
 

 

 

 

Rafael Martins Mafetoni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DETECÇÃO E GENOTIPAGEM DO HPV EM AMOSTRAS 

ENDOCERVICAIS DE MULHERES HIV SOROPOSITIVAS DE 

PALHOÇA/SC 

 

 

 

 

 
Dissertação submetida ao Programa de 

Pós Graduação em Farmácia, na área 

de concentração Análises Clinicas, da 

Universidade Federal de Santa 

Catarina para a obtenção do Grau de 

Mestre em Farmácia. 

Orientador: Prof. Dr. Alexandre 

Sherlley Casimiro Onofre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Florianópolis 

2019 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha de identificação da obra elaborada pelo autor 

através do Programa de Geração Automática da Biblioteca Universitária 

da UFSC. 

 
 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Inicialmente gostaria de agradecer a Deus por tudo, inclusive pela 

força e inteligência necessária para conseguir concluir este trabalho. 

Aos meus pais que sempre me apoiaram e me deram incentivos 

para continuar estudando. 

À minha noiva Carla, pela paciência, ajuda com o trabalho escrito 

e apoio em todos os momentos desta jornada. 

Ao Professor Alexandre S. C. Onofre, no qual considero, acima 

de tudo, meu grande amigo que me deu a oportunidade de iniciar a pós-

graduação e fazer parte do seu grupo de pesquisa, pela orientação 

durante todo o mestrado, me ensinou a lidar com todos os momentos do 

mestrado, principalmente com os difíceis, e acima de tudo por 

compartilhar suas experiências me ajudando a crescer tanto na vida 

profissional quanto na vida pessoal. 

À Professora Maria Luiza Bazzo, por abrir as portas de seu 

laboratório para que eu pudesse aprender e dedicar meu esforço e 

trabalho para o andamento do projeto, por toda a ajuda oferecida para o 

bom andamento da pesquisa e com certeza pela oportunidade de 

aprendizado durante todo o processo. 

Aos colegas do Laboratório de Biologia Molecular, 

Microbiologia e Sorologia (LBMMS),  pela troca de conhecimentos e 

ajuda nos momentos de necessidade. 

À pós doutoranda Ana Paula Pessoa, no qual palavras aqui seriam 

poucas para dizer o quanto sou grato por toda ajuda e dedicação para 

que eu pudesse concluir essa etapa da minha vida, pela paciência em 

querer me ensinar mesmo nas vezes em que parecia uma porta para 

aprender, por me manter firme com os pés no chão para eu não desistir 

de lutar, sempre me apoiar e acreditar em mim até o final de todo 

trabalho. 

Aos amigos do Laboratório de Citologia (UFSC), pelos 

momentos divertidos de descontração e risadas, pelos auxílios técnicos e 

críticos durante as prévias das várias apresentações que tivemos, em 

especial pela Mariana por toda ajuda oferecida nesse trajeto, pelos 

cafezinhos no CCS, por ajudar com dúvidas e dividir os desesperos. 

A todos aqueles que, de uma forma ou de outra, contribuíram 

para a realização deste trabalho. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 

RESUMO 
 

O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento do câncer do 

colo do útero, mas por si só não é suficiente para causar progressão 

neoplásica grave. A co-infecção com o HIV facilita a persistência da 

infecção pelo HPV e também novas infecções. Nosso objetivo foi 

detectar e avaliar a frequência de genótipos de HPV de alto e baixo risco 

em mulheres com HIV. De abril a julho de 2016, foram coletadas 114 

amostras de mulheres atendidas no Centro Especializado de 

Aconselhamento e Prevenção de Palhoça-SC. Os dados sócio-

demográficos foram obtidos por meio de um questionário no dia da 

coleta das amostras. Os métodos de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) e polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição (RFLP) 

foram utilizados para detectar e genotipar o HPV, respectivamente. O 

DNA do HPV foi detectado em 37 amostras (32,5%) com predomínio 

de genótipos de alto risco (43,2%). Co-infecções de diferentes genótipos 

ocorreram em 18,9% das pacientes e todas apresentaram pelo menos um 

genótipo do HPV de alto risco. Vinte e dois diferentes genótipos foram 

encontrados, um deles com risco indeterminado. Maior frequência de 

HPV de alto risco foram HPV16 (11,8%) e HPV53 (11,8%) seguidos 

pelos HPV 45 (8,8%) e HPV6 (5,9%), HPV61 (5,9%), HPV62 (5,9%) e 

HPV83 (5,9%). Usando análise multivariada, as mulheres que iniciaram 

a vida sexual com menos de 18 anos (OD, 3,97, 95% CI, 1,0994-14,384, 

p = 0,035) tiveram maior risco de possuir HPV. Neste ponto de vista, as 

mulheres soropositivas para o HIV apresentaram maior frequência de 

genótipos de alto risco, o que pode facilitar o prognóstico do câncer do 

colo do útero. Portanto, deve-se considerar este tipo de população em 

termos de controle de vacinação e acompanhamento para triagem, a fim 

de reduzir os riscos para o desenvolvimento de câncer nessas mulheres. 

 

Palavras-chave: HPV, HIV, PCR, RFLP, Câncer do colo do útero. 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 
 

HPV is the major risk factor for development of uterine cervical cancer, 

but alone it is not sufficient to cause neoplastic progression. Co-

infection with HIV facilitates persistence of HPV infection and also new 

infections. Our objective was to detect and to evaluate the frequency of 

high and low risk HPV genotypes in women with HIV. From April to 

July 2016, 114 samples from women attended at the Specialized 

Counseling and Prevention Center from Palhoça-SC, Brazil, were 

collected. Socio-demographic data were obtained through a 

questionnaire on the day of samples collection. Polymerase Chain 

Reaction (PCR) and Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP) were used to evaluate HPV genotypes. HPV DNA was detected 

in 37 samples (32.5%) with a predominance of high risk genotype 

(43,2%). 18.9% of women had co-infection with different genotypes and 

all co-infections had presence of at least one high-risk HPV. Twenty-

two different genotypes were found, one of them with undetermined 

risk. More frequency of hrHPV was HPV16 (11.8%) and HPV53 

(11.8%) followed by HPV 45 (5,9%) and HPV6 (5.9%), HPV61 (5.9%), 

HPV62 (5.9%) and HPV83 (5.9%). Using multivariate analysis, women 

who started sexual life under 18 years old (OD, 3.97, 95% CI, 1.0994 to 

14.384, p = 0.035) had higher risk of harbour HPV. In this point of 

view, HIV-positive women presented higher frequency of high-risk 

genotypes, which may facilitate a prognosis for uterine cervical cancer. 

Therefore, we should consider this type of population in terms of 

vaccination control and follow-up for screening in order to reduce risks 

for the development of cancer in these women. 

 

Keywords: HPV, HIV, PCR, RFLP, cervical cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de colo do útero (CCU), ou câncer cervical, é uma 

doença grave considerada um dos principais problemas de saúde pública 

no mundo. Possui como principal fator de risco a infecção pelo 

Papilomavírus Humano (HPV), no qual a persistência da infecção pode 

comprometer as células causando anormalidades em seus núcleos e 

ocasionando lesões pré-cancerosas e um crescimento celular anormal 

(WHO, 2014).   

No mundo em 2018 foram registrados 311.365 mortes causadas 

pelo CCU representando 3,2% de todas as mortes causadas por câncer. 

Foi estimado que no ano em questão haveriam cerca de 569.847 novos 

casos. Dentre todos os tipos de câncer que acometem tanto homens 

quanto mulheres, o CCU é o oitavo tipo de câncer mais comum em todo 

o mundo, sendo que na população feminina ela está em quarto lugar 

como o mais frequente (Bray et al., 2018). No Brasil cerca de 5.800 

foram a óbito em 2016, com estimativa para o biênio 2018/2019 de 

16.370 novos casos. No país é o 3º câncer mais frequente e alcançou o 

2º lugar na região sul (BRASIL, 2018b). Em Santa Catarina levou a 

óbito 171 mulheres em 2016 com 17 mortes registradas em 

Florianópolis e 4 em Palhoça (Brasil, 2018a).   

A evolução das lesões celulares para câncer depende, 

principalmente, do genótipo do HPV, que são classificados como de alto 

risco oncogênico e de baixo risco oncogênico, no qual estão 

relacionados principalmente com o desenvolvimento de câncer do colo 

do útero e verrugas genitais, respectivamente (Serrano et al., 2018). Essa 

classificação é baseada na frequencia com que os genótipos são 

encontrados em amostras de câncer do colo do útero, sendo então os de 

alto risco os mais frequentemente identificados e considerados com uma 

maior capacidade de promover a evolução das lesões à um câncer 

(Muñoz et al., 2003; Serrano et al., 2018).  

Atualmente considera-se que apenas a infecção pelo HPV por si 

só não é capaz de promover o desenvolvimento de um câncer. Além de 

tudo a persistência da infecção é um fator que contribui ativamente no 

desenvolvimento de lesões pré-cancerosas (Burd, 2003). Vários fatores 

facilitam e promovem tanto a entrada do vírus no organismo como a 

persistência no qual pode resultar no desenvolvimento de câncer. 

Infecções virais, outras infecções sexualmente transmissíveis, idade, 

hábitos comportamentais (tabagismo, etilismo, uso de drogas ilícitas, 

uso de preservativos, promiscuidade), uso de anticoncepcionais e a 
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idade de início da vida sexualmente ativa (IVSA) são exemplos e 

considerado como fatores de risco que podem contribuir para o 

desenvolvimento neoplásico (Stoler, 2000; Moreno et al., 2002; 

Goodman et al., 2007; Natphopsuk et al., 2012; Zhu et al., 2016; Guidry 

e Scott, 2017; Shi et al., 2017; Rodrigues et al., 2018).  

Dentre os fatores de risco citados, a infecção pelo HIV é o fator 

mais preocupante considerando a vulnerabilidade no qual este tipo de 

infecção traz ao hospedeiro (Guidry e Scott, 2017). Estudos mostram 

que mulheres infectadas pelo HIV e posteriormente infectadas pelo HPV 

desenvolvem câncer 10 anos mais cedo do que as mulheres não 

infectadas. A progressão a partir da infecção pelo HPV e aparecimento 

das lesões celulares até o desenvolvimento de um câncer invasivo ainda 

é um processo lento.  Esse intervalo de tempo facilita na prevenção e 

rastreamento  do câncer cervical através de programas ou protocolos de 

rastreio (Burd, 2003; Liu et al., 2014; Gravitt e Winer, 2017); WHO, 

2019).  

Em estudo de meta-análise realizado por Freitas e colaboradores 

em 2015 evidenciou que há poucos estudos que envolvam mulheres 

HIV soropositivas que estão direcionados para o rastreio dos genótipos 

de HPV de alto risco em Santa Catarina.  Por isso, em se tratando de 

mulheres HIV soropositivas  no estado, o objetivo desse estudo foi 

avaliar as frequencias de infecções pelo HPV e dos genótipos 

envolvidos nessa população com a finalidade de realizar um 

levantamento sobre a frequencia de infecções pelo HPV com seus 

respectivos genótipos e a relação das infecções com alguns fatores 

comportamentais e sociais considerados de risco.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 HPV – PAPILOMAVÍRUS HUMANO 

2.1.1 Estrutura do Genoma Viral 
 

O HPV é um vírus do tipo não envelopado de, aproximadamente, 

55 nm de diâmetro que possui um capsídio icosaédrico composto por 72 

capsômeros. Seu genoma possui DNA do tipo circular de fita dupla com 

cerca de 8.000 pares de base no qual apenas uma das fitas do DNA atua 

como molde para transcrição. Esta fita codificadora compreende três 

principais regiões genômicas e incluem cerca de 10 principais 

fragmentos de leitura aberta ou open reading frame (ORFs) 

responsáveis pela transcrição de proteínas essenciais para a regulação e 

replicação viral, bem como a manipulação do meio celular. Tais regiões 

são denominadas como precoce (early - E), tardia (late - L) e a terceira 

região referenciada na literatura como região de controle longo (long 

control region - LCR), upstream regulatory region – URR ou região 

não-codificada (noncoding region – NCR) (Figura 1) (Harden e 

Munger, 2017; Van Doorslaer et al., 2018).  

 
Figura 1 - Representação do genoma viral do HPV. Adaptado de De Sanjosé et 

al., 2018 

 
. 
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A região precoce, representando 50% do genoma viral, inclui as 

ORFs E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 e E8. As proteínas codificadas pelas 

E1 e E2 são as mais importantes pois são responsáveis pela transcrição 

viral, replicação e particionamento do genoma. A proteína E1, 

conhecida como helicase, tem papel fundamental sendo a única enzima 

viral responsável pela replicação e amplificação do DNA viral no núcleo 

das células hospedeiras infectadas. Já a proteína E2 atua como um 

regulador do ciclo de vida viral, possuindo um papel crucial na 

regulação da transcrição das proteínas, iniciação da replicação do DNA 

e particionamento do genoma viral. Quando em sua forma completa a 

proteína E2 codifica um ativador de transcrição e na forma incompleta 

ocorre uma fusão entre proteínas formando a E8^E2 que atuam como 

repressores transcricionais. Quando E4 é incorporada no gene E2 ocorre 

a expressão de uma proteína de fusão E1^E4 que ocorre durante os 

estágios finais do ciclo viral. As proteínas E4 também podem ligar-se a 

filamentos de citoqueratina fazendo com que interrompam a estrutura e 

isso esteja ligada à fuga do vírus de camadas epiteliais cornificadas. A 

proteína E5, que ainda não tem sua função muito bem esclarecida, 

parece desempenhar um papel na apoptose celular e evasão da resposta 

imune. As ORFs E6 e E7, consideradas as mais importantes do ponto de 

vista clínico, são as responsáveis por codificar as denominadas 

oncoproteínas. Elas atuam impulsionando a entrada do vírus no ciclo 

celular permitindo a amplificação do genoma nas camadas epiteliais 

superiores. As oncoproteínas E6 ligam-se e degradam a p53 e ativam a 

telomerase, já as E7 degradam o gene supressor de tumor de 

retinoblastoma (pRB) e em conjunto com a E6 contribuem para a 

progressão maligna por induzir instabilidade genômica (Zheng e Baker, 

2006; Harden e Munger, 2017).  

A região tardia (L), representa 40% do genoma e estão presentes 

as ORFs L1 e L2 responsáveis por codificarem as proteínas estruturais 

do capsídeo viral, sendo que o L1 expressa proteínas da porção maior do 

capsídeo e as L2 da menor. Por fim, o LCR  que não está envolvido na 

tradução de nenhuma proteína, mas representa 10% do genoma e é 

responsável pela origem das replicações bem como múltiplos locais de 

ligação ao fator de transcrição (Zheng e Baker, 2006; Harden e Munger, 

2017).  

2.1.2 Classificação do HPV 

O HPV pertence à família Papillomaviridae que está atualmente 

dividida em duas subfamílias: a Firstpapillomavirinae que inclui cerca 
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de 50 gêneros com mais de 130 espécies e a Secondpapillomavirinae 

com um único gênero e espécie (Van Doorslaer et al., 2018). Os 

papilomavírus possuem como hospedeiros classes diferentes de animais 

como mamíferos, peixes, répteis ou pássaros sendo assim classificados e 

enquadrados em suas subfamílias de acordo com as suas definições 

filogenéticas, relação entre espécie/hospedeiro e diferenças na 

organização genômica, baseando-se na sequência idêntica de 60% ou 

mais de nucleotídeos do ORF L1. Na prática, como os gêneros não 

possuem um critério rigoroso de classificação, pelo fato de apresentarem 

entre si menos de 60% da sequência idêntica de nucleotídeos de L1, eles 

são classificados basicamente por inspeção das árvores filogenéticas 

com derivação das sequências de nucleotídeos de E1, E2, L1 e L2 

(Bernard et al., 2010; Van Doorslaer et al., 2018).  

Tradicionalmente, o HPV é descrito como tipo ou genótipo e 

estes tipos são classificados de acordo com a região ORF L1 que é a 

mais conservada do genoma viral. Utilizando-se disso, um novo tipo é 

reconhecido quando o genoma todo foi clonado e a sequência de DNA 

da região L1 difere em mais de 10% do tipo mais próximo conhecido. 

Quando essa diferença ocorrer entre 2 e 10% temos então um subtipo e 

quando for menor de 2% é então identificado como variante. Dentre as 

inúmeras variações existentes do Papilomavírus, atualmente estão 

descritos 225 genótipos diferentes capazes de infectar a espécie humana 

dos quais, aproximadamente, 60 possuem tropismo pelo epitélio mucoso 

(HPV Center, 2018; (De Villiers et al., 2004; Harden e Munger, 2017).  

Atualmente, a Agência Internacional para Pesquisa do Câncer 

(International Agency for Research on Cancer - IARC) classifica 12 

genótipos como oncogênicos ou de alto risco: 16, 18, 33, 58, 31, 52, 35, 

59, 45, 39, 51, 56 (Bouvard et al., 2009). Outros estudos classificaram 

como de alto risco oncológico 22 genótipos por estarem associados com 

lesões de alto grau e câncer de colo do útero (16, 18, 30, 31, 33, 34, 35, 

39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 73, 82, 85 e 91), três 

potencialmente oncogênicos (26, 53 e 66) e 27  genótipos como  baixo 

risco oncológico por estarem associados a lesões benignas e verrugas 

genitais (6, 11, 13, 27, 28, 29, 32, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62, 64, 70, 

71, 72, 74, 78, 81, 83, 84, 86, 87, 89 e CP6108) (Muñoz et al., 2003; De 

Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010). Os HPV 16 e 18 são os 

genótipos de alto risco mais frequentes encontrados em pacientes com 

CCU e responsáveis por cerca de 70% dos casos no mundo. Os tipos 6 e 

11 são os mais frequentes entre os de baixo risco e normalmente são 

encontrados em lesões benignas com verrugas (Serrano et al., 2018).  
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2.1.3 História Natural da Infecção pelo HPV e Carcinogênese 

Cervical 

 

Naturalmente, a infecção do HPV se dá através de contato sexual 

com uma elevada incidência quando se trata de mulheres jovens, 

principalmente, as que acabaram de iniciar a vida sexual apresentando 

um aumento a cada novo parceiro. Essa proporção tende a diminuir 

quando observado em mulheres com idades mais avançadas (Collins et 
al., 2005; Gravitt e Winer, 2017). Os órgãos mais susceptíveis à 

infecção com algum potencial capaz de gerar alguma alteração 

neoplásica é o colo do útero e a região pectínea do canal anal. A 

partícula viral do HPV pode ser detectada no colo do útero, vagina e 

vulva na mulher, na glande, prepúcio e pele do pênis e escroto no 

homem (Castellsagué, 2008).  

O HPV é o principal fator de risco para o desenvolvimento de 

câncer, mas não o único suficiente para causar progressões neoplásicas, 

pois acredita-se que além da infecção pelo HPV, outros fatores são 

necessários para o desenvolvimento da malignidade (Castellsagué et al., 

2002; Castellsagué e Muñoz, 2003). A maioria das infecções por HPV 

se resolvem de forma espontânea sem nenhuma intervenção médica. 

Porém, nos demais casos, a persistência da infecção que é considerada a 

principal causa do desenvolvimento do CCU, possui uma progressão 

lenta podendo levar de 15 a 20 anos para desenvolver o câncer em 

mulheres sadias. Mulheres com deficiências no sistema imunológico, 

como as portadoras do vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) sem 

tratamento podem desenvolver um câncer dentro de apenas 5 a 10 anos 

(Burd, 2003); WHO, 2019). Outros fatores de risco potencializam as 

chances à uma progressão neoplásica como: (i) o número de parceiros 

ao longo da vida, (ii) a idade do primeiro intercurso sexual, (iii) 

tabagismo, (iv) deficiências alimentares, (v) uso de medicamentos 

imunossupressores e (vi) uso prolongado de anticoncepcionais. Outros 

agentes infecciosos sexualmente transmissíveis como herpes simples, 

clamídia ou HIV também são classificados como fatores que podem 

desencadear o desenvolvimento de câncer (Stoler, 2000; Moreno et al., 
2002; Goodman et al., 2007; Natphopsuk et al., 2012; Zhu et al., 2016; 

Guidry e Scott, 2017; Shi et al., 2017; Rodrigues et al., 2018). 

As Infecções podem se apresentar na forma latente, no qual não 

se detecta a presença do vírus; na forma sub-clínica, em que observa-se 

a presença do vírus porém com morfologia normal ou discretas 

alterações no epitélio infectado e na forma clínica com a presença de 

lesões epiteliais evidentes (Passos et al., 2008). Aproximadamente 90% 
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das novas infecções por HPV se tornam indetectáveis em 1 a 2 anos e tal 

situação pode representar uma resposta imune em níveis indetectáveis, 

uma latência viral ou um fenômeno denominado clearence viral 
(Schiffman et al., 2007; Liu et al., 2014; Shew et al., 2015; Fu et al., 

2016).  

Mesmo com a grande diversidade de genótipos existentes de 

HPV, apenas uma pequena parcela é responsável pelo desenvolvimento 

de câncer do colo de útero. Os genótipos de alto risco têm uma 

capacidade maior de ocasionar uma proliferação celular em camadas 

basais e diferenciadas, que apesar de não serem capazes de completar o 

ciclo natural viral têm a capacidade de ativar vários outros meios que 

estimulam a transformação epitelial. A atividade das oncoproteínas E6 e 

E7 é uma das explicações para a capacidade aumentada de 

carcinogênese dos genótipos de alto risco e mesmo que  E6 e E7 façam 

parte de todos os genótipos do HPV, seu papel nos tipos de baixo risco 

está relacionado com o aumento da aptidão e produção viral e possui 

uma capacidade muito reduzida de ocasionar o desenvolvimento de 

lesões neoplásicas e câncer (Schiffman et al., 2016).  

A carcinogênese intra-uterina se inicia quando a infecção 

persistente pelo HPV causa alterações nucleares de caráter maligno em 

células epiteliais ou glandulares localizadas no colo do útero em uma 

região conhecida como junção escamo colunar (JEC). O vírus infecta 

células basais do epitélio escamoso, através de micro-fissuras ou contato 

com a camada basal. As células basais infectadas iniciam então a 

produção de partículas virais que podem vir a gerar lesões nas células de 

baixo e alto grau sujeitas a evoluir para um câncer invasivo (De Sanjosé 

et al., 2018). 

 Existem três principais estágios dessa infecção persistente pelo 

HPV: latente,  permissivo (produtivo) e transformador. Na forma 

latente, o DNA viral se mantém com baixas cópias em um estado 

extracromossomal (epissomal). A integração do DNA viral com o DNA 

da célula hospedeira ocorre no estágio produtivo onde há  uma grande 

expressão gênica viral resultando na replicação do vírus e liberação de 

partículas virais na superfície epitelial. Como a expressão gênica do 

vírus ocorre em paralelo com a diferenciação epitelial nesse estágio, as 

oncoproteinas E6 e E7 são expressas nas células das camadas basais e 

são rigorosamente controladas favorecendo a proliferação e resultando 

na multiplicação das células que transportam o genoma viral. 

Clinicamente, nesse ponto é possível ocorrer lesões de baixo grau ou 

modificações morfológicas características de infecção por HPV como a 

presença de coilócitos. O estagio transformador, ainda não muito bem 
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elucidado e presente em uma pequena parcela das infecções, é uma 

transição do estagio produtivo para o transformador que pode ocorrer 

por uma super expressão das oncoproteinas E6 e E7 e, do ponto de vista 

clinico, caracterizar as lesões pré-cancerosas de alto grau (Figura 2) 

(Krawczyk et al., 2008; Prigge et al., 2017; De Sanjosé et al., 2018).  

A integração viral é a principal responsável pelo desenvolvimento 

de lesões malignas nas células podendo causar alterações importantes 

nas funções celulares. Tais alterações podem silenciar genes de suma 

importância que atuam nas correções de erros durante a replicação do 

DNA ou que estão ligados com o processo de apoptose celular 

(Shirasawa et al., 1986; Choo et al., 1987; Ribeiro et al., 2014; Shukla 

et al., 2014; Wei et al., 2015).  

 
Figura 2 - Representação do ciclo de vida do HPV e progressão ao câncer. 

Adaptado de Woodman et al., 2007. 

 
 

2.1.4 Co-infecção HPV x HIV 

 Como um dos co-fatores de importância no desenvolvimento de 

câncer uterino envolvendo o HPV, a ligação entre câncer e infecção pelo 

HIV já é feita desde o conhecimento da imunossupressão causada por 

esse patógeno, mais conhecida como síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS – acquired immune deficiency syndrome). Durack, em 

1981, descreve uma associação entre o sarcoma de Kaposi com outras 

infecções oportunistas reconhecendo isso como um marco da AIDS. Em 

1990, o CDC (Center for Disease Control and Prevention - EUA) emitiu 
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relatórios sobre a possibilidade de risco aumentado de CCU em 

mulheres portadoras do vírus HIV e, em 1992, inclui o CCU como uma 

definição de caso de vigilância da AIDS (CDC, 1990). Um estudo feito 

por Maiman e colaboradores (1990) avaliou 114 mulheres com displasia 

cervical e câncer e diagnosticou 37 com câncer cervical. Todas tinham 

menos de 50 anos e 19% delas eram HIV soropositivas e apresentavam 

o maior estágio da doença.  

Apesar da significativa diminuição na incidência de alguns tipos 

de câncer após o início das terapias anti-retrovirais, como o sarcoma de 

Kaposi e linfoma não-Hodgking, para o CCU e câncer anal, a 

diminuição dessas neoplasias não foi tão significativa (Cancer, 2000). 

Mulheres vivendo com HIV possuem maior tendência a ter infecção 

persistente pelo HPV, sendo mais propensas a desenvolver lesões 

neoplásicas e câncer (Ghebre et al., 2017). Um estudo feito por Orlando 

e colaboradores (2017) observou que mais de 60% das lesões HSIL nas 

pacientes com HIV foram causadas pela infecção de um ou mais 

genótipos do HPV o qual não eram nem o genótipo HPV16 e nem o 

HPV18. Esse mesmo estudo comparou a presença do HPV16 em 

pacientes com e sem HIV tendo este genótipo maior frequência em 

ambas populações seguido pelos genótipos HPV52, 66, 31 e 53 nos HIV 

soronegativos, e HPV66, 53, 52 e 31 nas HIV soropositivos (Orlando et 

al., 2017). 

Em pacientes imunossuprimidos, a associação dos tipos de alto e 

baixo risco é um fator importante no desenvolvimento de lesões pré-

malignas até a evolução para um câncer. Um estudo realizado na Itália 

com grupos de mulheres infectadas e não infectadas com o HIV, 

observou que o grupo de mulheres infectadas com HIV apresentaram 

uma maior frequência de anormalidades citológicas no exame de 

Papanicolaou em relação ao grupo não infectado com o HIV. Além da 

prevalência do genótipo 16 na maioria das lesões das pacientes HIV 

soropositivas, ainda observou a presença de genótipos do HPV sem um 

risco ainda estabelecido e de genótipos de baixo risco (6, 54, 72 e 81) 

em 18% das pacientes com lesões de baixo grau (LSIL) e 8% com 

lesões de alto grau (HSIL) (Tornesello et al., 2008). 

2.1.5 Prevalência da Infecção pelo HPV e Câncer do Colo do Útero 

O CCU é o oitavo tipo de câncer mais comum no ranking 

mundial e o quarto mais frequente entre a população feminina. Em 

escala mundial em 2018, estimou-se  569.847 novos casos, com taxa de 

incidência de 13,1 para cada 100.000 mulheres e 311.365 mortes, 
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representando 3,2% das mortes causadas por neoplasias no mundo. 

Apesar de estar em segundo lugar em incidência e mortalidade em 

países menos desenvolvidos, atrás apenas do câncer de mama, o CCU é 

a neoplasia mais diagnosticada em 28 países e a maior responsável por 

mortes em 42 países (Bray et al., 2018). 

No Brasil, em 2016, foram registradas 5.847 mortes por essa 

neoplasia (BRASIL, 2018a). Estima-se para o biênio 2018/2019 cerca 

de 16.370 novos casos, com uma taxa de incidência de 15,43 casos para 

cada 100.000 mulheres, alcançando o terceiro lugar no ranking nacional. 

Desconsiderando o câncer de pele não melanoma, o CCU é o primeiro 

mais frequente no Norte do país, com uma taxa de 25,62 casos para cada 

100.000 mulheres. Nas regiões Nordeste (20,47/100.000) e Centro-

Oeste (18,32/100.000) é o segundo mais frequente e nas regiões Sul 

(14,07/100.000) e Sudeste (9,97/100.000) é o quarto com maior 

frequência (BRASIL, 2018b).  

Em Santa Catarina, em 2016, essa neoplasia levou a óbito 171 

mulheres, sendo registrado 17 mortes em Florianópolis e 4 na cidade de 

Palhoça (BRASIL, 2018a). Estima-se para 2018/2019 no estado, uma 

taxa de novos casos de 13,23 para cada 100.000 mulheres (BRASIL, 

2018b). 

2.2 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS E PREVENÇÃO 

2.2.1 Exame Citopatológico 

Responsável por salvar muitas vidas de mulheres no decorrer de 

quase 70 anos, o médico George Nicholas Papanicolaou desenvolveu a 

técnica de rastreamento mais utilizada, atualmente, no mundo. Desde 

meados da década de 1920, Papanicolaou observou, em suas pesquisas, 

a presença de células malignas em esfregaços de mulheres e levantou a 

hipótese da possibilidade de detecção precoce de câncer do colo do 

útero. Foi em 1928 que George Nicholas Papanicolaou publica seu 

artigo onde descreve a técnica hoje conhecida como Teste de 

Papanicolaou (Shingleton et al., 1995; Diamantis et al., 2014). O 

método passou a ser utilizado para o rastreio do câncer do colo do útero 

entre as décadas de 1940 e 1950 (Shingleton et al., 1995). 

Inicialmente, a terminologia sugerida para a diferenciação dos 

achados citológicos, baseados nas características morfológicas, foi 

estabelecida pelo próprio Papanicolaou, em 1954, como uma 

classificação numérica de 5 classes: Classe I para células normais e 

ausência de atipia, Classe II para citologia atípica sem malignidade, 
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Classe III para citologia sugestiva, mas não conclusiva, para 

malignidade, Classe IV para citologia fortemente sugestiva para 

malignidade e Classe V para citologia conclusiva para malignidade 

(Herbert et al., 2007). 

Devido as confusões entre laboratórios e clínicos causadas pela 

terminologia de Papanicolaou, em 1988, com o intuito de tornar mais 

claro e simples as interpretações dos achados citológicos e uniformizar 

os sistemas de nomenclaturas foi introduzido o Sistema de Bethesda. 

Essa nomenclatura foi revisada nos anos de 1991 e em 2001, sendo que 

em 2014 teve a sua última atualização (Solomon et al., 2002; Apgar et 

al., 2003; Wilbur e Nayar, 2015). Portanto, sendo atualmente, a 

nomenclatura adotada pela maioria dos países incluindo o Brasil, o 

Sistema de Bethesda classifica os achados citológicos em: alterações 

benignas sem lesões intraepiteliais, atipias de significado indeterminado 

(ASC-US), lesões intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL), lesões 

intraepiteliais de alto grau (HSIL), atipia glandular, adenocarcinoma in 
situ (AIS),  carcinoma invasivo e adenocarcinoma invasivo (Nayar e 

Wilbur, 2017).  

2.2.2 Exame Histopatológico 

A histopatologia definiu historicamente os conceitos de 

desenvolvimento da progressão de pré cancêr ao câncer cervical. O 

conceito de pré-câncer foi refinado ao longo de mais de um século no 

qual incluiu alterações menos severas e displásicas (Jenkins, 2007). O 

diagnóstico histopatológico baseia-se em critérios morfológicos de 

tecidos sendo considerado o padrão ouro para avaliações morfológicas 

(Silva et al., 2018). A nomenclatura atualmente utilizada foi unificada e 

denominada por Ralph M. Richart, em 1967, como neoplasia 

intraepitelial cervical (NIC), que englobava tanto os achados ditos como 

displásicos e os carcinomas in situ, e foram classificados em NIC I, NIC 

II, NIC III e câncer invasivo (Ralph M. Richart, 1967; N'golet, 2000). 

2.2.3 Diagnóstico Molecular 

Está bem estabelecido que o câncer de colo do útero possui uma 
forte relação causal com a persistência da infecção pelos genótipos de 

alto risco do HPV. Desde então, pesquisas têm focado na avaliação de 

testes para detecção do DNA viral do HPV como um método alternativo 

para o rastreio do câncer de colo do útero. Com o avanço da tecnologia, 

atualmente, cada vez mais novos testes para identificação do HPV vêm 
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sendo desenvolvidos. Considerando a dificuldade do crescimento do 

HPV em culturas convencionais e a baixa sensibilidade em testes 

imunológicos, o diagnóstico para detecção e identificação do vírus 

necessita da detecção do genoma viral em amostras celulares coletadas 

dos locais de interesse para investigação (Koliopoulos et al., 2017). 

A detecção molecular do DNA e RNA do HPV é atualmente o 

padrão ouro para a identificação de infecções pelo HPV e está dividido 

em três principais categorias de ensaio: os ensaios de hibridização não 

amplificado, ensaios de hibridização por amplificação de sinal e ensaios 

por amplificação de alvo (Tsikouras et al., 2016). Em pesquisas clínicas 

os métodos abordados são do tipo de amplificação sendo categorizadas 

em amplificação de sinal e amplificação de alvo e dentro dessas 

categorias as maiores representantes são os métodos de captura híbrida 2 

(HC2) e as reações em cadeia da polimerase (PCR), respectivamente. 

Atualmente existem três testes comercias baseados em DNA e um 

baseado em RNA aprovados pela FDA: Digene Hybrid Capture 2 High-

Risk HPV DNA test (HC2; Qiagen, Hilden, Germany), o Cervista HPV 

HR test (CER; Hologic, Madison, WI), o Cobas® HPV test (Roche, 

Pleasanton, USA) e Aptima® HPV assay (Hologic, San Diego, CA) 

baseado em RNA. (Koliopoulos et al., 2017; Samwel et al., 2019; 

Tsikouras et al., 2016).  

2.2.3.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A reação em cadeia da polimerase é um método muito utilizado 

que amplifica uma sequência especifica do DNA de modo exponêncial 

em uma sequencia cíclica que utiliza ciclos repetitivos com variações de 

temperatura para assim realizar a desnaturação do DNA alvo, a 

hibridização dos primers e por fim a extensão da fita nova de DNA. Este 

ensaio é um método sensível pois sintetiza uma quantidade elevada de 

cópias de uma região específica do DNA a partir de pequenas 

quantidades de seu alvo, o que possibilita a sua utilização em amostras 

que contenham uma quantidade escassa de células ou DNA (Snijders et 

al., 2010; Koliopoulos et al., 2017).  

Os primers mais utilizados em amostras clínicas para detecção da 

maioria dos genótipos de HPV normalmente são do tipo consensos que 
são direcionados a sequencias especificas e conservadas do genoma 

viral (MY09-MY11, GP+5-GP+6, PGMY09-PGMY11 e SPF10). O 

PGMY09/PGMY11 amplifica um alvo de 450 pb que tem como alvo a 

região L1 do HPV e possui uma sensibilidade e reprodutibilidade 
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superior do que o seu antecessor MY09/MY11 (Gravitt et al., 2000; 

Snijders et al., 2010; Şahiner et al., 2014). 

Testes de PCR possuem um custo-efetividade menor quando 

comparado com outros métodos de detecção e com uma concordância na 

detecção do DNA quase idêntica. Esse fator torna o método um 

potencial ensaio para ambientes clínicos de poucos recursos financeiros 

(Samwel et al., 2019). 

2.2.3.2 Genotipagem por Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos de 

Restrição (RFLP) 

Produtos amplificados de PCR podem ser analisados por vários 

tipos de testes de genotipagem, sendo um dele o Polimorfismo do 

Tamanho dos Fragmentos de Restrição. Este método envolve a 

fragmentação do produto de PCR por enzimas de restrição que cortam o 

DNA em regiões especificas formando fragmentos que ao ser analisados 

em gel de poliacrilamida geram um padrão que pode ser específico para 

um determinado genótipo quando se trata do HPV (Nobre et al., 2008).  

Esta é uma metodologia que possui um custo-efetividade melhor 

do que outros métodos de genotipagem do HPV, sendo um bom 

candidato como teste primário para países de baixa renda (Nobre et al., 

2008; Golfetto et al., 2018). O RFLP está limitado quanto a variedade 

de genótipos capaz de identificar não sendo possível a identificação de 

todos os conhecidos atualmente, frequentemente utiliza grande 

quantidade de enzima de restrição e ainda podem ser ineficaz ou 

demandar tempo durante a análise dos padrões dos resultados para 

identificação do HPV, principalmente em padrões de múltiplas 

infecções(Nobre et al., 2008). A combinação do uso das enzimas PstI, 

RsaI, HaeIII e DdeI, feito por Nobre e colaboradores em 2008, tornou o 

método suficientemente eficiente, sendo capaz de identificar 49 

genótipos diferentes do HPV incluindo 23 variantes e 2 subtipos,  mais 

barato e com um uso relativamente menor das enzimas sem a 

necessidade da utilização de equipamentos sofisticados para a análise 

dos resultados.   

2.2.4 Rastreamento  

A abordagem de prevenção proposta pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS) segue um programa integral em três níveis 

independentes: i) prevenção primária - visa reduzir o risco de infecção 

pelo HPV propondo a vacinação de meninos e meninas de 9 a 13 anos, 
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como ponto principal, e a educação sexual e distribuição de camisinhas 

para meninos e meninas sexualmente ativos; ii) prevenção secundária - 

propõe o rastreio e tratamento das lesões precursoras do câncer a partir 

do aconselhamento e rastreio de lesões neoplásicas em mulheres de 30 a 

49 anos e o tratamento dessas lesões; e iii) prevenção terciária - consiste 

no tratamento das pacientes que desenvolveram o CCU visando atingir o 

objetivo da redução da mortalidade associada (WHO, 2014). 

A OMS recomenda o rastreio de lesões precursoras através da 

citologia ou inspeção visual com ácido acético (VIA – Visual Inspection 

with Acetic Acid), assim como, o rastreio do HPV através de testes 

moleculares em mulheres de 30 a 49 anos de idade ou em mulheres mais 

jovem que apresentem lesões de alto grau (Bray et al., 2018). A faixa 

etária e a frequência do rastreio vai depender da proporção local das 

mulheres que apresentam lesões precursoras ou câncer em relação às 

mulheres da mesma faixa etária, o número de novos casos de câncer nos 

últimos três anos, assim como a prevalência da infecção pelo HIV. Nas 

mulheres que apresentam resultado negativo dos exames diagnósticos, a 

recomendação é repetir os testes em um intervalo de três a cinco anos e 

nas mulheres submetidas a tratamentos de lesões precursoras o intervalo 

deve ser de um ano (Smith et al., 2017); WHO, 2014). Atualmente, o 

método mais utilizado é o exame citopatológico de Papanicolaou, 

porém, outras metodologias vem ganhando espaço como a VIA para 

visualização das lesões causadas pelas infecções do HPV e métodos 

moleculares como PCR para a detecção do DNA viral (Koliopoulos et 
al., 2017; Bray et al., 2018).  

No Brasil, o programa de rastreio utiliza o exame citopatológico 

Papanicolaou como método de rastreamento. O exame é repetido a cada 

três anos para mulheres com resultados normais e em mulheres que após 

apresentarem algum resultado positivo para lesão precursora estiverem 

com resultados negativos para qualquer dessas lesões após dois exames 

anuais consecutivos. A faixa etária é de 25 a 64 anos e, se após essa 

idade houver dois exames negativos consecutivos nos ultimo 5 anos, o 

rastreio pode ser interrompido. Algumas situações especiais podem 

alterar as recomendações para o rastreio como, por exemplo, gravidez, 

imunossupressão, histerectomização e pós-menopausa, sendo que há 

uma atenção especial quando se trata de mulheres imunossuprimidas 

pela facilidade de desenvolver lesões e câncer invasivo. Nessa 

população é recomendado que o exame seja realizado logo após o início 

da vida sexual em intervalos de 6 meses no primeiro ano e, se os 

resultados estiverem normais, o seguimento deve ser anual até qualquer 

alteração (Brasil, 2016). 
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2.2.5 Vacinação 

Atualmente, existem três vacinas profiláticas aprovadas pelo 

FDA (Food and Drug Administraton) para a prevenção da infecção pelo 

HPV: i) bivalente (Gardasil - Merck & Co., Inc) capaz de imunizar 

contra os HPV 16 e 18, ii) quadrivalente (Cervarix - GlaxoSmithKline 

Biologicals) contra os HPVs 6, 11, 16 e 18; e iii) nonavalente (Gardasil 

9 - Merck & Co., Inc) contra os HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. 

Todas são compostas de preparações purificadas de partículas 

conhecidas como VLPs (virus-like particles). Nesse caso, são partículas 

semelhantes à principal proteína presente no capisidio viral (L1) 

(Markowitz et al., 2014; Petrosky et al., 2015). Alguns estudos 

realizados em vários países com o intuito de avaliar a capacidade da 

proteção da vacina contra a infecção, demonstraram que houve eficácia 

na proteção cruzada contra os HPVs 31, 33, 45 e 51 das vacinas 

bivalente e quadrivalente (Brown et al., 2009; Wheeler et al., 2009; 

Wheeler et al., 2012).  

As recomendações da OMS para a vacinação inclui dois 

públicos-alvo: meninas de 9 a 14 anos, antes de iniciar a vida sexual, 

devem tomar duas doses da vacina, com intervalo mínimo de 6 meses 

entre as doses, não devendo ultrapassar de 12 a 15 meses; e meninas 

com idade igual ou superior a 15 anos, pessoas imunossupirmidas com 

ou sem infecção por HIV, devem seguir o protocolo de três doses com 

intervalo de 1 – 2 meses entre a primeira e a segunda dose e intervalo de 

6 meses entre a segunda e a terceira dose (WHO, 2017). 

No Brasil, o programa de vacinação  seguia o modelo proposto 

pela OMS. Atualmente, além da inclusão de meninos de 11 a 14 anos de 

idade, houve também a alteração do esquema vacinal antigo de três 

doses (0, 2 e 6 meses)  para um novo utilizando apenas duas doses (0 e 6 

meses). Mulheres/homens e meninos/meninas HIV soropositivas com 

idade entre 9 e 26 anos seguem o protocolo das três doses (BRASIL, 

2018c). 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Realizar a detecção e genotipagem do HPV, através de 

metodologias baseadas em biologia molecular, em mulheres HIV 

soropositivas de Palhoça/SC. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Realizar a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com 

os iniciadores PGMY 09/11 para a detecção do DNA do 

Papilomavírus Humano; 

Realizar a genotipagem do HPV empregando a técnica de 

genotipagem por polimorfismo do tamanho dos fragmentos de 

restrição (RFLP) para a identificação dos genótipos presentes 

nas amostras clínicas; 

Verificar possíveis associações entre a presença do DNA do 

Papilomavírus Humano e as variáveis comportamentais e sócio-

demográficas; 

Verificar a frequência dos genótipos de alto e baixo risco 

oncológico encontrados na população estudada. 
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4. METODOLOGIA 
 

Com o intuito de guiar o leitor, o esquema a seguir mostra um 

breve resumo de todas as etapas realizadas durante o andamento do 

trabalho.  

 
Esquema 1 - Etapas do projeto 

 
 

 

4.1 DESCRIÇÃO DO ESTUDO E ASPECTOS ÉTICOS 

 

Foi realizado um estudo do tipo transversal com coleta das 

amostras no período de abril a julho de 2016. Amostras cérvico-vaginais 

de 114 mulheres portadoras do vírus HIV foram coletadas no Centro 

Especializado em Aconselhamento e Prevenção da cidade de 

Palhoça/SC.  

O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas com 

Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o 

1.487.654/2016, com substituição de pesquisador (CAAE 

49117315.1.0000.0121) (Anexo A). Todas as informações sócio-
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demográficas e comportamentais obtidas nesse estudo foram concedidas 

pela Mestre Joice de Souza Pereira juntamente com as amostras de todas 

as pacientes avaliadas no presente trabalho. Todas as pacientes leram e 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

juntamente com um questionário contendo informação sobre 

características comportamentais e sócio-demográficas (Anexo B). Os 

dados são provenientes do trabalho de mestrado intitulado: Detecção de 

Chlamydia trachomatis em amostras endocervicais de mulheres HIV 

soropositivas de Palhoça/SC.  

Para a detecção do DNA viral, as amostras foram armazenadas e 

analisadas no Laboratório de Biologia Molecular, Microbiologia e 

Sorologia (LBMMS) da Universidade Federal de Santa Catarina.   

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS 

As amostras foram coletadas por enfermeiras do próprio Centro 

Especializado em Aconselhamento e Prevenção por esfregaço utilizando 

swab na endocervice uterina e posteriormente imersos em meio de 

transporte universal UTM
TM 

(COPAN), transportados ao LBMMS, 

sendo então armazenadas a -20°C para análise e, posteriormente, 

conservadas a -80 °C para a necessidade de análises futuras.  

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

Em um primeiro momento essas amostras foram utilizadas para 

extração do DNA e análise de infecções por Chlamydia trachomatis em 

2016 e armazenadas a -80° C. Posteriormente, em 2017, as amostras já 

extraídas foram reaproveitadas para análise do HPV e novas extrações 

foram realizadas a medida que se fez necessário.  

4.3.1 Extração do DNA 

A extração de DNA foi realizada utilizando o Kit ReliaPrep 

Blood gDNA Miniprep system (PROMEGA) seguindo o protocolo da 

fabricante e a quantificação para avaliação da qualidade da extração foi 

realizada em espectofotômentro (NanoVue). 
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4.4 DETECÇÃO DO DNA VIRAL 

4.4.1 Teste de Sensibilidade 

A primeira etapa na padronização da PCR HPV Multiplex foi 

avaliar a sensibilidade da técnica. Foram realizadas diluições seriadas 

(na base 10), partindo de uma concentração inicial de 100 ng/µL de 

DNA do HPV seguidas de mais nove (9) pontos. As diluições foram 

feitas em duplicata, sendo uma diluição misturada com PBS e a outra 

misturada com uma amostra clínica sabidamente negativa para HPV. 

Em seguida, foi realizada extração para posterior análise.  

 

4.4.2 PCR Multiplex para Detecção do HPV e Controle Interno de 

Qualidade 

Para detecção do DNA viral foi realizada a técnica de PCR 

utilizando primers  do tipo PGMY09 e PGMY11 que amplificam 

sequências presentes na região conservada L1 do HPV com tamanho 

molecular de 450 pares de bases (pb) (Gravitt et al., 2000). Primers para 

o gene da β-globina humana (GH20 e PCO4) foram utilizados como 

controle de qualidade das amostras extraídas gerando um produto de 

268 pb (Bauer et al., 1991) e a utilização de um controle negativo 

contendo água ultrapura para descartar a possibilidade de contaminação 

dos reagentes da reação. Todos os iniciadores utilizados se encontram 

descritos no Quadro 1.   
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Quadro 1 - Relação dos iniciadores, sequências, tamanho dos fragmentos e 

temperaturas de hibridização. 

Alvo Iniciadores Sequência 

Temp. 

hibridi-

zação 

(°C) 

Tamanho do 

Fragmento 

(pb) 

 

HPV 

PGMY11-A 

PGMY11-B 

PGMY11-C 

PGMY11-D 

PGMY11-E 

PGMY09-F 

PGMY09-G 

PGMY09-H 

PGMY09-I 

PGMY09-J 

PGMY09-K 

PGMY09-L 

PGMY09-M 

PGMY09-N 

PGMY09-P 

PGMY09-Q 

PGMY09-R 

HMB01 

5’- GCACAGGGACATAACAATGG - 3’  

5’- GCGCAGGGCCACAATAATGG - 3’  

5’- GCACAGGGACATAATAATGG - 3’  

5’- GCCCAGGGCCACAACAATGG - 3’  

5’- GCTCAGGGTTTAAACAATGG - 3’  

5’-CGTCCCAAAGGAAACTGATC - 3’  

5’- CGACCTAAAGGAAACTGATC - 3’  

5’- CGTCCAAAAGGAAACTGATC - 3’  

5’- GCCAAGGGGAAACTGATC - 3’  

5’- CGTCCCAAAGGATACTGATC - 3’  

5’- CGTCCAAGGGGATACTGATC - 3’  

5’- CGACCTAAAGGGAATTGATC - 3’  

5’- CGACCTAGTGGAAATTGATC - 3’  

5’- CGACCAAGGGGATATTGATC - 3’  

5’- GCCCAACGGAAACTGATC - 3’  

5’- CGACCCAAGGGAAACTGGTC - 3’  

5’- CGTCCTAAAGGAAACTGGTC - 3’  

5’- GCGACCCAATGCAAATTGGT – 3’ 

55 450 

Beta-

globina 

humana 

PCO4 

GH20 

5’- CAACTTCATCCACGTTCACC - 3’ 

5’- GAAGAGCCAAGGACAGGTAC - 3’ 
55 268 

 

Os primers PGMY 09 e PGMY 11 possuem a capacidade de 

amplificar eficientemente 37 genótipos diferentes sendo 21 deles 

caracterizados como de alto risco oncológico (incluindo os considerados 

com grande probabilidade de ser enquadrado na classificação de alto 

risco) e 14 considerados de baixo risco oncológico (Quadro 2) (Gravitt 
et al., 2000). 
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Quadro 2 - Genótipos amplificados com eficiência pelos primers PGMY09 e PGMY11. 

 
Genótipos do HPV 

Alto 

risco 

16 18 26 31 33 35 39 45 51 52 53 56 58 59 

66 67 68 69 70 73 82 - - - - - - - 

Baixo 

risco 
6 11 40 42 54 55 61 62 64 71 72 81 83 84 

Fonte: Dados copiados de Gravitt et al, 2000.  
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A reação de PCR multiplex com os iniciadores para o HPV e a β-

globina humana foi realizada com um volume final de 25,0 µL 

contendo: 0,04 µM dos iniciadores PGMY09 / PGMY11; 0,2 mM dos 

iniciadores GH20 e PCO4; 2,0 mM de MgCl2; 0,2 mM dNTP (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP Invitrogen™ life Technologies); 0,8X do tampão 

Green GoTaq Flexi Buffer (PROMEGA); 1 U de GoTaq HotStart 

Polymerase (PROMEGA) e 2,5 µL de DNA molde. A reação de 

amplificação foi realizada em termociclador (Applied Biossystems) nas 

seguintes condições: 94ºC/1 min. (desnaturação), 55°C/1 min. 

(pareamento), 72°C/1min. (extensão) em 40 ciclos e um ciclo final de 

72ºC (extensão final) por 10 min. 

O material amplificado pela PCR foi analisado por eletroforese 

utilizando gel de agarose na concentração de 1,5% incorporado com 

brometo de etídio para visualização do DNA através da incidência de 

luz ultra-violeta no equipamento ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O 

tamanho molecular foi determinado por comparação com o padrão de 

tamanho de DNA de 100pb (Ludwig).  

4.4.3 PCR com Iniciadores PGMY09 e PGMY11 para Genotipagem 

Para a reação de PCR para genotipagem foi realizada, em 

duplicata, uma PCR convencional com os iniciadores PGMY 09 e 

PGMY 11 com um volume final de 25,0 µL, contendo: 0,03 µM dos 

iniciadores PGMY09/11; 2,0 mM de MgCl2; 0,2 mM dNTP (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP Invitrogen™ life Technologies); 0,8X do tampão 

Green GoTaq Flexi Buffer (PROMEGA); 1 U de GoTaq HotStart 

Polymerase (PROMEGA) e 5,0 µL de DNA molde. A reação de 

amplificação foi realizada em termociclador (Applied Biossystems) nas 

seguintes condições: 94ºC/1 min. (desnaturação), 55°C/1 min. 

(pareamento), 72°C/1min. (extensão) em 40 ciclos e um ciclo final de 

72ºC (extensão final) por 10 min. 

O material amplificado pela PCR foi analisado por eletroforese 

utilizando gel de agarose na concentração de 1,5% incorporado com 

brometo de etídio para visualização do DNA através da incidência de 

luz ultra-violeta no equipamento ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O 

tamanho molecular foi determinado por comparação com o padrão de 
tamanho de DNA de 100pb (Ludwig). 
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4.5 GENOTIPAGEM UTILIZANDO POLIMORFISMO DO 

TAMANHO DOS FRAGMENTOS DE RESTRIÇÃO (RFLP) 

As amostras positivas para o HPV foram submetidas à técnica de 

genotipagem através do polimorfismo do tamanho dos fragmentos de 

restrição (RFLP) baseado no trabalho de Nobre e colaboradores de 

2008. Na digestão dos produtos amplificados foram então utilizadas 

quatro endonucleases de restrição: Pst I (Promega, USA), Hae III 

(Promega, USA), Dde I (Promega, USA) e Rsa I (Promega, USA), com 

posterior interpretação algorítmica através de padrões de digestão 

proposto pelo estudo referenciado. Foi utilizado uma alíquota de 7 µL 

de cada amostra positiva amplificada e 0,5 U de cada enzima de 

restrição com o correspondente tampão (1X) e incubado por 1 hora a 37 

°C. Os fragmentos foram fracionados por eletroforese utilizando gel de 

poliacrilamida 12%, corados com brometo de etídio e visualizados 

através da incidência de luz ultra-violeta no equipamento ImagenQuant 

LAS500 (GE-EUA). Os tamanhos dos produtos foram estimados por 

comparação aos padrões de tamanho molecular 50pb (Ludwig, Brasil). 

A genotipagem, utilizando o método por RFLP com as enzimas 

citadas anteriormente, tem a capacidade de identificar 49 genótipos 

diferentes do HPV, conhecidos principalmente por infectar o epitélio 

mucoso, incluindo 23 variantes e 2 subtipos (HPV 55 que é um subtipo 

do HPV44 e o HPV64 que é um subtipo do HPV34) (Nobre et al., 2008) 

(Quadro 3). 
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Quadro 3 - Genótipos identificáveis pela metodologia de genotipagem por PCR-RFLP estratificados por risco oncológico. 

 
Genótipos do HPV 

Alto risco  

16 18* 26 30 31* 33 34 35 39 45* 51 52* 

53* 56 58* 59* 66* 67 68* 69 70* 73 82* 91 

Baixo risco 
6 11 13 32 40 42 43 44 54* 61 

62 71 72 74* 81 83* 84 86 87 89 

Risco 

desconhecido 
85 90 97 102 106 

* genótipos com um ou mais variantes. 
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4.6 ANÁLISE  ESTATÍSTICA 

Para as analises estatísticas foi utilizado o programa MedCalc
®
 

(versão 18.11.3) e analisado as associações entre o desfecho da presença 

do DNA viral do HPV e as variáveis sócio-demográficas através do teste 

qui-quadrado ou Exato de Fisher. As associações significativas foram 

avaliadas por Odds Ratio ou Razão de Chance (RC). Foram 

consideradas significativas as associações com intervalo de confiança 

(IC) de 95% que obtiveram p < 0,05. 
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5. RESULTADOS  

5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E SÓCIO-DEMOGRÁFICAS 

De acordo com os dados coletados no questionário aplicado, das 

114 participantes desse estudo, 89,5% possuíam mais de 30 anos e a 

média de idade foi de 43,3 anos (18 - 60 anos). A idade média de início 

da vida sexualmente ativa (IVSA) foi 16,5 anos de idade (10 - 23 anos) 

sendo que 42,1% iniciaram com menos de 15 anos. De todas as 

pacientes avaliadas, 14 (12,28%) não possuíam filhos (Quadro 4). 
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Quadro 4 - Características sócio-demográficas e clínicas das pacientes participantes do estudo. 

Características 
Total 

HPV positivo 

(n = 37) 

HPV negativo 

(n = 77) 
 

n % n % n % P* 

Idade 
> 30 anos 

≤ 30 anos 

12 

102 

10,5 

89,5 

4 

33 

10,8 

89,2 

8 

69 

10,4 

89,6 
1,000 

Idade IVSA** 
< 18 anos 

≥ 18 anos 

23 

91 

20,2 

79,8 

34 

3 

91,9 

8,1 

57 

20 

74,0 

26,0 
0,026 

Múltiplos Parceiros 
Sim 

Não 

2 

112 

1,8 

98,2 

1 

36 

2,7 

97,3 

1 

76 

1,3 

98,7 
0,546 

Terapia Anti-retroviral 
Sim 

Não 

110 

4 

96,5 

3,5 

35 

2 

94,6 

5,4 

75 

2 

97,4 

2,6 
0,594 

Exame preventivo anterior 
Sim 

Não 

91 

23 

79,8 

20,2 

8 

29 

21,6 

78,4 

62 

15 

80,5 

19,5 
0,790 

Histórico de ISTs*** 
Sim 

Não 

53 

61 

46,5 

53,5 

17 

20 

45,9 

54,1 

36 

41 

46,8 

53,2 
0,936 

Uso de contraceptivo oral 
Sim 

Não 

7 

107 

6,1 

93,9 

2 

35 

5,4 

94,6 

5 

72 

6,5 

93,5 
1,000 

Uso de preservativo 
Sim 

Não 

59 

55 

51,8 

48,2 

21 

16 

56,8 

43,2 

38 

39 

49,4 

50,6 
0,459 

Tabagista 
Sim 

Não 

28 

86 

24,6 

75,4 

9 

28 

24,3 

75,7 

19 

58 

24,7 

75,3 
0,967 

Consumo de bebidas alcoólicas 
Sim 

Não 

47 

67 

41,2 

58,8 

18 

19 

48,6 

51,4 

29 

48 

37,7 

62,3 
0,265 

Consumo de outras substâncias psicoativas 
Sim 

Não 

10 

104 

8,8 

91,2 

6 

31 

16,2 

83,8 

4 

73 

5,2 

94,8 
0,750 

*P < 0,05 significativo; **Início da vida sexualmente ativa; ***Infecções sexualmente transmissíveis. 



51 

 

 

 

No momento da coleta foi questionado às mulheres sobre ter 

conhecimento de infecção por HPV. Relacionado à isso, cerca de 15% 

das mulheres disseram ter HPV e 7% alegaram ter algum tipo de lesão 

intraepitelial. A maioria não soube informar se tinha HPV, porém, não 

apresentaram nenhuma alteração nos exames preventivos realizados até 

o momento da coleta. Cerca de 20% delas apresentaram verrugas 

genitais (Quadro 4). 

Mulheres HIV soropositivas, normalmente, possuem um risco 

maior de co-infecções e nesse estudo cerca de 46,5% das pacientes 

tinham ou já tiveram alguma infecção no trato genital (candida, 

vaginose bacteriana e/ou sífilis). Nenhuma foi observado quanto a 

positividade para o HPV. A informação sobre a infecção causada por 

Chlamydia trachomatis, cedida pela pesquisadora Joice de Souza 

Pereira, mostrou que apenas 2% das mulheres estavam infectadas com o 

patógeno, o que também não apresentou associação.  

No uso de substâncias nocivas, o tabagismo estava presente em 

24,6% das pacientes e destas 24,3% das fumantes apresentaram infecção 

pelo HPV. O consumo de bebidas alcoólicas foi afirmado por 41,2 % 

das mulheres sendo que das mulheres que apresentaram a infecção pelo 

HPV 48,6% faziam uso de bebida alcoólica.  (Quadro 4). 

Ao análisas as variáveis, nenhuma delas tiveram qualquer 

associação com a positividade para o HPV, exceto a idade de início da 

vida sexual que apresentou uma associação estatisticamente significativa 

(p = 0,026). Os dados mostraram que as pacientes que iniciam a vida 

sexual com menos de 18 anos têm 3,98 vezes mais chances de se 

infectar com o HPV do que as mulheres que iniciaram com mais de 18 

anos (OR= 3,976; IC= 95%, 1,0994-14,384, p = 0,035). 

Quadro 5 - Razão de Chance e intervalo de confiança de 95% da associação 

entre a idade de início da vida sexualmente ativa (IVSA) e a positividade para 

DNA do HPV. 

Idade 

IVSA 

HPV 

positivo 

HPV 

negativo 

RC (intervalo de 

confiança 95%) 
p* 

< 18 anos 34 57 3,9766 (1,0994-14,384) 

0,035 

≥ 18 anos 3 20  

* valor de p significativo < 0,05. 
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5.2 PCR MULTIPLEX 

Ao teste inicial de sensibilidade, a metodologia foi capaz de 

detectar o DNA do HPV em uma concentração mínima de 10
-7

 ng/µL 

(10
-4

 pg/µL) nas diluições realizadas com PBS e na amostra clínica 

negativa como demonstrados na Figura 3 e Figura 4, respectivamente. 

 
Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% evidenciando a amplificação 

nas diferentes concentrações das diluições seriadas em PBS. * PM – Peso 

Molecular 100 pb; P1 ao P10 – pontos da diluição seriada; CN – Controle 

negativo;   CP – Controle positivo. 

 
 

 
Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% evidenciando a amplificação 

nas diferentes concentrações das diluições seriadas em amostra humana 

sabidamente negativa para HPV.* PM – Peso Molecular 100 pb; P1 ao P10 – 

pontos da diluição seriada; CN – Controle negativo;   CP – Controle positivo. 

 
 

PM     P1      P2      P3      P4     P5      P6      P7      P8     P9    P10     CN     CP 

PM      P1     P2      P3      P4     P5      P6      P7     P8     P9     P10     CN    CP 

450 pb 

450 pb 

268 pb 
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Das 114 amostras clínicas submetidas à PCR multiplex, 37 

(32,5%) apresentaram amplificação do fragmento de DNA 

correspondente ao HPV sendo que todas as amostras apresentaram 

amplificação para o gene da β-globina humana.  As amostras 

consideradas positivas para o HPV apresentaram produtos de PCR de 

450 pb e de 268 pb para β-globina, como exemplificado na figura 3. 

 
Figura 5 - Eletroforese em agarose 1,5 % mostrando a amplificação pela PCR 

multiplex para detecção de HPV e beta-globina em amostras clínicas.*PM – 

Peso molecular 100 pb; Canaletas do 1 ao 11 – Amostras clínicas; CN – 

Controle negativo; CP – Controle positivo. As canaletas 2, 3, 4, 6, 7 e 9 

assinaladas foram positivas para HPV. 

 
 

5.3 PCR COM INICIADORES PGMY09 E PGMY11 PARA 

GENOTIPAGEM 

Todos os produtos de PCR das 37 amostras confirmaram a 

presença do HPV com a amplificação do produto de 450 pb para o 

segmento da etapa de genotipagem, como observado no exemplo da 

figura 4.   

 

 PM      1        2        3        4        5        6         7        8        9        10       11     CP     CN     PM 

450 pb 

268 pb 
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Figura 6 - Eletroforese em agarose 1,5 % mostrando a amplificação pela PCR 

convencional para confirmação e utilização na etapa de genotipagem do HPV 

em amostras clínicas.*PM – Peso molecular 50 pb; Canaletas do 1 ao 11 – 

Amostras clínicas positivas para HPV; CN – Controle negativo; CP – Controle 

positivo. 

  

 

5.4 GENOTIPAGEM UTILIZANDO POLIMORFISMO DO 

TAMANHO DOS FRAGMENTOS DE RESTRIÇÃO (RFLP) 

Das 37 amostras positivas para HPV, 33 (89,2%) amostras foram 

submetidas à técnica de genotipagem por RFLP e as outras 4 (10,8%) 

amostras não tiveram material biológico suficiente para a realização do 

teste. Das amostras genotipadas pelo RFLP, 7 (21,2%) apresentaram um 

padrão inconclusivo para definir o genótipo viral. A figura 5 representa 

a identificação do genótipo 16 em uma das amostras clínicas. 

 

 

 

 

450 pb 
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Figura 7 - Genotipagem de amostra clínica por PCR-RFLP do HPV16 em gel 

poliacrilamida 12%. PM – peso molecular 50 pb; Canaleta 1 – fragmentação 

com a enzima Pst I (210/216 pb); Canaleta 2 – fragmentação com a enzima Hae 

III (450 pb); Canaleta 3 -fragmentação com a enzima Ddel (450 pb); Canaleta 4 

– fragmentação com a enzima Rsa I (310/70 pb); Canaleta 5 – Produto de PCR 

não digerido; PM* - peso molecular 25 pb.   

 

 
 

Pela metodologia utilizada, foram identificados ao total 22 

genótipos diferentes de HPV: 11 genótipos classificados como de alto 

risco oncogênico  (16, 18, 31, 45, 51, 52, 53, 58, 59, 66 e 69), 10 

genótipos classificados como de baixo risco (06, 32, 44, 61, 62, 81, 83, 

84, 87 e 89) e 1 genótipos de risco desconhecido (106). Foi identificado 

um genótipo como HPV55 é descrito como um subtipo do HPV44 que 

está classificado como um genótipo de baixo risco oncológico.  

Nas amostras analisadas houve um predomínio dos genótipos de 

alto risco, representando 43,2%  em comparação com os de baixo risco 

que tiveram uma frequência de 29,7%. O HPV 16 e o HPV 53 foram os 

mais frequentes sendo que cada um foi identificado em 11,8% das 

pacientes seguido dos HPV45 , HPV44, HPV06, HPV61, HPV62, e 

       PM             1              2              3               4               5            PM*      
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HPV83 que apresentaram uma frequencia de 5,9% e os demais 

genótipos totalizaram 35,2%. 

A mesma metodologia identificou a presença de 7 co-infecções 

(18,9%): 4 delas com genótipos de alto risco / baixo risco (57,1%), 2 

com genótipos de alto risco / alto risco  (28,6%), e 1 com genótipos de 

baixo risco / risco desconhecido (14,3%). Das co-infecções observadas 

todas apresentaram pelo menos um genótipo de alto risco (Quadro 6). 

 
Quadro 6 - -infecções e a relação dos genótipos identificados. 

 Genótipos 

Co-infecções 

Alto risco / Alto 

risco 

Alto risco / Baixo 

risco 

Baixo risco / Risco 

desconhecido 

HPV45 / HPV66 HPV59 / HPV81 HPV44 / HPV 106 

HPV52 / HPV53 HPV58 / HPV83 - 

- HPV69 / HPV61 - 

- HPV53 / HPV87 - 
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6. DISCUSSÃO 

Sabe-se que mulheres HIV soropositivas de forma geral possuem 

uma maior prevalência, persistência e presença de múltiplas infecções 

pelo HPV quando comparadas com mulheres HIV soronegativas. Isso 

observa-se também para os casos de prevalências dos genótipos alto 

risco no qual são maiores em mulheres HIV soropositivas (Adebamowo 

et al., 2017).  

A partir dos resultados obtidos neste estudo podemos observar 

que houve uma frequência relativamente alta de positividade para o 

HPV (32,5%). Esses dados estão abaixo do observado em outros estudos 

que mostram uma alta variação da taxa de infecção pelo HPV em 

mulheres HIV soropositivas , variando de 48 a 73,5 %,  de acordo com o 

método de identificação utilizado, uso de diferentes conjuntos de 
primers para HPV, a posição geográfica e o tipo da população estudada 

(Araújo et al., 2012; Martins et al., 2016; Miranda et al., 2017; Badial et 
al., 2018). 

A prevalência do HPV pode variar dependendo da região 

estudada. Mulheres vivendo com HIV, que possuem achados citológicos 

normais e estão infectadas com o HPV variam de 25% a 34% na Ásia, 

Europa e América do Norte, enquanto que na África e América latina 

essa variação é de 57% a 64%. Essas diferenças tendem a diminuir com 

o aumento da gravidade das lesões intra-epiteliais (Clifford et al., 2017). 

Em Santa Catarina dados preliminares foram emitidos 

recentemente sobre a prevalência do HPV na cidade de Florianópolis em 

jovens (homens e mulheres) com idade entre 16 e 25 anos com vida 

sexual ativa. Foi observado até o momento que a prevalência na 

população em geral foi de 44%. Os genótipos de alto risco estão 

presente em 32% dos jovens e 26,4% apresentaram múltiplas infecções 

(BRASIL, 2017). 

Em 2015, Freitas e colaboradores realizaram um levantamento de 

estudos publicados entre 2010 e 2014 relacionados à prevalência do 

HPV e dos genótipos nas regiões sul e sudeste do país. Eles observaram 

que em mulheres HIV soropositivas da região Sul (Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul) houve uma variação de 46,6 a 76,3% para 

positividade do HPV. Nesse mesmo levantamento, foi observado que o 

HPV 16 foi o genótipo mais frequente na maioria dos estudos, com 

exceção de um desses estudos realizado em Maringá-PR, que ao avaliar 
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178 mulheres HIV soropositivas em uso de tratamento antiretroviral 

observou que o HPV 72 (baixo risco) foi o mais frequente seguido do 

HPV 16, HPV 31 e HPV 51 (Freitas et al., 2015; Rocha-Brischiliari et 
al., 2014) . 

Apesar da frequência relativamente baixa de positividade para o 

HPV, no presente estudo pôde-se observar uma alta frequência dos 

genótipos de alto risco (43,2%), sendo que destes o HPV 16 (11,8%) e 

HPV 53 (11,8%) foram os mais frequentes seguido do HPV 45 (5,9%). 

Esses dados mostram uma frequência maior do que o observado em 

estudos com pacientes portadoras do HIV de outras regiões do Brasil 

como em Salvador/BA que apresentou uma prevalência de genótipos de 

alto risco de 33,3 % e o HPV16 (5,1%) e HPV 18 (3,9%) sendo os mais 

prevalentes nesses pacientes (Travassos et al., 2017). Na cidade de 

Manaus/AM a prevalência dos genótipos de alto risco em paciente HIV 

soropositivas foi de 31,1% com uma prevalência de co-infecções (43%) 

e em São Paulo houve uma prevalência maior, de 57,5%, sendo o HPV 

56 mais frequente, seguido do HPV 16  (Badial et al., 2018; Teixeira et 

al., 2018).  

Um levantamento feito por Miranda e colaboradores (2017) em 

mulheres portadoras do vírus HIV, encontrou uma prevalência geral dos 

genótipos de alto risco no país de 28,4%, sendo estratificado por região 

no qual observou-se uma prevalência de 28,6% no Norte, 25,9% no 

Nordeste, 33,7% no Meio-Oeste, 24,5% no Sudeste e de 35,3% no Sul 

(Miranda et al., 2017).  

O HPV 16 ainda é o genótipo mais prevalente encontrado em 

mulheres HIV soropositivas. Estudos mostram um constante aumento da 

positividade para o HPV 16 através do aumento da gravidade das lesões 

pré-cancerosas em relação aos outros genótipos de alto risco. Sendo 

assim o HPV 16 confere um risco preferencial de desenvolver câncer do 

colo do útero em mulheres HIV soropositivas, assim como o já 

observado em mulheres HIV soronegativas (Bulk et al., 2006; Clifford 

et al., 2017; Kremer et al., 2018). 

Além do HPV 16, o HPV 18 também é um dos genótipos mais 

prevalentes encontrados, principalmente em pacientes com câncer do 

colo do útero. Além desses, outros genótipos de alto risco menos 

comuns têm se mostrado mais ou tão frequentes quanto os HPV 16 e 

HPV 18 em pacientes com HIV (Clifford et al., 2017).  

Neste trabalho foi observado que, além do HPV 16, os genótipos 

de alto risco HPV 53 e  HPV 45 foram os mais frequentes nas pacientes. 

Um estudo de meta-análise coletou dados da África, Europa, América 

do Norte, Ásia e América Latina considerou o HPV 45 como mais 
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carcinogênico depois do HPV 16 no continente africano. enquanto que 

na Europa e América do Norte o HPV 33 foi mais comum nas pacientes 

com câncer já estabelecido (Clifford et al., 2017). Em mulheres não 

infectadas com o HIV, na Ásia, Europa e na América do Norte o HPV 

31, 33, 35 e 58 já foram reportados por conferir maior risco para lesões 

de alto grau (NIC 3) do que os outros genótipos não-HPV 16 (Kjær et 
al., 2010; Chen et al., 2011; Schiffman et al., 2011). 

Estudos mostram que a identificação para o HPV 16 e o 18 estão 

cada vez mais relacionados com o avanço da gravidade das lesões pré-

cancerosas confirmando a alta prevalência do HPV 16 em todo o 

mundo. Apesar do HPV 16 não ter uma relação direta entre a 

imunodeficiência ocasionada pelo HIV e lesões de alto grau, ele 

continua sendo prioridade para pacientes vivendo com HIV mesmo 

conhecendo a relação entre os carcinomas cervicais com infecções 

ocasionadas por outros genótipos (Clifford et al., 2017).  

Outro ponto que justificaria a diferença entre as prevalências, 

principalmente relacionadas a positividade de DNA do HPV, seria a 

idade das pacientes. Apesar de serem mulheres HIV soropositivas, o que 

seria um atenuante para uma alta prevalência do HPV, neste estudo a 

idade média foi de 43,3 anos (18-60 anos) no qual é considerado uma 

faixa etária de baixo risco para novas infecções, porém com maiores 

chances de desenvolver persistência (Gravitt e Winer, 2017; Miranda et 

al., 2017). 

As pacientes avaliadas nesse estudo não apresentaram associação 

entre a positividade de HPV e a idade das pacientes. Porém, alguns 

estudos relacionam a idade com a prevalência da infecção pelo HPV e 

percebe-se um aumento da prevalência do HPV em mulheres mais 

jovens, como por exemplo o observado por Mercado Gutiérrez que 

avaliou a influência da idade na prevalência do HPV e encontrou uma 

alta prevalência dos genótipos de alto risco (59,7%) onde a maior parte 

delas eram mulheres menor de 35 anos (64,6%) (Mercado Gutiérrez et 

al., 2017). 

Atualmente, o guia emitido pela Sociedade Americana de Câncer 

orienta sobre a idade e situação para cada caso de rastreio do HPV nas 

mulheres em risco médio, ou seja, que não têm histórico de câncer 

cervical, nem algum tipo de imunossupressão. A orientação é que não se 

faça nenhum tipo de rastreio em mulheres com menos de 21 anos 

(independente da idade de inicio da vida sexual) e ainda orienta que as 

mulheres não devem ser rastreadas anualmente por qualquer método de 

rastreio. Em resumo, as mulheres devem ser rastreadas a partir dos 21 

anos apenas com a citologia e em períodos de 3 em 3 anos, para 
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mulheres entre 30 e 65 anos a abordagem é preferencialmente a cada 5 

anos com citologia e teste do HPV ou manter a citologia a cada 3 anos 

(Smith et al., 2017). 

Sabe-se que mulheres com mais de 35 anos mantém uma 

prevalência relativamente baixa de infecção, quando comparada com 

mulheres mais jovens, porém é comum observar uma maior persistência 

das infecções nessa faixa etária, o que implicaria em um risco 

aumentado de desenvolver lesões pré cancerosas. Isso motivou a 

incorporação de testes para HPV como recomendações de triagem 

principalmente em mulheres com idades acima de 30 anos (Rijkaart et 

al., 2012). A maior prevalência das lesões neoplásicas são em mulheres 

jovens quando comparadas com as mais velhas, ainda assim uma parcela 

significativa das lesões regredirá espontaneamente, principalmente nas 

mulheres mais jovens (Smith et al., 2017).  

A idade de início da vida sexual das mulheres nesse estudo teve 

uma associação significativa com a positividade para HPV. As mulheres 

que iniciaram a vida sexual com menos de 18 anos de idade 

apresentaram chance 3,97 vezes maior (95% CI, 1,0994-14,384, p = 

0,035) de adquirir infecção pelo HPV quando comparada com mulheres 

que tiveram o início após os 18 anos. Esse resultado está de acordo com 

o observado em vários estudos, no qual quanto mais cedo o início da 

vida sexual maiores as chances de se contrair o HPV. Entende-se que 

quanto mais jovens são as mulheres, maiores são os números de 

parceiros sexuais e acredita-se que o sistema imune em mulheres mais 

velhas seja mais eficiente em relação as mais jovens (Gravitt e Winer, 

2017)  

Alguns fatores podem influenciar a aquisição de novas infecções 

pelo HPV. Um estudo realizado na região de Tapajós no Amazonas em 

avaliou a aceitabilidade da auto-coleta cervico-vaginal, a prevalência do 

HPV e a associação à fatores de risco em mulheres HIV soropositivas e 

soronegativas,  no qual observou que o uso de álcool aumentou em 2,49 

vezes a chance de se ter infecção pelo HPV e estar infectado com o HIV 

aumentou esse risco para 6,17 vezes (Rodrigues et al., 2018). 

Em relação ao desenvolvimento de câncer do colo do útero, o 

HPV confere um risco maior quando associado a outros fatores de risco. 

Outras infecções sexualmente transmissíveis podem favorecer tanto a 

entrada do HPV nas células quanto a persistência da infecção e 

desenvolvimento de lesões pré cancerosas e nesse cenário o HIV tem 

um papel importante podendo reduzir o tempo para o desenvolvimento 

do câncer propriamente dito (Guidry e Scott, 2017); WHO, 2018). As 

pacientes avaliadas no presente estudo, apesar de 46,5 % apresentarem 
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algum histórico de outras infecções sexualmente transmissíveis, não 

apresentaram nenhum associação estatisticamente significativa sobre 

essa variável e a positividade para o HPV, porém, também não foi 

avaliado no momento do estudo se haviam outras infecções presentes.   

O tropismo do HIV pelas principais células de defesa do 

organismo, incluindo  monócitos, células dendriticas e como alvo 

primário os linfócitos T CD4+, acaba levando a uma deficiência ao 

sistema imune, importante na defesa contra o HPV, o que influencia 

diretamente na patogênese do HPV(Guidry e Scott, 2017). Em todo o 

mundo as mulheres HIV soropositivas têm apresentado um incidência 

maior de câncer do colo do útero. Outros mecanismos, além da depleção 

dos linfócitos CD4+, estão envolvidos no sinergismo entre o HIV e o 

HPV como o que favorece a entrada do HPV. As citocinas inflamatórias 

produzidas pelas células expostas as glicoproteínas do HIV diminuem a 

junção entre as células e por consequêcia diminui a barreira epitelial 

aumentando assim a suscetibilidade das células basais ao HPV (Guidry 

e Scott, 2017). 

O uso de anti-retrovirais pode estar relacionado com uma baixa 

prevalência de infecções por genótipos de alto risco oncológico em 

mulheres HIV soropositivas inclusive com uma baixa incidência de 

diagnósticos histológicos de HSIL/NIC2 e câncer cervical invasivo 

(Kelly et al., 2018). Em contra partida, no presente estudo, apesar de 

uma frequência de positividade para DNA do HPV abaixo do observado 

na maioria dos estudos, a frequência dos genótipos de alto risco foi alta 

sendo que praticamente todas as pacientes faziam uso de terapia anti-

retroviral (96,5%).  

Outros fatores que estão associados com o desenvolvimento de 

câncer do colo do útero são o uso de tabaco, contraceptivos orais, 

número de gestações, o número de parceiros sexuais e infecções 

sexualmente transmissíveis (Moreno et al., 2002; Berraho et al., 2017; 

Chagas et al., 2017; Rodrigues et al., 2018). Apesar do presente estudo 

não ter avaliado as lesões pré cancerosas que poderiam estar presente 

nas pacientes no momento do estudo, 16,7 % das mulheres relataram 

histórico de algum tipo de lesão no colo do útero. Não houve relação 

significativa entre o histórico de lesões e a positividade para o HPV ou 

os genótipos de alto risco. Seria necessário a realização de testes como o 

de Papanicolaou ou testes histológicos para avaliar a possibilidade de 

associação real entre o HPV e possíveis lesões pré-cancerosas. 

Existem algumas limitações no desenho do presente estudo. Por 

se tratar de uma população mais restrita, o número de amostras dependia 

das mulheres irem ao Centro Especializado em Aconselhamento e 
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Prevenção da cidade de Palhoça/SC para exame preventivo e que apesar 

do pouco tempo em que ocorreram as coletas conseguiu-se uma 

quantidade amostral relativamente boa. Sabe-se que quanto maior a 

amostragem mais precisos e robustos são os resultados, porém, ainda 

assim os dados obtidos nesse estudo estiveram de acordo com o 

observado na literatura atual. Outro fator relevante foi a reutilização das 

amostras, pois em cada nova extração as amostras eram submetidas a 

descongelamentos e congelamentos, isso poderia diminuir a qualidade 

através de possíveis degradações do DNA ali presente. Apesar da PCR 

possuir uma alta sensibilidade a metodologia utilizada possuía algumas 

limitações de sensibilidade e especificidade principalemente por se tratar 

de um método "in house" quando comparada com outros métodos 

moleculares comerciais. A utilização de primers consensu PGMY09 e 

PGMY11 possuem uma sensibilidade melhor do que seu antecessor 

MY09/MY11 (Gravitt et al., 2000; Koliopoulos et al., 2017).  

 Atualmente a detecção por metodologias moleculares está sendo 

cada vez mais utilizada para a detecção viral e genotipagem do HPV em 

amostras de tecidos e células esfoliativas (Koliopoulos et al., 2017). A 

PCR-RFLP, utilizada neste trabalho, apesar de possuir uma 

sensibilidade relativamente menor quando comparado com outras 

metodologias de genotipagem, como microarray, é um método que pode 

ser utilizado como teste primário para identificação de genótipos de alto 

e baixo risco oncológico principalmente  em países que possuem baixa 

renda (Golfetto et al., 2018). 

Quando se compara com o método de sequenciamento, a 

identificação de infecções com um único genótipo do HPV por PCR-

RFLP  tem concordância na identificação dos genótipos,  principalmente 

os de alto risco oncológico. Para múltiplas infecções pelo HPV, o PCR-

RFLP possui uma sensibilidade mais reduzida comparada com a 

metodologia de microarray (PapilloCheck®), no qual se observa a 

detecção de múltiplas infecções em apenas 25% das amostras por RFLP 

enquanto que pelo PapilloCheck® 62,5% (Golfetto et al., 2018). 

Quando se tem infecções múltiplas, as amostras com 3 ou mais 

genótipos formam um padrão complicado para identificação de qualquer 

genótipo pelo algoritmo utilizado nesse estudo, tornando o resultado 

inconclusivo. Por conta disso algumas amostras neste estudo não foram 

possíveis de afirmar qual o genótipo estava presente, pois apresentaram 

padrões de fragmentos impossíveis de identificar. Nesse ponto a 

utilização de testes completares mais precisos e sensíveis como, por 

exemplo, o sequenciamento, se faz necessário para identificação dessas 

amostras. 
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7. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

De acordo com o dados observados no presente estudo pôde-se 

observar que a frequencia de mulheres HIV soropositivas infectadas 

com o HPV é alta, ainda que menor quando comparado com estudos de 

prevalência. Nesse mesmo contexto as mulheres estudas apresentaram 

uma frequencia alta dos genótipos de alto risco oncológico (43,2%), 

com o HPV 16 e HPV 53 os mais frequentes, corroborando com o 

observado em outros estudos.  Diante disso, é possível notar o quanto 

mulheres HIV soropositivas estão susceptíveis a infecções por HPV, 

principalmente por genótipos de alto risco oncológico, incluindo 

genótipos não tão frequentes na população em geral. 

O método foi capaz de detectar e identificar praticamente todas as 

amostras com exceção de 11 delas, sendo que em 7 não foi possível 

identificar o genótipo pela complexidade do padrão resultante e 4 

acabaram por não ter material biológico suficiente. Em um primeiro 

momento o PCR-RFLP foi suficiente para identificar e quantificar os 

genótipos do HPV, porém testes complementares são necessários para a 

identificação das amostras dadas como inconclusivas.   

Apesar das poucas associações estatisticamente significativas, 

pôde-se observar que as mulheres que iniciaram a vida sexual muito 

cedo estão mais propensas à infecção pelo HPV e diante de todo o 

contexto em que estas mulheres vivem  (idade e portadoras do HIV) isso 

acaba sendo um agravante para a persistência do HPV no organismo e o 

desenvolvimento de lesões neoplásicas.  

Devido a frequência de genótipos de alto risco em mulheres HIV 

soropositivas, no qual pode facilitar o prognóstico do câncer do colo do 

útero, deve-se considerar este tipo de população em termos de controle 

de vacinação e acompanhamento para triagem, a fim de reduzir os riscos 

para o desenvolvimento de câncer nessas mulheres. 

Para as amostras consideradas inconclusivas por apresentarem 

um padrão de difícil identificação sugere-se que seja associada uma 

outra metodologia como por exemplo por hibridização com o objetivo 

que obter o número máximo possível de amostras com resultados 

precisos. 
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ANEXOS 

 

Anexo A - Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisas 

com Seres Humanos. 
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Anexo B - Questionário 

 
 


