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RESUMO

Introdugdo: A infecgdo pelo papilomavirus humano (HPV) ¢ considerada
o maior fator de risco para desenvolvimento das lesdes pré-cancerosas e
cancerosas do colo uterino e cancer de vagina, vulva, pénis, anus, entre
outros. Objetivo: Implementar o protocolo comercial de hibridizacdo in
situ cromogénica (CISH) com sonda (cocktail) comercial marcada com
digoxigenina para pesquisa de HPV de alto risco (HPV-AR) e de baixo
risco (HPV-BR) em amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina.
Material e método: Foi realizada CISH em 83 amostras de biopsias de colo
uterino, 38 HPV-BR (6, 11) e 45 HPV-AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 69, 82); dez pénis; 11 canal anal e cinco prepucio, em blocos
histologicos fixadas em formalina e incluidas em parafina com alteragdes
sugestivas da presen¢a de HPV. Foram testados cinco protocolos diferentes
para as duas sondas, modificagcdes no tempo (t) e temperatura (T) para:
hibridizagao, proteolise, incubagdo com o sistema de detec¢do. Resultados:
Ao aumentar t de protedlise de 3 min a 37 °C para 10 min a 37°C (HPV-AR
e HPV-BR), as marcagdes das células infectadas tornaram-se visivelmente
mais nitidas. O mesmo ocorreu alterando-se o t da hibridizagdo de 60 min
a 37°C para 120 min a 37°C, assim como t de incubacdo com o sistema de
detecgdo, de 30 min a 37°C para 60 min a 37°C. Conclusdo: O protocolo
implementado mostrou-se adequado para amostras fixadas em formalina e
incluidas em parafina, para as condi¢des de laboratorio publico.

PALAVRAS-CHAVE: Colo do utero. Pénis. Sondas de DNA de HPV.
Hibridizacao in situ.
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ABSTRACT

Introduction: Infection with human papillomavirus (HPV) is considered the major risk
factor for developing cancer and precancerous lesions of cervix, penis, anus, among
others. Objective: To implement the chromogenic in situ hybridization (CISH) protocol
with commercial probe for HPV of high risk (HR-HPV) (types 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 66, 69, 82) and of low risk (LR-HPV) (types 6, 11) in formalin-
fixed and paraffin-embedded samples. Material and method: CISH were performed on
biopsy samples with morphological changes suggestive of HPV, selected from the file
of Pathology Center of Adolfo Lutz Institute. Thirty-eight cervical, 10 penile, 11 anal
canal and five foreskin samples were analyzed for both HPV-LR and HR. Five different
protocols were tested for the two probes, following modifications in the running time (t)
and temperature (T) steps for hybridization, proteolysis, incubation with the detection
system. Results: In current study, the increase of t and T parameters to proteolysis and
incubation with the detection system, for the both probes, raised the labeling in the
infected cells. LR-HPV probe was positive in 6.5 % of CIN 1 and in 60.0 % of penile
with condyloma accuminata. HR-HPV probe was positive in 18.5 % of cervix and
7.4 % of penile samples. Two cases (one cervix and one penis) were positive for both

probes. Conclusion: The implemented protocol proved to be suitable for the samples

fixed in formalin and embedded in paraffin, for the public laboratory conditions.

KEYWORDS: Cervix uteri. Penile. HPV DNA Probes. /n situ hybridization.

INTRODUCAO

A infecgdo pelo papiloma virus humano
(HPV) ¢ considerada o maior fator de risco para
desenvolvimento das lesdes pré-cancerosas e
cancerosas do colo uterino. O DNA do HPV
¢ encontrado em mais de 90% das lesdes
pré-neoplasicas e neoplasicas do cérvix uterino
podendo ser classificado como sendo de alto
e baixo risco oncogénico.! Além disso, esse
virus também ¢ um importante fator de risco
para outros tipos de cancer como o de vagina,

vulva, pénis, anus ¢ nasofaringe.!

A classificacdo dentro de uma mesma
espécie de HPV ¢ baseada na homologia

de seu genoma, e atualmente ja foram

identificados mais de 200 tipos de HPV que sdo
antigenicamente semelhantes. Cerca de 40 tipos
de HPV tém acometido a regido anogenital, dos
quais, aproximadamente, 18 s3o oncogénicos:
HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 63, 66, 68 ¢ 82.2 Doze tipos de
HPYV séo classificados como carcinogénicos da
Classe I (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59), um da Classe 2A (HPV 68) ¢
cinco da Classe 2B (26, 67, 69, 73, 82).> Os
HPVs 6, 11, 42, 43 e 44 sdo considerados de
baixo risco ou sem qualquer risco oncogénico,
sendo responsaveis pelo aparecimento das

verrugas genitais.'*
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Todos os tipos de HPV sdo replicados

exclusivamente no nucleo da célula
hospedeira. Nas lesdes malignas, o DNA viral
se integra aos cromossomos hospedeiros.
Para integrar-se ao DNA celular, é necessario
que haja uma quebra no genoma viral,
que ocorre nas regides E1 e E2 do virus. O
resultado dessa quebra ¢ uma perda da funcdo
desses dois genes, acompanhada de uma
desregulagdo dos genes E6 ¢ E7, ocasionando
uma super-expressao desses genes NE em uma
transformagao da célula hospedeira, que anula
a fungdo supressora do p53 e Rb, levando a

perda do controle de ciclo celular.?”

Atualmente estdo disponiveis no mercado
varias técnicas moleculares para detec¢dao do
HPV que variam quanto a sua sensibilidade
e especificidade,® como a hibridizagdo in situ
(ISH) e suas variantes, captura de hibridos
(CH),
em cadeia pela polimerase (PCR), southern

imuno-histoquimica (IHQ), reacdo
blot, sequenciamento, reverse line blot, entre

outras.”’

A técnica de ISH tem sido empregada
para deteccao e localizagdo do HPV na célula
infectada. Essa metodologia permite localizar
sequéncias especificas de acidos nucleicos
em amostras celulares ou teciduais, podendo
assim mostrar a localizacdo do DNA ou RNA
viral de forma especifica na célula infectada
ou mesmo em cromossomos isolados, por
meio da ligagdo de uma sonda especifica
(sequéncia curta de DNA) para um tipo de
HPV, podendo ser efetuado em laminas de
vidro, com tecido fixado em formalina e

incluidos em parafina.**’

As sondas podem estar marcadas com
compostos fluorescentes na hibridizagdo in
situ (hibridizagao in situ fluorescente, FISH)

ou com biotina, digoxigenina ou dinitrofenol.’
Sondas marcadas com a digoxigenina tém sido
utilizadas desde a década de 90 como uma
alternativa ndo isotopica, havendo relatos de
sua superioridade entre as moléculas dessa
classe, pois a reagdo de fundo ¢ maior com a

utilizagdo de sondas marcadas com a biotina.!!

Uma variante da ISH ¢ a hibridizacdo in
situ cromogénica (CISH) que, meio de uma
reacdo da diaminobenzidina (DAB), substrato
cromogénico e a peroxidase, permite a
visualizagdo do HPV no ntcleo com aspecto
amarronzado ou como pontos amarronzados na

célula hospedeira.

Apds a ligagdo da sonda na sequéncia
complementar da célula, a visualizacdo ¢ feita
ao microscopio de fluorescéncia na FISH ou
usando luz direta na CISH. A resolugdao da
ISH dependera do tamanho da sonda utilizada,
do preparo apropriado das amostras e do
treinamento do patologista na interpretacdo das
amostras coradas. A ISH permite identificar o
HPV na sua forma epissomal, quando o DNA
do HPV encontra-se disperso pelo ntcleo ou

integrado, apresentando sinais pontuais.'?

E importante lembrar que ndo foram
estabelecidas guias de padronizacdo para
controles e procedimentos, limiares comuns ou
conjunto de sondas para validagdo analitica da
ISH para DNA de HPV, como foi relatado por
Uhlig et al.'?

Bagarelli et al.”® demonstraram em seu
estudo que a ISH mostrou alta especificidade
e baixa sensibilidade, sendo pouco utilizada
na rotina diagnostica, mas como auxiliar para
outras técnicas como a hematoxilina & eosina
(H&E), IHQ, e por apresentar elevado potencial
na identificacdo de HPV de alto risco.
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Montag et al."* mostraram que o limite de
deteccdo, utilizando linhagem celular, foi de
10 a 50 copias por célula, porém em amostras
fixadas em formalina e incluidas em parafina
de 10 copias de HPV por célula.

O objetivo deste estudo foi implementar
o protocolo de hibridizagdo in situ de sonda
(cocktail) comercial marcada com digoxigenina
para deteccdo de HPV de alto e baixo risco
em amostras fixadas em formalina e incluidas
em parafina, com o intuito de aprimorar a
metodologia na rotina diagnodstica do Nucleo de
Patologia Quantitativa — Instituto Adolfo Lutz,
quando comparado aos resultados obtidos com
o protocolo original.

MATERIAL E METODO

Selecionamos para este estudo amostras de
biopsias de colo uterino e pénis, canal anal e
prepucio, selecionados do arquivo de blocos
do Nucleo de Anatomia Patologica, Centro de
Patologia do Instituto Adolfo Lutz, advindas de
diferentes Unidades Basicas de Satde do Esta-
do de Sdo Paulo. As amostras apresentaram
alteracdes morfologicas sugestivas da presenca
do HPV por meio da coloracdo de H&E. Todas
as amostras foram fixadas em formalina e inclu-
idas em parafina e novos cortes com espessura
de 5 um foram obtidos para a reagdo de CISH.

Foram submetidas 83 amostras de colo
uterino, sendo 38 para HPV de baixo risco
(HPV-BR) (tipos 6, 11) e 45 para HPV de alto
risco (HPV-AR). Dez amostras de pénis, 11 de
canal anal e 5 de prepucio foram incluidas neste
estudo, para analise com a sonda de HPV-AR
e BR.

Os HPV-BR testados neste estudo foram
os tipos 6 e 11; HPV-AR os tipos 16, 18, 31,
33, 35,39,45,51, 52,56, 58, 59, 66, 69, 82,
utilizando sonda ZytoFast (ZytoFast HPV
High-Risk Digoxigenin-labeled, T-1140-
400; ZytoFast HPV type 6/11 Digoxigenin-
labeled, T-1055-400; ZytoVision GmbH,
Bremerhaven, Alemanha) e reveladas com
o ZytoFast Plus
kit  (T-1063-40,
Bremerhaven, Alemanha).

CISH Implementation

ZytoVision =~ GmbH,

Testamos cinco protocolos diferentes para
as duas sondas, com modificagdes em relacdo
ao tempo e temperatura nas seguintes etapas da

reacao, conforme descrito na Tabela 1:
- proteolise (3 ou 10 minutos a 37°C);

- hibridizagao (60 minutos a 37°C, 120
minutos a 55°C ou 37°C);

- incubagdo com o sistema de detecgdo (30

ou 60 minutos a 37°C).

Tabela 1. Distribuicdo dos pardmetros de tempo e temperatura de proteolise,
hibridizacdo, incubagdo com o sistema de detec¢do, nas amostras parafinadas
submetidas a reacdo de CISH utilizando HPV-AR

Tempo e temperatura de

Tempo e temperatura de

Tempo e temperatura de

protedlise hibridizagao incubacdo com o sistema
de deteccéo (cada etapa)
3 min a 37°C 60 min a 37°C 30 min a 37°C
3 min a 37°C 120 min a 55°C 30 min a 37°C
3 min a 37°C 120 min a 37°C 30 min a 37°C
10 min a 37°C 120 min a 37°C 30 min a 37°C
10 min a 37°C 120 min a 37°C 60 min a 37°C
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Primeiramente foi realizada a padronizagio
de protocolo de reacdo para a sonda de
HPV-AR (Tabela 1) e os parametros obtidos
foram utilizados para o HPV-BR (Tabela 2).

Até a segunda etapa foi utilizado o mesmo
protocolo para as duas sondas conforme
descrito abaixo:

1. Desnaturagdo, desparafinizagao,
alcoolizagao e hidratagdo das
amostras — as amostras foram
desnaturadas por 10 min a 70°C no
hibridizador automatico para laminas
(Dako, S2450, Glostrup, Denmark),
desparafinizadas em xilol e imersao
em banhos com alcoois seriados
decrescentes, até a lavagem em agua
corrente ¢ destilada;

2. Bloqueio da peroxidase endogena
— solucdo de metanol e peroxido de
hidrogénio a 6% v/v por 10 min;

3. Na etapa da protedlise foram
modificados os itens, tempo e a
temperatura conforme demonstrado
na Tabela 01 — Proteolise — solucdo
de pepsina (ZytoFast Plus CISH
Implementation Kit HRP-DAB,
T-1063-40). A enzima foi eliminada por
meio da lavagem das laminas em agua
corrente e destilada por 10 min;

4. Eliminagao da reagao de fundo — Heat
Pretreatment Solution EDTA (kit)
em banho maria a 95°C por 15 min.
As laminas foram imediatamente
mergulhadas em agua deionizada

por 1 min;

5. A sonda foi colocada no agitador de
tubos por 30 s e deixada em repouso
por 5 min sobre o gelo. Foi aplicada 10
uL da sonda sobre o corte histologico,
coberto com laminulas limpas em
alcool, seladas com silicone (FixoGum,
Marabu GmbH & Co, Bietigheim-
Bissingen, Alemanha) e colocadas no
hibridizador;

6. As amostras foram desnaturadas a
75°C por 5 min e hibridizadas por
tempo e temperatura conforme Tabela 2;

7. Pos-hibridizagdo — o selante e a
laminula foram removidos e as laminas
foram mergulhadas em tampao de
lavagem (kit) a 55°C por 5 min e
seguida de lavagem em tampao a
temperatura ambiente;

8. Detecgao — foi aplicado anticorpo
anti-digoxigenina (kit) e em seguida o
polimero marcado com peroxidase (kit),
conforme tempo e temperatura indicados
na Tabela 2;

Tabela 2. Distribui¢do dos parametros de tempo e temperatura de protedlise,
hibridizacdo, incubagdo com o sistema de detecg¢do, nas amostras parafinadas
submetidas a reagdo de CISH utilizando HPV-BR (6/11)

Tempo e temperatura Tempo e temperatura Tempo e temperatura
de protedlise de hibridizagao de incubacdo com o

sistema de detecgao
(cada etapa)

3 min a 37°C 60 min a 37°C 30 min a 37°C

3 min a 37°C 120 min a 55°C 30 min a 37°C

10 min a 37°C 120 min a 37°C 30 min a 37°C

10 min a 37°C 1260 min (21 h) a 60 min a 37°C
37°C
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9. Revelagdo com o cromogeno — o
DAB foi preparado conforme as
recomendagdes do fabricante e aplicado
sobre os cortes histologicos e incubados
por 20 min a 37°C;

10. Contra coloragao e montagem — com
hematoxilina de Harris, diferenciacdo em
agua amoniacal, desidratagdo em alcool
seriado crescente e montagem com meio

permanente;

Aspectos morfologicos

A visualizagdo de sinais foi observada
por meio do microscopio de luz (Olympus
CX22LED, Olympus Co.,
utilizando objetivas com aumento de 10x e 40x,

Tokyo, Japao)
em que foram verificadas marcagdes nucleares
corados de marrom dourado. Foi considerado
positivo para HPV quando observados nos
nucleos a marcacdo difusa apontando para a
forma epissomal do virus e pontual na integragao
do DNA-HPV no genoma celular.

Em todos os protocolos foram incluidos
controles positivos. O controle negativo foi
realizado pela sonda DNA negativa do kit

descrito acima.

Comité de ética

Este projeto tem aprovacdo pelo comité de
ética em pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, sob
n°® projeto CTC 36E/2013.

RESULTADOS

Foram observados os seguintes resultados
apo6s a aplicagdo dos diferentes protocolos:

Nas amostras que foram submetidas a reagdo
de HPV-BR, encontramos positividade em:

03/38 (7,9%) casos de colo uterino; 07/10 (70,0
%) de pénis.

Em relacdo a sonda de HPV-AR, foram

observadas  positividade nas  seguintes
amostras: 20/45 (44,4 %) casos de colo uterino

e 02/10 (20%) de pénis.

Foi observada positividade simultanea para
HPV-AR e HPV-BR em duas amostras, sendo

uma de colo uterino ¢ uma de pénis.

A primeira reagdo realizada apresentou
positividade fraca, tanto no HPV-BR e AR, que
nos levou a realizar alteragdes no protocolo de
reacdo, nos parametros tempo e temperatura,

conforme demonstrada nas Tabelas 1 e 2.

Observamos que quando aumentamos o
pardmetro tempo de proteodlise de 3 min a
37°C para 10 min a 37°C, tanto nos casos de
HPV-AR ¢ HPV-BR, as marcagdes das células
infectadas tornaram-se visivelmente mais
nitidas. O mesmo ocorreu quando alteramos o
fator tempo de hibridizacdo de 60 min a 37°C
para 120 min a 37°C, assim como para o tempo
de incubag¢do com o sistema de detecc¢do, de 30

min a 37°C para 60 min a 37°C.

Quando alteramos a

hibridizagdo para 55°C, verificamos que a

temperatura de

sonda para HPV-AR ndo mostrou variagdo no
resultado, o que ndo ocorreu com a sonda de
HPV-BR.

Uma das amostras descolou da lamina
durante o procedimento, tendo sido necessaria
a repeticdo, por quatro vezes. Atribuimos o
descolamento dos cortes histologicos a fixacdo
inadequada na fase pré-analitica, visto que
o descolamento foi observado apenas nesta
amostra, ndo foi considerado decorrente da
reagao de CISH.
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Tabela 3. Distribuicao topografica das amostras parafinadas com a reagdo de CISH para
HPV-AR e HPV-BR em amostras de colo uterino, pénis, canal anal e prepticio

Topografia HPV-AR (+) (%) HPV-AR(-) (%) HPV-BR(+) (%) HPV-BR(-) (%)
Colo uterino 20/45 444 25/45 565 03/38 79 3538 92,1
Pénis 02/10 200 0810 80,0 07/10 70,0 03/10 30,0
Canalanal - - 1/11 1000 - - 1/11 1000
Prepuicio . . 05/05 1000 - 5 05/05  100,0
DISCUSSAO

No mercado existem sondas comerciais
marcadas com biotina e digoxigenina. A
escolha técnica pelas sondas marcadas com
digoxigenina foi baseada em relatos de
publicacdes cientificas que demonstraram

melhor qualidade da reagdo, quando
comparada com o uso da sonda biotinilada, em
que podemos observar a reagao de fundo mais
evidente nas amostras, prejudicando assim a
leitura,!'®!" além da evolugdo observada na THQ
em que os complexos avidina-biotina foram

gradativamente substituidos pelos polimeros.'*

A baixa sensibilidade encontrada neste
estudo em amostras fixadas em formalina e
incluidas em parafina corrobora com varios

trabalhos publicados.!*!®

Apesar de a ISH ser um método considera-
do de baixa sensibilidade, ¢ um dos métodos
de identificagdo da localizagdo exata do HPV
na célula, elevando assim a especificidade do
método.!” Também podera auxiliar na distin-
¢do do DNA epissomal da fracdo integrada na
célula, podendo assim determinar o status da

doencga.'®?

Como ja descrito anteriormente, Montag
et al.'"* descreveram em seu estudo que, nas

amostras fixadas em formalina e incluidas

em parafina, o limite de detec¢do seria de
aproximadamente 10 cépias de DNA-HPV por
célula. Desta forma, acreditamos que algumas
das amostras negativas da nossa casuistica
possam ser atribuidas ao numero de copias

inferiores ao limite de detec¢do da sonda.

Este estudo permitiu localizar dois casos
com positividade para o HPV-AR e BR,
mostrando a aplicabilidade desse método
nesse tipo de amostras.

Verificamos que o fator tempo e
temperatura foram parametros importantes na
reacdo, pois auxiliaram na determinac¢do das
marcagdes celulares positivas, minimizando
assim os falsos-negativos. Acreditamos
que estes parametros tenham influenciado
no resultado da reagdo, pois a estabilidade
do hibrido formado pode ser modulada
ndo s6 pela natureza e comprimento das
sequéncias, mas também pela temperatura
da reagdo e concentragdo salina da solucdo
de hibridizagdo.” Estes parametros, entre
outros, podem definir o rigor da reacdo, fator
determinante da especificidade e sensibilidade

dos ensaios.*

No trabalho de Montag et al.'* os autores

utilizaram sondas semelhantes ao deste estu-
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do (ZytoFast), porém marcadas com biotina
e protocolo diferente de protedlise por 30
min a 37°C; tempo de hibridizagdo de 1h
e 29 min a 37°C; e no sistema de detecgao
por 40 min a 37°C. Em nosso estudo obser-
vamos, pela visualizacdo microscdpica, que
o melhor protocolo de tempo e temperatura
para protedlise, hibridizagdo e incubagao,
com o sistema de detecg¢do para a sonda de
HPV-AR, foi de: 10 min a 37°C; 120 min a
37°C; 60 min a 37°C e para HPV-BR: 10 min
a 37°C; 1260 min (21 h) a 37°C; 60 min a
37°C (Figuras 1 e 2).

A qualidade da fixagdo e do processamento
das amostras também pode influenciar nos
resultados da ISH, conforme relatado em
outros trabalhos.** Estes dados corroboraram
com os achados deste estudo em que amostras
fixadas ou processadas inadequadamente
apresentaram descolamento no processo da

reacdo, ¢ foram retiradas da nossa casuistica.

Além da aplicabilidade, a implantagdo da
técnica de ISH em um laboratério de anatomia

r

patolégica, quando comparada a PCR, ¢

metodoldgica e financeiramente mais viavel,
pelas seguintes consideragoes:

- por apresentarem etapas comuns as
de coloracdo H&E, especiais e IHQ,
principalmente esta ultima;

- um profissional treinado para execucao
da reagdo IHQ podera facilmente apren-
der a ISH;

- ndo ha necessidade de aquisi¢do de um
novo parque de equipamentos (termoci-
clador, extrator e quantificador de acidos
nucleicos, cuba e fonte para eletroforese,
cabine de PCR, centrifuga, banho seco,
lumindmetro, autoclave). O investimento
seria no hibridizador automatico de
laminas. Os outros equipamentos neces-
sarios, tais como a estufa de secagem e
cultura, capela de seguranga quimica,
panela de pressao, fogareiro elétrico ja
estdo disponiveis em laboratorios de
anatomia patologica que realizam a [HQ;

- necessidade de areas fisicas distintas
para execucdo das diferentes etapas dos
procedimentos moleculares.

BR — baixo risco; AR — alto risco; P=Protedlise; H=Hibridizagado; SD=Sistema de detec¢do; DAB=Cromogeno

Figura 1. Caso de CISH positivo para HPV-BR em amostra de pénis (aumento de 40x) vide
seta. A-Utilizando parametro P 3 min a 37°C; H 18h a 37°C ; SD 30 min a 37°, DAB 20 min
a 37°C. B-Utilizando parametro P 10 min a 37°C; H 1260 min (21 h) a 37°C; SD 60 min a

37°C; DAB 20 min a 37°C
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BR — baixo risco; P=Proteolise; H=Hibridiza¢do; SD=Sistema de detec¢do; DAB=Cromogeno

Figura 2. Caso de CISH positivo para HPV-AR em amostra de colo uterino (aumento 40x)
vide seta. A-Pardmetros P 3 min a 37°C; H 2h a 37°C; SD 30 min a 37°C; DAB 20 min a 37°C.
B-Parametro P 10 min a 37°C; H 2h a 37°C; SD 1h a 37°C; DAB 20 min a 37°C

CONCLUSOES

As sondas ZytoFast, um cocktail de sondas
marcadas com digoxigenina, mostraram-se
adequadas para amostras fixadas com
formalina e incluidas em parafina, apos
modificagdes dos parametros tempo e
temperatura, que auxiliaram na melhora da
visualizagdo microscopica das areas marcadas

com as respectivas sondas.

Outro fator que nos levou pela escolha
desta sonda e kit de revelacdo foi o fator
custo. O kit utilizado tem fornecido a solucao
de pré-tratamento, a solugdo enzimatica
pronta para uso, tampdo de lavagem, sondas
controles DNA ¢ RNA positivos ¢ negativos,
anticorpo anti-digoxigenina, polimero marcado
com peroxidase, cromogeno, substrato
cromogénico, que facilitaram na padronizacao
das reacgoes. Considerando os custos envolvidos
na aquisi¢do dos produtos acima listados,
separadamente, oneraria ainda mais os testes,
portanto, acreditamos que este produto foi o

que ofereceu melhor custo/beneficio.

O Nucleo de Patologia Quantitativa do
Centro de Patologia tem atendido a Vigilancia
Epidemiologica e os pacientes do SUS. A
maioria das amostras deste estudo foi de
colo uterino e pénis, mas esperamos receber
amostras da regido de cabeca e pescogo com
suspeita de HPV, nas quais, como descrito
na literatura,’”” tem apresentado abundante
presencga de biotina enddgena, o que poderia
ser um agravante na analise das amostras com
sonda biotinilada.

Concluimos que a implementagdo dos
protocolos comerciais de algumas técnicas
metodologicas podem auxiliar na analise
diagnodstica e contribuir na obtencdo de
resposta quanto a patogénese do HPV.
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