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RESUMO

0 Papilomavirus humano (HPV) é um dos agentes etiolégicos mais comuns das infeccoes sexualmente
transmissiveis. Os tipos de alto risco oncogénico tém relacdo com o desenvolvimento das neoplasias intra-epiteliais e do
cancer invasor do colo uterino, da vulva, da vagina e da regiao anal. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi padronizar
a técnica de Reacao de Polimerase em Cadeia em tempo real (RT-PCR) para diagnéstico de HPV e genotipar os HPV 6-11,
16 e 18 em amostras cérvico-vaginais de mulheres atendidas pelo Servico Integrado de Saude (SIS) da Universidade de
Santa Cruz do Sul. Foi realizado um estudo transversal, em que a coleta de amostras foi efetivada no periodo de fevereiro
a maio de 2015 com mulheres que realizaram a coleta de Papanicolau. As amostras foram analisadas pelo método de
RT-PCR utilizando fluorescéncia por SYBR Green. Para presenca do HPV foram utilizados primers consenso e para a
deteccao dos genétipos de HPV-06/11, 16 e 18 foram utilizados primers especificos. A B-globina foi utilizada como
controle interno. Foram padronizadas as técnicas de RT-PCR para diagnostico e genotipagem com controle interno e
testadas em 99 amostras cérvico-vaginais. As amostras testadas foram negativas para HPV utilizando a técnica
padronizada. Concluiu-se que foi possivel padronizar a técnica de RT-PCR para diagnastico HPV e genotipagem de HPV-16
com controle interno.

STANDARDIZATION OF REAL-TIME PCR FOR THE
HPV GENETIPAGE 6-11, HPV 16 AND HPV 18
USING INTERNAL CONTROL
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ABSTRACT
Human papillomavirus (HPV) is one of the most common etiological agents of sexually transmitted infections.
The types of high oncogenic risk are related to the development of intraepithelial neoplasias and invasive cancer of the
uterine cervix, vulva, vagina and anal region. In this context, the objective of this study was to standardize the Real-Time
Chain Polymerase Reaction (RT-PCR) technique for HPV diagnosis and to genotype HPV 6-11, 16 and 18 in cervicovaginal
samples of women treated by the Integrated Health Service (IHS) of the University of the Santa Cruz do Sul. A cross-
sectional study was carried out, in which the collection of samples was carried out between February and May 2015 with
women who underwent Papanicolaou collection. Samples were analyzed by the RT-PCR method using SYBR Green
fluorescence. Consensus primers were used to detect the presence of HPV, and specific primers were used to detect HPV-
06/11, 16 and 18 genotypes. B-globin was used as internal control. RT-PCR techniques for diagnosis and genotyping with
internal control were standardized and tested on 99 cervicovaginal samples. The samples tested were HPV negative using
the standardized technique. It was concluded that it was possible to standardize the RT-PCR technique for HPV diagnosis
and HPV-16 genotyping with internal control.
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é um dos agentes etiolégicos mais comum das infeccoes
sexualmente transmissiveis (IST) e em mulheres é o principal fator de risco para o desenvolvimento
da neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) e cancer cervical (BRASIL, 2008). O cancer de colo do utero
se desenvolve apos um longo periodo de tempo; aproximadamente 20 anos a partir da infeccao por
HPV inicial para o aparecimento do cancer invasivo. No Brasil, o cancer de colo do ltero é o segundo
mais comum entre a populacao feminina e a segunda maior causa de morte por cancer em mulheres
(LORENZI et al., 2013; BRASIL, 2016). A relacao do HPV com o cancer do colo de utero esta,
sobretudo, relacionada com a carga e tipo viral (alto ou baixo risco oncogénico), de sua persisténcia e
também a integracao com a célula hospedeira.

O HPV é um virus DNA da familia papillomaviridae, com mais de 150 tipos reconhecidos
atualmente, dos quais 40 podem infectar o trato genital (BRASIL, 2018). Os HPV de alto risco
oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 66) sao aqueles associados ao cancer
cervical, sendo o 16 e 18 responsaveis por 70% dos casos (ERMAL et al., 2014; NASCIMENTO et al.,
2018). Ja os tipos de HPV 6, 11, 42, 43 e 44 estao associados as infeccoes benignas do trato genital
como o condiloma acuminado ou plano e lesoes intra-epiteliais de baixo grau. Estao presentes em
cerca de 90% na maioria das infeccoes clinicamente aparentes (verrugas genitais visiveis) e podem
aparecer na vulva, no colo uterino, na vagina e no anus (ABREU et al., 2012; BRASIL, 2006).

Considerado o padrao-ouro para o diagnostico do HPV, o exame citopatologico do colo de
Utero (exame de Papanicolau) é o principal método de rastreamento de cancer cervical, no Brasil
(BRASIL, 2016). No entanto, devido as suas limitacoes, existem outros métodos mais precisos e
sensiveis para deteccao do HPV como os testes baseados na identificacao do DNA viral. Técnicas
moleculares como a reacao em cadeia da polimerase (PCR), baseiam-se na amplificacao dos acidos
nucléicos do HPV, que permitem o diagnéstico precoce da doenca, bem como diagnostica-la na sua
forma latente onde nao apresenta lesoes aparentes (LUU et al., 2013), assim como pode identificar
os diferentes tipos de HPV (de baixo e de alto risco oncogénico). Por apresentarem grande
sensibilidade, tém sido foco de interesse de muitos estudiosos e dado enorme contribuicao aos
estudos epidemiologicos e clinicos (BRINGHENTI et al., 2010).

Métodos de PCR permitem a deteccao de uma grande variedade de genétipos de HPV que
infectam o trato anogenital. No entanto, a PCR com iniciadores consenso de largo espectro podem
sub-representar a verdadeira prevaléncia de HPV (SCHMITT et al., 2010). O conjunto de iniciadores
(primers) consenso MY09/11 é amplamente utilizado, tendo como alvo uma sequéncia de 450pb
conservada no gene L1 de HPV, capaz de amplificar um amplo espectro de tipos de HPV genital
(CAMARGO et al. 2011; QU et al., 1997).



Para a deteccao do HPV, geralmente o método molecular mais escolhido é pela PCR que
utiliza primers consenso, sendo o par de iniciadores mais comuns o MY09-11. Os iniciadores
MY09/11 sao utilizados como alvo de uma sequéncia de 450 pb conservada no gene L1 de HPV,
possibilitando a amplificacao de um amplo espectro de tipos de HPV genital. No entanto, primers
especificos sao utilizados na genotipagem do virus, e consistem em identificar alteracées nos genes
E6 e E7 (DEPUYDT et al., 2007; MAGALHAES et al., 2008).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi padronizar o diagnéstico de HPV por PCR em
Tempo Real (RT-PCR) utilizando um controle interno, além de realizar a genotipagem em amostras
cérvico-vaginais de mulheres que realizam a coleta de Papanicolaou pelo Servico Integrado de Satde
(SIS) da Universidade de Santa Cruz do Sul.

2 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, em que a coleta de amostras foi efetivada no periodo de
fevereiro a maio de 2015 com mulheres que realizaram a coleta de Papanicolau no Servico Integrado
de Saude (SIS) da Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC.

Foi realizada a apresentacao do projeto para as mulheres, e, aquelas que aceitaram
participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam ao
questionario clinico-epidemiolégico com informagoes como: idade, estado civil, escolaridade, raca,
parceiros sexuais durante a vida, uso de preservativo, uso de anticoncepcional, idade da primeira
relacao sexual, histérico de infeccoes sexualmente transmissiveis (IST), historico de ferida no colo do
Utero. Foram excluidas as mulheres menores de 18 anos e gestantes.

As amostras clinicas foram coletadas por ginecologistas ou enfermeiras por raspagem da
mucosa cérvico-vaginal, com auxilio da espatula de Ayre ou escovas do tipo cytobrush. O material de
secrecao da mucosa vaginal foi acondicionado a uma temperatura de -20°C, em um tubo apropriado
contendo aproximadamente 2 mL de solucao TE 1X (Tris-EDTA), até o momento da extracao do DNA.

Para a extracao de DNA foi utilizado o método de digestao enzimatica com proteinase K,
adaptado de Mahony et al. (1993). O material coletado foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos,
o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido em 500 pl de TE 1x, e para a extracao
do DNA das células foi adicionado 5 pl de proteinase K (10 mg/mL) e 10 ul de Twen 80 (10%), apos
incubados por 1 hora a 65°C, em seguida a proteinase K foi inativada com incubacao por 10 minutos
a 100°C, apos foi centrifugado e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A solucao obtida
que contém o DNA extraido foi quantificada no Nano Drop (ThermoScientific Nano Drop 2000c) e
estocada a -20°C, até ser utilizada na reacao de amplificacao.

A RT-PCR consistiu na padronizacao da temperatura de melting (Tm), utilizando fluorescéncia

por SYBR Green Select Master mix (Life Technologies®), na qual foram utilizados os primers descritos



na Tabela 1. Como controle positivo para HPV foram utilizadas amostras positivas por PCR
convencional pertencentes a um banco de amostras. Todas as amostras foram testadas em

duplicata por esta metodologia.

Tabela 1. Iniciadores, fragmentos e autores da PCR para HPV.

Primers Sequéncias Fragmento (pb) Referéncia
MY 09 5'CGTCCMAARGGAWACTGATC 3’ 450 Manos et al.
MY 11 5’GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3' 1989

HPV 16 F 5'CAGATCATCAAGAACACGTAGAGA 3' 167 Sahiner et al.
HPV 16 R 5'CCAGCTGGACCATCTATTTCAT 3' 2014

HPV 18 F 5'CAGTGCCATTCGTGCTGCAA 3' 142 Sahiner et al.
HPV 18 R 5'GGAATTTCATTTTGRGGCTCTAAA 3' 2014
B-globina F 5' GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3' 100 Sahiner et al.
B-globina R 5' CAACTTCATCCACGTTCACC 3' 2014

A reacao foi padronizada conforme instrucoes do fabricante e continha: 10 pl de SYBR Select
Master Mix, 1pl dos primers forward e reverse a 10 pmol e 2 pl de DNA a 30 ng/ul. Utilizou-se o
equipamento StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) com as seguintes condicoes de
temperatura e ciclagem: desnaturacao 95°C por 2’, 40 ciclos de amplificacao com desnaturacao de
95°C por 15”7, anelamento e extensao de 60°C por 1'. A curva de melting do StepOnePlus consiste
em um ciclo de 95°C por 15", seguido de 60°C por 1’, e 95°C por 15” com transicao de uma média
de 0.3°C/s.

Para analisar a sensibilidade da técnica molecular foi realizada uma diluicao seriada de 10
vezes a partir de uma concentracao de DNA de uma amostra positiva para HPV.

Os dados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais foram analisados por estatistica descritiva
das variaveis incluindo médias, frequéncias e desvio padrao. As associacoes entre as variaveis
categoricas foram avaliadas pelo teste de x2 ou teste exato de Fischer. Um valor de p menor que 0,05
foi considerado significante. Foi utilizado para as analises estatisticas o programa SPSS para
Windows, versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IlI).

Este estudo foi realizado conforme a resolucao 466/12 CNS, sendo respeitados os preceitos
éticos dos individuos participantes. O mesmo faz parte de um projeto maior denominado:
“Desenvolvimento de um teste comercial para diagnostico e genotipagem do virus HPV por reacao
em cadeia da polimerase em amostras cérvico-vaginais e da orofaringe em Santa Cruz do Sul’,
aprovado pelo CEP/UNISC, sob Parecer de n°: 665.482 e CAAE: 25780714.7.0000.5343.

3 RESULTADOS

Participaram do estudo 99 mulheres, com média de idade de 43,56 + 13,27 anos, que

variou entre 18-65 anos. A maioria das mulheres (64,6%) eram casadas e possuiam ensino médio



completo (52,5%). Em relacao a historia de tabagismo, 16,2% das mulheres eram tabagistas. As
variaveis sociodemograficas e clinicas estao apresentadas na Tabela 2.

Na avaliacao de IST, 7,1% das mulheres ja tiveram alguma IST, destas 5 mulheres ja foram
diagnosticadas com HPV. Ja em histérico de ferida no colo do utero, 20,2% ja tiveram ferida. Quanto
ao numero de filhos, a maioria das mulheres tinham 2 filhos (42,4%) (Tabela 2).

Para avaliar o comportamento sexual, foi analisado através do nimero de parceiros e
observou-se que a maioria das mulheres tiveram 1-2 parceiros (64,6%) durante a vida. Quanto ao uso
de preservativos 56,6% relataram nao fazer uso de preservativos. A frequéncia do uso de
anticoncepcionais orais foi de 42,4% (Tabela 2). Todas as pacientes apresentaram resultado negativo

no exame de Papanicolau.



Tabela 2. Informacoes sociodemograficas e clinicas de mulheres atendidas no SIS-UNISC.

Variaveis Frequéncia N(%)
Idade

18-29 15 (15,2)
30-39 26 (26,3)
40-49 21 (21,2)
50-59 24 (24,2)
mais de 60 13(13,1)
Estado civil

Solteira 26 (26,3)
Casada 64 (64,6)
Divorciada 5(,1)
Vilva 4 (4,0)
Escolaridade

EM completo 52 (52,5)
EM incompleto 14 (14,1)
EF completo 8(8,1)
EF incompleto 25 (25,3)
Ferida de colo de utero

Sim 20 (20,2)
Ja teve HPV

Sim 5(51)
Nimero de parceiros

1-2 64 (64,6)
34 21 (21,2)
mais de 5 14 (14,1)
Anticoncepcional

Sim 42 (42,4)
Uso de preservativo

Sim 29 (29,3)
As vezes 14 (14,1)
Fumante

Sim 16 (16,2)
IST

Sim 7(71)
Filhos

Nao tem 19 (19,2)
1 filho 21 (21,2)
2 filhos 42 (42,4)
mais de 3 17 (17,2)

A reacao de RT-PCR realizada no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR, para deteccao
do virus HPV, obteve uma temperatura de melting (Tm) com variacao de 79,2 - 82,48°C. O controle
interno obteve o pico com Tm entre 83-84°C (Figura 1). Ocorreu a presenca de dimeros entre os
primers consenso (Tm 60-75°C), que pode-se diferenciar através das Tm de HPV positivo e controle

negativo para HPV.



Figura 1. RT-PCR para HPV utilizando os primers MY09-11 e controle interno (B-globina) emitido pelo
software do equipamento StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems).
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0 teste de sensibilidade, realizado pela técnica de RT-PCR, demostrou que foi possivel obter

diagnoéstico positivo para HPV em concentracao até 1 ng/ul de DNA (Figura 2).

Figura 2. Gel de agarose 1,5% com os resultados do teste de sensibilidade pela técnica de RT-PCR.
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Legenda: MP- marcador de peso molecular de 100pb; CN- controle negativo; CP- controle positivo; 5-1

diluicoes seriadas do DNA com concentracoes das amostras de 5 ng/ul a 1 ng/ul.

A padronizacao da genotipagem de HPV-6/11, HPV-16 e HPV-18 encontram-se nas Figuras 3,
4 e 5. A padronizacao da genotipagem do HPV-6/11 obteve uma temperatura de melting (Tm) de

78,5°C. O controle interno obteve a Tm na mesma faixa do teste positivo para HPV-6/11(Figura 3).



Figura 3. Curva de melting de HPV 11-6 emitido pelo software do equipamento StepOnePlus Real-
Time PCR (Applied Biosystems).
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A padronizacao da genotipagem do HPV-16 obteve uma temperatura de melting (Tm) de

78,01°C. O controle interno obteve uma média de Tm de 83-85°C (Figura 4).

Figura 4. RT-PCR para HPV-16 e controle interno (B-globina) emitido pelo software do equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems)
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A padronizacao da genotipagem do HPV-18 obteve uma temperatura de melting (Tm) de

80,25°C. Nao foi possivel padronizar com o controle interno, ja que obteve a Tm na mesma faixa de

temperatura (Figura 5).



Figura 5 - Curva de melting de HPV 18 emitido pelo software do equipamento StepOnePlus Real-Time
PCR (Applied Biosystems)
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4 DISCUSSAO

O HPV é atualmente o virus mais comum quando se trata IST no mundo, o qual esta
relacionado principalmente ao desenvolvimento do céncer cervical. A relacao entre os dois pode ser
justificada, uma vez que o nimero de pessoas com o virus e a incidéncia de mulheres com esse tipo
de cancer aumentou de 10 para 40% nos uUltimos anos (MULLER, 2016; SONG, 2017). Estimativas
indicam que cerca de 75-80% das pessoas podem ser infectadas pelo virus em algum momento da
sua vida (GADELHA et al., 2017).

Diversos fatores parecem estar associados a presenca de infeccao genital pelo HPV,
especialmente os referentes ao comportamento sexual (idade da primeira relacao sexual e numero
de parceiros ao longo da vida) e aqueles relacionados a situacao socioecondomica e a idade
(ENTIAUSPE et al., 2014). Recentes estudos mostram que mulheres com menos de 30 anos sao as
mais acometidas pelo virus HPV (NASCIMENTO et al., 2018; YOU et al., 2017).

Segundo Assoumou et al. (2016), foi observado que o comportamento sexual é o fator de
risco predominante nas infec¢oes por HPV, especialmente naqueles com muiiltiplos parceiros sexuais
(23). Na amostra desta pesquisa, 64,6% das mulheres tiveram de 1 a 2 parceiros durante a vida
sexual, assim como a maioria das mulheres eram casadas (64,6%), nosso dado demostrou que na
populacao estudada o comportamento sexual nao conferia risco.

Neste estudo foi padronizada a técnica de RT-PCR utilizando fluorescéncia por SYBR Green
para diagnostico do HPV utilizando controle interno de B-globina. A Tm do controle positivo variou de
79,2°C - 82,48°C utilizando os primers consenso MY09-11. Estudos anteriores também
encontraram a Tm parecida, em que Dinc et al. (2010) encontraram Tm de 78-82°C e Sahiner et al.
(2014) encontraram Tm entre 79-83°C.



Os genotipos de HPV com maior associacao com o cancer de colo de utero e de neoplasias
intra-epiteliais sao HPV-16 e HPV-18, responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer
cervical e 50% das lesoes de alto grau (CASTLE et al. 2008; LEITZ et al., 2014; WHO, 2018). Diversos
estudos no Brasil afirmam ainda que o HPV 16 é o mais prevalente dentre os genoétipos de alto-risco,
o que intensifica a preocupacao referente a sadde publica brasileira. Os tipos e HPV-6 e HPV-11 sao
os responsaveis por 90% dos condilomas genitais e papilomas laringeos e sao considerados de baixo
risco oncogénico (GADELHA et al., 2017; OLIVEIRA et al. 2017).

A padronizacao da genotipagem de HPV-16 e HPV-18 pela técnica de RT-PCR, utilizando
fluorescéncia por SYBR Green, determinou-se uma Tm 78,01°C para HPV-16 e uma Tm de 80,25°C
para HPV-18. Em outro estudo, utilizando a mesma técnica, os autores encontraram uma Tm entre
81-85 °C para HPV-16 e HPV-18 (SAHINER et al., 2014).

Para poder afirmar que um resultado é negativo, deve-se ter a certeza de que a auséncia de
amplificacao é devido a auséncia de DNA molde, e nao quando existe falhas na reacao. Para tanto,
utiliza-se o controle de amplificacao ou controle interno nas reacoes. As bandas-controle nas reacoes
de PCR sao geradas a partir da amplificacao de uma sequéncia que obrigatoriamente existe no
material analisado. Varios genes sao utilizados para amostras de humanos sendo os genes da 3-
globina e 2 B-actina os mais usados (VENCESLAU, et al.,.2014). No presente estudo foi possivel
amplificar o controle interno B-globina na reacao de diagnostico de HPV e na reacao da genotipagem
do HPV-16, o que nao foi possivel nas genotipagens do HPV-18 e do HPV-6/11. Reacoes com outro

gene humano serao testadas futuramente.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Foram padronizadas as técnicas de RT-PCR para diagnostico e genotipagem com controle
interno e testadas em 99 amostras cérvico-vaginais. As amostras testadas foram negativas para HPV
utilizando a técnica padronizada. Concluiu-se que foi possivel padronizar a técnica de RT-PCR para

diagnostico HPV e genotipagem de HPV-16 com controle interno.
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