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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:
1 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®;
1 Pesquisar ainfecao pelo HPV em tecido prostatico de individuos com suspeita clinica de
CaP;

1 Averiguar a existéncia de associacao entre a infe¢dao 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/pL, 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 detecdo 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 L, 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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