando a integridade do DNA e a
eficiéncia da amplificagao pela PCR.(79) Além disso, o limite de detecdo do kit Mospire® é de 500
cépias/mL. Em alguns casos, a carga viral pode ter estado préxima desse limite, resultando em
amplificacées imperfeitas que nao permitiram uma andlise conclusiva. A localizacao das
amostras inconclusivas no perimetro da placa também pode ter contribuido, uma vez que a

evaporacao durante a PCR pode afetar negativamente a reacao.(81) A utilizacao de consumiveis
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adequados para a selagem das placas é, portanto, recomendada para garantir a integridade das
reacoes.(81).

Nos casos de amostras comresultados invdlidos, nao se observou qualquer amplificacao,
nem mesmo do controlo interno. Tal situacao sugere a auséncia de DNA humano ou viral em
quantidades suficientes para detecao, ou a presenca de falhas técnicas. As causas mais
provaveis para os resultados obtidos estao associadas principalmente a quantidade insuficiente
de DNA e a sensibilidade do método utilizado.(82) O facto de a espectrofotometria ter indicado
uma baixa concentracao de DNA sugere que a amostra nao continha DNA em quantidade
suficiente para permitir uma detecao eficaz. Isto é fundamental, uma vez que a PCR requer uma
quantidade minima de DNA para amplificar e detetar a sequéncia alvo de forma adequada.
Adicionalmente, a sensibilidade do método pode ter sido um fator determinante. Como o kit
CLART® HPV 4 apresenta um limite de detecdo de 200 cépias/mL, enquanto o novo kit da
Mospire ® baseado em PCR em tempo real estabelece um limite de 500 cdpias/mL, é possivel
que o novo kit nao tenha sido capaz de detetar pequenas quantidades de DNA presentes na
amostra. Ou seja, 0 método da PCR em tempo real necessita de uma maior quantidade de DNA
para identificar o alvo de forma eficiente, enquanto o método CLART® HPV 4, com maior
sensibilidade, poderia detetar o DNA em concentrac6es mais baixas. (83)

Devido a insuficiéncia da amostra nos casos em que os resultados foram inconclusivos
ou invalidos, optou-se por realizar a PCR convencional sequida de sequenciacao de Sanger. Esta
abordagem foi adotada, uma vez que a quantidade de amostra disponivel nao permitia a
repeticdo do teste com o kit Mospire® baseado em PCR em tempo real, que requeria um minimo
de 40 pL de amostrade DNA para cada andlise. A sequenciacao de Sanger oferece uma validacao
adicional ao possibilitar a confirmacao da presenca de gendtipos virais, mesmo em situacoes em

que a quantidade de amostra é limitada, assegurando a robustez dos resultados obtidos.
4.3.1. Andlise das amostras com resultados inconclusivos e invalidos

Para uma PCR eficiente, é fundamental considerar diversos fatores, incluindo a selecao
dos primers, a temperatura de annealing e as concentracdes dos primers na mistura de reacao.
Neste estudo, foram utilizados os pares de primers GP5/GP6 e MY09/MY11, que amplificam a
regiao L1do genoma do HPV. Estes primers sao amplamente reconhecidos pela sua eficacia na

detecao de um amplo conjunto de gendtipos de HPV em contextos clinicos.(84)
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Para otimizar as condicdes da PCR, foi determinada a melhor temperatura de annealing
para cada par de primers, através de um teste de gradiente no termociclador (Bio-rad), tendo por
base a Tm dos primers. Este parametro € critico, uma vez que variacoes de 1°C a 2°C podem
impactar significativamente a especificidade da amplificacao. A temperatura de annealing ideal,
que geralmente varia entre 55°C e 72°C, deve ser ajustada, tendo em consideracao a composicao
nucleotidica dos primers e o seu comprimento/tamanho. Importante realcar que os pares de
bases G-Cformam trés ligacdes de hidrogénio, enquanto A-T formam apenas duas, o que implica
que um maior teor de GC resulta numa Tm mais elevada e, consequentemente, requer
temperaturas de annealing superiores.(85)

No presente estudo, a temperatura de annealing ideal foi definida em 50°C para o par de
primers GP5/GP6 e 55°C para o par de primers MY09/MY11. Estas temperaturas foram
selecionadas pois, a essas temperaturas, ambos o0s pares apresentaram bandas unicas no gel de
agarose, indicando uma maior especificidade na amplificacao do produto desejado. Além disso,
as bandas obtidas mostraram uma intensidade superior em comparacao as amostras
amplificadas a outras temperaturas, sugerindo uma PCR mais eficiente. No entanto, o par de
primers GP5/GP6 demonstrou ser 100% complementar apenas para alguns gendtipos de HPV.
Para contornar esta limitacao, optou-se por uma temperatura de annealing mais baixa, que,
embora possa reduzir a especificidade, facilita a ligacao do primer a outros genétipos. Por outro
lado, o par de primers MY09/MY11, sendo um par de primers degenerados, que contém uma
mistura de nucleétidos, ndo necessitam de uma temperatura de annealingtao baixa.(86,87) Esta
nao complementaridade total dos primers GP5/GP6 com os gendtipos de HPV, pode explicar a
discrepancia observada, onde uma amostra amplificada com este par de primers resultou
negativa, enquanto com o par de primers MY09/MY11foi positiva. Adicionalmente, artefactos de
PCR, como dimeros de primers, podem ocorrer em concentracoes elevadas de primers ou em
ciclos excessivos, gerando produtos de DNA de baixo peso molecular. Estes dimeros de primers
podem competir com o DNA viral pela enzima DNA polimerase, reduzindo a eficiéncia da
amplificacao.(88) Neste estudo verificou-se a existéncia desse artefacto, e para aumentar a
eficiéncia da reacao, a quantidade do par de primers GP5/GP6 na mistura de reacao foi reduzida
para 50%, enquanto a do par de primers MY09,/MY11 foi ajustada para 75%. Como demonstrado
nas Figuras 11 e 12, a diminuicdo da quantidade de primer resultou na eliminacao do artefacto e
na amplificacao do DNA viral. A diferenca na quantidade de par de primers a adicionar em cada
mistura de reacao (50%-GP5/GP6 e 75%-MY09/MY11) teve por base a inibicdo da reagao de
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PCR no par GP5/GP6 e o tamanho do produto amplificado por cada par de primers, pois o par
MY09/MY11 amplifica um produto muito maior relativamente ao par GP5/GP6.

0 tamanho do produto amplificado também é um fator importante a considerar na PCR,
pois a eficiéncia da amplificacao é inversamente proporcional ao tamanho do produto: produtos
menores tendem a ser amplificados com maior eficiéncia. (58) Isso pode justificar o maior
ndmero de amostras positivas obtidas com o par de primers GP5/GP6 (n=7) em comparacao com
o par de primers MY09/MY11 (n=1).(89) O uso de primers degenerados, embora amplie a gama
de gendtipos detetdveis, pode também resultar numa sensibilidade reduzida para a detecao de
genotipos especificos, devido a insercdo aleatdria de nucledtidos que pode afetar a distribuicao
equilibrada dos primers. Este fendmeno pode levar ao aparecimento de mdltiplas bandas no gel
de agarose e a amplificacao de fragmentos de DNA humano em vez de DNA viral. (75) Apesar das
suas limitacdes, ambos os pares de primers, GP5/GP6 e MY09/MY11, sao métodos
complementares que contribuem para um diagndstico mais preciso.

No final da experiéncia, isto é, da sequenciacao, apenas duas amostras apresentaram
resultados indesejaveis: uma inconclusiva e outra invalida. A amostra inconclusiva resultou em
multiplos picos sobrepostos na andlise do eletroferograma da sequenciacao de Sanger. Quando
aquantidade de amostra é suficiente, recomenda-se repetir a eletroforese em gel de agarose sob
condicoes diferentes para separar bandas com pesos moleculares aproximados, permitindo o
corte, purificacao e sequenciacao de cada banda. Para tal, podem ser ajustadas a concentracao
de agarose no gel, a poténcia elétrica aplicada durante a eletroforese, assim como o tempo de
exposicao do gel a corrente elétrica, permitindo uma melhor separacao e resolucao das bandas.
Na amostra considerada invalida, nao se observou amplificacao do controlo interno, utilizando o
kit Mospire®. A limitacao da quantidade de material bioldgico nas amostras inconclusiva e
invalida restringiu a realizacao de andlises adicionais. No caso da amostrainvalida, a auséncia de
DNA suficiente impossibilitou tanto a repeti¢ao do teste com o mesmo kit quanto a utilizacao de
técnicas alternativas, como a PCR convencional seguida de sequenciacao de Sanger. Da mesma
forma, para a amostra inconclusiva, a insuficiéncia de amostra inviabilizou a repeticao da PCR
convencional e da sequenciacao de Sanger. Além disso, nao foi possivel realizar a eletroforese
em gel de agarose sob condicGes alternativas, como a alteracao do tempo de corrida ou a
modificacdao da concentracao do gel, que poderiam facilitar a separacao de bandas com pesos

moleculares semelhantes e permitir o corte e a purificacdo das bandas para posterior
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sequenciacao. Assim, os resultados finais para essas duas amostras foram considerados
inconclusivos e invalidos.

A comparacao dos resultados obtidos com a utilizacao isolada da PCR em tempo real em
relacao a combinacao desta técnica com a sequenciacao de Sanger revela uma melhoria
significativa na eficacia da detecao do HPV. Ao aplicar as duas metodologias, verificou-se um
aumento no nimero de resultados positivos e negativos, o que indica que a combinagao de
abordagens moleculares diferentes permite uma detecao mais abrangente e precisa dos
genodtipos de HPV presentes nas amostras analisadas. A reducdo observada de resultados
inconclusivos e invdlidos ao aplicar as duas técnicas sugere que a sequenciacao de Sanger
complementa a PCR em tempo real, permite uma validacao adicional dos dados obtidos.
Portanto, aimplementacao de técnicas combinadas nao apenas melhora a taxa de detecao, mas
também fortalece a interpretacao dos resultados, promovendo uma abordagem mais robusta
para o diagnadstico do HPV. Além disso, a utilizacao de mdltiplas tecnologias de detecao oferece
uma resolucao superior em casos de infecdes complexas, onde a coexisténcia de mdltiplos
genodtipos de HPV pode interferir na precisao dos resultados. A integracao da PCR em tempo real
e da sequenciacao de Sanger representa, portanto, um avanco significativo na pesquisa e no
diagndstico clinico do HPV, contribuindo para melhores estratégias de monitorizacao e

tratamento das infecGes associadas a este virus.
4.4. Estudo daassociacao dainfecao por HPV e CaP

O HPV é amplamente reconhecido pela sua associacao com varios tipos de cancro, em
especial com o cancro do colo do utero. Contudo, a sua relacao com o CaP ainda permanece
indefinida. O primeiro estudo a estabelecer uma ligacao entre o HPV e o CaP foi realizado por
McNicol e Dodd em 1990, que identificaram os tipos 16 e 18 em tecido prostatico tumoral.(90)
Desde entao, diversas investigacoes foram realizadas para entender essa associacao.

Embora alguns estudos nao tenham encontrado uma associacao significativa entre a
infecdo pelo HPV e o desenvolvimento do CaP (91,92), dada a prevaléncia semelhante de HPV de
alto risco em tecidos benignos e malignos da prdstata, outro estudo defendeu que que o HPV
pode desempenhar um papel importante nas fases iniciais da oncogénese prostatica. O conceito
de "toca e foge" mencionado no estudo refere-se a hipdtese de que as células infetadas pelo HPV
podem adquirir temporariamente o genoma viral nas fases iniciais do desenvolvimento do

cancro, sendo esse genoma dificil de detetar em fases mais avancadas. Esta hip6tese é apoiada
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pela observacao de uma maior expressao da proteina viral E7 em tecidos benignos,
comparativamente a amostras malignas subsequentes do mesmo individuo. (93) A maior
expressao da E7 em tecidos benignos sugere que o HPV pode interferir nos mecanismos de
regulagao celulares logo no inicio do desenvolvimento do cancro, possivelmente promovendo a
resisténcia a apoptose nas células da préstata. Este mecanismo podera facilitar a sobrevivéncia
de células predispostas a transformacao maligna, contribuindo para a progressao tumoral.

Whitaker et al. observaram a presenca do HPV tanto em tecidos normais, como lesdes
benignas ou carcinoma da prdstata, sugerindo que o HPV-18 pode ter um papel relevante na
carcinogénese prostatica. A presenca de coildcitos, células caracteristicas de infecao por HPV,
em tecidos prostaticos, apoia a hipdtese de que o HPV-18 influencia diretamente o
desenvolvimento do CaP, possivelmente promovendo alteracoes displasicas e morfoldgicas que
predispéem a transformacao maligna. (94) Contudo, a questao dos gendtipos de HPV mais
associados ao CaP permanece controversa.(38,95) Estudos apontam discrepancias no gendtipo
mais oncogénico, com alguns a relatar uma maior prevaléncia do HPV-16 em relagcao ao HPV-18
(96), enquanto outros defendem que o HPV-33 é o gendtipo mais oncogénico no contexto do
CaP.(95) As discrepancias relativas aos gendtipos mais oncogénicos podem ser atribuidas a
fatores como variacdes geograficas, diferencas nas metodologias de detecao e a
heterogeneidade das populaces analisadas.(38) A distribuicdo geografica dos gendtipos de
HPV sugere que fatores epidemioldgicos, como prevaléncia regional e o comportamento da
infecdo, podem influenciar tanto a frequéncia quanto o impacto dos diferentes genétipos de HPV
no desenvolvimento do CaP.(95) Estes fatores reforcam a necessidade de estudos
multicéntricos, com maior rigor metodoldgico e abrangéncia populacional, para clarificar a
associacao entre os gendtipos do HPV e a oncogénese prostatica, fornecendo uma visao mais
robusta e global sobre o papel do HPV no CaP.

Adicionalmente, dados mais recentes indicam que a presenca de multiplos gendtipos de
HPV de alto risco num tinico tecido prostatico estd associada auma maior atividade das proteinas
virais, nomeadamente E6 e E7, o que pode amplificar o risco oncogénico.(97) A co-infecao por
multiplos gendtipos de HPV de alto risco no tecido prostatico pode favorecer a persisténcia viral,
induzir proliferacao celular desregulada e resisténcia a apoptose, mecanismos centrais na
oncogénese prostatica, reforcando a necessidade de estudos adicionais sobre o impacto do HPV

no CaP e aviabilidade de estratégias preventivas, como a vacinacao.
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Com base nos estudos referidos, conclui-se que a prdstata é um drgao suscetivel a
infecao por HPV, emboraa simples presenca de DNA viral ndao sejaindicativa de umainfecao ativa
ou uma causalidade direta no desenvolvimento de cancro. A detecao de DNA de HPV de altorisco
em tecidos prostdticos sugere que uma percentagem dos casos de CaP pode estar associada a
infecdo por HPV, particularmente em situacdes de co-infecao por mdiltiplos gendtipos. (97) Os
resultados do presente estudo corroboram esta hipétese, uma vez que 66,7% dos individuos
positivos para HPV apresentam diagndstico de CaP, comparativamente a 33,3% dos individuos
sem a doenca. Adicionalmente, 63,6% dos casos de CaP estao associados a gendtipos de HPV
de alto risco, com uma prevaléncia significativa de infecdes por HPV-18 (56%). No entanto, a
associacao entre infecdes multiplas por HPV e o CaP, embora sugestiva, ndao é conclusiva, dado
que apenas 2 das 188 amostras analisadas apresentaram infecao por mais de um gendtipo de
HPV. Estes dados indicam que a co-infecao pode desempenhar um papel na oncogénese
prostatica, mas a sua prevaléncia parece ser limitada. E necessario um maior niimero de
amostras para avaliar de forma robusta a relevancia das infecdes multiplas na progressao do
CaP.

A andlise dos resultados do presente estudo revela uma associacao significativa entre a
idade e a prevaléncia do CaP, com 79,5% dos individuos entre 65 e 74 anos e 821% dos
individuos com mais de 75 anos diagnosticados com a doenca. Estes resultados corroboram a
evidéncia de que o risco de CaP aumenta com aidade, possivelmente devido a maior exposicao a
hormonas masculinas, ao acimulo de muta¢des somadticas e a diminuicao da eficacia do sistema
imunitario, fatores que favorecem a oncogénese em homens mais velhos.(97) O gréfico
apresentado (Figura 16) ilustra a detecao de HPV em tecido prostatico, estratificado por grupos
etarios (< 65 anos, 65-74 anos e > 75 anos). Observou-se que, no grupo etdrio inferior a 65 anos,
4 4% dos individuos com CaP apresentaram tecido prostdtico com a presenca de HPV, em
contraste com 15% dos individuos sem CaP. Na faixa etaria de 65 a 74 anos, a taxa de
positividade para HPV no tecido prostatico foi de 6,15% nos casos de CaP e de 5,88% nos casos
sem CaP. Para os individuos com 75 anos ou mais, a detecao de HPV em tecido prostatico foi
positiva em 12,5% dos casos de CaP e em 14,3% dos casos sem CaP. Estes dados indicam uma
maior prevaléncia de HPV em individuos mais velhos, embora a relacao com o desenvolvimento
do CaP permaneca complexa, sublinhando a necessidade de estudos adicionais para elucidar o
papel do HPV na oncogénese prostdtica. Além disso, as analises estatisticas realizadas nao

revelaram associagoes significativas entre a infecao pelo HPV e o CaP, independentemente da
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idade dos individuos. Embora a taxa de positividade para o HPV tenha mostrado uma tendéncia
crescente com aidade, a baixa incidéncia de co-infecdes mdiltiplas e o reduzido nimero de casos
positivos em relacao ao total da amostra limitam a generalizagao dos resultados.
Adicionalmente, a infecao pelo HPV esta frequentemente associada a comportamentos
sexuais de alto risco, incluindo a prevaléncia de doengas sexualmente transmissiveis, o nimero
de parceiros sexuais e a idade ao iniciar a atividade sexual. Contudo, este estudo nao avaliou os
comportamentos sexuais dos individuos, o que representa uma limitagao significativa. A relacao
entre o HPV e esses comportamentos de risco é bem documentada na literatura (30), mas a
ausénciade uma avaliacao neste contexto limita a capacidade de tirar conclusdes robustas sobre
a associacao entre a infecao pelo HPV e CaP. Outras limitacdes incluem o tamanho da amostra,
que é relativamente pequeno para analises estatisticas robustas, e a dificuldade em controlar a
distribuicao de microorganismos na préstata. Além disso, a presenca de lesdes na prostata, como
a hiperplasia benigna da préstata e a prostatite, pode alterar o microambiente prostatico,
favorecendo a carcinogénese e o aumento de risco de CaP.(98) Portanto, estudos futuros devem
aumentar o tamanho da amostra, padronizar as técnicas de colheita de amostras e expandir a
analise para incluir outras lesdes prostaticas, além de considerar varidveis como o
comportamento sexual, para entender melhor a dinamica entre a infecao pelo HPV e o CaP.(67)
Embora este estudo forneca poucas evidéncias do impacto da infe¢ao por HPV no CaP, é
crucial continuar a investigacao nesta area. A crescente disponibilidade de vacinas contra o HPV
pode nao apenas prevenir a infecao pelo virus, mas também potencialmente reduzir o risco de
desenvolvimento do CaP. Portanto, mais estudos sao necessarios para esclarecer arelagcao entre

o0 HPV e o CaP, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias de prevencao eficazes.
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5. Conclusao

A validacao do novo kit de amplificacao de DNA do HPV da Mospire® revelou a sua
eficdcia na detecao de multiplos gendtipos, embora tenha identificado algumas limitacoes, como
a sensibilidade reduzida para gendtipos especificos. Contudo, a inclusao deste kit com técnicas
complementares, como a sequenciacao de Sanger, pode potencialmente melhorar essas
desvantagens, aumentando a precisao e a fiabilidade dos resultados. Assim, a abordagem
combinada nao apenas fortalece a detecao do HPV, mas também assegura um diagndstico mais
robusto em contextos clinicos.

De salientar que o presente estudo € pioneiro em Portugal e contribui de forma
significativa para a compreensao da influéncia da infecao pelo HPV no CaP. Embora o tamanho
reduzido da amostra limite a generalizacao dos resultados e a identificacao de relagoes
significativas, os dados obtidos evidenciam uma associacao clara entre a idade e a prevaléncia
do CaP, indicando que o risco deste tipo de cancro aumenta com o envelhecimento. A detecao de
HPV no tecido prostatico sugere uma maior prevaléncia entre os individuos mais velhos; no
entanto, a relacao entre a infecao por HPV e o desenvolvimento do CaP permanece complexa e
carece de investigacao adicional. Assim, estudos futuros devem incluir uma amostra maior e
expandir a analise para abranger outras lesdes prostaticas, como hiperplasia benigna da préstata
e prostatite, além de considerar varidveis adicionais, como o comportamento sexual. I1sso
permitira uma compreensao mais aprofundada do papel do HPV na oncogénese prostatica e

contribuird para o desenvolvimento de estratégias de prevencao mais eficazes.
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Anexos

Anexo 1-Amostras do grupo A

Amostra Género Tipo de Material Bioldgico
1 * Citologia em meio liquido
2 * Citologia em meio liquido
3 * Citologia em meio liquido
4 * Citologia em meio liquido
5 * Citologia em meio liquido
6 * Citologia em meio liquido
7 Feminino Citologia em meio liquido
8 * Citologia em meio liquido
9 Feminino Citologia em meio liquido
10 Feminino Citologia em meio liquido
" Feminino Citologia em meio liquido
12 Feminino Citologia em meio liquido
13 Feminino Citologia em meio liquido
14 Feminino Citologia em meio liquido
15 Feminino Citologia em meio liquido
16 Feminino Citologia em meio liquido
17 Feminino Citologia em meio liquido
18 Feminino Citologia em meio liquido
19 * Citologia em meio liquido

20 * Citologia em meio liquido
21 * Citologia em meio liquido
22 * Citologia em meio liquido
23 * Citologia em meio liquido
24 Feminino FFPE
25 Masculino FFPE
26 Masculino FFPE
27 Masculino FFPE
28 Masculino FFPE
29 Masculino FFPE
30 Masculino FFPE
31 Feminino FFPE
32 Masculino FFPE

*controlos de qualidade
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Anexo 2- Protocolo do método de amplificacao do HPV do DNA da Mospire®, baseado em
PCR em tempo real

Principio

Este teste baseia-se numa detecao qualitativa de DNA de 24 tipos do virus do HPV em amostras
de citologia ginecoldgica. O teste identifica especificamente os gendtipos de HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39,45, 51,52,56,58,59, 68, 26,53, 66,73,82,6,11,42,43, 44 e 81. Os primers e as sondas
fluorescentes TagMan deste kit sdo desenhados especificamente para os loci E6/E7 do genoma
doHPV, e as sondas fluorescentes sao marcadas com os corantes fluorescentes FAM, VIC e ROX.
Os primers e a sonda do controlo interno deste kit sao desenhados a partir de sequéncias do gene
HAPB humano e a sonda é marcada com o corante fluorescente Cy5.

Aplicacao Clinica

Genotipagem de HPV em amostras da rotina do Ipatimup Diagndstico.

Amostra

Amostras de citologia ginecoldgica e tecido FFPE.

Condicoes de armazenamento e validade

A validade deste kit é de 24 meses a partir da data de fabrico, quando armazenado ente 2-8°C.
Sugere-se transportar o kit abaixo de 42°C. Nunca deixar o kit por mais de 30 dias a 42°C. O kit
deve armazenar-se na auséncia de luz. Ao abrir as embalagens seladas os reagentes devem ser
utilizados na totalidade. Nao podendo utilizar todos de uma vez, os restantes devem ser
guardados a-20 + 5 °C no maximo 15 dias.

Reagentes fornecidos

Com cada kit é possivel fazer 24 testes, e os reagentes fornecidos pelo mesmo sao os seguintes:
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Tabela 1- Reagentes fornecidos pelo kit Mospire

Rétulo Conteddo Quantidade
Poco 1- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 16,18,31e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc.
Poco 2- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 33,35,39 e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc.
Poco 3- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 45,51,52 e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc.
Strips Poco 4- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 56,58,59 e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc. .
reagentes PCR - — - 24 strips
(HPV 24) Poco 5- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 68,26,53 e
HAPB, UDG e Taqg DNA polimerase, etc.
Poco 6- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 66, 73,82 e
HAPB, UDG e Taqg DNA polimerase, etc.
Poco 7- mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 6,11,42 e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc.
Poco 8 - mistura de dNTPs, magnésio, primers e sondas HPV 43,44, 81e
HAPB, UDG e Taq DNA polimerase, etc.
Controlo )
Positivo (HPV Fragmentos do gene E6/E7 detetados nos 24 tipos de HPV e do gene 1tubo (70?
24) HAPB uL/tubo)
Controlo
Negativo (HPV Fragmentos do gene HAPB 1tubo (700
uL/tubo)*
24)

Agua sem Agua sem nucleases 2 tubos (0.7
nucleases MI/tubo)
8 tamPas de 24 porcoes

strips

*Pés-extracao, cada tubo da para 7 ensaios

Para a utilizagao deste kit é necessario outro material, nao fornecido pelo mesmo, tal como:
e Kitde extracao de acidos nucleicos
e Consumiveis: Pontas de filtro, tubos de 1.5 mL
e Equipamento experimental: Centrifuga para tubos de 1.5 mL, strips pocos PCR ou placas
de 96 pocos, vortex, instrumento PCR em tempo real (termociclador).
e Outros: Micropipetas (0.5-20 uL,10-100 pL, 20-200 uL, 100-1000 pL), luvas
Procedimento:

1. Extracao de DNA pelo método automatico

e Preparar as amostras e 0s controlos positivo e negativo incluidos neste kit com o kit de
extracao, Maxwell® DNA FFPE Kit, de acordo com o protocolo do fabricante;

2. Preparacdo dos reagentes de amplificacio (Sala de pré-PCR)

e Retirar os reagentes do kit e da embalagem;
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Centrifugar a 3000-6000 rpm durante 10 segundos para que o pellet se concentre no
fundo do poco;

Alinhar as strips numa direcao consistente (comecando no poco 1 e progredindo até ao
poco 8) num suporte numa posicao correspondente a da placa de 96 pocos (Nota: Ao
retirar uma strip use sempre luvas PE ou luvas de latex sem pd para evitar a
contaminacao do exterior do tubo, o que pode afetar o teste);

Remover as tampas com cuidado e adicionar 15 pL de agua sem nucleases em cada poco.
Adicionar 5 uL de DNA de cada amostra e de controlos positivo e negativo (preparados na
primeira etapa: pré — PCR) em cada poco contendo os reagentes de PCR e fechar com
tampas de strips;

Homogeneizar hem utilizando o vortex;

Centrifugar a2000-3000 rpm durante 20 segundos;

Transferir as amostras para uma placa de 96 pocos adequada ao equipamento 7500

Fast da Applied Biosystems ou ao termociclor CFX96 da Bio-Rad,

Exemplo (tabela 2): Extrair 10 amostras, bem como os controlos positivo e negativo e marcar os

tubos de A1-A10, PC e NC, respetivamente. Utilizar 12 strips de reagentes de PCR (HPV 24),

alinha-las numa direcao consistente (comecando no poco 1 e progredindo até ao poco 8) e

adicionar 15 pL de dgua sem nucleases em cada poco e, em sequida, adicionar 5 pL de amostra

narespetiva coluna, bem como os controlos positivo e negativo. Por exemplo, adicionar A1a cada

poco de A1-H1, adicionar A2 a cada poco de A2-H2, etc. Centrifugar depois de fechar as strips.

Tabela 2- Exemplo de uma placa de 96 pocos com 10 amostras e controlos positivo e negativo

Reagentes na strip | Localizacao | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 m |12
Poco1 A Al || A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | AT | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco 2 B Al || A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco3 C Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | AT | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco 4 D Al || A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco 5 E Al || A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | AT | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco 6 F Al|| A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | AT | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco7 G A1l A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | AB | A9 | A10 | PC | NC
Poco 8 H Al | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | AT | AB | A9 | A10 | PC | NC
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3. Amplificacdo (Sala pés-PCR)

Para o Termociclador 7500 Fast da Applied Biosystems:

e Colocar a placa de 96 pocos no termociclador 7500 Fast da Applied Biosystems e

configurar o mesmo no modo presenca/ auséncia ‘presence/absence” sequndo o

protocolo Applied Biosystems 7500,/7500 Fast Real-Time PCR System Getting Started

Guide for Presence/Absence Experiments disponibilizado no site da Thermo Fisher;

Selecionar as sondas TagMan;

Selecionar a corrida Standard:

Selecionar o equipamento utilizado (7500 Fast);

Selecionar a experiéncia presenca/auséncia “presence/absence”;

No separador “Define Targets and Samples” na coluna “Target Name”, adicionar o nome

dos vdrios gendtipos de HPV e associar os respetivos fluorocromos (“Reporter’) (Figura

1) de acordo com a tabela 3;

Selecionar a coluna “Quencher”como “none”:

Define Targets

| Add Mew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target |

Target Name

[HPV-18

Reporter
FAM

Quencher

~ [Mone

Colour

[HPV-12

ViC

~ [Mone

[HPv-31

ROX

~ |Mone

Figura 1- Separador Define Targets

Tabela 3- Genétipos associados aos diferentes fluorocromos nas diferentes mixes

Mix Fluorocromo Gendtipo Mix Fluorocromo Genoétipo
FAM HPV-16 FAM HPV-68
Mix 1 VIC HPV-18 Mix 5 VIC HPV-26
ROX HPV-31 ROX HPV-53
FAM HPV-33 FAM HPV-66
Mix 2 VIC HPV-35 Mix 6 VIC HPV-73
ROX HPV-39 ROX HPV-82
FAM HPV-45 FAM HPV-6
Mix 3 VIC HPV-51 Mix 7 VIC HPV-11
ROX HPV-52 ROX HPV-42
FAM HPV-56 FAM HPV-43
Mix 4 VIC HPV-58 Mix 8 VIC HPV-44
ROX HPV-59 ROX HPV-81

Nota: Em todos os pocos adicionar o fluorocromo Cy5
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o Nomesmo separador adicionar o nome das amostras;

e Noseparador “Assign Targets and Samples”, em cada poco, adicionar o nome da amostra

e selecionar os fluorocromos com os gendtipos correspondentes (4 fluorocromos por

pogo);

e Nos pocos das amostras e do controlo positivo, para os fluorocromos FAM, VIC, ROX

adicionar a Task “U-Unknown” e para o Cy5 adiconar a Task “I- IPC"( Figura 2);

e Nos pocos do controlo negativo, para os fluorocromos FAM, VIC, ROX adicionar a Task

“N- Negative Control” e para o Cy5 adiconar a Task “I- IPC" (Figura3);

Assign

Target

FAM

Task

VIC

ROX

Controlo interno

Si=li=ifi=]
=1\ =1 )| =) =

(=1 =] 1= =
| | |

Mixed [T Unknown [l IPC [ Negative Contral ] Blocked IPC

Figura 2- Task a adicionar nas amostras e no controlo positivo

Assign

Target

FAM

Task

£

VIC

£

ROX

£

Controlo interno

[o] L]~ =]

Mixed [ Unknown [ 1PC [ Negative Control [ Blocked IPC

Figura 3- Task a adicionar no controlo negativo

e Selecionar aopcao “Passive reference”como ‘none”:

e Definir o volume de reacao por poco para 20 pL;

e Definir o programa de ciclos da seguinte forma (tabela 4):

Tabela 4- Programa de ciclos para o kit da Mospire

Passo Ciclos Temperatura (°C) Tempo (min:sec)
1 1 50 05:00
2 1 95 05:00
94 00:10
3 5
58 00:30
94 00:10
4 45
56* 00:30

*0s dados de sinal sao recolhidos a 56 °C.
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Para o termociclador CFX96 da Bio-Rad:

Colocar a placa no termociclador e conFigurar o mesmo segundo o protocolo “C700
Touch™ Thermal Cycler and CFX Real-Time PCR Detection Systems- Instrument Guide”:
Definir o programa de ciclos representado na tabela 4;

Na execucao do template adicionar os fluorocromos FAM, VIC, ROX e Cy5;

Na opcao “Experiment Settings”no separador “Targets”, adicionar o nome dos gendtipos
e no separador “Samples and Biological Groups” adicionar o nome das amostras;

Na opcao “Target names” associar cada gendtipo ao respetivo fluorocromo de acordo
com atabela 3;

Em cada poco, adicionar o nome da amostra e os fluorocromos com 0s genétipos

correspondentes (4 fluorocromos por poco);

Valor cut-off

O valor de cut-off do FAM, VIC e ROX é 34,00. O valor de cut-off do controlo interno é

determinado como sendo 30.

Explicacao dos resultados do teste

No final da reacdo, o software associado ao equipamento (7500 Fast/CFX96) guarda

automaticamente os resultados, ajusta os valores inicial, final e threshold da baseline apds a

andlise daimagem (é autoajustavel pelo utilizador: os valores iniciais podem estar entre 3 e 15; 0s

valores finais podem estar entre 5 e 20).

Equipamento 7500 Fastda Applied Biosystems

Quando é utilizado este equipamento, os resultados devem ser transferidos do software
7500 v2.3paraa Cloud (aplicacao Design and Analysis New gPCR) disponibilizada no site
da Thermo Fisher para serem analisados (Link Cloud:

https://apps.thermofisher.com/apps/spa/#/dashboard)

Nota: Por cada corrida adicionada a Cloud, clicar em “Actions’, de sequida em Primary

Analysis Setting e selecionar o Threshold como automatico (Figura 6);
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https://apps.thermofisher.com/apps/spa/#/dashboard

Primary Analysis Setting

General Well Cq QC Alerts Advanced

PGR Stage/Step | Stage 4, Step 2 - Algorithm Settings
Target Use Default Auto Threshold Threshold
Default Setting AUTO
Controlo interno v AUTO
FAM v AUTO
ROX ~ AUTO
vIC ~ AUTO

Reset to Default

Baseline Threshold

Auto Baseline

~

v

~

Baseline Start Baseline End

AUTO AUTO
AUTO AUTO
AUTO AUTO
AUTO AUTO
AUTO AUTO

(o)

Figura 6 - Threshold automatico na Cloud da Thermo Fisher

No separador Quality Check observamos os graficos com as curvas de amplificacao

correspondentes a cada fluorocromo (podemos colocar em 2 modos: Amplification Plot e

Multicomponent Plot) e uma tabela com varias informacdes sobre as amostras, nomeadamente

os valores de Ct (Figura 7).

No separador Presence Absence observamos o grafico no modo Amplification Plot e

novamente uma tabela com muitas informac6es sobre as amostras, desta vez temos a

informacao da coluna “Call’, que nos informa se certo gendtipo de HPV estd presente ou

ausente em cada amostra (Figura 8).

Quality Check
Sample Type Multicomponent Plot - S

Unknown Multicomponent Plot

Negative Control

8
]
H
H
Samples § o
5 oam S
- ERY
i — T
Targets 1 ! @ «
. Reading
Total of 4 legends are hidden. Try resizing the panel vertically to show the legends.
Clear all

Color By:  Sample v

1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 Ll 12

IOoTmMoOOm®

Total of 12 legends are hidden. Try resizing the panel vertically to show the legends.

Samples

PC

PC

PC

PC

PC

PC

PC

PC

PC

PC

PC

Actions v

Replicate Group

Target$ Num of Replicates® GqMeans
HPV-6 1
HPV-11 1 23263
HPV-16 1 24588
HPV-18 1 24285
HPV-26 1 23308
HPV-31 1 23955
HPV-33 1 23042
HPV-35 1 24143
HPV-39 1 23696
HPV-42 1 23122
1

HPV-43 23439

Fig_ura 7- Separador Quality Check da Cloud da Thermo Fisher
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Presence Absence

Color By:  Sample - L3

1 2 3
Amplification Plot

IeTmmoOO®>
90000000 -

Cycle

Total of 26 legends are hidden. Try resizing the panel vertically to show the legends.
Total of 12 legends are hidden. Try resizing the panel vertically to show the legends.

‘target Target Call
Wells Omits Sample$ Targets Taske GCall$ Gonsolidated Target Call$ Ga® Ga Gonfs Amp Score$ ARn#
Al B066 HPV-31 Unknown @ Absence @ Absence Undetermined 0 0 731593
Al BO66 HPV-16 Unknown © Absence @ Absence Undetermined 0 0 687.755
At B066 HAPB IPC © FPresence © Presence 22,605 0968 2349 76,478.687
Al B066 HPV-18 Unknown @ Absence @ Absence Undetermined 0 0 490157
a2 RNGT HPV-A1 Unknauwn @ Ahsence @ Ahsence Undetarmined a n -89 58A

Figura 8- Separador Presence Absence da Cloud da Thermo Fisher

Para gerar um documento com os resultados, deve escolher a op¢ao “Actions” e de sequida o
separador “Generate Report”. 0 documento é automaticamente guardado nos ficheiros da Cloud

e posteriormente pode ser transferido. Neste documento devem estar incluidas 2 informacoes:

e ‘Plate Setup” que apresenta esquema da placa, com os valores de Ct para cada gendtipo
(Figura 9);

e Tabela “Presence Absence”(Figura10);

Plate Layout

1 3 4 5 [3 7 8 9 10 11 12
BOGE BOGE ® BoG 807 BOTL BOTE BIT3 6074 Ba7S FC N
HAPE 122,635) HAPE 119.2521 | HAPBZLALLE | HAPE (133501 | HAPG (2 HAPE (20,57 HAPB (19,0950 | HAFE (2132 AP (204441 | HAFG(Z2924)  HAPD (2342}
A HP-31 {nja) HPY.31 (njab HPV-3L ryal HP31 [nja) HPY-31 [nfa) HPV-IL I HE-3L {nia)
HP16 (2] HEV-18 {nja) HPY-18 (njab HPU-16 (ryal HPY16 (nja) HEV-16 ra) HPY-16 [nfa) HPV-16 HEV-1E {ria)
HPV-13 () £-18 (i) HPY-12 (njah P10 {ryi) HPV1E (nja) HEV-14 {rja) HPY-16 [nfa} HPV-18 I V18 {rn)
BUG7 BOGE # B0 8070 BOTL BOT2 BT} BT N
MAPE (22445) | HAFB(19.109)  HAPE (19.018) | WAPR (ZLBL3) | HAPB (153) HAPR (2LEB3) | WA HAPE (19.035) | HA HAPE (20,481} HAPR (23.317)
B HPV-33dnial HPA-33 ) HPY-33 tfe) HPY-33 (niah HPE33 [nda) e HPY-33 Infa) HPA HPY-33 Infal HPV-33 N
V-394 HP-39 () HPY-39 {nia) HPY-33 (nlah HP:3% [nfal HRY- HPY-39 Infa) HPY- HPY-3% HV-39 dnial
HEV-35 {nia HP35 (nfa) HPY-35 {nia) HPY-33 (njab HPV-35 (rya) HPV35 [nja) HEV. HPY-35 [nfa) HP. HPY-35 In HE-35 {nia)
Baes, BOG7 Ba6E ® Bom Bom BOTL B3 Ba7s e
MAPE (319931 | HAFE (18707 HAPE 1B.BZ2] | MAPH (ZZOIS) | MAPE (131711 | MAPB(2LE31) | MAPE(20.523] | HAPB(15.59) HAFE (Z11S7]  MAPE (Z0.413) | HAFH(12333)  HAPE 238341
= HPY-45 [nfa) HEY-45 {nfe) (niab HPV-45 {njal HPY-AS [niah HEV-45 dnfa) HPY-45 Inal HRY-45 -45 Inf HPY-45 (23.767)
HPY-52 [a) HPY-52 (niah PU-52 {nial HPYSZ (i) W52 dria) HPY-52 Infa) 2 infal HRY-52 (23.418)
el HPY-51 (nlah HPV-51 s HPESY [nda) HPY-51 Infa) HPY-51 (vl HPY-SL Infal HP-51 24,3571 HPW-5L dnia
BT BOTL BOTZ B3 Ba7s [+ e
HAFE (15.795)  HOPE |15.028) HAFR (19.307] | HAFE (21947}  HAPE(20.200) | HAPB[13.755) | HAPE (Z1254)  HAPE (20484) | HAPE (22363)  HAPE [23.602]
o HF-56 (nfa) HEU-30 (nja) HPV-30 (rual HEV-34 nja) HE.34 (vl HPY-30 Infa) HFVL30 (22.703] HEV-36 dia)
HF-38 (nfa) HE-38 (i) HPY-58 (niah HPV-34 ninl HPY3E (nia) HEV-34 dnin) HFY-38 (rén) PV I HFV-3 (23,301 HEV-3B
HPY-59 [nfa) HPV-39 {nfa) HPY-58 (niab HPV-59 {njal HPY5% [nia) HEV-54 dnfa) HPY-59 (néa) HPY-59 Infal HFY-53(23.207)  HPW-384
BOG7 Bagk #8053 807 BOTL Bo72 8074 Ba7S [T
HAPG (1.11)  HAPS (187521 | HAPR(ZLAGT) | HAPS (1B 96T | HAPB(ZZ16S)  HAPG (ZDA14) | HAPB (13926} | HAFE (20 Ad) HAPE (20.713) HAPB (232871
E HP-63 () HPV-56 tva) HP-63 (niah HPV-68 (rual HPSE (v HEV-E4 ) HPY-66 [n/a) HFY-68 (1) HPV-6E [n7a) HEV-SE (T
W26 [a) 26 (R3] HFV.26 (nja) HRLZE (rya) HPW.2E [nja) HPV.26 [n)3) HEL3E (ry3) HIVLZE [ HELZE (i)
HFnE () =133 (nfa) HFV.53 (nja) HPUL53 (ra) M3 ) HPV.S3 (/3] HEL5E (i) HAV-33 I 33 (i)
BOG7 =6 » B0 =07 B0 BOT2 BT BO7 BT ne
WAFD (10.508)  WAPD [18.703) | WAPD{I1376} | MAPD (10012 | MAFD (21487}  WAPE {20.2¢8) | MAPD [19.843} | WAPE [I106l)  MAPE (20.3%) HAFB (22303)  HOPE [22.84%)
¥ HPA-T3 [ta) HE-TT (ria) WP73 (niah HELTT sl W73 {rn) WINPT I WRALT3§23.418)  HEVTR i
HPG66 [1a) HPV-E6 tia) HPV-66 (i3} HP-EG (U3 HPV-6E (73} HPBS (22,8011 HPVSE (i3
HP-B2 () HPV-82 tva) HPY-B2 (niah HPV-E2 rual HPV-32 [nfal HFV-BZ (22.137)  HPV-8Z {nia)
BAEE #B0E BT
HARE (12.777) | HAPE (31423 HAFE (21.447) HAPE (20.267) | HAPE(22.4B7)  HARE [22.694]
G 11 {nja) WPY-11 (nja} W11 [nja) HPY-11 Inja) HPV-1L Infa) MFV-11§23.263]  HPW-1L{nia)
M- (ria) HPY-6 {ial WPV irya) HPY-8 {rva) HPV-6 irva) HPV-B[23.353) MOV ina)
HR-A2 [a) E-42 (ia) WPv-a2 (i3} W42 {ra) WRAZ () HPV-22 I HPV-42 (A7) HRV-12 23,122 HOV-AZ (iR
BOST BOEE #8052 807 BOTL BIT3 875 e
HAPE (18.508)  HAPE [18.6581 | HAPE (21, HAPR (14 HAPE (21.387) | HAPS{20.338)  HAPB[13.805) | HAPE (Z0856)  HAPB (19.528) HAPE 1233111
H HEA3 (3] HRY-A3 (alah HPLLAT {mjal HPAZ [aja) BBV o HRUA3 (nfa) W4T HIULAZ {ria)
A4 (i) HRY-a4 (njab HRVL44 rja) HPA4 () HEVA {rfa) HEYA4 (i) HAV-A1 In L4 {nia)
21 {nja) WPY-B1 (nja} MPU-EL nja) MR [nja) WEV-EL rfn) HPY-81 I HF-EL (rva) WPv-aL I AL fria)

Figura 9-Esquema da placa presente no “Report”’
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Presence/Absence Target Calls

Well Sample

A1 BO6E HPY-31 Unknown Absence Undaterminad 731593
A1 BO6E HPV-16 Unknown Absence Undaterminad 687.755
&1 BOGG HAFB IPC Fresence 22.695 76,478.687
21 BOGE HPV-18 Unknown Ahsencs Undeterminead 490157
a2 BOGT HPY-31 Unkneowvn Absence Undetermined -99.586
a2 BO6T HPV-16 Unkneowon Absence Undetermined -76.49%
a2 BOGT HAFB IPC Presence 19.592 T1.B70.799
a2 BO6T HPV-18 Unkneowon Absence Undetermined 202887
A3 BOGE HPY-31 Unkneowvn Absence Undetermined 127951
A3 BOGE HPV-16 Unkneowon Absence Undetermined 914.556
a3 BO6E HAPB IPC Presence 19.252 91,218.552
A3 BO6E HPV-18 Unknowrn Absence Undeterminad 610.53
A4 B06S HPY-31 Unknown Absence Undetermined 4.82

A4 BO6S HPV-16 Unknowrn Absence Undetermined 618218
24 BOGS HAPB IPC Fresence 21.911 101.891.056
24 BOGS HPV-18 Unknown Ahsencs Undeterminead 7279

Figura 10- Tabela “Presence Absence’presente no “Report”

o Equipamento CFX96 da Bio-Rad:

Quando é utilizado este equipamento os resultados sao analisados no software CFX
Maestro v2.2 (Figural1). Depois de transferir os resultados para o software, devemos
selecionar a opcao “Plate Setup”e de seguida o separador “Replace Plate File" para

associar o template aos resultados.

L e s e s Sy e || e |
Guartiication Guarttication Data gl Gene Brpression End Point Alslc Discrmingtion 85 Custom Dataview 2] ¢ B Run komation
Amplification ¢

3000 +

No wells designated as Sample Type standard
2500 J oo e
2000 £

5

& 1500 +-
1000 e

500 -

Step Number: 7~

Wel O Fuor & Terget O Content | Semple O Cq 9/
AO1 Cy5 HAPB Unkn BOO1 2595
[ A02 Cy5 HAFB Unkn B002 26.14
| |03 Cy5 HAPB Unkn BOO3 2191
| |a0a Cy5 HAFB Unkn BOO4 2415
| 405 Cy5 HAPB Unkn BOOS 2033
| |05 Cy5 HAPB Unkn - 20.18
[ AO7 Cy5 HAFB Unkn B0O7 2092
| |a08 Cy5 HAPB Unkn BO08 2138
[ |a0s Cy5 HAPB Unkn B009 2307
_MD Cy5 HAFB Unkn B010 2163
Al1 Cy5 HAPB Pos Cul PC 2456
[ a2 Cy5 HAFB Neg Ctr NC 2510
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Para gerar um documento com os resultados deve ser escolhido o separador “Tools”e de

seguida opcao “Reports’. Neste documento estd presente uma tabela com os valores de Ct de

cada fluorocromo para cada amostra (Figura12).

Quantification Data

Well | Fluor | Target | Content | Sample | Cq Cq Cq
Mean | Std.

Dev

A01 | Cy5 | HAPB | Unkn | BO001 [2595|2595|0.000
A02 | Cy5 | HAPB | Unkn | B002 [26.14|26.14|0.000
A03 | CyS | HAPB | Unkn | B003 [21.91(21.91|0.000
A04 | CyS | HAPB | Unkn | B004 [24.15|24.15|0.000
A05 | CyS | HAPB | Unkn | BO005 [20.33|20.33|0.000
A06 | Cy5 | HAPB | Unkn | B006 [20.1820.18 |0.000
A07 | CyS | HAPB | Unkn | B007 (2092|2092 |0.000
A08 | CyS | HAPB | Unkn | B008 [21.38|21.38|0.000
A09 | Cy5S | HAPB | Unkn | B009 [23.07|23.07|0.000
Al0 | Cy5 | HAPB | Unkn | BO10 [21.63|21.63|0.000
All | CyS | HAPB |PosCtrl | PC [24.56|24.56 |0.000
Al2 | Cy5 | HAPB |NegCtrl| NC |25.10|25.10|0.000
BO1 | Cy5 | HAPB | Unkn | B001 |2521|2521]|0.000
B02 | Cy5 | HAPB | Unkn | B002 |26.68|26.68|0.000
B03 | Cy5 | HAPB | Unkn | B003 |21.62|21.62|0.000
B04 | Cy5 | HAPB | Unkn | B004 [23.0923.09 |0.000
B0O5 | Cy5 | HAPB | Unkn | B005 |20.36 | 20.36 | 0.000
B06 | Cy5 | HAPB | Unkn | B006 |20.10|20.10|0.000

Figura 12- Tabela presente no “Report”
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Anexo 3- Resultados das amostras do grupo A avaliados na Cloud (Thermo Fisher) e no

software CFX Maestro (v2.2)

Software de Resultado . Ct
Amostra andlise Esperado R(:(S.UI:: do thé)do FAM/VIC/ROX C(t;();)S Concordancia
utilizado Kit CLART® it Mospire (<34) <
Cloud
1 (Thermo HPV-18 HPV-18 14 (VIC) 13 Concordante
Fisher)
Cloud
2 (Thermo HPV-18 HPV-18 19 (VIC) 19 Concordante
Fisher)
Cloud
3 (Thermo HPV-16 HPV-16 23 (FAM) 24 Concordante
Fishen)
Cloud
4 (Thermo HPV-18 HPV-18 17 (VIC) 15 Concordante
Fishen)
Cloud
(Thermo
5 Fisher) HPV-16 HPV-16 21(FAM) 20 Concordante
CFX Maestro
(v2.2)
Cloud
(Thermo
6 Fishen) HPV-18 HPV-18 17 (VIC) 16 Concordante
CFX Maestro
(v2.2)
HPV-39 HPV-39 9(ROX)
Cloud
7 (Thermo = A 18(FAM) 21 Discordante
Ea HPV-58 HPV-58 13(VIC)
(HPV-61)* HPV-33 21(FAM)
Cloud
8 (Thermo HPV-16 HPV-16 23 (FAM) 23 Concordante
Fisher)
Cloud
9 (Thermo HPV-53 . HPV-53 24 (ROX) 20 Concordante
. (HPV-89)
Fisher)
Cloud
10 (Thermo HPV-18 HPV-18 14 (VIC) 13 Concordante
Fisher)
Cloud :S\\// 4521 HPV-42 16(ROX)
1 (IT:Z?Z)D (HPV-61)* HPV-51 17(V10) 12 Concordante
(HPV-89)*
Cloud
12 (Thermo HPV-68 . HPV-68 26 (FAM) 12 Concordante
. (HPV-40)
Fisher)
Cloud
13 (Thermo :Eg:gg :E&gg 12 (VIC) 14 Concordante
Fisher)
Cloud ~
14 (Thermo NEGATIVO NEGATIVO Nao 14 Concordante
) (HPV-72) determinado
Fishen)
15 dige (i HPV-59 NEGATIVO Nao 17 Discordante
Fisher) determinado

n




Software de

Resultado

Ct

Amostra analise Esperado R‘z:‘:::: g:t@:)do FAM/VIC/ROX c(z-%)s Concordancia
utilizado Kit CLART® P (s34) 3
CFX Maestro HPV-18 HPV-18 27 (VI0)
16 v22) HPV-52 HPV-52 18 (ROX) 7 Concordante
HPV-16
CFX Maestro (HPV-54)* HPV-16 25 (FAM)
17 v22) (HPV-61)* HPV-66 13 (FAM) 15 Concordante
HPV-66
CFX Maestro HPV-68 20 (FAM) .
18 (22 HPV-68 HPV-11 32 (VIC) 14 Discordante
19 CFX A’;as)s" olv HPV-18 HPV-18 18 (VIC) 20 Concordante
20 cF )§ V”éas)s" 0 HPV-16 HPV-16 22 (FAM) 23 Concordante
21 CFX Maestro HPV-18 HPV-18 19 (VIC) 18 Concordante
(v2.2)
22 CFX Maestro NEGATIVO NEGATIVO Nao 22 Concordante
(v2.2) determinado
23 CFX Maestro HPV-16 HPV-16 21(FAM) 21 Concordante
(v2.2)
Cloud
HPV-42 HPV-42 17 (ROX)
24 (Tﬁermo HPV-53 HPV-53 24 (ROX) 16 Concordante
Fisher)
Cloud
25 (Thermo HPV-33 HPV-33 16 (FAM) 18 Concordante
Fisher)
Cloud
26 (Thermo HPV-6 HPV-6 16 (FAM) 19 Concordante
Fisher)
Cloud
27 (Thermo HPV-44 HPV-44 9(VIC) 15 Concordante
Fisher)
Cloud
HPV-6 HPV-6 19(FAM)
28 (T/.1ermo HPV-73 HPV-73 26(VI0) 23 Concordante
Fisher)
Cloud -
29 (Thermo NEGATIVO NEGATIVO Nao 21 Concordante
) (HPV-84) determinado
Fishen)
Cloud
30 (Thermo HPV-51 HPV-51 24 (VIC) 16 Concordante
Fishen)
CFX Maestro Nao .
31 22 HPV-11 NEGATIVO determinado 22 Discordante
CFX Maestro HPV-11 HPV-11 13(VIC)
32 v22) HPV-82 HPV-82 27 (ROX) 18 Concordante
Controlo Cloud tozgz I:: ce)_'ft?rraes Nao
o (Thermo NA > SUTp . 22 Concordante
positivo . de HPV incluindo determinado
Fishen) .
controlo interno
Cloud Apenas positivo -
Contrglo (Thermo NA para o controlo Nag 23 Concordante
negativo . . determinado
Fishen) interno

*Estirpe nao detetada pelo teste de amplificacao da Mospire®
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