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RReessuummoo  
  

 

 Existe uma  relação bem definida entre os diferentes tipos de papilomavirus humano e 

a incidência de câncer cervical na região metropolitana do Recife, Pernambuco assim como 

em outras Regiões do Brasil. O conhecimento que se tem hoje a respeito do papilomavírus 

humano é muito amplo quando se fala de genoma viral, modo de infecção, estágios de 

progressão da doença e atualmente processos vacinas. Porém, quando se fala de um vírus tão 

comumente disseminado pela população, mas que apresenta diferentes aspectos em relação a 

características específicas quanto ao país, tipo celular e tipo viral, os estudos têm de ser 

diferentemente estruturados. Nosso estudo avaliou a incidência dos diferentes tipos de HPV e 

sua relação com tipo de lesão em amostras de material cervical de pacientes recebidas em 

unidade do Serviço de Saúde Publico da região metropolitana de Recife para os tipos mais 

prevalentes. Pudemos comprovar que existe uma alta incidência do HPV 16, seguidos pelos 

tipos 31 e 33, diferentemente das demais regiões brasileiras. Tais dados colocam em questão 

se as vacinas profiláticas lançadas atualmente no mercado podem ou não atender as 

necessidades da região metropolitana do Recife (PE). 

 

 

Palavras-chave: HPV, papilomavírus humano, câncer cervical, genotipagem, vacinas 

profiláticas. 

 

 

v 



AAbbssttrraacctt  
 

 

There is a well-defined relationship between the different types of human 

papillomavirus and the incidence of cervical cancer in the region of Recife, 

Pernambuco, Brazil. Human papillomavirus is very well known when it comes to viral 

genome, infection mode, stage of disease progression and currently vaccines. But when 

we consider of a virus prevalence in the population and special features the infected 

individuals, geographical distribuition, cellular type and viral type, HPV has to be 

evaluated in many aspects. Our study has evaluated the incidence of HPV viral types 

and its relationship to cervical cancer in Recife, Brazil. We show that there is high as 

incidence of HPV 16, followed by the types 31 and 33, differently from other Brazilian 

regions. These data contribute to the discussion about the previously developed 

prophylactic vaccines available in the market. 

 

 

Key-words: papillomavirus, cervical cancer, genotyping, prophylatic vaccines. 
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11..  IInnttrroodduuççããoo  
  

 

O papilomavírus humano (HPV) é um importante agente cancerígeno podendo 

afetar o cérvix, vagina, vulva, ânus e pênis, podendo as lesões que causa progredir, 

resultando em câncer com eventual progressão para metástase. Diversos estudos 

demonstraram que entre os mais de 100 seqüenciados HPVs, o tipo viral mais comum é 

o HPV 16 em diversos países, e que o segundo mais comum é o tipo 18. Para esses tipos 

e para os tipos 6 e 11 já existem vacinas profiláticas. No entanto, no Brasil os dados não 

coincidem com os de outros países pesquisados. Alguns estudos demonstram que apesar 

do HPV 16 continuar sendo o mais comum, o segundo mais comum não é o tipo 18 em 

todas as regiões, havendo diferenças. Enquanto na região Norte, Sul e Sudeste o HPV 

18 é o segundo mais comum, nas regiões Central e Nordeste aparentemente são os tipos 

31 e 33 os mais prevalentes.   

 Com esses dados e com estudos relatando que a vacinação contra HPV é 

profilática e tipo-específico, é muito importante analisar essas diferenças para se iniciar 

um estudo para o desenvolvimento de uma vacina contra os tipos específicos mais 

incidentes de cada região.  

 Estudar os quatro tipos mais prevalentes na região metropolitana do Recife é 

importante assim como analisar a sua relação com os tipos de lesões que estas mulheres 

apresentam, ou seja, relacionar o tipo viral com a incidência do câncer cervical. Sua 

análise é útil ao Sistema Público de Saúde, avaliando os tipos virais mais incidentes em 

cada região do Brasil e se as vacinas profiláticas disponíveis hoje no mercado seriam as 

mais apropriadas. 
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22..  RReevviissããoo  ddaa  LLiittrraattuurraa  

 

2.1. Histórico do papilomavírus humano 

 

O papilomavírus humano, HPV (Human Papillomavirus), é um vírus 

intensamente estudado e relacionado ao desenvolvimento do câncer cervical (Tabela 1) 

[Brenna e Syrjänen, 2003]. Os estudos foram iniciados através da observação de uma 

associação viral com as lesões precursoras do câncer cervical, reconhecidas como 

verrugas cutâneas (Burd, 2003).  

 

Tabela 1. Cronologia dos principais eventos e/ou fatos envolvidos no estudo do 

papilomavírus humano e o câncer cervical (Adaptado de Brena e Syrjänen, 2003).   

 
 

Ano Descobertas, eventos ou fatos principais 

1974-76 

1977 

1981 

1983 

1984 

1985 

1987 

1989 

1991 

Início do postulado entre infecção do HPV e câncer cervical 

Isolamento do HPV em verrugas genitais e papiloma laringeal 

Detecção do DNA do HPV em neoplasias cervicais 

Isolamento e clonagem do HPV 16 de biópsias de cérvix 

Isolamento e clonagem do HPV 18 de biópsias de cérvix 

Estrutura e transcrição do HPV em células de carcinoma 

Primeiros grandes estudos epidemiológicos relacionando infecção e idade 

Proposição do modelo das oncoproteínas E6/E7 na transformação celular 

IARC e WHO declaram oficialmente a associação entre HPV e câncer cervical 

 IARC. International Agency for Research on Cancer; WHO. World Health Organization.  

 

 

As pesquisas mais relevantes em torno deste vírus foram desenvolvidas pelo 

virologista Harold zur Hausen, postulando a associação do HPV ao câncer cervical (zur 

Hausen, 2002; Burd, 2003). Poucos anos mais tarde foi analisado e descrito o HPV 
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como sendo o agente etiológico do câncer cervical, através da análise dos genes virais 

específicos; integração do genoma viral e a propriedade dos oncogenes virais na 

imortalização e transformação celular (zur Hausen, 2002). Porém, somente em 1991 é 

que ficou claramente reconhecida a associação entre a infecção pelo HPV e o câncer 

cervical (Montoyama et al., 2004). 

Os papilomavírus são descritos como sendo espécie-específicos, infectando 

mamíferos, répteis, pássaros, entre outros (Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005). Os 

tipos que atacam os homens são denominados por HPV (Human Papillomavirus ou 

papilomavírus humano) [Fig.1], os tipos específicos a bovinos (BPV - Bovine 

Papillomavirus ou papilomavírus bovino), coelhos CRPV (Cottontail Rabbit 

Papillomavirus ou papilomavírus de coelho) e cães COPV (Canine Oral 

Papillomavirus ou papilomavírus de cão). Outros animais que podem ser infectados são 

veados, cavalos, hamsters e macacos (Ozbun, 2002).  

 
                                                                                                                       

Figura 1. Lesões clínicas provocadas por HPV. (A) Papilomas no trato genital 

feminino; (B) Papilomas na região peniana; (C) Colo do útero com lesão (Fonte: Pérez-

Lopes, 2003). 

  

 

 

 

A                            B                              C 
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2.2. Classificação e taxonomia viral 

 

O termo papilomavírus é composto do latim papila, projeção ou saliência em 

forma de mamilo; e da desinescência - oma, usada por antigos médicos gregos para 

designar tumorações ou intumescimentos. A taxonomia e nomenclatura viral foram 

elaboradas por um Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), em que até o 

sexto relatório publicado, em 1995, os gêneros Papilomavirus e Polyomavirus 

constituíam a família Papovaviridae (Murphy et al., 1995). A partir do sétimo relatório 

foi criada a família Papillomaviridae, na qual passou a ser incluído o gênero 

Papillomavirus (van Regenmortel et al., 2000). 

Existe uma classificação baseada em genótipos feita através de pequenas 

diferenças encontradas na seqüência do gene capsídico L1 por ser um gene altamente 

conservado nos diversos papilomavírus humanos, sendo divididos em tipos, com uma 

diferença de pelo menos 10% na seqüência de nucleotídeos do gene L1; subtipos, com 

diferença de 2 a 10%; e variantes, em que a diferença é de no máximo 2%. O termo 

espécie foi reservado para associações filogenéticas de múltiplos tipos de HPVs dentro 

de um gênero que mostra de 60 a 70% de identidade da seqüência do gene L1, com 

similaridade biológica considerável (de Villiers et al, 2004). 

Os dois principais gêneros do papilomavírus humano são os gêneros Alfa e Beta, 

com aproximadamente 90% dos HPVs atualmente caracterizados pertencendo a um 

desses dois gêneros (Fig.2). Existem mais de 200 tipos genotipados de HPV descritos, 

dos quais aproximadamente 100 foram totalmente seqüenciados (Camillieri e Blundell, 

2009) e estão agrupados entre esses dois gêneros, em que aproximadamente 40 são 

capazes de infectar o trato genital e pertencem ao gênero Alfa (Muñoz et al., 2006). Os 

papilomavírus Beta são associados a infecções cutâneas não aparentes em humanos, 
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porém em indivíduos imunocomprometidos e em pacientes com epidermodisplasia 

verruciforme hereditária, os vírus podem estar associados ao desenvolvimento de câncer 

de pele (Harwood e Proby, 2002; Pfister, 2003; Cubie, 2007). Os demais tipos de HPVs 

restantes pertencem a três gêneros, Gama, Mu e Nu, e geralmente causam papilomas 

cutâneos que não progridem para câncer (de Villiers et al, 2004). 

 

                                                                                                                   

Figura 2. Árvore filogenética contendo 118 tipos de papilomavírus. Em destaque estão 

os HPVs tipos 16, 18, 31 e 33 (Fonte: De Villiers et al., 2004). 

 

 

Evidências da associação entre certos tipos de HPV com a etiologia do 

carcinoma cervical estão bem estabelecidas, sendo que os tipos de papilomavírus 

humanos podem ainda ser classificados como HPV de alto, médio ou baixo risco 

(Tabela 2), de acordo com o grau de gravidade das lesões que induzem (Stanley, 2001; 

Lowndes, 2006; Parkin, 2006). Dados obtidos a partir de diversos estudos promovidos 
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em diferentes países sobre a associação entre câncer cervical e a infecção pelo HPV 

classificou 15 tipos de HPV como sendo de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 

56, 58, 59, 68, 73 e 82 (Munoz et al., 2003; Baseman e Koutsky, 2005).  

 

Tabela 2. Classificação dos tipos de HPV de acordo com seu risco potencial 

carcinogênico (Adaptado de zur Hausen, 2006). 
 

 

 

 

 

                                                                                           

 

 

Embora alguns autores classifiquem os tipos 31, 33, 35, 51 e 52 como sendo de 

médio risco, estes podem ser incluídos como tipos virais de alto risco pela eventual 

gravidade de lesões que provocam (Baseman e Koutsky, 2005).  

Os tipos virais de alto risco são caracterizados por estarem associados ao 

desenvolvimento de câncer, inclusive o câncer gástrico e cervical (por exemplo: HPV 

16, HPV 18 e HPV 45). Os tipos virais de baixo risco são vírus cujas proteínas 

codificadas pelos genes E6 e E7 possuem baixo potencial de transformação da célula 

hospedeiras desenvolvendo, portanto, lesões benignas (por exemplo: HPV 6 e HPV 11) 

[(Baseman e Koutsky, 2005)].  

 

 

 

 

Classificação Tipo viral 

Alto risco  16, 18, 39, 45, 56, 58, 59, 68, 73, 82 

Médio risco 31, 33, 35, 51, 52 

Baixo risco  6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 70, 72, 74, 81 
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2.3. Biologia molecular do papilomavírus humano 

 

O papilomavírus humano apresenta material genético formado de molécula de 

DNA, de diâmetro de aproximadamente 55 nm, genoma circular de 8000 pares de bases 

e capsídeo não envelopado e icosaédrico, composto por dois tipos de proteínas, L1 e L2. 

O HPV possui pelo menos oito ORFs (open reading frame, ou quadro aberto de leitura), 

divididas em precoces e tardias (Burd, 2003; Zheng e Baker, 2006) [Fig.3], dando a 

origem a proteínas com funções específicas (Tabela 3).  

     

                                                                                
Figura 3. Esquema do genoma do HPV. A. disposição dos genes precoces (E), dos 

genes tardios capsidiais (L1 e L2) e da região regulatória upstream (URR); B. 

Representação esquemática do papilomavírus (Fonte: Muñoz et al., 2006). 

 

Tabela 3. Principais atividades e funções das proteínas do papilomavírus humano 

(Adaptado de Greenblat (2005); Kim e Yang (2006).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína Função/atividade 

E1 

Replicação do DNA extracromossomal 

Atividade DNA helicase 

Atividade ATPase 

E2 
Regulação da replicação do DNA extracromossomal e da transcrição 

Controle da transcrição dos genes early 

E4 
Função não totalmente elucidada 

Importante no processo de maturação viral 

E5 Papel transformante 

E6 
Papel transformante e imortalizante 

Inativação de p53 

E7 

Papel  transformante e imortalizante 

Indução da síntese de DNA 

Inativação de pRB 

L1 Capsídeo protéico maior 

L2 Capsídeo protéico menor 

 

A B 
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Os genes de expressão precoce E (Early), subdivididos em E1, E2, E4, E5, E6 e 

E7, são responsáveis pela codificação de proteínas envolvidas na replicação do DNA 

viral, controle transcricional e transformação celular. Os genes de expressão tardia L 

(Late) codificam as proteínas L1 e L2, que formam o capsídeo viral. Além desses dois 

grupos de genes existe uma região de controle viral URR (upstream regulatory region), 

onde se encontra a origem de replicação viral e seqüências relacionadas à transcrição 

(Apt et al., 1996; Stanley, 2001; Wright et al., 2006).  

A região tardia do genoma do papilomavírus, quase 40% do genoma viral, está 

situada downstream em relação à região precoce e contém as ORFs L1 e L2, que 

codificam a proteína maior (L1) e menor (L2) do capsídeo. A proteína L1 compõe 90% 

do capsídeo, com peso molecular aparente de 54-58 kDa e se associa à proteína L2, com 

peso molecular aparente de 68-76 kDa (da Silva et al., 2001).  

Quando L2 está presente, a formação de capsídeos virais é 100 vezes mais 

eficiente o que indica que a proteína L2 é importante para o empacotamento viral. O 

gene L2 também exerce papel fundamental no recrutamento de genomas virais para 

encapsidação, ligando-se ao DNA viral recém replicado, e em conseqüência, recrutando 

L1 para produção de novos virions (Hebner e Laimins, 2006). 

A região URR, um segmento de aproximadamente 850 pares de bases (10% do 

genoma viral), não tem função de codificar proteínas, mas é composta pela origem de 

replicação, assim como sítios de ligação de múltiplos fatores de transcrição importantes 

na regulação de promotores virais precoces e tardios (Bernard, 2002). 

Os genes E1 e E2 possuem importante função de replicação viral e suas 

respectivas proteínas formam um complexo em torno da origem de replicação, 

favorecendo o início do processo replicativo viral (Frattini et al., 1994). O gene E2 

ainda funciona como um regulador do mecanismo de replicação viral dos genes E6 e 
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E7, possuindo funções antagônicas, ou seja, E2 funcionante inibe a função dos genes E6 

e E7. Já o gene E4 expressa uma proteína de fusão com E1, sendo responsável por 

indução do colapso da rede do citoesqueleto, auxiliando na liberação do vírus da célula 

hospedeira (Doobar, 2006; Gammoh et al., 2009). E1 e E4 juntos também contribuem 

para amplificação genômica do HPV em estágios tardios do ciclo de vida viral, porém 

este fator não é essencial (Wang et al., 2009). 

O gene E5 codifica proteína que possui capacidade de se ligar às proteínas 

necessárias para processar antígenos, atuando sobre o sistema imunológico. A ativação 

de fatores de transcrição, como AP-1 (Activator Protein-1) e NF-1 (Nuclear factor-1) 

que estimulam os oncogenes c-jun e c-fos, respectivamente, também são um mecanismo 

inerente à E5. Além disso, estes fatores (AP-1 e NF-1) apresentam sítios de ligação para 

a região de regulação transcricional do DNA viral, aumentando a expressão de genes 

como E6 e E7 (Tsai e Chen, 2003). Há evidências de que o gene E5 também regule 

negativamente a expressão do gene supressor de tumor p21, promovendo proliferação 

celular (Tsao et al, 1996). 

Estudos mostraram ainda que a proteína E5 também possui uma capacidade de 

transformação por estar implicada na ativação constitutiva do EGFR (receptor do fator 

de crescimento epitelial) que por sua vez, ativa vias de transdução de sinal (STAT) 

[Coffer e Kruijer, 1995], diferenciação e divisão celular (MAP) [(Lewis et al., 1998)].  

O gene E6 tem importante função durante o processo infeccioso. Ele sintetiza 

proteína que se liga às proteínas supressoras de tumores, p53, responsável pelo reparo 

do DNA, resultando em sua degradação mediada pela ubiquitina (Wu e Levine, 1994). 

Para degradar a proteína p53, a proteína E6 se liga a ligase do sistema ubiquitina 

celular, formando um complexo E6-AP, que impede a parada do crescimento celular 

(Fig.4).  
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Figura 4. Esquema da interferência do gene E6 no ciclo celular. (A) atuação da proteína 

p53 na célula, após ocorrência de dano no DNA, com parada no ciclo celular e ativação 

de genes de mecanismo de reparo (GMR) ou sinalização para apoptose. (B) Complexo 

E6AP, que resulta na ubiquitinação ou degradação de p53 e conseqüente acúmulo de 

mutações (Fonte: Silva et al, 2003). 

 

 

A degradação de p53 também provoca a ativação de uma enzima, a telomerase, 

responsável pela replicação da região telomérica e inativa em células somáticas. Em 

células tumorais, a degradação da p53 ativa a superexpressão da telomerase, 

favorecendo a multiplicação celular contínua (Thomas et al., 1999; Munger et al., 2004; 

Longworth e Laimins, 2004).  

A proteína E6 também pode se ligar a proteínas contendo domínios PDZ, 

degradando-as. Um domínio PDZ, acrônimo que combina as primeiras letras de três 

proteínas (PSD95, DlgA e zo-1), é um domínio estrutural encontrado em proteínas 

sinalizadoras de bactérias, leveduras, plantas e animais. As proteínas PDZ estão 

envolvidas no processo de sinalização celular e adesão célula-célula. Este processo de 

degradação pode levar à carcinogênese, já que algumas proteínas PDZ têm função 

supressora de tumor (Thomas et al., 2002; Hebner e Laimins, 2006).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Acr%C3%B3nimo
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Dom%C3%ADnio_proteico&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Levedura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animal
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A proteína E7 também se liga a uma proteína supressora de tumor, porém esta é 

a pRb, importante controladora do ciclo celular normal. As proteínas codificadas pelo 

gene E7 degradam a pRb, promovendo a continuidade do ciclo celular e permitindo a 

replicação dos genes virais (Fig.5) [(Giarre et al., 2001)].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

 

Figura 5. Esquema da interferência do gene E7 no ciclo celular. (A) Associação da 

proteína pRb com o fator E2F e conseqüente regulação por inibição do ciclo celular. (B) 

Complexo E7pRb que resulta na liberação do fator E2F e proliferação exagerada das 

células (Fonte: Silva et al, 2003). 

 

O gene E7 também tem importante função de romper as atividades dos 

inibidores de CKIs (quinases dependentes de ciclinas), como a p16. A p16 é um inibidor 

da quinase ciclina dependente cuja expressão é negativamente controlada pelo produto 

do gene pRb. A proteína p16 é geralmente expressa em baixo nível em células normais 

enquanto é altamente expressa em células tumorais, em que a pRb é inativada pela E7. 

Logo, a superexpressão de p16 é um indicativo de infecção pelo HPV (Knebel, 2002; 

Dray et al., 2005; Wentzensen et al., 2005). Essa inativação auxilia, juntamente com a 

degradação da pRb, a impedir a interrupção do ciclo celular (Helt e Galloway, 2001). 
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2.4. Ciclo infeccioso e patogenia viral 

 

Os tipos de HPVs mais frequentemente detectados em carcinomas de células 

escamosas são os tipos 16 e 18 (zur Hausen, 2006). Deve-se considerar que embora os 

níveis de infecção sejam elevados, relativamente em poucos casos há progressão 

maligna, já que em 95% dos casos o próprio organismo, provavelmente pela ação do 

sistema imunológico, consegue eliminar o vírus. A identificação de marcadores 

expressivos da progressão maligna requer compreensão mais ampla da freqüência e 

história natural do processo infeccioso ligadas a cada tipo viral (Oliveira, 2006). 

Os alvos da infecção pelo HPV são os queratinócitos indiferenciados da camada 

celular basal dos epitélios. A progressão da infecção viral depende da diferenciação do 

queratinócito (Campo, 2003; Ogawa et al., 2004). A infecção pelo vírus se dá pela 

penetração inicial da partícula viral em células basais do epitélio cervical, em que os 

genes precoces são transcritos (Fig.6). Após o período inicial da infecção, os genes 

tardios iniciam seu processo traducional, seguido de multiplicação viral completa nas 

porções de tecidos superficiais do epitélio (Meschede et al., 1998). 
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Figura 6. Ciclo replicativo do HPV (Adaptado de Meschede et al., 1998). 

 

A infecção do papilomavírus parece ocorrer através de microtraumas ocorridos 

na região epitelial, expondo as células basais à entrada do vírus. Após a junção do vírus 

à membrana da célula epitelial basal, ocorre a desintegração do capsídeo, com entrada 

do genoma viral no núcleo da célula hospedeira (Parkin e Bray, 2006).  

Lehtinen et al. (2001) estudaram os estágios da infecção viral. Segundo os 

autores, primeiro ocorre um aumento da multiplicação do vírus requerido para o 

estabelecimento da infecção subclínica nas células basais cervicais. Com isso, há um 

estímulo das células de crescimento pela expressão e amplificação do gene viral com 

aparecimento das lesões intraepiteliais escamosas (SIL). Em seguida, ocorre 

imortalidade das células infectadas, resultando na persistência das lesões. Ocorrem 

modificações das funções celulares pelas oncoproteínas E6 e E7, podendo haver 

aumento de risco de infecção, não sendo um evento necessário para o desenvolvimento 
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do câncer cervical invasivo. E por fim, há instabilidade genômica com descontrole da 

expressão dos oncogenes virais, que eventualmente levam a progressão ao câncer e 

eventual metástase, se não houver tratamento adequado e a tempo. 

Durante o processo infeccioso, ocorre uma ligação cooperativa entre E1 e E2, 

cujo papel é regular a transcrição dos genes virais e replicar o DNA. Nos estágios 

precoces da infecção viral, a proteína E2 reprime a transcrição dos oncogenes E6 e E7, 

permitindo que o produto do gene E1 se ligue à origem de replicação viral. A partir 

dessa ligação, o genoma viral passa a ser replicado como elemento extracromossomal 

na fase S do ciclo celular. O número de cópias do genoma é mantido constante nas 

células, e com um nível baixo de transcritos sendo expressos. Esta regulação negativa 

mediada por E2 sob a transcrição de E6 e E7 permite que as proteínas p53 e pRb 

continuem atuando o que leva a continuação do processo de diferenciação celular 

normalmente (Villa, 1999; Szalmàs e Kònya, 2009). Em seguida, o produto do gene E5 

induz o aumento da atividade de uma proteína quinase mitogênica, que aumenta a 

resposta celular de proliferação e diferenciação. Simultaneamente, o produto do gene E4 

então promove maturação e liberação das partículas dos papilomavírus, uma vez que 

esta proteína leva ao colapso da rede de citoqueratina, que resulta no aspecto típico das 

células infectadas pelo HPV (Villa, 1999). 

Os genes tardios L1 e L2 logo são ativados pelo promotor tardio, permitindo que 

as partículas virais sejam estruturadas no núcleo. A completa liberação dos virions 

ocorre na camada córnea do epitélio quando as células se desprendem durante o 

processo de descamação epitelial. Nas lesões não cancerosas o genoma do HPV é 

encontrado exclusivamente na forma de epissomos. Porém, nos carcinomas cervicais, os 

genomas do HPV de alto risco são integrados no DNA da célula hospedeira (Fehrmann 

e Laimins, 2003). 
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A afinidade entre as proteínas derivadas dos genes supressores de tumores com 

as proteínas virais E6 e E7 determina o grau de oncogenicidade dos diferentes tipos de 

HPV, permitindo assim que alguns tipos de HPV sejam mais oncogênicos que outros. 

Os HPVs podem infectar células da camada basal tanto dos epitélios da pele quanto dos 

epitélios de mucosas que recobrem a boca, garganta, trato respiratório e trato anogenital 

(Fehrmann e Laimins, 2003). 

Segundo zur Hausen (2000), a transmissão do HPV ocorre pelo contato direto, 

através de microlesões na pele. No caso da infecção genital, a transmissão se dá 

principalmente pelo contato genital durante a relação sexual. Por serem resistentes ao 

calor e a dessecação, também é possível que ocorra a transmissão não sexual, porém 

com incidência reduzida. Outros tipos de contato genital com ausência de penetração, 

incluindo o sexo oral, também têm sido descritos como vias de transmissão, entretanto 

são bastante raros. Além destas, existe ainda a transmissão genital de forma vertical (da 

mãe para o recém nascido).  

A infecção genital pelo HPV pode resultar em verrugas anogenitais, que se 

localizam ao redor dos genitais e do ânus (HPV 6 e 11) e não levam ao câncer. Muitas 

delas são assintomáticas e podem ter uma resolução espontânea em 3 a 4 meses, caso 

contrário, podem permanecer na mucosa ou até aumentarem de tamanho e número. A 

infecção pode ser latente ou inativa, em que o indivíduo não apresenta sintomas 

aparentes da infecção. Acredita-se que neste caso de infecção, o DNA viral esteja sob a 

forma epissomal, não funcional, e por isso não haja o aparecimento de lesões 

citológicas. E por último, a infecção pode ser do tipo ativa associada aos tipos de HPV 

de alto risco, responsáveis pelas alterações celulares que podem resultar em neoplasias 

intraepiteliais (Fehrmann e Laimins, 2003). Relacionado à infecção ativa, ela ainda pode 

ser clínica, quando existe presença das lesões, que podem ser vistas a olho nu na forma 
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de verrugas genitais ou condilomas; ou pode ser subclínica, quando as lesões não são 

visíveis, sendo necessário o diagnóstico através de peniscopia, colpocitologia (teste 

Papanicolau), e/ou colposcopia com biópsia. Por ser um diagnóstico indireto e 

interpretativo, a infecção subclínica pode resultar em diagnóstico falso-negativo e/ou 

falso-positivo (Fehrmann e Laimins, 2003). 

 

2.5. Citologia viral  

 

Existem diversos termos para classificar uma lesão encontrada. ASCUS (células 

escamosas atípicas de significância indeterminada) é definido por anormalidades 

celulares atribuídas a mudanças reativas menos quantitativamente e qualitativamente 

significantes que as lesões intraepiteliais. Em 1988, o Sistema Bethesda identificou SIL 

(lesões escamosas intraepiteliais), como um conceito geral das lesões de alto (H – high) 

e baixo (L – low) grau, por estarem ligadas de alguma forma citologicamente. Somente 

mais tarde é que os termos foram separados baseados em estudos mais discriminantes 

das lesões, classificando LSIL como sendo as lesões intraepiteliais de baixo grau, e 

HSIL as lesões intraepiteliais de alto grau. Histologicamente estas lesões puderam ser 

confirmadas com a utilização de outros termos, como CIN-1 (neoplasia intraepiteliais de 

grau 1), CIN-2 (neoplasia intraepiteliais de grau 2) e CIN-3 (neoplasia intraepiteliais de 

grau 3), sendo a primeira classificação correspondente a LSIL e as duas últimas 

correspondentes a HSIL (Kurman e Solomon, 1997; Máire e Duggan, 1999; Solomon et 

al., 2002; Bergeron, 2003; Lin et al., 2004; Solomon et al., 2009; Wentzensen et al., 

2009). No entanto, existem diversas outras formas de classificar um mesmo tipo de 

lesão, segundo a Tabela 4. 
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Tabela 4. Equivalência de nomenclaturas citológicas e histológicas das lesões pré-

invasivas de câncer cervical uterino. Em destaque a classificação de Bethesda 

(Adaptado de http://www.cervical.com.br; Kurman e Solomon, 1997). 
 

Classificação 

citológica de 

Papanicolau 

Classificação 

Internacional de 

Doenças (OMS – 

1952-1973) 

Classificação de 

Richard (1988) 

Classificação 

citológica pelo 

Sistema Bethesda 

(2001) 

Proposta de 

classificação 

histológica 

análoga ao 

Sistema Bethesda 

(Richard, 1990) 

Classe I - - Normal - 

Classe II - - ASCUS/AGUS - 

- Displasia leve NIC I LSIL NIC de baixo grau 

Classe III Displasia moderada NIC II - - 

- Displasia acentuada NIC III HSIL NIC de alto grau 

Classe IV Carcinoma in situ - - - 

Classe V Câncer Câncer Câncer Câncer 

NIC. Neoplasia intraepitelial cervical; LSIL. Lesão intraepitelial de baixo grau (Low grade squamous intraepithelial lesion); HSIL. 

Lesão intraepitelial de alto grau (High grade squamous intraepithelial lesion). O Sistema de Bethesda inclui ainda as categorias 

ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance) e AGUS (atypical glandular cells of undetermined significance), 
em situações em que existem atipias celulares, mas em grau insuficiente para permitir um diagnóstico de lesão intraepitelial.  

 

 

O cérvix quando infectado pelo vírus HPV, torna a mulher HPV positivo. A 

persistência da infecção pode gerar a NIC-1 (neoplasia cervical intraepitelial amena ou 

Squamous Intraepithelial lesion - SIL), também designada, LSIL, sendo uma infecção 

mais branda. Progredindo a doença, aparece a NIC-2 e/ou NIC-3 (neoplasia cervical 

intraepitelial moderada e de alto grau, respectivamente), ou ainda HSIL, sendo 

infecções mais graves conhecidas como pré-câncer. Se ainda assim este não for tratado 

a tempo há progressão para o câncer invasivo e eventual metástase posterior (Fig7 e 8) 

[(Moscicki et al., 2006; Bryan, 2007)].  

 

 

 

 

 

 

http://www.cervical.com.br/
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Figura 7. Evolução da lesão cervical pré-maligna ao câncer invasivo. Esquema do colo 

uterino com neoplasia intraepitelial cervical (Adaptado de NMA, 2007). 
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Figura 8. Modelo etiológico da infecção pelo HPV e câncer cervical (Adaptado de 

Franco et al., 2001). 
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O tempo desde a infecção até a liberação dos virions é de aproximadamente três 

semanas, tempo requerido para o queratinócito basal passar pela diferenciação completa 

e descamação. O período entre a infecção e o aparecimento de lesões é altamente 

variável, podendo ser de semanas a meses (Oriel, 1971). Não há lise ou morte celular 

como conseqüência da replicação, montagem e liberação do HPV, devido ao ciclo 

natural do queratinócito até a descamação. Sendo assim, a infecção por HPV não é 

acompanhada de inflamação, e não há sinais óbvios para alertar o sistema imune da 

presença do vírus. Portanto, o ciclo infeccioso do HPV é por si só um mecanismo de 

evasão do sistema imune, inibindo a detecção do vírus pelo hospedeiro. Isso resulta em 

persistência e infecção crônica, e o hospedeiro pode ignorar o patógeno por longos 

períodos (Stanley et al., 2006). 

 

2.6. Co-fatores de infecção viral 

 

Evidências clínicas e experimentais demonstram que o background genético e 

imunológico do hospedeiro tem um papel importante no estabelecimento e progressão 

da infecção por HPV (Wank e Thomssen, 1991; Apple et al., 1994). Sendo assim, 

fatores genéticos virais e do hospedeiro são dados importantes para o risco de 

progressão do HPV à neoplasia entre indivíduos infectados. 

Existem algumas causas de aquisição e persistência da infecção pelo HPV 

segundo estudos realizados por Trottier e Franco (2006). Relação sexual sem proteção, 

cigarro, contraceptivos orais, número de parceiros, doenças sexualmente transmissíveis 

em geral, sistema imunológico, condições imunossupressoras, incluindo a própria 

infecção pelo HPV são algumas delas (Wang et al., 2009). 
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O sistema imunológico é um dos co-fatores de maior relevância quando se fala 

em infecção pelo HPV. Ele parece estar envolvido diretamente com o processo 

carcinogênico, já que existem diferenças no tempo de ativação do sistema imunológico 

ou na composição genética do hospedeiro. Sabe-se que não há uma exposição direta das 

oncoproteínas do HPV a células imunocompetentes logo, o desenvolvimento de 

anticorpos depende de uma infecção secundária por meio de pequenas lesões (Apple et 

al., 1994).  

O MHC representa o conjunto de genes responsável por codificar as moléculas 

de histocompatibilidade em uma determinada espécie. O MHC está ligado diretamente 

com a susceptibilidade à infeção.  

Nos seres humanos este complexo é chamado de sistema HLA (Human 

Leukocyte Antigen) e codifica glicoproteínas de membrana especializadas na 

apresentação dos antígenos a diferentes subpopulações de linfócitos T (Wang e 

Hildeshein, 2003). Essas proteínas são codificadas por genes localizados no 

cromossomo 6, organizados em regiões de classe I (locos A, B e C) e classe II (regiões 

DR e DQ) e se caracterizam pelo alto grau de polimorfismo (Fig9) [((Nepom et al., 

1991; Donadi et al., 2001; Alberts et al., 2002)].  

 

 

Figura 9. Esquema simplificado dos genes do MHC humano. DP, DQ e DR: locus dos 

genes de classe II HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR, respectivamente (Adaptado de 

Alberts et al., 2002). 
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Os mecanismos de defesa envolvidos na regressão da infecção pelos HPVs 

envolvem a resposta imune mediada por células, sendo necessária uma apresentação 

adequada aos linfócitos, mediada pelas proteínas HLA. Falhas nesse processo podem 

ser responsáveis pela susceptibilidade ao HPV. Diversos estudos demonstraram 

associações entre os haplótipos HLA e a infecção pelo HPV. Maciag et al. (2002) 

encontrou entre os genes Hla classe II alguns halotipos associados com a 

susceptibilidade à infecção pelo HPV. 

Outro componente importante do sistema imunológico que parece estar 

relacionado com a infecção pelo HPV é a MBL (lectina ligante de manose). MBL é uma 

glicoproteína sintetizada no fígado e importante para o sistema imune inato, pela sua 

ligação a resíduos de manose ou a outros carboidratos componentes de vírus, de bactérias e 

de leveduras. A MBL ao ligar-se às estruturas de carboidratos intermedia a fagocitose por 

macrófagos e, quando associada à protease serina MASP, possui a capacidade de iniciar a 

ativação do sistema complemento pela via das lectinas, independente da presença de 

anticorpos (Roos et al., 2001; Bierl et al., 2005; Nguyen et al., 2005; Gonçalves et al., 

2006). 

A função da MBL está diretamente associada a sua concentração sérica, 

determinada pela interação entre mutações na região promotora e no éxon 1 do gene Mbl., 

as quais ocorrem nos códons 52, 54 e 57 (Mbl*D, Mbl-*B e Mbl-*C, respectivamente) 

[(Madsen et al., 1998; Guimarães et al., 2008; Segat et al., 2009)]. A ocorrência destas 

variantes tem sido associada à deficiência sérica da MBL e, conseqüentemente, à 

susceptibilidade à infecção pelo HPV [Alves et al. (2004); Guimarães et al. (2008); Segat 

et al. (2009)], demonstrando que os polimorfismos no gene MBL2 podem ser 

responsáveis pela diferença inter-individual da resposta imune e explicar a 

suscetibilidade à infecção por HPV de alto risco com o câncer cervical. 
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Quanto ao gene Tp53, exite um polimorfismo no códon 72 e este está associado 

ao câncer cervical induzido pelo HPV. Neste códon podem ser codificados os 

aminoácidos arginina (Arg) e/ou prolina (Pro) [(Rau et al., 2003)]. Logo, cada indivíduo 

herda um genótipo de p53, que pode ser heterozigoto (Arg/Pro) ou homozigoto ou para 

arginina (Arg/Arg) ou prolina (Pro/Pro). Este polimorfismo varia com a latitude, tipo 

celular, tipo de HPV, país e raça, e é mantido sob diferentes freqüências de alelos na 

população (Sjalander et al., 1995).  

Storey et al. (1998) apresentaram resultados indicativos de que a p53 (arginina) 

representa um significativo fator de risco no desenvolvimento do câncer pelo HPV. Foi 

demonstrado que mulheres homozigotas para arginina eram sete vezes mais susceptíveis 

ao carcinoma cervical que as heterozigotas arginina-prolina. Zehle et al. (1999) 

comprovaram que pacientes italianas e suíças homozigotas para arginina tinham maior 

risco para o carcinoma, comprovando a existência de alguma relação entre este 

polimorfismo e o HPV (Koushik et al., 2006). Resultados semelhantes puderam ser 

observados em estudo recente de Koshiol et al. (2009). 

A idade do indivíduo também é um fator relacionado à incidência de câncer 

cervical. Estudos mostram que as maiores prevalências são encontradas em mulheres 

abaixo dos 25 anos, com progressivo decréscimo linear após esta idade, alcançando 

valores inferiores a 5% após os 55 anos (Burk et al., 1996; Franco et al., 1999; Sanjose et 

al., 2003; Baseman e Koutsky, 2005). 

A explicação para a redução da incidência com a idade resultaria de mudanças nos 

hábitos sexuais, que tornariam as mulheres menos expostas. Entretanto, alguns estudos 

relatam queda na incidência da infecção por HPV com o avanço da idade mesmo em 

mulheres que mantêm contínua e intensa atividade sexual. Isto sugere que esta queda é 
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independente do comportamento sexual e parece estar relacionada mais ao sistema 

imunológico (Kjaer et al., 2000). 

No entanto, dados mais recentes comprovaram que a idade em relação à 

manifestação HPV segue um padrão de gráfico em forma de “U”, em que com os 

primeiros anos de atividade sexual, por volta dos 18 anos, há realmente um aumento da 

chance de infecção viral que declina com o avanço da idade, porém ocorre um pico logo 

após a menopausa, mais ou menos aos 55 anos. Este fato ocorre provavelmente por uma 

reativação da infecção latente e por uma queda gradual de eficiência do sistema 

imunológico (Rama et al., 2008). 

O tabagismo parece influenciar na incidência de câncer cervical através da 

interação entre as células do organismo e a nicotina e os demais produtos do cigarro. As 

células de Langerhans possuem papel importante de controle local contra infecção viral, 

pois sua função envolve apresentação do antígeno e estimulação da resposta imune 

mediada por linfócitos T. A nicotina e demais produtos afetam diretamente essas 

células, interferindo na habilidade do hospedeiro em ter uma resposta imune local 

efetiva contra infecções virais, pela redução no número e eficiência das células de 

Langerhans (Johnson et al., 1990, Gram et al., 1992; Haverkos et al., 2000). 

Um segundo mecanismo que explica a carcinogênese relacionada ao tabaco é a 

imunosupressão. Alterações verificadas no sistema imune periférico de pacientes 

fumantes com carcinoma invasivo causado pelo HPV incluem a elevação do número de 

células sangüíneas, o aumento do número de linfócitos T citotóxicos/supressores, a 

diminuição do número de linfócitos T indutor - auxiliar, discreta supressão da atividade 

de linfócitos T, significativo decréscimo da atividade de linfócitos natural killer, e 

baixos níveis sangüíneos de imunoglobulinas, exceto pela IgE, a qual é elevada 

(Johnson et al., 1990). Indivíduos imunossupremidos parecem estar ligados á 
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susceptibilidade ao processo carcinogênico, apresentando risco elevado para o 

desenvolvimento de neoplasia escamosa intraepitelial e invasiva do trato genital 

inferior. Dentre os indivíduos imunossuprimidos estão os que já fizeram transplantes de 

órgãos, que tiveram algum tipo de câncer de pele, que têm doença de Hodgkin ou estão 

infectadas pelo HIV, entre outros (Apple et al., 1994).  

Hormônios esteróides na forma de contraceptivos orais estão entre os co-fatores 

que podem levar à malignização viral, pois parecem aumentar a atividade 

transformadora dos oncogenes do HPV e interferir na resolução eficiente de lesões 

causadas pelo vírus na cérvix de mulheres jovens (Herrero et al., 1990; Haverkos et al., 

2000). Diversos estudos epidemiológicos
 
e clínicos

 
também comprovaram que o uso de 

contraceptivos orais é um fator de risco no desenvolvimento do câncer cervical (Brinton 

et al., 1989; Hildesheim et al., 1990; Brisson et al., 1994; Kjellberg et al., 2000). 

Com relação à alimentação foi verificado que a dieta de folato apresenta uma 

relação direta com a carcinogênse provocada pelo HPV. Uma redução na ingestão de 

folato tem sido amplamente associada a um risco significativo de aumento de 

carcinomas cervicais, porém sem dados conclusivos e definitivos de tal relação 

(Doorbar, 2006).  

O consumo de samambaia (Pteridium aquilinum) encontrado em regiões 

tropicais e subtropicais também tem sido reportado como carcinogênicos quando 

ingeridos por bovinos e humanos (Stocco et al., 1998). Os primeiros estudos com a 

samambaia iniciaram em 1988 (Moura et al., 1988). Foi observado que animais 

consumidores desta planta apresentavam alterações citogenéticas significativas. Estas 

mudanças levavam a alterações celulares, as quais não eram eliminadas pelo organismo, 

pela descoberta da atividade imunossupressora da quercetina presente na samambaia. 
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Essas alterações celulares não sendo corrigidas, acabavam levando à progressão da 

infecção e aquisição de tumores.  

Um estudo posterior demonstrou que existe uma transmissão vertical e 

horizontal de BPV em bovinos controlados experimentalmente, os quais tiveram dieta 

rica neste tipo de samambaia, havendo aumento no número de alterações 

cromossômicas (Stocco et al., 1998). Lindsey et al. (2009) também descreveram 

anormalidades cromossômicas em linfócitos e sangue de animais infectados pelo BPV. 

Alguns resultados recentes têm demonstrado uma relação intrínseca entre o 

consumo da samambaia e o processo infeccioso do HPV em indivíduos do Brasil 

(Recouso et al., 2003), Japão (Hirayama, 1979; Shahin et al., 1999) e Venezuela 

(Alonso-Amelot et al., 2001). Foi observado ainda que a prevalência do HPV difere de 

acordo com as regiões e que o estudo destas diferenças é muito importante antes do 

estabelecimento de vacinas no mercado (Beçak et al., 2009a). 

A quercetina, componente presente nesta planta, já vem sendo estudada por 

outros pesquisadores como fator relevante no processo infeccioso, sendo descrita como 

altamente carcinogênica (Popp e Schimmer, 1991; Ferraz et al, 2003; Souto et al. 2006). 

Além dos comentados sistema MHC, gene Tp53, tabagismo, alimentação, idade 

do indivíduo, imunossupressão e contraceptivos orais, outros polimorfismos também 

parecem estar ligados à infecção e progressão para neoplasia do papilomavírus humano. 

Estes genes incluem o receptor de ácido retinóico (RARA), interleucina 10 (IL10), 

metilenetetrahidrofolato redutase (MTHFR), EVER1 e EVER2 (TMC6 e TMC8) e WAF1 

(CDKN1A) [Doorbar, 2006]. Os retinóides possuem efeitos anti-HPV via interação com 

fatores de transcrição nuclear. A desregulação dos receptores nucleares dos retinóides 

tem importante papel na transformação maligna celular (Cheah e Looi, 1998; Pfister, 

2003). O polimorfismo no gene da interleucina 10 (IL10), peptídeo citosina responsável 



Baldez da Silva, M.F.P.T.     Avaliação de 4 tipos de  papilomavírus humano  na região metropolitana do Recife (PE) e a 

incidência de câncer cervical: discussão da relação entre os tipos virais e as vacinas profiláticas. 
__________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

                                                                                                                                                                  

32 

 

pelos efeitos em inflamações e imunorregulações, pode resultar em aumento ou 

diminuição da produção de IL-10, afetando o desenvolvimento de câncer cervical. 

Estudos demonstraram que mulheres que produzem altos ou moderados níveis de IL-10 

em comparação com mulheres que produzem baixos níveis, dependendo do 

polimorfismo genético podem apresentar maior risco de ter câncer cervical (Stanczuk et 

al., 2001).  

O gene da metilenetetrahidrofolato redutase (MTHFR) sintetiza uma enzima que 

controla o metabolismo do folato e metionina e é conhecido por influenciar a síntese e 

reparo do DNA, além de ser conhecido como cofator genético responsável pela 

displasia cervical induzida pelo HPV. Estudos comprovaram que mutações no gene 

MTHFR estão associados com aumento do risco de displasia cervical (Koushik et al., 

2005).  

Pesquisadores identificaram dois loci de susceptibilidade ao câncer cervical, 

conhecidos como EVER1 e EVER2 (ou TMC6 e TMC8) no cromossomo  

17. Foi proposto que as proteínas codificadas por estes loci são em parte responsáveis 

por controlar a infecção pelo HPV (Ramoz et al., 2002), porém ainda pouco se sabe 

sobre esta possível relação. 

Harima et al. (2001) estudaram o polimorfismo do gene WAF1, um mediador 

induzido pelo p53 e inibidor da quinase dependente de ciclina. Eles descobriram que 

mutações no gene podem estar associadas ao desenvolvimento do câncer cervical.  

 

2.7. Câncer cervical e vacinas profiláticas 

 

Existem inúmeros testes para detecção do HPV e da doença causada pelo vírus. 

Um teste muito comum é a colpocitologia oncológica, também conhecido como teste 

Papanicolau. A infecção pelo HPV geralmente não apresenta sintomas, e o indivíduo 
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infectado talvez nunca saiba que ele esteja infectado ou tenha sido exposto ao HPV. No 

entanto, o teste Papanicolau é um importante exame que colabora para prevenir o 

câncer. Este teste pode detectar estágios de pré-câncer, conhecidos como displasia nas 

células do cérvix (Torpy et al., 2007).  

Testes mais especializados estão sendo usados para determinar HPVs de alto 

risco, sendo mais específicos e elaborados. Além do teste Papanicolau, existem ainda a 

colposcopia; o exame histológico, através de biópsia; e os testes moleculares como PCR 

(reação de cadeia em polimeraze), Southern blot, captura híbrida, entre outros (Cuzick 

et al., 2006).  

Para aumentar ainda mais a eficiência na detecção e tratamento iniciou-se um 

grande estudo de vacinas profiláticas contra o HPV, além de estudos análogos para o 

desenvolvimento de vacinas em gado (BPV), cães e coelhos (Wood et al., 2006). 

Estudos realizados por Coimbra et al. (2007) demonstraram que infecções por 

papilomatoses induzem a respostas imunes tipo-específico, diretamente contra a 

proteína capsídica maior L1, construindo assim estratégias vacinais contra o BPV, 

através da expressão do gene L1 de HPV em sistema de expressão de Pichia pastoris 

como base na produção de vacinas VLPs (Góes et al., 2008). 

Estudos realizados com papilomavírus bovino vêm sendo desenvolvidos com 

sucesso. Beçak et al. (2009b) demonstraram a expressão em E. coli de BPV 1 L1. Para o 

desenvolvimento de uma vacina profilática contra o BPV 1 foi clonado o gene L1 de 

BPV 1 e expresso em E. coli. A detecção da expressão de L1 indicou que o modelo é 

apropriado e pode ser usado para o desenvolvimento de uma vacina contra o BPV. 

Vacinas contra o HPV também estão sendo largamente investigadas. Segundo 

Inglis et al. (2006), as vacinas contra o HPV começaram a ser desenvolvidas por volta 

de 1993, com base nos estudos das proteínas de revestimento dos papilomavírus, 
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funcionando como instrumentos para a prevenção primária do câncer do colo. Com isso, 

pesquisadores puderam reunir dados suficientes para desenvolver as VLPs (partículas 

semelhantes a vírus) (Fig.10B;C). 

 

       

Figura 10. (A) Modelo do capsídeo do papilomavírus; (B) Partículas virais; (C) L1 

virus-like particles (VLP) [Adaptado de Alberts et al., 2002]. 

 

 

O início do desenvolvimento das vacinas não teve efeitos muito positivos. Não 

havia técnicas laboratoriais que permitissem obter partículas virais em cultura de tecidos 

e inexistiam modelos animais para a infecção. A maioria das vacinas contra vírus é 

baseada no uso de virions para induzir a produção de anticorpos, porém não se 

conseguia produzir virions de HPV (Tovar et al., 2008; Massad et al., 2009). 

Somente mais tarde com a descoberta das proteínas L1 e L2 é que se conseguiu 

dar início à produção das vacinas contra o HPV, e também se obteve a produção das 

vacinas utilizando células de insetos, bactérias recombinantes e fungos (da Silva et al, 
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2001; Lowy e Schiller, 2006). As VLPs podem ser obtidas pela superexpressão da 

proteína L1 sozinha, ou em co-expressão com a proteína L2 (Kirnbauer, 1996). As 

vacinas são produzidas por clonagem de genes virais de capsídeos de diferentes tipos de 

HPV em vetores, conseguindo-se produzir grandes quantidades de proteínas de 

capsídeos recombinantes, sendo posteriormente purificadas. A VLP tem estrutura 

similar ao vírus HPV, porém não é infecciosa e nem oncogênica, e representa, portanto, 

uma boa estratégia para o desenvolvimento de vacinas profiláticas. Estudos sugerem 

que as vacinas são eficazes em prevenir infecções e lesões citológicas associadas aos 

tipos de HPV, além do seu efeito profilático (Hildesheim et al., 2006; Handisurya et al., 

2009). 

As VLPs preservam os epítopos conformacionais necessários à indução de 

anticorpos neutralizantes e também são capazes de promover resposta celular (Dupuy et 

al, 1999; Palker et al, 2001; Coimbra et al., 2007). Diversos estudos baseados em 

modelos animais mostraram que a imunidade humoral é um fator chave na prevenção da 

infecção por papilomavírus (Breitburd et al., 1995; Kirnbauer, 1996; Wright et al., 

2006).  

A eficiência das VLPs na indução da resposta imune e prevenção da infecção 

por papilomavírus foi primeiramente testada em modelos animais, como cachorro - 

COPV (Suzich et al, 1995), coelho - CRPV (Breitburd et al, 1995) e bovino - BPV-4 

(Kirnbauer, 1996). 

As vacinas contra a hepatite B foram as primeiras a serem produzidas contendo 

VLPs sintetizadas a partir de proteínas recombinantes em sistemas de expressão 

controlados (McAleer et al., 1984). Outras doenças alvo para imunização com VLPs são 

gastroenterites (Tacket et al., 2003), hepatite C (Lechmann et al., 2001) e malária 

(Oliveira-Ferreira et al., 2000). 
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Em 8 de junho de 2006, a US Food and Drug Administration (FDA) aprovou a 

Gardasil
®
, uma vacina quadrivalente desenvolvida pela Merck Sharp & Dohme 

contendo VLPs de L1 dos tipos 6, 11, 16 e 18, para uso em mulheres de 9 a 26 anos de 

idade. Recentemente, a GlaxoSmithKline requereu à European Medicine Agency 

(EMEA) uma licença para a vacina bivalente (denominada Cervarix) baseada em VLPs 

de L1 de HPV 16 e 18 (Tabela 5) [(Tovar et al., 2008)]. 

 

Tabela 05. Tipos de vacinas disponíveis no mercado (Adaptado de Tovar et al., 2008). 

Vacina Tipo de HPV 
Dosagem em 

semanas 

População 

estudada 
Triagem clínica 

Bivalente  16 e 18 0, 1 e 6  Mulheres entre 

15 e 25 anos 

Infecção cervical 

Quadrivalente  6, 11, 16 e 18 0, 2 e 6  Mulheres entre 

16 e 25 anos 

Pré-câncer ou lesões 

na vulva, vagina ou 

cérvix, assim como 

verrugas genitais e 

câncer cervical 

 

 

Na imunidade humoral ou local, os anticorpos gerados em sua maioria, mas não 

todas, em indivíduos previamente infectados estão direcionadas a agir contra a epítopo 

conformacional no revestimento externo do vírus, de modo a neutralizá-lo, porém este 

tipo de defesa não tem sido eficaz contra todos os tipos de HPV e grau da doença. Logo, 

o desenvolvimento de novas vacinas é muito importante como uma forma preventiva e 

profilática de combate ao vírus (Stanley et al., 2006).  

A vacina contra o HPV, intensamente estudada, foi capaz de induzir a produção 

de anticorpos neutralizantes tipo-específicos (IgG e IgA) [(Xu et al., 2006)]. As VLPs 

podem induzir uma forte resposta de células T-helper, e, além disso, podem ativar 

células dendríticas (DCs) [Bontkes et al., 2005]. As vacinas profiláticas contra o HPV 

são administradas intramuscularmente sendo necessárias mais de uma aplicação em 
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diferentes períodos. São vacinas ainda muito caras para distribuição, e tipo-especificas, 

não protegendo contra todos os tipos de HPVs e cânceres cervicais. Além disso, por 

serem profiláticas não protegem pacientes previamente infectados. Todos estes fatores 

geram discordâncias quanto a sua distribuição e utilização pela população (Schiller e 

Nardelli-Haeflizer, 2006).  

A vacinação disponível ainda pode provocar reações não esperadas, como 

possíveis reduções de práticas sexuais mais seguras, e levando a um conceito errado de 

que a vacina possa proteger contra outras doenças sexualmente transmissíveis, que não 

somente o HPV (Zimmerman, 2006). Os benefícios da vacinação incluem redução da 

infecção pelo HPV, redução do câncer cervical, possibilidade de redução da freqüência 

de testes citológicos cervicais, e para a vacina que contêm antígenos contra HPV 6 e 11, 

a diminuição de verrugas genitais. Outros benefícios são hipotéticos, porém incluem 

diminuição de outros cânceres e para a vacina que contêm antígenos contra HPV 6 e 11, 

a diminuição de papilomas de laringe (Zimmerman, 2006). 

Muitas questões devem ser resolvidas como segurança em longo prazo para a 

eficácia da vacinação, eficácia contra tipos de HPV não incluídos na vacina, eficácia da 

vacina em pessoas imunocomprometidas, e eficácia em homens, antes do seu uso em 

larga escala (Hildesheim et al., 2006). 

Além da vacinação profilática estão sendo desenvolvidos estudos sobre 

vacinação terapêutica, ou seja, vacinas quiméricas construídas com epítopos antigênicos 

da oncoproteína E7 juntamente com a proteína L1, com a geração de VLPs. Este 

sistema de produção gera um efeito preventivo e terapêutico, com uma resposta imune 

contra oncoproteínas E7 em modelos animais (zur Hausen, 2002). Duas destas vacinas 

estão sendo desenvolvidas pela Xenova Research, a TA-CIN, sendo a fusão protéica 

viral de L2/E6/E7; e a TA-HPV originando uma vacina codificante de oncoproteínas E6 
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e E7 do HPV 16 e 18 modificadas. A primeira mostra resposta a células T em estudos 

pré-clínicos em modelos animais, e a última apresenta imunogenicidade em pacientes 

com câncer cervical avançado, em estágio inicial e neoplasia intraepitelial cervical de 

alto grau (van der Bung et al., 2001). 

 

2.8. Incidência de câncer no Brasil e no mundo 

 

 Os estudos da relação entre o HPV e o câncer foram iniciados nos anos 90 e 

continuam sendo uma das principais preocupações da Organização Mundial da Saúde, 

em particular nos países em desenvolvimento (Ferenczy e Franco, 2002; Brenna e 

Syrajanen, 2003; Muñoz et al., 2003). 

O câncer cervical é a segunda mais comum neoplasia maligna que afeta 

mulheres em todo mundo, compreendendo aproximadamente 10% de todos os cânceres 

(excluindo os cânceres de pele) [Ferlay et al., 2001]. Aproximadamente 500.000 

mulheres desenvolvem câncer cervical anualmente no mundo. Estudos revelam que 

cerca de 10 entre 100.000 e 40 entre 100.000 mulheres desenvolvem câncer cervical por 

ano em países desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente. Ou seja, 4 de 5 

novos casos ocorrem em países subdesenvolvidos (Ferenczy e Franco, 2002; Burd, 

2003; Brenna e Syrajanen, 2003; Roden e Wu, 2004). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, o principal fator de risco para o 

desenvolvimento do câncer de colo de útero é a infecção pelo HPV. O International 

Biological Study on Cervical Cancer demonstrou em 1995 uma análise estatística 

realizada em 22 países que registraram que o HPV esteve associado ao câncer de colo 

uterino em 75 a 100% dos casos, com média de 92,9% (Whelan et al., 1991; Bosch et 

al., 1995; Parkin et al., 1997). Ho et al. (1998) observou um aumento da infecção pelo 
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HPV associado à baixa idade feminina, etnia hispânica, raça negra, e em um grande 

número de parceiros sexuais. 

Segundo Wright et al. (2006), mais de 120 tipos de HPVs tem sido 

caracterizados molecularmente desde o início de seu estudo, dos quais mais de 40 são 

considerados tipos genitais por infectarem preferencialmente o epitélio escamoso 

estratificado da mucosa e camada vaginal do cérvix, vagina, vulva, pênis e área 

perianal.  

Na América do Sul, o Brasil é o país que apresenta a maior incidência de casos 

de câncer cervical, sendo responsável por 50% dos 49.025 casos registrados no ano 

2000. De acordo com o Ministério da Saúde/INCA (2007), os Estados de Mato Grosso, 

Goiás e Mato Grosso do Sul lideram as estatísticas; Pernambuco está em sexto lugar, 

sendo responsável por 15% dos novos casos, dos quais se estima 9,6% de óbitos. 

Entretanto, o Estado de Pernambuco lidera as estatísticas de incidência de câncer 

cervical na Região Nordeste, que corresponde a 15% da incidência de todos os tipos de 

câncer no Estado, após apenas ao câncer de mama.  

Com base nas taxas atuais de câncer cervical, e considerando mudanças 

demográficas, o número de casos novos esperados no Brasil aumentará de 19.603 

estimado para o ano de 2002, para aproximadamente 36.800 no ano de 2030 (Ferlay et 

al, 2004; WHO, 2007). A cidade do Recife, capital de Pernambuco, tem uma incidência 

muito alta de câncer cervical (83,2 por 100.000 mulheres), sendo a maior taxa relatada 

no mundo (INCA, 2007). 

O HPV 16 é o mais prevalente em diversos países estudados. O Brasil não 

apresenta dados estatísticos claros de prevalência da infecção pelo papilomavírus 

humano na população sexualmente ativa de diversos estados e regiões, nem dados 

demonstrativos sobre a vacinação. Porém, alguns dados confirmam que o HPV 16 
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continua sendo o mais prevalente em todas as regiões, no entanto, o HPV 18, segundo 

mais prevalente em quase todos os países, no Brasil não apresenta essa uniformidade, 

sendo mais prevalente no Norte, Sudeste e Sul. Na região Central e Nordeste o segundo 

HPV mais comum é o HPV 31 [Tabela 6] (Cavalcanti et al., 1994; Eluf-Neto et al., 

1994; Bosch et al., 1995; Gonçalves et al., 1999; Noronha et al., 1999; Lorenzato et al., 

2000; Rabelo-Santos et al., 2003). 

 

Tabela 6. Distribuição dos genótipos mais incidentes nas diferentes regiões brasileiras 

(Adaptado de Rosenblatt et al., 2005). 
 

HPV Região 

Norte 

Região 

Nordeste 

Região 

Central 

Região 

Sudeste 

Região 

Sul 

16 43,5% 59,3% 57,1% 53,8% 52,2% 

18 8,2% 5,1% 5,4% 8,6% 8,7% 

31 - 11,9% 1,8% 1,6% 4,3% 

33 - 5,1% 8,9% 1,6% - 

45 - - - - 4,3% 

Outros - 8,5% - - 17,4% 

Não 

tipados 

6,8% - 7,1% 18,8% - 

 

           Os espaços com símbolo (-) significam que não foram testados para os respectivos tipos virais. 

 

Vários estudos de câncer cervical foram recentemente realizados nas regiões sul 

e sudeste do Brasil. Estes estudos relacionaram as anormalidades cito e histológicas 

presentes em amostras cervicais, a infecção pelo HPV e os fatores que ocasionam essas 

anormalidades (Derchan et al., 2008; Rama et al., 2008).  

Estudos com a população de Natal, Rio Grande do Norte (Fernandes et al., 

2009) e de Recife, Pernambuco (Lorenzato, 2000; Mendonça et al., 2008), 

demonstraram a prevalência de infecção pelo HPV em mulheres que apresentavam 

atividade sexual e que neste contexto havia uma prevalência muito maior de infecções 

pelos tipos virais 31 e 33 em relação às mulheres da região sul e sudeste. 

O HPV 33 é relatado como sendo filogeneticamente próximo ao HPV 16 (de 

Villiers et al., 2004). Em uma recente meta-análise o HPV 33 foi considerado o quarto 
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mais freqüente genótipo em amostras de câncer invasivo na América do Norte (Clifford 

et al., 2003). Em mulheres sexualmente ativas com risco para infecção ou já infectadas 

pelo HPV, o polimorfismo HPV 33 na região LCR foi associada com a persistência da 

infecção pelo papilomavírus humano (Gagnon et al., 2004). No entanto, por causa da 

alta proporção de infecção por múltiplos tipos de HPVs naquele estudo, foi impossível 

investigar o impacto do polimorfismo do HPV 33 na grade de doenças cervicais. 

Foi verificado que o HPV 16 apresentava relação com a etnia em populações do 

Canadá e Brasil, diferentemente do encontrado em HPV 33. No entanto, o HPV 33 

apresentava diferentes variantes entre esses dois países, em amostras de câncer cervical 

invasivo, devido a alterações em L1 e E6. Estes estudos podem explicar as diferenças de 

incidência dos tipos virais nas diversas regiões brasileiras (Stewart et al., 1996; Xin et 

al., 2001). 
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33..  OObbjjeettiivvooss  

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Este trabalho objetivou determinar os tipos mais prevalentes de papilomavírus 

humano causador de câncer cervical da região metropolitana do Recife, Pernambuco, 

sua relação com tipo de lesão, buscando discutir o uso das vacinas profiláticas 

disponíveis no mercado para a região. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

1. estabelecer os tipos de HPV mais freqüentes em Recife, PE; 

2. avaliar a prevalência dos HPVs 16, 18, 31 e 33 por meio de técnicas 

moleculares; 

3. avaliar clínica e randomicamente os tipos de lesões mais freqüentemente 

encontradas; 

4. relacionar os tipos virais de HPVs com os tipos de lesões encontradas; 

5. relacionar os locais das extrações das lesões com os tipos virais estudados; 

6. discutir a relação dos tipos virais mais prevalentes em Recife com as vacinas 

profiláticas disponíveis no mercado. 
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44..  MMaatteerriiaall  ee  MMééttooddooss  

 

4.1. Material 

 

Neste trabalho foram avaliadas 863 amostras de 617 mulheres quanto à presença 

e ao tipo de HPV, assim como tipo e grau de lesão, através do método de análise 

molecular (PCR), além de análises citológicas. As amostras para produção dos controles 

positivos C+H16, C+H18, C+H31 e C+H33 foram cedidas gentilmente pelo Laboratório 

de Genética de Microrganismos, da Universidade Federal de Pernambuco (Recife - Pe), 

e também pelo Laboratório de Genética, do Instituto Butantan (São Paulo - SP).  

Para clonagem do gene L1 no vetor pGEM-T Easy foram utilizadas enzimas e 

kits da Promega Corporation (Madison, USA) – enzima Xho I; T4 DNA ligase; kit 

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System; kit Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purifications System – e também da Invitrogen Corporation (Califórnia, EUA): Xgal; 

IPTG; RNAse; dNTPs; Taq DNA Polimerase, marcador Lambda Hind III e Marcador 

plus de 1 Kb; kit Purification and Quantification PureLink. 

 A enzima de restrição Bst BI foi adquirida da New England BioLabs Inc. (EUA) 

e a enzima Triple Master DNA polimerase para amplificação do gene L1 de HPV 18 foi 

adquirida da Eppendorf (EUA). 

Para extração de DNA foram utilizados ependorffs de 1,5mL estéreis, 

isopropanol (temperatura ambiente), etanol 70 % (temperatura ambiente) e banho-maria 

à 65ºC (para rápida reidratação do DNA). 

Os seguintes equipamentos foram utilizados: microcentrífuga, banho-maria, 

estufa, termociclador, fonte para eletroforese, transiluminador e câmara de fluxo 

laminar. Os seguintes compostos foram utilizados durante o desenvolvimento do 
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trabalho: brometo de etídeo; Tris-Base; ácido acético glacial; EDTA; glicerol; azul de 

bromofenol; ágar bacteriológico; CaCl2; ampicilina; ZeocinaTM; extrato de levedura; 

triptona; Tris-HCl; glicose; NaOH; SDS; e acetato de potássio. 

 

4.2. Métodos  

 

4.2.1. Grupo controle negativo 

 

O grupo controle negativo foi formado por 48 mulheres saudáveis, HPV 

negativo, genotipadas pela nossa equipe juntamente com as amostras positivas. As 

amostras foram cedidas pelo Hospital Materno Infantil Professor Fernando Figueira 

(IMIP), a partir de mulheres que estavam em tratamento de rotina.  

 

4.2.2. Grupo controle para confirmação do funcionamento dos primers e amostras tipo-

específicas  

 

 Para um bom funcionamento do experimento as amostras de HPV 16, 18, 31 e 

33 foram manipuladas adequadamente, para a produção dos controles positivos, e 

também para comprovar que os primers utilizados neste trabalho estavam em perfeito 

funcionamento, assim como padronização da PCR. 

Os controles dos HPV 16 e 18 foram produzidos a partir de vetores pBR322 

(pBR322HPV16 e pBR322HPV18). Os controles CH16 e CH18 foram cedidos 

gentilmente pelo Laboratório de Genética de Microrganismos, da Universidade Federal 

de Pernambuco, Recife, PE.  
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As amostras de HPV 16 e 18, ao chegarem ao nosso laboratório já se 

apresentavam clonadas em pBR322. Logo, pBR322H16 e pBR322H18 foram usados 

como template de nossa reação para amplificação do gene L1 de HPV 16 e HPV 18 com 

a enzima Taq DNA polimerase comum. Após esta etapa, o material foi purificado, 

seguindo as instruções do protocolo sugerido pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega). Este processo serve para retirar todos os restos de material que 

possa ter ficado na PCR como, por exemplo, primers e tampões, que pudessem 

interferir na ligação do vetor pGEM. 

Foi realizada, então, a partir a ligação dos vetores L1H16 e L1H18 com o vetor 

pGEM-T Easy (Promega) na proporção de 3:1 (vetor:inserto, respectivamente), e a 

partir daí foi realizada a transformação bacteriana com as construções pGEML1H16 e 

pGEML1H18 para verificar a presença de recombinantes vetor:inserto. Este 

procedimento pôde ser comprovado através da extração plasmidial e também das 

digestões. As enzimas utilizadas foram a EcoRI (10 unidades/ L, temperatura ótima 

37ºC, Promega), a Xho I (10 unidades/ L, temperatura ótima 37ºC, Promega); a Bst BI 

(20 unidades/ L, temperatura ótima 65ºC, New England BioLabs), e a KpnI (10 

unidades/ L, temperatura ótima 37ºC, Promega). 

Já os controles CH31 e CH33 foram produzidos a partir de amostras clínicas de 

HPV 31 e HPV 33, respectivamente, cedidas pelo Instituto Butantan (SP).  O controle 

CH33 foi feito por alunos de mestrado do Laboratório de Genética de Microrganismos, 

da Universidade Federal de Pernambuco, enquanto a amostra clínica de HPV 31 foi 

manipulada posteriormente, durante o presente experimento, porém seguindo o mesmo 

procedimento da amostra HPV 33. 
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4.2.2.1. Amplificação da amostra clínica HPV 31 para posterior clonagem 

 

 O DNA da amostra clínica de HPV 31 foi submetido antes do processo de 

amplificação, à 42°C por 10 minutos e depois a um choque térmico em gelo, misturando 

bem para que o material pudesse estar em perfeitas condições de uso. 

 A amplificação do material foi realizada com enzima de alta fidelidade. A reação 

de amplificação foi feita utilizando-se de 5µL da amostra, 0,6µM de cada primer 

(primers FL1H31 e RL1H31, que amplificam toda a região L1 viral), tampão 10X 

(Eppendorf), 0,2mM dNTP, 2mM MgSO4, 1U TaqHiFi (enzima Triple Master - 

Eppendorf - DNA polimerase - Taq DNA Polymerase High Fidelity, ou seja, Taq de alta 

fidelidade), para um volume total de 50µL.  

A reação de amplificação foi realizada em termociclador com os devidos ajustes 

de temperaturas e ciclos: 30 ciclos de amplificação (94°C por 20 segundos, 55°C por 20 

segundos, 68°C por 1 minuto 30 segundos, com extensão final de 68°C por 5 minutos). 

O produto de PCR foi analisado através de eletroforese (gel de agarose 0,8% em 

tampão TAE a 100V por 30 minutos). Para esta reação foi utilizado também o controle 

negativo para verificação de eventual contaminação.  

  

4.2.2.2. Clonagem do gene L1H31 em vetor pGEM-T Easy (ligação do inserto no vetor) 

 

O gene L1H31 foi usado em uma reação de ligação ao vetor pGEM-T Easy. O 

produto da amplificação foi colocado no speed vac para secagem da amostra, deixando 

apenas um pellet. Posteriormente foi adicionado 5µL de água miliQ, fazendo com que a 

concentração da amostra analisada diminuísse, para que pudesse ser realizada clonagem. 

Após a realização da secagem do material no speed vac foi realizada uma reação na 
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proporção de 3:1, com 7ng/µL do produto da PCR, 5ng/µL de pGEM-T Easy tampão 

1X, 0,3U T4 ligase, num volume total de 10µL. A reação foi colocada em tubo de 

microcentrífuga, deixando overnight a 15°C. 

 

4.2.2.3. Transformação bacteriana e extração plasmidial de pGEML1H31 em 

Escherichia coli Top10   

  

 O processo de transformação foi realizado na câmara de fluxo, adicionando para 

cada placa 15µL de pGEML1H31, 25µL de tampão de transformação e 50µL de E. coli 

Top10 competentes. Esta solução foi incubada em gelo e água por 30 min, com 

posterior choque térmico em banho-maria a 42°C por 5 min, no gelo por 1 min. Logo 

após esta etapa, o material foi colocado a 45°C  por 1 hora, e então plaqueadas por 

espalhamento em placa contendo meio sólido de LB, ágar e ampicilina (25mg/mL). Na 

placa também foi adicionado X-Gal (80µg/mL) e IPTG (0,5mM).  

 Após o crescimento, o material foi utilizado para fazer a extração plasmidial. 

Para este processo foi utilizado o kit Wizard Plus sv minipreps DNA purification system. 

Também foi feita a digestão do plasmídeo com enzima SfuI (NE), com incubação em 

banho-maria a 65°C por 3 horas (2µL do produto da extração, 5U SfuI, tampão 1X, num 

volume total de 20µL). Os resultados foram analisados em gel de agarose 0,8% TAE1X. 

 

4.2.3. Grupo controle positivo 

 

 As amostras cedidas pelo Laboratório de Genética do Instituto Butantan (SP) 

foram devidamente manipuladas para que pudessem ser produzidos os controles 

positivos. 
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 Por já terem sido comprovadas pelas técnicas laboratoriais anteriores de se 

tratarem de amostras de HPV 16, 18, 31 e 33, elas foram utilizadas como controles 

positivos das reações. Para os controles C+H16 e C+H18 foram utilizadas as amostras 

pBR322H16 e pBR322H18, e para os controles C+H31 e C+H33 foram utilizadas as 

amostras clínicas HPV 31 e HPV 33. 

 

4.2.3.  Grupo de estudo 

 

O Hospital Materno Infantil Professor Fernando Figueira (IMIP) direcionou 

pacientes de sexo feminino que estavam sendo atendidas dentro de sua rotina, para 

análise referente à detecção e tipificação viral. A mesma equipe médica que realizou a 

triagem das pacientes realizou das coletas das amostras, sendo para cada paciente duas 

amostras de esfregaço de colo de útero, coletadas de forma padronizada para tipificação 

viral.   

Foram analisadas 863 amostras de 617 mulheres, com idade média de 23 anos 

(intervalo de 18-35, intervalo interquartil 20-27). As pacientes admitidas para este 

estudo estavam em tratamento por um período de 3 ou mais anos. Todas as pacientes 

selecionadas residem na região metropolitana de Recife, Pernambuco, Brasil, e a 

importância do estudo foi explicada às pacientes, que manifestaram seu consentimento 

por escrito. O estudo foi, também, aprovado pelo Comitê de Ética do IMIP.  

 

4.2.3.1. Extração do DNA genômico das amostras dos pacientes 

 

Após a realização da raspagem com cytobrush da região da lesão, a mesma foi 

estocada em Tris-HCL 10mM para a extração do DNA genômico viral utilizando-se o 
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GenomicPrep Blood DNA isolation kit (Amersham Bioscience) de acordo com as 

instruções do fabricante.  

O procedimento foi realizado colocando-se em um ependorff 300µL da amostra 

e acrescentando 900µL de Cell Lysis Solution, invertendo o tubo de 5 a 6 vezes para 

homogeneizar o material. Depois deste passo, a solução foi incubada à temperatura 

ambiente por 10 minutos, invertendo de 2 ou 3 vezes o tubo durante esse período. 

Centrifugou-se então, o material a 13000 ou 16000g por 20 segundos, descartando o 

sobrenadante sem tocar no pellet; que foi homogeneizado. Após esta etapa adicionou-se 

300µL de Nuclei Lysis Solution, pipetando a solução 5 a 6 vezes para lisar as células. 

Foram adicionados 100µL de Protein Precipitation Solution, em agitação por 20 

segundos. Após este período, centrifugou-se o material a 13000 ou 16000 g por 3 

minutos, transferindo o sobrenadante para um ependorff novo contendo 300 µL de 

isopropanol. Misturou-se a solução por inversão, e novamente centrifugou-se o material 

a 13000 ou 16000 g por 1 minuto. Em seguida foi adicionado 300µL de etanol 70%, 

invertendo o tubo para lavar o pellet de DNA e novamente centrifugou-se a solução a 

13000 ou 16000 g por 1 minuto. O etanol foi então aspirado. Ao término, o tubo foi 

invertido em papel toalha para secar o pellet por 10 a 15 minutos, e posteriormente, foi 

adicionado 100 ou 50 µL de DNA Rehydratation Solution, incubando o material a 65ºC 

por 1 hora, ou incubando overnight a 4ºC. 

 

4.2.3.2. Amplificação do DNA viral para detecção viral  

 

A detecção do DNA do papilomavírus humano foi realizada pela técnica da PCR 

convencional. Esta metodologia baseia-se na amplificação do gene codificador da L1 

usando primers consenso e degenerados (MY09/MY11) para uma ampla faixa dos 
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diferentes tipos de HPVs na região do gene viral L1 (Kay et al., 2002). A amplificação 

do gene da β-globina humana foi realizada para averiguar a qualidade da extração do 

DNA e evitar possíveis resultados falso positivo, utilizando-se primers PC04 e GH20, 

capazes de amplificar um fragmento do gene da β-globina humana (tabela 7). Em todos 

os ensaios foram empregados controles positivos e negativos (água).  

 

Tabela 7. Primers e seqüências dos oligonucleotídeos utilizados na detecção do 

papilomavírus humano (Adaptado de Karlsen et al., 1996). 
 

Primer Seqüência dos oligonucleotídeos 
Tamanho em pares de bases 

Oligo  Fragmento  

MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20 445-499 

445-499 MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 

PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC 20 268 

268 GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 20 

 

 

A PCR empregada na detecção do HPV foi desenhada utilizando os primers MY 

e da β-globina, de forma que para cada paciente foram realizadas duas PCRs idênticas 

corridas em paralelo, sendo uma específica para o HPV e outra para a globina. As 

condições gerais da PCR, como concentração dos componentes e etapas da ciclagem, 

foram testadas previamente. 

Como controle positivo da reação foi utilizado o plasmídeo do HPV 16, 18, 31 e 

33, clonado. O controle negativo nas eletroforeses foi realizado com amostras sem DNA 

viral. 

A reação foi efetuada acrescentando-se a 5µL de cada amostra do DNA a ser 

testado; 1,6µM de cada primer (2µL de cada primer); 12,5µL de Master mix; 3,5µL de 

água bidestilada; em um volume total de 25µL. A mistura foi, em seguida, submetida a 

95
o
C por 1 minuto para desnaturação do material, com 34 ciclos de amplificação (94

o
C 



Baldez da Silva, M.F.P.T.     Avaliação de 4 tipos de  papilomavírus humano  na região metropolitana do Recife (PE) e a 

incidência de câncer cervical: discussão da relação entre os tipos virais e as vacinas profiláticas. 
__________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

                                                                                                                                                                  

51 

 

por 30 segundos, 55
o
C por 1 minuto, 72

o
C por 1 minuto), e ao final por 10 minutos a 

72
o
C. Após eletroforese em gel de agarose a 2%, os produtos da PCR foram corados em 

solução de brometo de etídeo e visualizados à luz ultravioleta. 

 

4.2.3.3. Amplificação do DNA viral para tipificação viral  

 

Com base nos genomas completos do HPV 16, 18, 31 e 33 depositados no 

GenBank, os oligonucleotídeos específicos foram desenhados de acordo com o artigo 

publicado de Karslen et al. (1996) (tabela 8). Os primers específicos para os HPVs 16, 

18, 31 e 33 amplificam os genes E6 e E7. 

 

Tabela 8. Primers e seqüências dos oligonucleotídeos utilizados na tipificação do 

papilomavírus humano (Adaptado de Karlsen et al., 1996). 
 

Tipo Primer Sequência do Primer Posição 
Número de 

pares de bases 

HPV 16 
Pr1 

Pr2 

5´TCA AAA GCC ACT GTG TCC TGA 3´ 

5´CGT GTT CTT GAT GAT CTG CAA 3´ 

421-440 

521-540 
119 

HPV 18 
Pr1 

Pr2 

5´CCG AGC ACG ACA GGA ACG ACT 3´ 

5´TCG TTT TCT TCC TCT GAG TCG CTT 3´  

533-553 

682-706 
172 

HPV 31 
Pr1 

Pr2 

5´CTA CAG TAA GCA TTG TGC TAT GC 3´ 

5´ACG TAA TGG AGA GGT TGC AAT AAC CC 3´ 

3835-3875 

3963-3988 
153 

HPV 33 
Pr1 

Pr2 

5´AAC GCC ATG AGA GGA CAC AAG 3´ 

5´ACA CAT AAA CGA ACT GTG GTG 3´ 

567-587 

758-778 
211 

 

 

 

As reações de amplificação foram realizadas com primers específicos para os 

HPVs 16, 18, 31 e 33 (Karlsen et al., 1996). Para isso, foram efetuadas reações de 

volume total de 20µL, contendo 4µL de DNA; 0,4µM de cada primer específico (0,8µL 

de cada primer); 10µL de Master mix e 4,4µL de água bidestilada, sendo realizadas 

reações separadas para os diferentes tipos de primers específicos para os HPVs 16, 18, 

31 e 33. A reação foi submetida a 94
o
C por 5 minutos, com 35 ciclos de amplificação 
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(95
o
C por 30 segundos; 57

o
C para HPV16 e 18 e 55

o
C para HPV31 e 33, ambos por 30 

segundos; 72
o
C por 1 minuto), seguidos ao final por 10 minutos a 72

o
C. Após a 

amplificação foi feita eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corados com brometo para 

posterior visualização. 

 

4.2.3.4. Análise citológica cérvico-vaginal randômica das lesões  

 

Associado aos dados de detecção e tipificação viral das pacientes foi feito a 

análise randômica citológica cérvico-vaginal dos vários tipos de lesões observadas em 

123 das 617 mulheres do grupo de estudo, para possível relação posterior com tipo e 

incidência viral das amostras analisadas.  

O exame citológico cérvico-vaginal das lesões foi realizado através da coleta do 

material de diferentes regiões do aparelho reprodutor feminino. O material foi coletado 

com o auxílio da espátula cytobrush e feito o esfregaço em lâminas de vidro, fixados 

com etanol 95% e corado pelo método Papanicolaou. As análises citológicas foram 

realizadas pela aluna de mestrado do LIKA, Letícia Kartz, na Universidade Federal de 

Pernambuco, e cedidas gentilmente para a complementação do projeto em questão. O 

método de classificação utilizado para as análises foi feito baseado na classificação 

Bethesda de 2001 (Bergeron, 2003). 

 

4.2.3.5. Análise dos locais das lesões  

 

Como as lesões foram coletadas de diferentes locais do aparelho reprodutor 

feminino foi também investigada uma eventual relação entre os locais dessas lesões das 

pacientes com os tipos virais estudados. 
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55..  RReessuullttaaddooss    

 

5.1. Amplificação da amostra clínica HPV31 para posterior clonagem 

 

 O resultado demonstrou que houve amplificação do material de HPV 31, com a 

enzima de alta fidelidade, apresentando um fragmento de 1,5Kb (quilobases), como 

demonstrado na Figura 11. 

 

Figura 11. Amplificação da amostra clínica de HPV 31 com enzima de alta fidelidade. 

1 – marcador de 1Kb; 2 – genoma HPV 31 (1,5 Kb); 3 – controle negativo. 

 

 

5.2. Clonagem do gene L1H31 em vetor pGEM-T Easy (ligação do inserto no vetor) 

 

Analisando o gel de agarose acima, constatou-se que havia aproximadamente 

20ng de DNA. Logo, após a realização da secagem do material no speed vac obteve-se 

70ng/µL de material. Foi então realizada uma reação na proporção de 3:1, com 7ng/µL 

do produto da PCR e o resultado só foi possível de ser observado após a realização da 

transformação bacteriana. 

 

   1         2       3 

2,0 Kb►  

 
1,0 Kb► 
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5.3. Transformação bacteriana e extração plasmidial de pGEML1H31 em 

Escherichia coli Top10   

  

 O resultado do processo de transformação bacteriana demonstrou o 

aparecimento de uma única colônia, a qual foi repicada em nova placa, deixada na 

estufa overnight e a partir deste crescimento foi feito inóculo do preservado obtido, 

deixando-o em 20mL de meio LB e 80µL de ampicilina no shaker por 16 horas. Um 

bom crescimento do material foi obtido que pôde ser utilizado para fazer a extração 

plasmidial.  

 Os resultados foram analisados em gel de agarose 0,8% TAE1X, observados na 

figura 12, apresentando extração com fragmento de 3Kb e digestão do plasmídeo de 

4,5Kb, com enzima SfuI (NE). 

 

 

Figura 12. Extração e digestão plasmidial de pGEML1H31. 1 – marcador lambda Hind 

III, 2 – extração do vetor linearizado (3Kb), 3 – digestão do plasmídeo H31 (4,5Kb).  

 

 

5.4. Detecção viral das amostras do grupo de estudo 

 

1         2        3 

5,0Kb► 

 
 

2,5 Kb► 
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A detecção viral foi feita a partir dos primers genéricos MY09/MY11 

(amplificação da região L1 do genoma viral de 450pb) de 617 mulheres, obtendo-se 

64,18% de amostras positivas e 35,82% de amostras negativas (tabela 9). Para este teste 

foi realizada a amplificação também com primers para ß-globina (PC04 e GH20 de 

256pb), como demonstrado na figura 13.                  

 

 
 

Figura 13. Detecção em algumas mulheres com uso de primers genéricos MY09/MY11 

para a região L1 e primers PC04/GH20 para ß-globina. 1- marcador 100pb; 2 – controle 

negativo; 3 – amostra 47 primer globina; 4 – amostra 47 primer HPV; 5 – amostra 30 

primer globina; 6 – amostra 30 primer HPV; 7 – amostra 54 primer globina; 8 – 

amostra 54 primer HPV; 9 – amostra 18 primer globina; poço 10 – amostra 18 primer 

HPV. 

 

 

Tabela 9. Distribuição das 617 amostras de mulheres analisadas quanto à detecção 

viral. 

 

HPV Detecção viral MY09/MY11 

 Positivo 396 (64,18%) 

Negativo 221 (35,82%) 

Total  617 

 

 

 

 

 

500pb► 

 
 

200pb► 
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5.5. Tipificação viral das amostras do grupo de estudo 

 

  A partir das amostras positivas para o HPV, e a partir do uso dos primers 

específicos para HPV 16, 18, 31 e 33 foi realizada a amplificação por PCR, para 

tipificação de tais amostras (figura 14) obtendo-se, a partir das 396 amostras positivas, 

60,85% infectadas pelo HPV 16; 2,27% pelo HPV 18; 23,24% pelo HPV 31; e 5,80% 

pelo HPV 33 (Tabela 10). 108 das 396 amostras positivas não puderam ser classificadas 

em nenhum dos quatro tipos virais estudados.  

Nosso experimento contou com a análise de um total de 863 amostras de 617 

mulheres. Algumas pacientes possuíam mais de uma amostra, coletada de diferentes 

regiões do aparelho reprodutivo, no entanto, os resultados das diferentes amostras da 

mesma paciente se comportavam sempre da mesma maneira, apresentando resultados 

idênticos de detecção e tipificação viral, confirmando e validando o presente estudo. 
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Figura 14. Resultado ilustrativo da tipificação viral de algumas amostras. Tipificação 

para HPV 16 [1. marcador 100pb, 2. controle negativo, 3. controle positivo, 4. amostra 

negativa, 5. amostra positiva (119pb), 6. amostra positiva (119pb), 7. amostra positiva 

(119pb)]; Tipificação para HPV 18 [1. marcador 100pb, 2. controle negativo, 3. controle 

positivo, 4. amostra negativa, 5. amostra negativa, 6. amostra positiva (172pb), 7. 

amostra negativa]; Tipificação para HPV31 [1. marcador 100pb, 2. controle negativo, 3. 

controle positivo, 4. amostra positiva (153pb), 5. amostra negativa, 6. amostra positiva 

(153pb), 7. amostra negativa]; Tipificação para HPV 33 [1. marcador 100pb, 2. controle 

negativo, 3. controle positivo, 4. amostra negativa, 5. amostra negativa, 6. amostra 

negativa, 7. amostra positiva (211pb)]. 

 

 

Tabela 10. Distribuição 396 amostras de mulheres positivas quanto à tipificação viral. 

HPV HPV16 HPV 18 HPV31 HPV33 

Positivo 241 (60,85%) 9 (2,27%) 92 (23,24%) 23 (5,80%) 

Negativo 155 (39,15%) 388 (97,73%) 304 (76,76%) 373 (94,20%) 

Total  396 396 396 396 

HPV 16 HPV 18 

HPV 31 HPV 33 
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A tabela 11 indica que das amostras positivas para o papilomavírus 0,50% 

apresentavam infecção conjunta dos tipos virais 16 e 18; 13,39% para os tipos 16 e 31; 

3,53% para os tipos 16 e 33; 0,25% para os tipos 18 e 31; 0,25% para os tipos 16, 18 e 

31; e 0,75% para os tipos 16, 31 e 33. 

 

Tabela 11. Distribuição dos 396 casos de mulheres positivas analisadas, indicando os 

75 casos de infecção conjunta. 
 

Infecção 

conjunta 

HPV 16/18 HPV 16/31 HPV 16/33 HPV 18/31 HPV 16/18/31 HPV 16/31/33 

Positivo  2 (0,50%) 53 (13,39%) 14 (3,53%) 2 (0,25%) 1 (0,25%) 3 (0,75%) 

Negativo  394 (99,50%) 343 (87,16%) 382 (96,47%) 395 (99,75%) 396 (99,75%) 393 (99,35%) 

Total  396 396 396 396 396 396 

 

 

5.6. Análise citológica cérvico-vaginal das amostras randômicas das pacientes do 

grupo de estudo 

 

Com base nos dados clínicos obtidos de uma parcela das amostras analisadas, 

pudemos relacionar o tipo viral com o grau e tipo de lesão de 123 amostras analisadas 

randomicamente. Os dados estão relacionados na tabela 12.  

Foi observado que as mulheres infectadas pelo HPV 16 tiveram alta prevalência 

de LSIL (57,45%) e apenas 33,34% de HSIL. Quando analisamos o segundo tipo mais 

comum (HPV 31), encontramos o inverso, 11,11% para HSIL e 6,38% para LSIL. 

Quanto ao HPV 33, não foram encontradas lesões detectáveis. Os valores para HPV 31 

são mais elevados do que o quarto mais comum, HPV 18, em que se observou 2,13% 

para LSIL e 2,22% para HSIL. Nos resultados para infecção conjunta verificou-se que 

para mulheres infectadas com o HPV 16/31, 11,11% apresentavam HSIL e para HPV 

16/31/33 o HSIL foi de 44,44%. Para o HPV 18/31 encontramos apenas HSIL (2,22%).  
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Quando se analisou carcinoma encontramos 53,58% para HPV 16, seguido pelo 

HPV 31 (7,14%). Para infecção conjunta HPV 16/31 verificou-se que havia 7,14% e 

HPV 16/33, 10,71%.  

 

Tabela 12. Relação do tipo viral e tipo de lesão ocorrente em 123 amostras randômicas 

analisadas quanto ao tipo de lesão (ASCUS: células escamosas atípicas de significado 

indeterminado; HSIL: lesão intraepitelial de alto grau; LSIL: lesão intraepitelial de 

baixo grau). 
 

Tipo viral Carcinoma ASCUS LSIL HSIL 

16 15(53.58%) 0 27(57.45%) 15(33.34%) 

18 0 0 1(2.13%) 1(2.22%) 

31 2(7.14%) 0 3(6.38%) 5(11.11%) 

33 0 0 0 0 

16/18 0 0 1(2.13%) 0 

16/31 2(7.14%) 0 2(4.25%) 5(11.11%) 

16/33 3(10.71%) 0 3(6.38%) 0 

18/31 0 0 0 1(2.22%) 

16/31/33 0 0 1(2.13%) 2(44.44%) 

Não tipado 6(21.42%) 3(100%) 9(19.14%) 17(37.78%) 

Total 28 3 47 45 

 

 

5.7. Análise dos locais das lesões das amostras das pacientes do grupo de estudo 

 

Excluindo as 108 mulheres positivas que não se enquadraram em nenhum dos 

quatro tipos virais estudados, obtivemos um total de 288 mulheres positivas para um 

dos 4 tipos virais, totalizando as 396 mulheres positivas analisadas.  

Das 288 mulheres positivas pudemos comparar o local da extração da lesão com 

o tipo viral estudado. Foi considerado as amostras que provenieram de locais 

específicos do aparelho reprodutor feminino e também amostras coletadas de zonas 

intermediárias de mais de um local da região de extração. 
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Foi verificado que 56,92% das amostras extraídas da vulva e 57,14% amostras 

da vagina, 66,94% do colo uterino e vagina, e 49,42% do colo uterino eram pertencentes 

ao HPV 16 (tabela 13). Em segundo lugar observamos que amostras extraídas dos 

mesmos locais eram do tipo viral 31. A infecção conjunta 16/31 apresentou as maiores 

proporções para as amostras extraídas em relação às outras infecções conjuntas, como 

demonstra a tabela 13. 

 

Tabela 13. Análise das 288 mulheres positivas para um dos 4 tipos virais, indicando o 

local da extração da lesão e sua relação com os tipos virais estudados. 

    Colo uterino+vagina; verruga+vulva. Extração de material feita de uma zona intermediária entre os locais em questão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo viral/ 

Local da lesão 

vulva vagina colo uterino + 

vagina 

colo uterino verruga verruga + 

vulva 

16 37(56,92%) 4(57,14%) 79(66,94%) 43(49,42%) 1(50%) 2(33,34%) 

18 0 0 2(1,69%) 1(1,14%) 0 1(16,67%) 

31 9(13,84%) 1(14,28%) 11(9,32%) 12(13,79%) 0 1(16,67%) 

33 0 0 2(1,69%) 4(4,59%) 0 0 

16 /18 0 2(28,57%) 2(1,69%) 0 0 0 

16/31 15(23,07%) 0 9(7,62%) 24(27,58%) 1(50%) 2(33,34%) 

16/33 3(4,61%) 0 9(7,62%) 2(2,30%) 0 0 

16/31/33 0 0 3(2,54%) 0 0 0 

16/18/31 0 0 0 1(1,14%) 0 0 

18/31 1(1,53%) 0 4(0,86%) 0 0 0 

Total 65 7 121 87 2 6 
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66..  DDiissccuussssããoo  

  

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que a população de Recife 

apresenta uma prevalência maior do papilomavírus humano tipo 16, seguido pelo HPV 

31 (23,24%), seguido pelo HPV 33 (5,80%) quando comparado com o HPV 18 

(2,27%), indicando que com números tão discrepantes, medidas de vacinação não 

podem ser utilizadas da mesma forma nas diferentes regiões do Brasil. Estes resultados 

são importantes para programar no  sistema público de saúde o processo de produção e 

distribuição de vacinas contra o HPV.  

Em todo o mundo, o HPV tipo 16 é o mais freqüente em cânceres cervicais, com 

exceção da Indonésia, onde prevalece o tipo 18 (Bosch et al., 1995; Boer et al., 2006). 

Cerca de 70% dos tipos oncogênicos de HPV estão atribuídos aos tipos virais 16 e 18 

(Koutsky e Harper, 2006), já que estes possuem maior capacidade de manter infecções 

com ou sem alterações citológicas, em comparação com outros tipos virais (Fernandes 

et al., 2009).  

No Brasil, o HPV tipo 16 é também o mais freqüente, seguido pelos tipos 18, 31 

e 33. No que se refere ao segundo tipo mais prevalente, porém existem variações de 

acordo com a região brasileira. No Nordeste e Centro-Oeste, os HPVs tipo 31 e 33 são 

os que apresentam maior incidência depois do HPV 16, enquanto que nas regiões Norte, 

Sudeste e Sul, o HPV 18 é o segundo mais freqüente entre os casos de câncer cervical 

(Bosch et al., 1995; Noronha et al., 1999; Lorenzato et al., 2000). 

No trabalho realizado por Illades-Aguiar et al. (2008) foi encontrado uma 

predominância maior do tipo viral 33 em mulheres com citologia normal, quando 

comparadas com o HPV 16, comumente mais encontrado em quase todo o mundo. No 

entanto, a distribuição dos tipos de HPV em mulheres com citologia normal, segundo a 
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Agência Internacional de Pesquisa em Câncer em 2005 (Clifford et al., 2005) mostra 

que o tipo 16 é o mais comum, seguido pelos HPVs 42, 58, 31, 18, 56, 81, 35, 33 e 45, o 

que também difere de nosso resultado, já que existe maior prevalência do tipo 31 e 33, 

em relação ao tipo 18, e o HPV 16 é o mais comum entre todos os tipos virais 

estudados. 

Em outros trabalhos (Schlecht et al., 2001; van der Graaf et al., 2002) foram 

relatados que o risco de se desenvolver câncer de colo uterino em mulheres com os tipos 

oncogênicos 18, 31 ou 33 têm um risco maior do que 50 vezes comparado ao daquelas 

não-infectadas e, se considerado o HPV 16, este risco tem aumento de mais de 100 

vezes. Isto indica que em relação à infecção viral, o tipo viral é determinante em 

provocar maior incidência, maior infecção e progressão viral. 

As vacinas que foram desenvolvidas no intuito de prevenção mostram falhas, 

sendo eficazes na prevenção de infecção tipo-específicas, e não contra todos os tipos 

virais. As vacinas comerciais desenvolvidas deixam de fora pelo menos 13 outros 

papilomavírus oncogênicos responsáveis por quase 30% de todos os casos de câncer 

cervical (Rambout et al. (2007) e Giroglou et al. (2001). As duas vacinas disponíveis 

hoje no mercado (bivalente – contra os HPVs 16 e 18, e quadrivalente – contra os HPVs 

16, 18, 6 e 11) não correspondem a dois dos tipos virais mais incidentes na população 

da região do Recife, Pernambuco, os quais são os HPV 31 e 33. Com isso, o processo de 

vacinação nesta região pode aumentar a incidência dos tipos de HPV menos comuns, 

como tipo 18 e/ou os tipos 6 e 11, caso sejam utilizadas pela população as vacinas bi ou 

quadrivalentes, respectivamente.  

A preocupação que se tem a respeito da prevalência de certos tipos virais e o 

sistema público de saúde é se as infecções por HPV são independentes umas das outras; 

se tipos de HPV distante ou proximamente relacionados competem por um nicho celular 
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específico no interior do epitélio; e se a persistência ou desaparecimento do vírus é 

dependente e/ou influenciada pela co-infecção com outros tipos de HPV. Alguns 

estudos demonstram que a presença de infecções por HPV cérvico-vaginal pré-

existentes aumenta o risco de aquisição de outros genótipos de HPV tanto em mulheres 

quanto em homens, o que implica que a competição por nicho é improvável. Por outro 

lado, as evidências disponíveis indicam que infecções por HPV são independentes umas 

das outras, e não sugerem que ocorra a substituição de genótipo (Stanley et al., 2006). 

Portanto, há um risco claro de que tipos virais com incidência diferente nas várias 

regiões do Brasil podem não responder da mesma maneira, no processo de vacinação 

não polivalente existente. 

Nosso estudo demonstrou ainda uma porcentagem elevada de infecção conjunta 

relacionada aos tipos virais estudados, indicando que a infecção conjunta HPV16/31 é 

de 13,39% e a infecção HPV 16/33 é de 3,53%. Estudos mostram que a detecção 

concomitante ou seqüencial de mais de um tipo de HPV é comum e mais freqüente do 

que seria esperado ao acaso (Ho, 1998; Thomas et al., 2002; Liaw et al., 2001; 

Rousseau, et al. 2001; Mendez, et al., 2005; Kjaer, et al., 2005; Lajous, et al., 2005). Se 

os diferentes tipos de HPV competem pelo epitélio cervical, a prevalência desses tipos 

que não são alvos da vacinação pode aumentar (Liaw et al., 2001; Rousseau, et al. 

2001). Se a co-infecção confere algum benefício tipo-específico mútuo de 

sobrevivência, a eliminação de um tipo de HPV poderia ter um efeito benéfico 

inesperado na história natural de outros (Woodman et al., 2007). 

Vários estudos indicam que os anticorpos neutralizantes gerados por VLPs de L1 

são tipo-específicos e não exibem reação cruzada (Giroglou et al., 2001; Orozco et al., 

2005; Fleury et al., 2006), compartilhando um ou mais epítopos com neutralização 

cruzada. Porém, esses epítopos parecem ser menos imunogênicos do que os epítopos 



Baldez da Silva, M.F.P.T.     Avaliação de 4 tipos de  papilomavírus humano  na região metropolitana do Recife (PE) e a 

incidência de câncer cervical: discussão da relação entre os tipos virais e as vacinas profiláticas. 
__________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

                                                                                                                                                                  

64 

 

tipo-específicos (Combita et al., 2002; Fleury et al., 2006), assim a reação cruzada 

induzida por eles deve ser muito baixa, insuficiente para conferir proteção (Combita et 

al., 2002). 

Logo, apresentar à população recifense vacina bivalente ou quadrivalente, que 

não seja eficaz contra os tipos 31 e 33 podem levar a conseqüências desastrosas. Com 

um índice significativo de infecção conjunta HPV 16/31 e HPV 16/33 fica claro, com 

base nos estudos mencionados acima, que a vacinação comercializada seria prejudicial à 

nossa população, quando se fala de infecção por mais de um tipo viral.  

No que diz respeito à infecção pelo HPV relacionado ao tipo e grau de lesão, a 

maioria das lesões foram caracterizadas como carcinoma, HSIL e LSIL, diretamente 

relacionadas com a freqüência do tipo viral encontrado nas amostras.  

Estudos têm demonstrado que as lesões estão relacionadas com a elevada taxa de 

lesões de baixo e alto risco, embora eles não demonstrem relação com os tipos virais 

encontrados. A presente análise mostrou que as mulheres infectadas pelo HPV tipo 16 

apresentavam elevado nível de LSIL (57,45%) e nível menor de HSIL (33,34%), mas 

quando se analisou as mulheres infectadas com o HPV tipo 31, o nível de HSIL 

(11,11%) foi maior quando comparado com LSIL - lesão intraepitelial de baixo grau 

(6,38%). Estes dados indicam que, apesar de HPV 16 possuir uma maior proporção de 

HSIL em relação ao HPV 31, quando se compara com LSIL, pudemos observar que o 

HPV 31 apresentou-se mais maligno, comparado com o HPV 16. A freqüência de lesões 

de alto e baixo grau para HPV 31 foi superior às encontradas em mulheres infectadas 

pelo HPV 18 (2,13% para LSIL e 2,22% de HSIL). Nossos dados mostram que o HPV 

31 é o segundo tipo mais freqüente no Recife e, portanto, mais maligno do que o HPV 

18, o quarto mais comum em Recife, PE.  



Baldez da Silva, M.F.P.T.     Avaliação de 4 tipos de  papilomavírus humano  na região metropolitana do Recife (PE) e a 

incidência de câncer cervical: discussão da relação entre os tipos virais e as vacinas profiláticas. 
__________________________________________________________________________________________________________ 

 

 

                                                                                                                                                                  

65 

 

Capra et al. (2007) observaram que mulheres do sul da Itália quando eram 

infectadas pelo HPV 16 apresentavam lesões intraepiteliais de alto grau, porém quando 

infectadas pelos tipos 31 ou 33 apresentavam também maior índice de lesões do tipo 

HSIL, porém com porcentagens menores (14,3%) do que as infectadas pelos tipos 16 

(42,8%). Em relação ao tipo viral 18 não foi observada nenhum tipo de lesão HSIL. 

Lambert et al. (1999); Auger et al. (1997); Viahos et al. (2000); Lima et al. (2002); 

Yarandi et al. (2004); Yaiti et al. (2005) demonstraram que lesões encontradas estão 

relacionadas à alta incidência de lesões de baixo e alto risco, mas nenhum destes 

estudos demonstrou sua relação com os tipos virais encontrados.  

Cavalcanti (1998) também com a finalidade de contribuir para um melhor 

conhecimento do eventual papel do HPV na etiopatogênese do câncer cervical na região 

norte do Brasil, estudou a prevalência do vírus em mulheres portadoras de lesões de 

cérvix uterina, atendidas no "Instituto Ofir Loiola" (IOL), em Belém, Pará. Em seu 

estudo 155 mulheres apresentavam carcinoma epidermóide invasor ou adenocarcinoma 

(grupo A), 54 eram portadoras de neoplasia intraepitelial cervical grau II ou III (NIC II 

e NIC III) (grupo B) e 19 eram pacientes com cervicite crônica (grupo C). O HPV 16 foi 

predominante, representando 60,4% das amostras positivas do grupo A, 54,5% daquelas 

do grupo B. Os HPVs tipo 16, 18 e 33 representaram 71,4% dos detectados no grupo C. 

Nosso estudo, no entanto demonstrou que mulheres infectadas pelo tipo viral 16 

apresentavam incidência maior de lesões LSIL que HSIL, no entanto, quando mulheres 

eram infectadas pelos tipos 31 a incidência de lesões HSIL eram bem maiores que para 

LSIL, podendo indicar que as mulheres do Recife apresentam uma relação entre o tipo 

viral 31 e as lesões HSIL, justificando que quando se encontram infectadas pelo HPV 

31 há maior malignidade da lesão.  
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Quando analisamos as lesões HSIL relacionando com infecção conjunta, os 

resultados mostram que quando as mulheres estavam infectadas com o HPV 16, 

conjuntamente com o HPV 31 (11,11%) ou com HPV 31 e 33 (44,44%) observamos 

maior malignidade da lesão, em comparação com mulheres infectadas pelo HPV 16/18 

e 16/33, que não apresentou nenhuma lesão intraepitelial de alto grau. Estes dados 

demonstraram que, quando o tipo mais prevalente em Recife, o HPV 16, estava 

associado com o segundo mais comum, HPV 31, ou o terceiro, HPV 33, a malignidade 

era maior do que quando as mulheres que estavam infectadas com HPV16/18 (0%) ou 

HPV 18/31 (2,22%). Estes dados sugerem que o HPV 31 ou 33 apresentava 

malignidade menor quando estes tipos estavam associados ao HPV 18. 

Estudando os efeitos de LSIL foi observado que pacientes HPV 16/33 

apresentavam 6,38% de lesão de baixo grau, quando comparado com o HPV 16/31 

(4,25%), sugerindo que a associação do tipo mais comum na população, o tipo viral 16, 

e os terceiro mais comum HPV 33, podem ser piores para as mulheres do Recife, do que 

quando o HPV 16 está associado ao HPV 31. 

Resultados semelhantes foram observados para carcinoma. Pacientes infectadas 

com o HPV 16 tiveram maior incidência de carcinoma (53,58%), seguido pelo HPV 31 

(7,14%) e, quando estes tipos virais estavam associados entre si, a malignidade era 

maior em comparação com HPV 16/18 ou HPV 18/31, que não apresentavam 

carcinoma, demonstrando maior malignização do HPV 31 e 33 conjuntamente ao HPV 

16.  

Não existem dados na literatura que relacionam infecção conjunta com tipo de 

lesão sendo estes dados de extrema relevância para estudos posteriores, já que 

demonstrou claramente uma relação específica entre infecções conjuntas HPV 16/31 e 

HPV 16/33 e HSIL e carcinomas, indicando que a associação de dois dos mais 
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incidentes tipos virais encontrados em Recife promove mais prejuízos citológicos às 

pacientes, e que juntamente com os demais resultados acima a vacina atualmente 

disponível não teria o efeito desejado sobre a população recifense. 

As amostras de pacientes podem ser coletadas de diferentes locais, dependendo 

de onde é observada a lesão. Algumas lesões podem ser observadas na vulva, na vagina, 

em verrugas e no colo uterino. Além disso, podem ser observadas lesões difíceis de 

serem coletadas de locais específicos do aparelho reprodutivo, sendo coletados de forma 

intermediária em uma zona de transição entre dois ou mais locais, como acontece em 

lesões na verruga mais vulva, e/ou colo uterino mais vagina. 

Avaliando o local onde foram observadas e coletadas amostras de lesões das 

pacientes relacionamos os locais com os tipos virais mais prevalentes em Recife. Nosso 

estudo sugere que extrações da vulva, vagina colo uterino + vagina e colo uterino 

apresentavam alto índice do HPV 16. No entanto, quanto ao segundo mais prevalente, o 

HPV 31, os resultados eram diferentes. Enquanto que para extrações de vulva, vagina, 

colo uterino + vagina, colo uterino e verruga, o tipo viral 31 aparecia como segundo 

mais prevalente, para extrações de verruga + vulva, os HPV 18 e 33 apareciam em igual 

proporção (16,67% cada).  

Estes dados não são suficientes para se obter uma conclusão precisa sobre a 

relação entre tipo viral e local de extração, por ter sido realizado com um número 

amostral pequeno, fazendo-se necessário uma pesquisa mais aprofundada sobre o 

assunto. No entanto, podem contribuir à população recifense e centros de pesquisas 

referentes ao papilomavírus humano. 

Quando se fala no tipo viral mais prevalente em Recife (HPV 16) as lesões 

podem aparecer em quaisquer locais do aparelho reprodutivo, constatando sua 

abrangência e gravidade de lesão em diferentes locais. O mesmo pode ser visto quando 
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se indicou o HPV 31 como sendo o segundo mais prevalente, porém embora este possua 

uma abrangência elevada de locais onde pode infectar, este tipo viral não foi observado 

em verrugas genitais. O mesmo se observou para o HPV 33 e o HPV 18. Quando se 

compara o tipo viral 18 com o HPV 31, notou-se que a abrangência de locais de 

infecção do HPV 31 era muito mais diversificada que o tipo 18, o qual apenas apareceu, 

de forma relevante, no colo uterino, colo uterino e vagina, e verruga e vulva, não 

aparecendo em lesões da vulva, vagina e verrugas. 

Avaliando as infecções conjuntas observou-se que para a maioria das extrações o 

tipo mais incidente era o HPV 16/31, enquanto que para extrações vaginais o tipo mais 

prevalente era a infecção conjunta 16/18. 

Por estes resultados podemos observar que a infecção conjunta entre o tipo mais 

prevalente (HPV 16) mais o segundo mais comum (HPV 31), em conjunto (HPV 16/31) 

apresentam maior gravidade, pois infectam com índice elevado a vulva, colo uterino e 

vagina, colo uterino, verrugas, e verrugas e vulva. Apenas quando a lesão é retirada da 

vagina é que se observa o quarto HPV mais prevalente (HPV 18) como sendo mais 

infectante, ainda assim quando ele está infectando conjuntamente com o tipo viral 16 

(HPV 16/18). 

A maioria das infecções é assintomática ou inaparente. Podem apresentar-se 

clinicamente sob a forma de lesões exofíticas. A infecção pode também assumir uma 

forma denominada subclínica, visível apenas sob técnicas de magnificação e após 

aplicação de reagentes, como o ácido acético. Os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56 

e 58, são encontrados ocasionalmente na forma clínica da infecção (verrugas genitais) e 

têm sido associados com lesões externas (vulva, pênis e ânus), com neoplasias intra-

epiteliais ou invasivas no colo uterino e vagina. Quando na genitália externa, estão 

associados a carcinoma in situ de células escamosas, Papulose Bowenoide, Eritroplasia 
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de Queyrat e Doença de Bowen da genitália. Pacientes que tem verrugas genitais podem 

estar infectados simultaneamente com vários tipos de HPV. Os tipos 6 e 11 raramente se 

associam com carcinoma invasivo de células escamosas da genitália externa. Diversos 

outros autores também relatam que em geral os HPVs de alto risco, dentre eles os tipos 

virais 16, 18, 31 e 33 infectam geralmente colo do útero, vulva vagina, pênis e ânus 

(Derchan e Sarian, 2007; Rama et al., 2008).  

Com isso, tanto para infecção por um ou mais tipos de papilomavírus, só vêm a 

reforçar os resultados obtidos neste experimento, em que o tipo mais prevalente, o HPV 

16 abrange mais locais de infecção, seguido pelo papilomavírus humano 31. Também 

através destes resultados podemos inferir que as mulheres recifenses, quando se trata do 

papilomavirus 16 as lesões podem aparecer em qualquer local do aparelho reprodutivo, 

no entanto quando se fala em HPV 31 este não aparece em verrugas. No entanto, 

quando aparecer infecção conjunta 16/31 as lesões podem aparecer em quaisquer locais, 

já o HPV 18 irá apresentar lesões apenas no colo uterino, estando livres de lesões nos 

demais locais. 

Como acontece em várias regiões do Brasil, os serviços de prevenção da 

neoplasia cervical são deficitários. O maior desafio para o processo de vacinação é 

fornecer vacinação mais barata, simples e que cubra mais tipos de HPV. Os HPVs de 

alto risco tipo 31 e 33, os quais não estão presentes nas vacinas comercializadas, têm 

uma importante prevalência na região Nordeste do Brasil, em especial em Recife, onde 

se tem uma alta taxa de incidência de câncer cervical. Portanto, mesmo com o processo 

parcial de vacinação atual, outros tipos de HPV, com potenciais oncogênicos variados, 

permanecerão causando lesões cervicais clinicamente significativas. Ainda que as atuais 

vacinas profiláticas protejam as mulheres ainda não infectadas contra os vírus de maior 

potencial oncogênico, aquelas infectadas antes da vacinação ou infectadas com outros 
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tipos virais não incluídos na vacina, ainda necessitarão de diagnósticos e tratamentos de 

lesões pré-neoplásicas.  

Além disso, a proteção das vacinas é efetiva apenas antes da exposição ao vírus. 

Para reduzir os programas de controle baseados na detecção das lesões precursoras do 

câncer cervical uterino, a vacina deveria ser polivalente, incluindo os tipos virais 

dominantes em cada população a ser imunizada. Não se sabe também o tempo durante o 

qual os indivíduos estarão protegidos, já que os estudos atuais estão limitados por cinco 

anos. Outros aspectos ainda não esclarecidos se referem a qual seria a real proteção 

cruzada contra outros tipos de HPV, se as infecções precoces serão afetadas, se haverá 

proteção para homens (Giuliano e Palefsky, 2009), se há moduladores da proteção 

desconhecidos e se há marcadores imunológicos de proteção, disponíveis.  

Com base nos resultados apresentados, e com base em dados não conclusivos da 

eficácia da vacina bivalente e quadrivalente contra os tipos 31 e 33, concluímos que esta 

vacina não atende às necessidades da população recifense. Apesar de haver estudos 

indicando a proteção da vacina contra estes dois tipos acima mencionados (Derchan e 

Saruan, 2007; Nadal e Nadal, 2008; Tovar et al., 2008), nada se pode dizer da eficácia 

na população quando os tipos virais 31 e 33 são tão ou mais incidentes de que os tipos 

virais presentes na vacina disponível.  

A identificação de tipos de HPV que são mais comumente associados ao câncer 

cervical em diferentes regiões tem implicações nas estratégias de prevenção, incluindo o 

desenvolvimento de vacinas efetivas, adequadas a cada região, contendo os tipos virais 

mais prevalentes. Assim, variações regionais na distribuição de determinados tipos de 

HPV devem ser levadas em consideração no desenvolvimento de novas vacinas. 
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77..  CCoonncclluussõõeess  

 

1. o HPV 16 é o mais freqüentemente encontrado na população do Recife, Pernambuco, 

seguido pelo HPV 31 e HPV 33; 

2. há um maior índice de mulheres infectadas conjuntamente pelo HPV16/31, em 

relação aos outros tipos de infecção conjunta; 

3. o tipo viral 16 está associado à alta incidência de lesões LSIL, e que mulheres 

infectadas pelos tipos 31 e 33 apresentaram, proporcionalmente, maior incidência de 

lesões HSIL em comparação com LSIL; 

4. mulheres infectadas pelos tipos virais 31 e 33, com ou sem infecção conjunta com 

outros tipos, apresentam em sua grande maioria lesões do tipo HSIL e carcinomas, cuja 

proporção é mais elevada que para o tipo viral 18, indicando uma clara relação 

específica entre as mulheres recifenses positivas para os HPV mais incidentes na região 

e o tipo de lesão relacionada (HSIL e carcinoma); 

5. extrações da vulva, vagina, colo uterino + vagina e colo uterino apresentavam alto 

índice do HPV 16. Para extrações de vulva, vagina, colo uterino + vagina, colo uterino e 

verruga, o tipo viral 31 aparece como segundo mais prevalente; para extrações de 

verruga + vulva, os HPV 18 e 33 aparecem em igual proporção (16,67% cada); 

6. a maioria das extrações o tipo mais incidente era o HPV 16/31, enquanto que para 

extrações vaginais o tipo mais prevalente era a infecção conjunta 16/18;  

7. as vacinas profiláticas disponibilizadas recentemente são específicas para combater 

dois tipos de HPV de alto risco 16 e 18 (vacina bivalente) e quatro tipos de HPV, 

incluindo alto (HPV 16 e 18) e baixo risco (HPV 6 e 11), não incluindo os tipos 

potencialmente oncogênicos encontrados em nossa região; 
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8. é muito importante o estudo e desenvolvimento de vacinas profiláticas que atendam 

às necessidades regionais como, por exemplo, uma vacina que incluísse os tipos virais 

31 e 33; 

9. o sistema público de saúde deve, juntamente com os órgãos de pesquisa identificar os 

tipos de HPV mais comumente associados ao câncer cervical nas diferentes regiões, 

promovendo estratégias de prevenção, incluindo o desenvolvimento de vacinas efetivas, 

adequadas a cada região, aprimorando estratégias que atinjam especificamente as 

necessidades regionais, levando a redução na freqüência de casos de câncer e maior 

controle da transmissão viral.  
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