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RESUMO 

 

 

Introdução: A infecção pelo papilomavirus humano (HPV) é um fator causal 
necessário para o desenvolvimento do câncer cervical. Dos vários tipos de HPV 
conhecidos alguns são considerados como de alto risco oncogênico pela sua 
associação com lesões cervicais pré-neoplásicas e câncer cervical. A infecção 
genital pelo HPV é altamente prevalente em mulheres jovens sexualmente ativas. 
Atualmente o sistema de primers de consenso PGMY09/11 associado à análise de 
polimorfismo dos fragmentos gerados por enzimas de restrição (RFLP), à 
hibridização ou ao seqüenciamento é um dos métodos mais sensíveis para 
detecção e tipagem do DNA-HPV em amostras genitais.  

Objetivos: Detectar o DNA-HPV e identificar os genótipos virais em amostras 
endocervicais de adolescentes sexualmente ativas do distrito sanitário noroeste do 
muniucípio de Goiânia. 

Metodologia: Realizou-se um estudo transversal com 432 adolescentes 
residentes no distrito sanitário noroeste do município de Goiânia e atendidas pelo 
programa de saúde da família. A detecção do DNA-HPV foi realizada em amostras 
endocervicais através da PCR empregando os primers de consenso PGMY09/11. A 
presença de DNA amplificável foi avaliada com os primers da β-globina 
(PCO3/PCO4). A identificação genotípica do HPV foi feita a partir do produto da 
PCR através de hibridização reversa line blot e RFLP. 

Resultados: O DNA-HPV foi detectado em 121 amostras, o que correspondeu a 
uma prevalência de 28% (IC95% 23,8-32,5). Todas as 432 amostras foram 
amplificadas com os primers da β-globina (PCO3/PCO4), confirmando a 
adequação do DNA. Foram identificados 30 genótipos diferentes de HPV sendo os 
mais prevalentes os de alto risco oncogênico: HPV-16 (6,7%), HPV-51 (5,1%), HPV-
31 (4,6%), HPV-52 (4,2%) e HPV-18 (3,5%). A hibridização line blot possibilitou a 
identificação de 54 casos de infecções múltiplas, nos quais os HPVs 16, 51, 18, 53 e 
52 foram os mais freqüentes. 

Conclusão: A prevalência do DNA-HPV foi elevada e identificou-se um amplo 
espectro de genótipos do HPV, predominando os de alto risco oncogênico. A 
freqüência de infecções múltiplas foi alta na população estudada. 

 

Palavras-chave: Papilomavirus humano; PCR-PGMY09/11; RFLP; hibridização 
line blot; adolescentes. 
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ABSTRACT 

 

 

Background: Human Papillomavirus (HPV) infection is a strong predictor for 
cervical cancer development. Some HPV types are considered at high-risk and 
associated with pre-malignant lesions and cervical cancer. Genital HPV infection is 
highly prevalent in sexually active young women. Actually PGMY09/11 primer 
system associated with Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), 
hibridization or DNA sequencing is one of the most sensitive methods for detecting 
and typing HPV-DNA in genital samples. 

Objectives: To detect and identify HPV-DNA genotypes in genital specimens 
among sexually active female adolescents from Distrito Sanitário Noroeste, 
Goiânia. 

Methods: We performed a cross-sectional study among 432 sexually active 
female adolescents (15-19 years), randomly selected at Distrito Sanitário Noroeste, 
Goiânia, and served by the Family Health Program. HPV-DNA was detected by 
PCR assay, in endocervical samples, using the PGMY09/11 consensus primer set. 
The presence of amplifiable DNA was assessed with β-globin primers 
(PCO3/PCO4). Amplicons generated with PGMY primers were typed with the line 
blot assay (PGMY-line blot) and RFLP. 

Results: HPV-DNA was detected in 121 samples yielding a 28% prevalence (95% 
CI 23.8-32.5). All samples yielded a β-globin amplimer, confirming the DNA 
adequacy. Thirty different HPV genotypes were identified, the high risk genotypes 
frequently found being: HPV-16 (6,7%); followed by HPV-51 (5,1%); HPV-31 
(4,6%); HPV-52 (4,2%) and HPV-18 (3,5%). PGMY-line blot test identified 54 
cases of infection caused by multiple genotypes. The genotypes 16, 51, 18, 53 and 
52 were the most frequently associated with cervical co-infection with multiple 
HPV types. 

Conclusions: A high prevalence of HPV-DNA was found and a broad spectrum of 
HPV genotypes was identified, predominantly high risk HPV genotypes. A high 
frequency of multiple HPV infections was found in the studied population 

 

Keywords: Human Papillomavirus; PGMY09/11-PCR; RFLP; line blot 
hybridization; adolescents. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais 

 

O câncer de colo uterino é uma das mais comuns neoplasias em mulheres; 

em uma perspectiva mundial, ocupa o segundo lugar, perdendo apenas para o 

câncer de mama, tanto em incidência quanto em mortalidade (Koutsky 1997, 

Walboormers et al. 1999, Bosch et al. 2002). Segundo a IARC (do inglês, 

International Agency for Research on Cancer), e a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), o índice mundial do câncer cervical é de 2.274.000, com 1.300.000 casos 

na Ásia, 337.000 na Europa, 218.000 na África, 172.000 na América Latina, 

167.000 na América do Norte e 80.000 na Austrália (WHO 2004). De acordo com 

o Ministério da Saúde (MS), o câncer de colo do útero foi responsável pela morte 

de 3.953 mulheres no Brasil em 2000, e as estimativas de novos casos de câncer 

cervical para 2003 são de 18,32/100.000 habitantes, com um número de óbitos 

estimado de 4,58/100.000 habitantes. Em Goiás, no entanto, essas estimativas 

chegam a 33,06/100.000 e 5,24/100.000 habitantes, respectivamente, superando 

inclusive, o câncer de mama (Instituto Nacional do Câncer - INCA 2004). 

Atualmente, não há mais dúvida que o papilomavirus humano (HPV, do 

inglês, Human papillomavirus) é o agente causal necessário para o 

desenvolvimento do câncer cervical (IARC 1995, Walboomers & Meijer 1997), com 

uma prevalência mundial de 99,7% do DNA HPV em carcinomas cervicais (Villa 

1997, Walboormers et al. 1999, Bosch et al. 2002, Zur Hausen 2002, Sherman & 

Lorincz 2003). O vírus é um fator necessário, mas não suficiente para o 

desenvolvimento da doença, necessitando da atuação de co-fatores (Munoz 2000, 

Almeida & Val 2002).  

A infecção genital pelo HPV é a doença viral sexualmente transmissível 

(DST) mais freqüente na população de adolescentes sexualmente ativas ocorrendo 



 

primariamente através do contato sexual com os epitélios cervical, vaginal, vulvar, 

peniano ou anal infectados (Moscicki 1999). 

Embora as conseqüências graves da infecção pelo HPV em geral, só sejam 

observadas décadas mais tarde, os índices de detecção do HPV em mulheres jovens 

são de 2 a 3 vezes maiores que nas mulheres adultas (Lappa et al 1999, Crum 

2000, Ludicke et al. 2001, Nonnemacher et al. 2002). Esse fato deve-se a fatores 

biológicos e psicossociais. Com relação aos primeiros, refere-se à extensão do 

epitélio colunar à ectocérvice (ectopia), sendo este epitélio mais suscetível às 

infecções que o epitélio escamoso não só em relação ao HPV como também a 

outros patógenos como a Neisseria gonorrhoeae e a Chlamydia trachomatis 

(Gevelber & Biro 1999). Quanto aos aspectos psicossociais, deve-se lembrar que a 

adolescência é uma fase crítica da vida humana na qual muitas vezes aparecem 

comportamentos de risco. Entre eles, destacam-se, na atualidade, a iniciação 

sexual precoce, a multiplicidade de parceiros sexuais, o uso inconsistente de 

preservativos, o uso e o abuso de álcool e de outras drogas ilegais e o tabagismo 

(Ley et al. 1991, Ho et al. 1998, Richart et al. 1998, Moscicki et al. 2000, Moscick 

et al. 2001, Schiffman & Castle 2003).  

Na infecção cervical pelo HPV podem estar presentes múltiplos genótipos 

do HPV. As co-infecções são detectadas principalmente em mulheres jovens, e isso 

se deve ao fato delas terem sido pouco expostas aos vírus e, conseqüentemente, 

não apresentarem uma resposta imune eficiente contra o HPV, o que explica a 

grande incidência de infecções múltiplas nessas jovens quando comparadas com 

mulheres adultas (Fife et al. 2001, Molano et al. 2002, Rousseau et al. 2003a). A 

presença de múltiplos tipos de HPV em amostra cervical pode estar associada com 

risco aumentado de desenvolver neoplasia cervical quando comparada com 

infecções por um único tipo de HPV (van der Graaf et al. 2002). 
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1.2 A biologia do HPV 

 

Os papilomavirus humanos fazem parte do gênero Papillomavirus, da 

família Papilomaviridae. As partículas virais são estruturas icosaédricas de 

aproximadamente 54 nm de diâmetro (Figura 1) (Doobar & Sterling 2001, de 

Villiers et al. 2004). 

 

  

Figura 1: Morfologia do papilomavirus humano (HPV). 

Fonte: www.hpv.ru/venera/dis/papiloma.htm; www.cdcnpin.org/scripts/std/std.asp. 

 

Existem atualmente, já identificados com base na homologia do DNA, mais 

de 100 tipos de HPV, dos quais aproximadamente 40 são encontrados no trato 

genital (Bosch et al. 1995, Richardson et al. 1999). Um genótipo do HPV é definido 

como um novo tipo quando o seu DNA tem menos de 90% de similaridade 

nucleotídica com outro genótipo de HPV já descrito. Um novo subtipo é definido 

quando tem uma similaridade nucleotídica entre 90 a 98%; uma variante de HPV é 

definida quando tem mais de 98% de similaridade nucleotídica com um HPV já 

descrito (Barrasso 2000). Os HPVs genitais podem ser divididos em dois grupos 

de acordo com a freqüência de associação com carcinomas cervicais. Os de baixo 

risco oncogênico incluem os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 62, 72, 81, 83, 

84 e 89 (Bernard et al. 1994, Richardson et al. 1999, Munoz 2000, Munoz et al. 

2003, Rousseau et al. 2003b, de Villiers et al. 2004). Já os de alto risco oncogênico 

são os HPVs 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e 

82 (Gravitt et al. 2000, Munoz et al. 2003, de Villiers et al. 2004). O HPV 16 é o 
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mais prevalente no mundo e está presente em cerca de 50% dos casos de câncer 

invasor do colo uterino (Almeida & Val 2002, Sherman & Lorincz 2003).  

O genoma dos papilomavirus é constituído de DNA circular de dupla fita 

com aproximadamente 8000 pares de bases (pb), contendo 10 regiões de leitura 

aberta (do inglês, Open Reading Frames - ORFs) (Turek & Smith 1997). O genoma 

viral pode ser dividido em três regiões: região reguladora que é uma longa região 

de controle (do inglês, Long Control Region - LCR) cobrindo cerca de 10% do 

genoma; uma região precoce (do inglês, Early - E) e uma região tardia (do inglês, 

Late - L) (Figura 2). A estrutura do genoma apresenta uma acentuada semelhança 

entre os diferentes vírus deste grupo: a localização das ORFs apresenta um alto 

grau de correspondência e somente uma fita é ativa transcricionalmente 

conseqüentemente a transcrição só ocorre em uma direção (Zur Hausen 1996). O 

mapa genômico do HPV-16 pode ser considerado como protótipo de todos os 

genótipos do HPV (Hubbard 2003). 

 

 

Figura 2: Mapa físico do genoma epissomal do HPV-16 (Revisado por Villa, 1997). 
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A região tardia (L) participa da expressão de proteínas estruturais do 

capsídeo viral, a região precoce (E) codifica proteínas associadas à replicação e à 

transformação, ou seja, é responsável pela oncogenicidade e a região reguladora 

(LCR) regula a transcrição das proteínas da região precoce (Zur Hausen 1996).  

Estruturalmente, a região precoce ou inicial é constituída por ORFs 

conhecidas como E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Os papilomavirus humanos não possuem 

os genes E3 e E8, presentes no papilomavirus bovino (BPV), cuja função não é 

conhecida até o momento (Doobar & Sterling 2001). A transcrição de E6 e E7 

produz oncoproteínas que podem promover a transformação neoplásica da célula 

hospedeira (Broker 1987, Zur Haussen 1996). 

 

Proteína E1: 

A replicação do genoma dos papilomavirus é controlada pela proteína 

codificada pelo gene E1. A proteína E1 tem sítios específicos de ligação ao DNA, 

sendo essencial para a replicação viral. A ORF E1 representa a estrutura mais 

conservada entre os diferentes tipos de papilomavirus (Zur Hausen 1996). 

 

Proteína E2: 

A ORF E2 codifica pelo menos duas, provavelmente três, diferentes 

proteínas, todas atuando como fatores de transcrição, que afetam diferentemente a 

expressão dos genes virais e são os principais reguladores intragenômicos (Zur 

Hausen 1996). O genoma viral é freqüentemente integrado ao da célula hospedeira 

nas lesões cervicais malignas. A integração cromossômica freqüentemente resulta 

na ruptura da ORF E2 (Sanches-Perez et al. 1997). Argumenta-se que a ruptura do 

gene E2 poderia levar a desregulação do ciclo celular e da via de diferenciação 

celular e, finalmente, ao fenótipo transformado. A deleção da ORF E2 é 

freqüentemente observada em biópsias de câncer cervical e em linhagens celulares 

derivadas deste câncer (Zur Hausen 1996). Acredita-se que a perda de E2 aumente 

os níveis de E6 e E7, cujas expressões contínuas são necessárias para a 

manutenção do estado transformado das células (Desaints et al. 1997).  
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Proteína E4: 

A proteína E4 parece ser incorretamente considerada como um produto do 

gene precoce. O papel dessa proteína no ciclo de vida viral ainda não está bem 

determinado, acreditando-se que a sua síntese esteja ligada à diferenciação 

terminal dos queratinócitos. Ela não é necessária para a transformação ou 

persistência epissomal do DNA viral. A proteína E4 está exclusivamente localizada 

nas camadas diferenciadas do epitélio infectado e a sua interação com as 

citoqueratinas resulta, para alguns autores, na formação dos coilócitos (Zur 

Hausen 1996, Turek & Smith 1997).  

 

Proteína E5: 

A proteína E5 é a principal proteína transformante do papilomavirus 

bovino (BPV). Em contraste, a E5 do HPV tem somente uma pequena atividade 

transformante. A ORF codificante para E5 é freqüentemente deletada em 

cânceres cervicais. Este fato apoia a hipótese de que E5 desempenha um papel 

nos passos iniciais da infecção por HPV, mas é obviamente dispensável para a 

manutenção da transformação maligna (Zur Hausen 1996). A proteína E5 

parece não ter participação na oncogênese humana, uma vez que não é expressa 

nos tumores. Apesar disso, as ações dessa proteína na célula podem ser 

fundamentais na preparação para a transformação celular, quando então, as 

funções das proteínas E6 e E7 tornam-se mais importantes (Mc Glennen 2000). 

 

Proteínas E6 e E7: 

Os genes E6 e E7 dos HPVs codificam as proteínas E6 e E7, 

respectivamente. Essas proteínas nos HPVs de alto risco estão diretamente 

envolvidas com a transformação celular (Howley 1989, Borysiewicz et al. 1996). 

A atividade oncogênica da proteína E6 tem sido verificada em muitos 

ensaios biológicos. Essas incluem imortalização de células primárias, 

transformação de linhagens celulares, resistência à diferenciação terminal, 

tumorogênese e alteração dos estágios do ciclo celular (Rapp & Chen 1998).  

A evolução de uma célula normal para a malignidade está associada com 
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alterações genéticas envolvendo a ativação de vários oncogenes e perda de genes 

supressores tumorais. As oncoproteínas codificadas por pequenos vírus DNA são 

proteínas multifuncionais. Elas usualmente não possuem atividade enzimática 

intrínseca, mas, atuam preferencialmente alterando a atividade de proteínas 

celulares envolvidas na proliferação. As proteínas E6 e E7 dos HPVs são algumas 

dessas oncoproteínas (Munger et al. 1989, Rapp & Chen 1998).  

A oncoproteína E6 tem a capacidade de ligar-se à proteína p53, que é um 

ativador transcricional dos genes envolvidos na regulação do ciclo celular, 

degradando-a e assim desempenhando ação anti-apoptótica (Finzer et al. 2002). A 

habilidade da proteína E6 de HPVs de alto risco de inativar a p53 (proteína 

supressora tumoral) foi sugerida como mecanismo pelo qual a proteína viral 

promove o crescimento e a proliferação celular (Turek & Smith 1997, Rapp & Chen 

1998, Poliseno et al. 2002).  

A proteína E7 pode ligar-se à proteína do retinoblastoma, inativando-a e 

liberando E2F, um ativador de promotores de genes que codificam sinais positivos 

de crescimento celular, o resultado é a ação estimuladora dos produtos desses 

genes sobre a progressão do ciclo celular (Gonzales et al. 2001).  

As oncoproteínas E6 e E7 derivadas dos HPVs de alto e baixo risco 

oncogênico ligam-se ao Rb (retinoblastoma) e ao p53 com elevada e baixa 

afinidades, respectivamente. O maior potencial oncogênico dos HPVs de alto risco 

comparado aos HPVs de baixo risco pode estar relacionado a essa diferença de 

afinidade (Richart et al. 1998). 

 

Proteínas L1 e L2: 

Os genes tardios L1 e L2 codificam as proteínas do capsídeo viral. A 

proteína L1 é o constituinte predominante do capsídeo, sendo altamente 

conservada em todos os tipos de HPVs. A proteína L2, ao contrário, é altamente 

variável, característica importante para as diferenças na antigenicidade dos HPVs 

(Richart et al. 1998). 

 

A região longa de controle (LCR) não é codificante e contém seqüências de 
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controle para a regulação e expressão gênica dos HPVs (Turek & Smith 1997). Essa 

regulação é complexa, sendo controlada por fatores de transcrição celulares e virais, 

que na maioria das vezes tem a participação da LCR, que varia substancialmente em 

sua composição nucleotídica entre os tipos de HPVs. A LCR dos HPVs ano-genitais 

variam de tamanho, apresentando de 800 a 900 pb (Zur Hausen 1996).  

 

1.3 A infecção pelo HPV 

 

O HPV é um organismo obrigatoriamente intracelular que precisa infectar 

células mitoticamente ativas para se estabelecer no epitélio. Este fato 

provavelmente explica porque tanto o carcinoma escamoso, quanto o glandular, da 

cérvice começam inicialmente na junção escamocolunar e na zona imatura de 

transformação (Richart et al. 1998). A infecção pelo HPV no trato genital inferior é 

dividida em (Naud et al. 2000): 

• Infecção clínica: é a forma clinicamente evidenciável, ou seja, por 

observação a olho nu dos condilomas acuminados, vulgarmente 

denominados de “crista de galo”. 

• Infecção subclínica: é a forma evidenciável através do exame citológico e 

da colposcopia, após aplicação prolongada de ácido acético a 5%, e 

também através de técnicas de biologia molecular. A infecção subclínica 

difere da infecção clínica apenas em nível macroscópico. 

• Infecção latente: é a forma evidenciável apenas através de técnicas de 

biologia molecular em indivíduos com citologia e histologia normal. 

(Richart et al. 1998, Naud et al. 2000)  

Quando o vírus infecta uma célula epitelial mitoticamente ativa, pode 

resultar numa infecção latente, na qual o DNA na sua forma epissomal (circular) 

despido reside no núcleo e a replicação viral está vinculada com o ciclo celular. 

Células infectadas latentemente pelo HPV parecem ser morfologicamente normais e 

o vírus parece não interferir na divisão celular. Uma infecção latente pode ser 

convertida para uma infecção clínica ou subclínica, mas o sinal iniciador desta 

conversão não é conhecido. Está claro, contudo, que indivíduos imunossuprimidos 
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fisiologicamente (como na gravidez) ou patologicamente (como infectados pelo vírus 

da imunodeficiência humana - HIV) têm risco substancialmente aumentado de 

apresentar infecções replicativas pelo HPV, sendo que, quando este estado de 

imunossupressão acaba, o vírus pode novamente se tornar latente, como é 

comumente visto no pós-parto (Wright 1995). 

Estudos epidemiológicos em ampla escala mostram que a forma mais 

freqüente de infecção pelo HPV é a latente, podendo atingir até 40% de positividade 

em adolescentes sexualmente ativas. Essas adolescentes não apresentam nenhuma 

alteração macroscópica e a detecção do HPV é feita através de técnicas de biologia 

molecular. Apesar da alta incidência tanto de HPV de alto como de baixo risco, a 

infecção por esse vírus é predominantemente transitória e não evolui para lesões. 

Por outro lado, a persistência da infecção pelo HPV de alto risco, bem como carga 

viral elevada, estão associadas ao desenvolvimento de lesões e à progressão da 

doença (Richart et al. 1998, Dalstein & Reithmuller 2003).  

A maioria das infecções iniciais pelo HPV no epitélio da cérvice parece 

desaparecer espontaneamente sem tratamento, provavelmente devido a resposta 

imune do hospedeiro. Todavia não se pode predizer, em indivíduos com 

imunidade adequada, que tipo de infecção viral persistirá e qual se tornará latente 

ou progredirá para neoplasia intraepitelial escamosa (NIC) ou câncer invasivo.  

Embora já não haja dúvida de que a infecção pelo HPV seja o fator 

necessário para o desenvolvimento do câncer de colo uterino, ele não é suficiente. 

Existem três grupos de co-fatores relacionados com a progressão para lesão de alto 

grau e câncer invasor: fatores relacionados ao vírus, o tipo e a carga viral, fatores 

relacionados ao hospedeiro, a idade, o estado nutricional, as condições sócio-

econômicas, as condições imunes, a paridade e possivelmente fatores genéticos, 

além de fatores comportamentais, tais como a idade da primeira relação sexual, o 

número de parceiros sexuais e o uso de cigarro (Schiffman & Brinton 1995, Ho et 

al. 1998, Moscicki et al. 1998, Richart et al. 1998, Bosch et al. 2002, Frega & 

Stentella 2003, Schiffman & Castle 2003, Tarkowski et al. 2004). Outros possíveis 

co-fatores, citados na literatura, são o uso de contraceptivos hormonais, deficiência 

de folatos e vitamina C, além da co-infecção por herpes e/ou clamídia (de Sanjose 

& Munoz 1994).  

 20 



 

 

1.4 Diagnóstico laboratorial da infecção pelo HPV 

 

A grande importância de se diagnosticar a infecção pelo HPV decorre de 

seu papel, hoje conhecido, como agente etiológico do câncer cervical. Os principais 

métodos laboratoriais disponíveis são: a citologia, a histopatologia e os métodos de 

biologia molecular. A imunohistoquímica e a sorologia têm pouca aplicação na 

prática clínica atualmente (Cho et al. 1998, Hubbard 2003).  

A citologia vaginal (Papanicolaou) é um dos recursos mais 

importantes já disponibilizados em medicina preventiva. Esse método permite, 

além do diagnóstico de câncer, a observação do efeito citopático do HPV 

(coilocitose) e, ainda, o que é mais importante, das transformações celulares pré-

neoplásicas causadas pelos HPVs oncogênicos. Como o HPV é encontrado em 

praticamente todos os casos de carcinoma ou de lesões pré-neoplásicas, um 

diagnóstico citológico de carcinoma ou de lesão intra-epitelial significa, também, 

um diagnóstico de infecção pelo HPV. É um método simples e de baixo custo, 

porém, de baixa sensibilidade e especificidade (Cuzick et al. 2000, Almeida & Val 

2002, Cuzick 2002). 

A colposcopia apresenta a vantagem da informação imediata da 

presença ou ausência de lesão significativa e da sua avaliação topográfica e devido 

à sua elevada sensibilidade, permite indicar a melhor forma de tratamento 

(Mitchell et al. 1999, Wright et al. 2002). As desvantagens incluem, custo às vezes 

elevado, o potencial para exageros no diagnóstico e tratamento devido à elevada 

sensibilidade e à baixa especificidade, e às vezes a espera de uma a duas semanas 

pelo resultado histopatológico (Wright et al. 2002). 

A histopatologia é um método que permite um diagnóstico preciso das 

lesões pré-neoplásicas. Existem, entretanto, lesões de difícil interpretação, 

principalmente aquelas que exibem alterações discretas, ou que se apresentam 

associadas à atrofia ou à regeneração epitelial (Jovanovic et al. 1995).  

A fim de se proceder a confirmação do diagnóstico, bem como a 

determinação do tipo do HPV causador da infecção, somente as técnicas 
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moleculares que permitem a análise do genoma viral têm se mostrado eficientes. 

Existem vários métodos de biologia molecular para a detecção e a quantificação do 

HPV, como hibridização Southern e dot blot com sondas específicas para o tipo de 

HPV (Jacobs et al. 1995), Captur a de híbridos(Venturoli et al. 2002), PCR (do 

inglês, polymerase chain reaction) com primers tipo-específico (Baay et al. 1996) 

e PCR com primers de consenso (de Roda Husman et al. 1995).  

A detecção molecular inicial do DNA-HPV foi efetuada pelo uso de técnicas 

de hibridização molecular, southern blot (Hubbard 2003). Esse foi o método 

original de primeira escolha para a detecção de DNA-HPV, devido ao seu elevado 

grau de especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma diferenciação 

precisa dos diferentes tipos de HPV quando utiliza-se enzimas de restrição. A 

desvantagem desse método é o fato de ser caro e trabalhoso e de requerer 

quantidades relativamente grandes de tecido que precisa ser congelado 

imediatamente após a excisão do espécime. As técnicas simplificadas e 

automatizadas de hibridização, como dot-blot, são mais rápidas e fáceis, mas 

apresentam uma especificidade menor (Reid & Lorincz 1995).  

A hibridização in situ permite a localização do ácido nucléico viral 

dentro das células. Da mesma forma que os outros métodos, baseia-se no 

pareamento complementar de sondas específicas com o DNA viral presente no 

espécime clínico. As sondas moleculares (“probes”) são previamente marcadas 

com substâncias como biotina ou digoxigenina, podendo utilizar-se também 

material radioativo (P32, S35, H3), se necessário. A principal vantagem é a 

possibilidade de não somente identificar o tipo viral e a sua localização nas áreas 

infectadas, mas principalmente o estado físico do DNA, se epissomal ou 

incorporado ao genoma da célula hospedeira. É crescente o número de autores que 

utilizam essa técnica com resultados e conclusões importantes, principalmente no 

que tange à presença de partículas virais incorporadas ao genoma e ao seu papel 

prognóstico. Entretanto, a sensibilidade do método é prejudicada, pois o DNA do 

espécime está presente apenas em pequenas quantidades em cada célula, ao invés 

de encontrar-se isolado e concentrado (Hubbard 2003).  

A Captura de híbridos é uma técnica molecular extremamente 

específica e de fácil execução que fornece a tipagem viral por grupos (alto e baixo 

risco), além de permitir uma estimativa da carga viral em determinada amostra. 
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Sondas de RNA complementares a áreas específicas do genoma da maioria dos 

tipos virais são utilizadas. Caso existam partículas virais no espécime clínico, os 

híbridos formados entre o DNA viral e as sondas específicas são capturados na 

parede do tubo de reação ou microplaca recobertas com anticorpos específicos 

marcados com fosfatase alcalina. As sondas não reagentes são lavadas e a detecção 

da reação é feita pela adição de substrato quimioluminescente da fosfatase 

alcalina. A conseqüente emissão de luz é lida por luminômetro, sendo a 

intensidade da luz proporcional à quantidade de HPV na amostra (Lin et al. 2000, 

Sun et al. 2002). A captura de híbridos é realizada rotineiramente em material 

colhido por escova e biópsia não incluídas em parafina. A vantagem da técnica é a 

alta sensibilidade e especificidade, porém tem custo elevado e não determina o tipo 

específico do HPV presente na amostra (Cuzick 2002, Hubbard 2003). A inclusão 

dos testes de detecção de DNA-HPV em rastreamentos de rotina, especificamente 

a captura de híbridos de 2a geração (HCII do inglês, Hybrid Capture), foi 

recentemente aprovada pelo FDA americano (do inglês, Food and Drug 

Administration) como complemento do Papanicolaou para detecção de lesões 

precursoras do câncer cervical (Petry et al. 2003). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês, Polymerase Chain 

Reaction) tem sido usada para a detecção de HPV, genotipagem e determinação da 

carga viral (Hubbard 2003). Com a PCR, segmentos específicos de DNA podem ser 

amplificados até um milhão de vezes em questão de horas, transformando 

minúsculas quantidades de DNA-HPV em quantidades facilmente detectáveis 

(Manos et al. 1989). O DNA a ser estudado pode ser coletado por escova 

endocervical, lavado vaginal, fragmento de biópsia, fresco ou blocado em parafina. 

Nessa técnica, utiliza-se a enzima Taq DNA polimerase que é capaz de sintetizar 

DNA a partir de apenas uma cópia dessa molécula, através da incubação sucessiva 

e repetida a temperaturas que causem desnaturação do DNA molde, pareamento 

com oligonucleotídeos específicos e síntese de DNA.  

Os métodos baseados em PCR utilizam conjuntos de oligonucleotídeos 

iniciadores (“primers”) de consenso ou genéricos, ou primers específicos para um 

determinado tipo viral que permite a amplificação do DNA-HPV desejado, mesmo 

que presente em quantidades ínfimas (Remmerbach et al. 2004).  
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A PCR utilizando os primers tipo-específico requer a realização de 

múltiplas reações de PCR, enquanto que os primers de consenso foram 

desenvolvidos para detectar um amplo espectro de genótipos de HPV a partir de 

uma única reação de PCR (Kleter et al. 1999, Chow et al. 2000, Coutlée et al. 

2002). 

Os chamados “primers degenerados” (do inglês, “degenerate primers”) 

possibilitam, em um único tubo, a pesquisa de vários tipos virais simultaneamente. 

Nessa eventualidade, existe ainda a necessidade de estudo complementar com 

enzimas de restrição para determinar com exatidão o(s) tipo(s) virais (Bernard et 

al. 1994). Seqüências iniciadoras genéricas ganharam reconhecimento 

internacional, por amplificar regiões conservadas do genoma viral, 

correspondendo à região L1.  

Várias seqüências de primers de consenso têm sido utilizadas. Os primers, 

GP5+/GP6+, SPF10, MY09/MY11 e PGMY09/11 possuem diferentes 

características que permitem detectar e genotipar um amplo espectro de tipos de 

HPV (Hildesheim et al. 1994, Jacobs et al. 1997, Hubbard 2003). 

Existem cerca de 40 tipos já identificados de HPVs no trato genital, que 

geralmente são detectados em amostras clínicas pelos métodos de PCR com 

primers de consenso. Os dois sistemas comumente usados MY09/11 e GP5+/6+ 

amplificam seqüências alvo no gene L1 do HPV de um amplo espectro de 

genótipos, porém com diferentes níveis de sensibilidade entre os tipos de HPV. 

Estes testes têm sido utilizados nos estudos sobre a história natural da infecção 

pelo HPV (Snijders et al. 1990, Bauer et al. 1991, Tieben et al. 1993). O sistema 

MY09/11 tem sido predominantemente usado nos estudos epidemiológicos na 

América do Sul, América do Norte e Ásia (Bosch et al. 1995, Liaw et al. 1995), 

enquanto que o sistema GP5+/6+ tem sido usado principalmente na Europa (de 

Roda Husman et al. 1995, Jacobs et al. 1997). 

 Os produtos resultantes da amplificação por MY09/11 e GP5+/6+ 

apresentam cerca de 450 e 150 nucleotídeos, respectivamente (Figura 3), dentre os 

quais alguns são relativamente conservados, permitindo a utilização do mesmo par 

de primers para detectar mais de 25 genótipos de HPV (Gravitt et al. 1998, Kleter 

et al. 1999).  
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Os primers MY09/11 foram redesenhados para aumentar a sensibilidade 

na amplificação de diferentes tipos de HPV originando o pool de oligonucleotídeos, 

PGMY09 e PGMY11, que se ligam no mesmo local da região L1. Este novo sistema 

foi descrito por Gravitt et al. (2000). A utilização dos primers PGMY09/11 

aumentou substancialmente a sensibilidade na amplificação tipo-específico de 

amostras infectadas com múltiplos tipos de HPV (Gravitt et al. 2000, Coutlée et al. 

2002).  

 

 

Figura 3: Representação esquemática da localização dos diferentes primers 

(PGMY09/PGMY11, MY09/MY11, GP5+/GP6+) no genoma do HPV. 

(Kleter et al. 1999). 

 

 

Os métodos que utilizam a PCR oferecem algumas vantagens, tais como 

uma sensibilidade consideravelmente maior, a possibilidade de diferenciação ou 

tipagem dos vírus com base em suas seqüências genômicas, a quantificação da 

carga viral e a necessidade de pequenas quantidades de DNA, e por isso a PCR é 

considerada a técnica mais flexível e mais sensível quando comparada com as 

demais (Hubbard 2003). 
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1.5 Identificação genotípica do HPV 

 

Para análise genotípica do HPV são escolhidas áreas do genoma viral que 

exibem um polimorfismo tipo-específico. O gene L1 parece ser o mais polimórfico, 

sendo freqüentemente usado em ensaios de genotipagem baseados em PCR 

(Meyer et al. 1995, Gravitt et al. 2000). 

Vários métodos têm sido descritos para identificar os genótipos do HPV 

após a amplificação com os primers de consenso: a análise do polimorfismo dos 

fragmentos gerados por enzimas de restrição (RFLP, do inglês, restriction 

fragment length polymorphism) (Bernard et al. 1994, Meyer et al. 1995, Wang et 

al. 1997, Wang et al. 1999, Kay et al. 2002, Hubbard 2003), as técnicas que 

permitem a diferenciação específica dos tipos de HPVs de alto e baixo risco 

oncogênico como a hibridização do DNA-HPV com sondas tipo-específicas 

(Hildesheim et al. 1994), hibridização em placa (Clavel et al. 1998) ou hibridização 

reversa line blot (Gravitt et al. 1998, Laconi et al. 2001, Perrons et al. 2002) e 

também o seqüenciamento direto de ácidos nucléicos (Chow et al. 2000, Vernon et 

al. 2000, Feoli-Fonseca et al. 2001). Alguns destes sistemas de tipagem 

apresentam várias desvantagens, tais como, a necessidade de múltiplas reações de 

hibridização e a sensibilidade limitada para a detecção de múltiplos genótipos de 

HPV em uma única amostra. 

Pelo método de RFLP o DNA amplificado é digerido por enzimas de 

restrição, que são endonucleases que cortam DNA de dupla fita em seqüências 

específicas. As enzimas de restrição mais usadas são: BamHI, DdeI, HaeIII, HinfI, 

PstI, Rsa e Sau3. A interpretação dos resultados da digestão em relação aos tipos 

de HPV às vezes é difícil, principalmente em casos de infecções múltiplas 

(Hubbard 2003). Além do mais, uma vez que os fragmentos de restrição não são, 

na prática, identificados por hibridização específica, a identificação de bandas 

espúrias pode dificultar a determinação dos genótipos (Meyer et al. 1995, Wang et 

al. 1999, Kado et al. 2001).  

 26 



 

A hibridização reversa (line blot) detecta DNA amplificado tipo-

específicos pela hibridização seletiva com oligonucleotídeos (sondas) imobilizados 

em membranas de nylon. Nesta técnica os genótipos individuais de HPV podem 

ser classificados com um nível muito alto de sensibilidade, o que é essencial em 

casos de infecções múltiplas (Bekkers et al. 2002, Perrons et al 2002). O método 

descrito por Gravitt et al. (2000) permite a identificação de 27 tipos diferentes de 

HPV em uma única tira de hibridização. 

O seqüenciamento direto do DNA viral a partir dos produtos de PCR 

pode ser usado para distinguir os genótipos de HPV presentes em amostras 

clínicas. Esta tecnologia permite identificar novos genótipos de HPV, bem como a 

presença de mutações em genótipos já conhecidos (Chow et al. 2000, Nelson et al. 

2000, Vernon et al. 2000, Kado et al. 2001).  

Os estudos epidemiológicos demonstram que a PCR associada ao ensaio de 

hibridização, seqüenciamento ou análise de fragmentos de restrição funcionam 

como padrão ouro na detecção e tipagem dos diversos tipos de HPV (Walboomers 

et al. 1999, Sun et al. 2002).  

 

 

1.6 Justificativa 

 

As estimativas de prevalência da infecção pelo HPV em mulheres na 

população mundial varia de 2% a 44% (Bosch & de Sanjose, 2003). Esta grande 

variação é explicada pelas diferenças na idade das populações estudadas e na 

sensibilidade dos testes empregados para a detecção da infecção. A prevalência é 

maior entre as mulheres jovens e o pico ocorre abaixo dos 25 anos de idade 

(Schiffman 1992, Herrero et al. 2000). A prevalência e a genotipagem do HPV em 

adolescentes do gênero feminino vem sendo estudada, especialmente nos países 

desenvolvidos (Richardson et al. 1999, Ludicke et al. 2001, Woodman et al. 2001). 

As taxas encontradas em diferentes estudos variam entre 13% a 33%, 

provavelmente devido ao uso de métodos com graus variáveis de sensibilidade. 
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No Brasil, poucos estudos avaliaram a prevalência da infecção por HPV em 

adolescentes, de acordo com o I Consenso Brasileiro de HPV, a prevalência varia 

de 19% a 33% em adolescentes sexualmente ativas (Carvalho et al. 2000). 

Contudo, em Goiás estes estudos são inexistentes. 

O câncer de colo de útero em Goiás é um problema de saúde pública, uma 

vez que é a segunda causa de morte em mulheres (Rabelo-Santos et al. 2003, INCA 

2004)). Além disso, algumas pesquisas realizadas em Goiânia mostram que os 

adolescentes e jovens apresentam vários comportamentos sexuais considerados de 

risco para a infecção cervical pelo HPV (Guimarães et al. 1997, Monteiro 1999). 

Assim, um estudo sobre a detecção e a identificação genotípica do HPV, 

empregando métodos com alta sensibilidade e capazes de discriminar um amplo 

espectro de HPVs, em adolescentes sexualmente ativas de Goiânia, ampliará os 

conhecimentos da distribuição geográfica deste vírus e poderá ser importante para 

o estabelecimento de medidas preventivas eficazes nessa população. 
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2. OBJETIVOS 

- Detectar o DNA-HPV em adolescentes sexualmente ativas da região 

noroeste do município de Goiânia, através de PCR. 

 

- Identificar os genótipos de HPV, utilizando as técnicas de RFLP e 

hibridização line blot.  

  



3. METODOLOGIA  

O presente estudo fez parte de um grande projeto denominado: “Estudo 

das doenças sexualmente transmissíveis em adolescentes do distrito 

sanitário noroeste do município de Goiânia: prevalência e validação do 

diagnóstico de cervicite por escore de risco e exame ginecológico”. Os 

objetivos específicos deste projeto foram determinar a prevalência das infecções 

genitais por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e por papilomavirus 

humano, validar o uso de escore de risco e os dados do exame ginecológico para o 

diagnóstico de cervicite por C. trachomatis e N. gonorroheaea e estudar o 

comportamento sexual das adolescentes do gênero feminino, residentes neste 

distrito sanitário. 

A população alvo do projeto foi constituída de 4091 adolescentes, do sexo 

feminino com idade entre 15 a 19 anos, atendidas pelas agentes de saúde do 

Programa Saúde da Família – PSF do distrito sanitário noroeste do município de 

Goiânia-GO. 

A amostra estimada foi de 588 adolescentes sexualmente ativas, com 

precisão de 1,5%, prevalência mínima esperada de 4% para as DST estudadas, 

estimativa de 60% de adolescentes sexualmente ativas e índice de recusa de 10%. 

Foi então planejada a convocação de 1078 adolescentes. Para isso realizou-se um 

sorteio aleatório sistemático entre as famílias que tinham adolescentes do gênero 

feminino com idade entre 15 a 19 anos. O projeto piloto mostrou taxa de 51% de 

adolescentes sexualmente ativas e a amostra foi recalculada para 1764, 

considerando-se o índice de comparecimento obtido de 50%. 

A amostra final foi composta por 914 adolescentes, das quais 472 eram 

sexualmente ativas e 432 realizaram exame ginecológico, incluindo coleta de 

material para diagnóstico de infecção por papilomavirus humano (HPV).  



 

Todas as adolescentes eram inicialmente entrevistadas por médica de 

adolescentes ou enfermeira treinada, através de questionário contendo questões 

sociodemográficas e de saúde, incluindo início da vida sexual (Anexo 1). As 

adolescentes que não eram sexualmente ativas eram orientadas sobre as questões 

de saúde ou encaminhadas para consulta médica e/ou vacinação quando 

necessário. As adolescentes sexualmente ativas eram encaminhadas para consulta 

ginecológica, onde respondiam um questionário, contendo questões sobre prática 

sexual, vida reprodutiva e sintomas ginecológicos. 

 

 

3.1 Obtenção e processamento das amostras 

 

Durante o exame ginecológico, após a limpeza do colo para a retirada do 

excesso de muco, coletaram-se células cervicais do colo do útero (ectocérvix e 

endocérvix), destinadas à análise, através de uma escova do tipo “cytobrush”. As 

células foram desprendidas da escova através de imersão em um tubo Falcon de 7 

mL contendo 1 mL de tampão fosfato estéril TE (TRIS 10 mM pH 7,5 e EDTA 1 mM 

pH 8,0). Após agitação rigorosa a escova foi desprezada e o tubo tampado. As 

amostras foram transportadas sob refrigeração, no mesmo dia, para o Laboratório 

de Imunologia Celular do IPTSP/UFG, onde foram estocadas entre 2° e 8°C, por no 

máximo três dias. A seguir, os tubos contendo as amostras foram homogeneizados 

em vórtex e a suspensão de células foi dividida em duas alíquotas de 500 μL em 

tubos Eppendorf, e congeladas a -80°C até a realização dos ensaios moleculares. 

 

 

3.2 Extração do DNA  

 

As amostras foram inicialmente tratadas com proteinase K 200 μg/ml, 

promoveu-se a homogeneização em vórtex e incubou-se em banho-maria a 56°C 

“overnight”, mantendo-se os tubos bem tampados.   
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O DNA total foi extraído adicionando-se solução de fenol-clorofórmio-

isoamílico (25:24:1) pH 8,0 em cada amostra, volume a volume. Após 

homogeneizar cuidadosamente, os tubos foram centrífugados a 4°C em velocidade 

de 13000 a 15000 rpm por cinco minutos. A fase aquosa foi coletada em um novo 

tubo Eppendorf, desprezando-se a interface e a fase orgânica em água corrente. Se 

ainda houvesse proteína visível na interface, repetiam-se os procedimentos de 

extração com o fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (Clewley 1991, Coutlée 1997). 

 

 

3.3 Precipitação e Purificação do DNA 

 

A precipitação do DNA foi realizada acrescentando-se a 400 μL da 

amostra, 800 μL de etanol PA e 40 μl de NaCl 5 N e incubando-se a -20°C 

“overnight”. O DNA precipitado foi submetido à centrifugação em 14000 rpm por 

15 minutos. Após esse período, descartou-se o sobrenadante, o tubo foi invertido 

rapidamente em papel de filtro para retirar o excesso de líquido e lavou-se o DNA 

precipitado duas vezes com etanol a 70% para retirar o excesso de fenol. Após 

secagem à temperatura ambiente, o pellet foi finalmente eluído em 100 μL de TE. 

O DNA assim obtido foi estocado em freezer a -20°C até a realização da PCR.  

 

 

3.4 Detecção do DNA-HPV utilizando-se a PCR 

 

A PCR foi realizada com os primers de consenso PGMY09/PGMY11, 

descritos no quadro 1, que foram projetados para aumentar a sensibilidade e 

reprodutibilidade da PCR (Gravitt et al. 2000, Coutlée et al. 2002).  
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Quadro 1: Primers PGMY empregados na PCR. 

Designação do primer Seqüência do primer (5’ - 3’) 

PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG 

PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG 

PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG 

PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG 

PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG 

PGMY09-F CGT CCC AAA GGA AAC TGA TC 

PGMY09-G CGA CCT AAA GGA AAC TGA TC 

PGMY09-H CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC 

PGMY09-I* G CCA AGG GGA AAC TGA TC 

PGMY09-J CGT CCC AAA GGA TAC TGA TC 

PGMY09-K CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC 

PGMY09-L CGA CCT AAA GGG AAT TGA TC 

PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AAT TGA TC 

PGMY09-N CGA CCA AGG GGA TAT TGA TC 

PGMY09-P* G CCC AAC GGA AAC TGA TC 

PGMY09-Q CGA CCC AAG GGA AAC TGG TC 

PGMY09-R CGT CCT AAA GGA AAC TGG TC 

HMB01** GCG ACC CAA TGC AAA TTG GT 

* PGMY09-I e PGMY09-P têm 18 pb em extensão. As duas primeiras bases 5’ foram deletadas para reduzir a 
estrutura secundária interna do oligonucleotídeo. 

** HMB01 é substituído na região 3’ de outros genótipo de HPV para evitar a formação de estrutura 
secundária e pareamento interno (Gravitt et al. 2000). 

 

Os primers PGMY09/11 amplificam um fragmento de aproximadamente 

450 pares de base (pb) da região L1 do genoma do HPV.  

A PCR foi realizada empregando-se 1,5 μL de cada primer (25 μM, 

Integrated DNA Technologies), 10 μL de tampão para PCR 10x, 10 μL dNTP’s (2 

mM, Amersham Biosciences), 16 μL MgCl2 (25 mM), 1 μL de AmpliTaq Gold 

DNA polimerase (5 U/μL, Applied Biosystems), 4,0 μL de DNA e água milli-Q 

autoclavada q.s.p 100 μL. A amplificação foi realizada em termociclador Thermo 

Hybaid PCR Express Thermal Cycler, com o programa apresentado no Quadro 2. 
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Quadro 2: Programa para amplificação do DNA. 

Programa Tempo / temperatura 

HOLD – 1 ciclo 13 min. 95 °C 

CICLO – 40 ciclos 
1 min. 95 °C; 
1 min. 55 °C; 
1 min. 72 °C 

HOLD – 1 ciclo 5 min. 72 °C 

HOLD 4 °C 

  

Em todas as reações foram usados controle positivo para o DNA-HPV (SiHa-

HPV16) e negativo (água destilada). Para a análise dos produtos da amplificação, as 

amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de 

etídeo. Foram consideradas positivas para o DNA-HPV, as amostras que 

apresentaram uma banda de aproximadamente 450 pb, quando comparada com um 

marcador de peso molecular (100 pb ladder – PhiX174RFDNA/HaeIII, Invitrogen 

Life Technologies), incluído em cada eletroforese.  

A qualidade do DNA foi avaliada pela detecção e amplificação de 110 pb do 

gene da β-globina humana, empregando os primers PCO3/PCO4. As amostras 

positivas para globina, e que não apresentaram bandas na PCR com os primers 

PGMY09/PGMY11, foram consideradas negativas para HPV. 

 

  

3.5 Identificação genotípica do HPV por RFLP  

 

Alíquotas do produto da PCR de cada amostra positiva para o DNA do 

HPV, utilizando os primers PGMY09/PGMY11, foram tipadas de acordo com o 

padrão de bandas geradas a partir da digestão do produto da PCR empregando as 

enzimas de restrição: BamHI, DdeI, HaeIII, HinfI, PstI, RsaI e Sau3aI (Ting et al. 

1990). 

Em um tubo de 1,5 mL foi preparada uma mistura contendo 70 μL do 

produto da PCR, 8 μL de tampão E4 para enzimas de restrição (TRIS-HCl 10 mM 

pH 7,5, NaCl 100 mM, MgCl2 7 mM, β-mercaptoetanol 7 mM e 0,1% de 
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soroalbumina bovina) e 2 μL de água milli-Q autoclavada, a enzima Sau3aI tinha o 

seu tampão próprio. Foram transferidos 9,5 μL dessa mistura para sete tubos de 

1,5 mL, previamente identificados com o nome de cada enzima e 9,5 μL para um 

tubo sem enzima, que serviu como controle negativo da digestão. Adicionou-se 0,5 

μL de cada enzima de restrição aos respectivos tubos, que foram incubados a 37°C 

overnight para ocorrer a digestão.  

Após esse período, as enzimas foram inativadas a 65°C por dez minutos. 

Acrescentou-se 2 μL de tampão Ficoll (3 mL de Ficoll, 1 mL de xilenocyanol a 5%, 1 

mL de bromofenol a 5% e água q.s.p para 20 mL) em todas as amostras e os 

produtos das diferentes digestões foram aplicados em gel de poliacrilamida a 8%, 

numa ordem registrada, juntamente com um padrão de DNA com pesos 

moleculares conhecidos (PhiX174RFDNA/HaeIII). 

As amostras foram então submetidas à eletroforese. Os fragmentos foram 

visualizados após a coloração com uma solução de nitrato de prata e comparados aos 

mapas de restrição dos diferentes tipos de HPV (Anexo 2) (Bernard et al. 1994). 

 

 

3.6 Identificação genotípica do HPV através de hibridização reversa 

(line blot) 

 

Esta técnica foi realizada no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer 

em São Paulo, sob a supervisão da Dra. Luisa Villa, utilizando tiras de hibridização 

(Roche Molecular Systems, Inc.).  

As tiras de genotipagem do HPV são membranas de nylon contendo 29 

sondas de oligonucleotídeos específicas para 27 tipos individuais de HPV e 2 

sondas para β-globina (β-globina high e low) (Gravitt et al. 1998).  

Um esquema do procedimento realizado da hibridização line blot está 

apresentado na Figura 4. A PCR foi realizada empregando os primers PGMY09/11, 

PCO4 e GH20 (β-globina) biotinilados de acordo com a técnica descrita no item 

3.4. Em 40 μL de produto de PCR acrescentou-se 40 μL de solução de 
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desnaturação (NaOH 0,13 N).  

Colocou-se as tiras rotuladas nas bandejas e adicionou-se 3 mL de solução 

de hibridização pré-aquecida a 53°C. Em seguida, foram aplicados 75 μL do 

produto da PCR desnaturado sobre as tiras e as bandejas mantidas a 53 °C sob 

agitação durante 40 minutos. Após esse período, desprezou-se a solução de 

hibridização, e lavou-se com 3 mL de solução de lavagem a temperatura ambiente 

(t.a). Posteriormente, incubou-se com 3 mL de solução de lavagem pré-aquecida 

durante 15 minutos a 53°C. Após desprezar a solução de lavagem, incubou-se com 

3 mL de conjugado (estreptavidina – peroxidase (HSP)) agitando-se por 30 

minutos a t.a. As tiras foram novamente lavadas com 3 mL de solução de lavagem 

e incubadas nesta solução a 53°C repetindo o processo citado anteriormente. A 

seguir lavou-se as tiras com 3 mL de citrato de sódio 0,1 M durante 10 minutos a 

t.a. Após a remoção da solução de citrato, incubou-se com 3 mL de solução 

contendo o substrato cromógeno (H2O2 + tetrametilbenzidina-TMB em 

dimetilformamida) por 8 minutos a t.a no escuro. Finalmente, lavou-se as tiras 

com água, deixando-as em solução de citrato 0,1 M, entre 2 e 8°C por até 3 dias 

antes da interpretação dos resultados. 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da genotipagem do HPV em produto de 
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PCR pelo método de hibridização reversa line blot (Gravitt et al. 1998). 

As tiras foram acondicionadas em sacos plásticos vedados e guardadas no 

escuro. A interpretação dos resultados foi feita de acordo com a legenda padrão 

para os tipos de HPV representada na Figura 5.  

 

 

Figura 5: Esquema de sondas na tira de genotipagem do HPV (Gravitt et al. 1998). 

 

Os tipos de HPV de alto e baixo risco são visivelmente separados pelas 

linhas de controle da β-globina, onde os tipos localizados entre a linha de 
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referência e a linha de controle da β-globina estão associados com alto risco 

oncogênico. Já os tipos abaixo das linhas de controle são de baixo risco 

oncogênico, exceto o HPV 66 que é considerado de alto risco. De acordo com 

IBSCC (do inglês, International Biological Study on Cervical Cancer), foram 

considerados HPVs de alto risco oncogênicos aqueles detectados como uma 

infecção única em câncer cervical (Bosch et al. 1995, Gravitt et al. 1998). 

 

 

3.7 Processamento e análise dos dados 

 

O processamento e análise dos dados foram realizados utilizando o 

programa EpiInfo versão 6.0 (Dean et al, 2003). Foi realizada a análise descritiva 

das principais características sócio-demográficas e da prevalência pelo HPV, com 

respectivo intervalo de confiança (IC) de 95%. 

 

 

3.8 Considerações éticas 

 

Considerando-se os aspectos éticos, o projeto foi denominado “Adolescer 

com saúde” para que não houvesse identificação pública das adolescentes 

sexualmente ativas. Todas as entrevistas foram realizadas em local privado, sendo 

assegurada a confidencialidade para as adolescentes. Todas as participantes foram 

devidamente informadas sobre os objetivos da pesquisa e assinaram os termos de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo 3 e 4). Este projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Humana e Animal do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás (protocolo 081/2001 – Anexo 5). 

O projeto desta pesquisa foi aprovado e financiado pelo Ministério da 

Saúde – Coordenação Nacional de DST/AIDS – UNESCO (CFA 670/01) e apoiado 

pela Secretaria Municipal de Saúde de Goiânia/GO. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Características sócio-demográficas da população estudada 

 

No período entre agosto de 2002 a setembro de 2003 foram selecionadas 

as 432 adolescentes que participaram do estudo. 

A média da idade das adolescentes foi de 17,2 ± 1,3 anos; a maioria era 

solteira (67,9%) e as com parceiro fixo (casadas ou vivendo em união consensual) 

representavam 32,1% das participantes; 57% tinham 8 anos ou menos de 

escolaridade e 46,8% tinham renda familiar inferior a dois salários mínimos 

(Tabela 1). 
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Tabela 1: Características sócio-demográficas das adolescentes sexualmente ativas 

do Distrito Sanitário Noroeste do Município de Goiânia, GO, 2003. 

Variáveis n % 

Idade (anos) 
15  
16 
17 
18  
19 
Total 

 
54 
87 
96 
107 
88 
432 

 
12,5 
20,1 
22,2 
24,8 
20,4 

100,0 

Estado civil 
Solteira 
Casada 
Total 

 
291 
141 
432 

 
67,4 
32,6 

100,0 

Nível de escolaridade 
Até 4 anos 
5 a 8 anos 
> 8 anos 
Não sabe /Não respondeu 
Total 

 
19 

228 
184 

1 
432 

 
4,4 

52,8 
42,6 
0,2 

100,0 

Renda familiar (salário mínimo) 
< 2 SM 
2 a 4 SM 
> 4 SM 
Não sabe/Não respondeu 
Total 

 
200 
159 
49 
24 

432 

 
46,3 
36,8 
11,3 
5,6 

100,0 

SM = salário mínimo. 

 

 

4.2 Detecção do DNA-HPV 

 

O DNA-HPV foi detectado em 121 das 432 amostras submetidas a PCR 

utilizando os primers PGMY09/11 (Figura 6) o que correspondeu a uma 

prevalência de 28% (IC95% 23,8-32,5).  

Todas as 432 amostras de DNA amplificaram para o gene da β-globina, 

confirmando a adequação do DNA extraído. 
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Figura 6: Produtos da PCR empregando os primers PGMY09/11. Os produtos 

amplificados (450 pb) foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1%, corados com brometo de etídeo. As canaletas de 1 - 10 e 

de 12 - 17 contém amostras positivas para o DNA-HPV, a 11 

corresponde a uma amostra negativa, a 18 ao controle positivo (Siha: 

HPV-16), o marcador de peso molecular utilizado foi o φX174/HAE. 

 

 

4.3 Genotipagem do HPV 

 

Para a identificação genotípica das 121 amostras positivas para o DNA-HPV, 

foram utilizadas as técnicas de RFLP e hibridização line blot. Na Figura 7 está 

representada a genotipagem do HPV-16 pela RFLP. 
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Figura 7: Identificação genotípica do HPV16 (amostra 349) utilizando a técnica de 

RFLP. O produto amplificado com PGMY09/11 foi submetido à digestão 

com as enzimas de restrição (canaleta 1: BamHI, 2: DdeI, 3: HaeIII, 4: 

HinfI, 5: PstI, 6: RsaI e 7: Sau3aI).  

 

Alguns resultados da genotipagem empregando as tiras de hibridização 

line blot foram exemplificados na Figura 8. 
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Figura 8: Identificação genotípica do HPV através de hibridização line blot. Cada 

linha representa um tipo de HPV. As tiras de 1-10 mostram os 

resultados de 10 amostras diferentes (A-48, A-52, A-69, A-70, A-77, A-

140, A-160, A-182, A-189 e A-239 respectivamente). A tira 11 é o 

controle negativo da reação (H2O). 

 

Através da RFLP e hibridização line blot foram identificados 30 tipos 

diferentes de HPV e os mais freqüentes foram os de alto risco oncogênico. Como 

citado anteriormente na metodologia (item 3.6) a hibridização line blot permite a 

identificação de 27 tipos diferentes do HPV. No presente estudo, empregando 

essa técnica, foram identificados 25 tipos do HPV exceto os tipos 83 e 57. Cinco 

tipos do HPV (44, 61, 62, 70 e 89) só foram identificados através da RFLP. 

O HPV-16 foi o tipo predominante (24%), seguido pelos HPVs 51 (18,2%), 

31 (16,5%), 52 (14,9%) e 18 (12,4%) (Tabela 2).  
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Tabela 2: Prevalência geral dos genótipos do HPV determinada através da RFLP e 

hibridização line blot. 

GENÓTIPO N 
POPULAÇÃO HPV 
POSITIVA (n = 121) 

 (%) 

POPULAÇÃO GERAL 
(n = 432) 

(%) 

Alto risco oncogênico    

HPV-16 29 24 6,7 

HPV-51 22 18,2 5,1 

HPV-31 20 16,5 4,6 

HPV-52 18 14,9 4,2 

HPV-18 15 12,4 3,5 

HPV-53 11 9,0 2,5 

HPV-58 10 8,3 2,3 

HPV-39 09 7,4 2,1 

HPV-45 06 4,9 1,4 

HPV-66 06 4,9 1,4 

HPV-73 06 4,9 1,4 

HPV-26 04 3,3 0,9 

HPV-33 04 3,3 0,9 

HPV-56 04 3,3 0,9 

HPV-68 04 3,3 0,9 

HPV-35 02 1,6 0,4 

HPV-55 02 1,6 0,4 

HPV-70 02 1,6 0,4 

HPV-59 01 0,8 0,2 

HPV-82 01 0,8 0,2 

Baixo risco oncogênico    

HPV-6 07 5,8 1,6 

HPV-42 05 4,1 1,2 

HPV-54 05 4,1 1,2 

HPV-40 03 2,5 0,7 

HPV-84 03 2,5 0,7 

HPV-61 02 1,6 0,4 

HPV-62 02 1,6 0,4 

HPV-11 01 0,8 0,2 

HPV-44 01 0,8  0,2 

HPV-89 01 0,8 0,2 

 

Em 44,8% das adolescentes DNA-HPV positivas foram encontradas 

infecções múltiplas. O HPV-16 foi o tipo predominante, sendo encontrado em 21 

das 54 amostras, o que correspondeu a uma prevalência de 39%. Outros HPVs 
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também freqüentes nas infecções múltiplas foram o 51 (33% 18/54), 18 e 31 (22% 

12/54), 53 (20% 11/54), 52 (18% 10/54) (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Freqüência dos genótipos do HPV em infecções únicas e múltiplas. 

GENÓTIPO HPV 
INFECÇÃO ÚNICA 

(n) 
INFECÇÃO MÚLTIPLA 

(n) 

Alto risco oncogênico   

HPV-16 08 21 

HPV-18 03 12 

HPV-26 02 02 

HPV-31 08 12 

HPV-33 01 03 

HPV-35 - 02 

HPV-39 01 08 

HPV-45 05 01 

HPV-51 04 18 

HPV-52 08 10 

HPV-53 - 11 

HPV-55 01 01 

HPV-56 02 02 

HPV-58 02 08 

HPV-59 - 01 

HPV-66 03 03 

HPV-68 01 03 

HPV-70 02 - 

HPV-73 04 02 

Baixo risco oncogênico   

HPV-6 01 06 

HPV-11 01 - 

HPV-40 02 01 

HPV-42 02 03 

HPV-44 01 - 

HPV-54 03 01 

HPV-61 02 - 

HPV-62 - 02 

HPV-82 - 01 

HPV-84 - 03 

HPV-89 
 

- 
 

01 
 

PNI - 01 

 

 45 



 

Nas infecções múltiplas foram encontrados até cinco tipos diferentes do 

HPV. Em uma delas (A-49) foram encontrados o HPV-6 e um HPV não 

identificado (PNI - positivo não identificado) (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Ocorrência de infecções múltiplas de acordo com os tipos de HPV 

(n=54). 

Amostra Tipos de HPV 

A-01 6, 39, 52 e 73 

A-06 16 e 51 

A-08 18, 31, 39 e 51 

A-09 33 e 53 

A-16 52 e 84 

A-23 16, 35 e 58 

A-26 26 e 84 

A-27 6 e 53 

A-36 16, 31 e 51 

A-37 16, 31 e 51 

A-44 16, 18, 31, 51 e 52 

A-48 6, 16 e 82 

A-49 6 e PNI 

A-52 6, 18 e 31 

A-69 16 e 51 

A-70 31 e 53 

A-77 51 e 66 

A-90 55, 56, 58 e 68 

A-99 52 e 56 

A-132 51 e 18 

A-139 51 e 52 

A-140 58 e 68 

A-143 51 e 58 

A-160 16 e 58 

A-175 16 e 52 

A-178 16 e 89 

A-182 33, 39 e 53 

A-189 16, 53 e 54 

A-204 18 e 40 

A-222 52 e 62 

A-236 31 e 35 

continua 
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continuação 

Amostra Tipos de HPV 

A-239 18 e 31  

A-250 31, 42 e 66 

A-263 18, 53 e 58 

A-270 39 e 51 

A-277 16, 39, 51 e 73 

A-299 16, 31, 33 e 51 

A-306 26 e 62 

A-331 18, 51 e 66 

A-332 18 e 58 

A-336 16 e 53 

A-354 6 e 16 

A-355 31, 39, 52, 58 e 51 

A-363 16, 53 e 84 

A-398 16 e 51 

A-400 39, 51 e 53 

A-423 16, 18, 42 e 59 

A-425 16 e 51 

A-441 16 e 52 

A-445 52, 53 e 54 

A-454 16 e 39 

A-455 31 e 42 

A-466 18 e 53 

A-473 18 e 45 

PNI = positivo não identificado 

 

As associações mais freqüentes do HPV-16 nas infecções múltiplas foram 

com os HPVs 51 (42,8% 9/21), 31 (19% 4/21), 52 e 53 (14,3% 3/21) e 6, 18, 39 e 58 

(9,5% 2/21). 
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5. DISCUSSÃO 

No presente estudo foi realizada a detecção e a genotipagem do DNA-HPV 

em 432 amostras endocervicais de adolescentes sexualmente ativas do distrito 

sanitário Noroeste de Goiânia, com idade entre 15 e 19 anos, empregando a PCR, 

RFLP e hibridização line blot. O DNA-HPV foi encontrado em 28% (IC 95% 23,8 - 

32,5) das amostras. Esses dados são consistentes com outros estudos sobre a 

prevalência da infecção cervical pelo HPV envolvendo adolescentes e jovens do 

gênero feminino, como mostrado por Bauer et al. (1991) (33%), Ho et al. (1998) 

(26%), Nonnenmacher et al. (2002) (27,9%) e Matos et al. (2003) (25,2%). 

Richardson et al. (2003) também encontraram taxa de prevalência semelhante 

(29%), porém, em mulheres com idade um pouco superior (média de idade = 23 

anos, variação 17 - 42 anos). 

Outras pesquisas mostram taxas inferiores à encontrada nesse estudo, 

como a de Martinez et al. (1988) (13%), Moscicki et al. (1990) (15%), Moscicki et 

al. (1992) (18,4%), Shew et al. (1994) (19,2%), Evander et al. (1995) (21%), 

Richardson et al. (1999) (22%), Sellors et al. (2000) (20%), Woodman et al. (2001) 

(19%) e Winer et al. (2003) (19,7%). Essas diferenças nas taxas de prevalência 

podem ser explicadas pela variação das populações estudadas e dos métodos 

utilizados para a detecção do DNA-HPV.  

Atualmente os testes mais amplamente utilizados para pesquisa do HPV 

são a captura híbrida II (Digene), capaz de detectar 13 tipos de HPV de alto risco e 

5 tipos de baixo risco (Vernon et al. 2000, Terry et al. 2001), e a PCR com os 

primers genéricos MY09/11 (Qu et al 1997, Harnisch et al 1999). Para melhorar a 

detecção do HPV os primers MY09/11 foram redesenhados por Gravitt et al. 

(2000) e foi demostrado que a PCR-PGMY melhorou a sensibilidade, 

especificidade e reprodutibilidade da PCR-MY. O aumento na sensibilidade é 

atribuído em parte ao uso da enzima Ampli Taq Gold DNA polimerase (Coutlée et 
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al 2002, Kornegay et al. 2003, Giovanelli et al 2004). No presente estudo, foi 

empregado o sistema PCR-PGMY e nas 432 amostras endocervicais testadas o 

DNA-HPV foi amplificado em 121 amostras. Todas as 311 amostras negativas 

amplificaram com o gene da β globina, excluindo a possibilidade de inadequação 

do DNA ou inibição na PCR. Este sistema de primers também foi utilizado 

recentemente para detecção do DNA-HPV em amostras endocervicais (Agorastos 

et al 2004, Giovanelli et al. 2004).  

Neste estudo, os produtos da amplificação foram genotipados através das 

técnicas de RFLP e hibridização reversa line blot e foi possível identificar 30 

genótipos diferentes de HPV. Os cinco tipos de HPV mais freqüentes na população 

geral foram os de alto risco oncogênico predominando o HPV-16 (6,7%) seguido 

pelos HPVs 51 (5,1%), 31 (4,6%), 52 (4,2%) e 18 (3,5%). Os HPVs de alto risco 

oncogênico também foram mais freqüentes no estudo de Bauer et al. (1999), HPV-

16 (9%), HPV-18, 31 e 52 (5%), porém, no de Richardson et al. (2003), o HPV-16 

foi o mais freqüente (7%) seguido pelos de baixo risco oncogênico, HPV-53 (4,3%) 

e HPV-84 (3,8%). A prevalência de infecções cervicais pelo HPV tem sido 

investigada em muitos estudos (IARC-1995). Contudo, a variação na distribuição 

geográfica dos tipos do HPV não está bem documentada, exceto do HPV-16 que 

parece ser o mais freqüentemente encontrado na maioria dos países (Wheeler et 

al. 1993, Hildesheim et al. 1994, Ho et al. 1998, Franco et al. 1999, Liaw et al. 

1999, Woodman et al. 2001). Nossos resultados estão de acordo com estudos 

prévios que apontam uma maior prevalência do HPV-16 na população geral ou nas 

amostras HPV positivas (Ho et al. 1998, Woodman et al. 2001, Richardson et al. 

2003).  

De acordo com a literatura, a RFLP permite a identificação de um amplo 

espectro de tipos de HPV de mucosas, bem como a identificação de novos tipos que 

posteriormente são confirmados pelo sequenciamento (Bernard et al. 1994, Kay et 

al. 2002). No presente estudo o uso da técnica de RFLP foi importante, pois 

possibilitou identificar cinco tipos de HPV não tipados pela hibridização line blot. 

No entanto, a RFLP apresentou algumas limitações em relação à sua interpretação, 

como o aparecimento de bandas inespecíficas que dificultaram a determinação do 

genótipo de HPV e ainda, o grande número de bandas geradas através da digestão 

com as sete enzimas de restrição utilizadas (BamHI, DdeI, HaeIII, HinfI, PstI, 
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RsaI e Sau3aI), impossibilitou a identificação de todos os genótipos presentes em 

infecções múltiplas, especialmente naquelas com três ou mais tipos de HPV. 

A genotipagem do HPV pela hibridização reversa line blot tem mostrado 

uma sensibilidade maior e uma discriminação específica entre 27 tipos de HPV em 

infecção única e, principalmente, em infecções múltiplas (Gravitt et al. 1998, van 

den Brule et al. 2002). Através da line blot foram identificados 25 tipos diferentes 

de HPV, sendo que apenas os HPVs 83 e 57 não foram encontrados nas amostras 

analisadas. O uso dessa técnica foi fundamental para a identificação das infecções 

múltiplas nas amostras das adolescentes, o que não foi possível pela RFLP. A 

prevalência de infecções múltiplas foi elevada nas amostras DNA-HPV positivas 

(44,8%), resultado semelhante ao encontrado por Richardson et al. (2003) (38%) e 

Matos et al. (2003) (45,8%). Contudo, outros autores mostraram taxas inferiores 

de infecções múltiplas (Moscicki et al. (1990) 8,8%, Bauer et al. (1991) 13%, 

Evander et al. (1995) 14%, Sellors et al. (2000) 17%), em população de 

adolescentes e jovens do gênero feminino. Este fato está provavelmente 

relacionado com a utilização de técnicas menos sensíveis e que identificam um 

menor espectro de tipos de HPV do que o teste aqui empregado.  

As infecções múltiplas apresentaram até cinco tipos de HPV, sendo os de 

alto risco oncogênico os mais prevalentes, HPV-16 (39%) seguido dos HPVs tipo 51 

(33%), 18 e 31 (22%) e 53 e 52 (18%). Num estudo publicado recentemente por van 

der Graaf et al. (2002), os autores concluíram que a presença de múltiplos tipos de 

HPV numa amostra cervical pode estar associada com uma maior probabilidade de 

desenvolvimento de câncer cervical.   

Rousseau et al. (2003a e 2003b), demonstraram que a co-infecção pelo 

HPV depende da idade, sendo a idade jovem um forte preditor para as co-

infecções. Nossos resultados confirmam esta associação. Provavelmente as 

mulheres jovens apresentam uma maior prevalência de infecções múltiplas por 

não terem uma resposta imunológica eficaz em decorrência da menor exposição ao 

vírus. 

Este trabalho faz parte de um amplo estudo de corte transversal, de base 

populacional, realizado em adolescentes do sexo feminino do distrito sanitário 

noroeste de Goiânia, onde se avaliou o comportamento sexual e conhecimentos 
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sobre DST, bem como a prevalência de alterações citológicas e de outras DST, 

como a infecção por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoea e os fatores 

de risco sócio-demográficos e de comportamento sexual associados. A 

determinação dos fatores associados à infecção única ou múltipla pelo HPV será 

feita posteriormente.  

É o primeiro estudo realizado em Goiás, empregando-se a amplificação do 

DNA-HPV com o sistema de primers de consenso PGMY09/11 e a caracterização 

genotípica por RFLP e hibridização line blot. Estas técnicas permitiram a 

identificação de um amplo espectro de genótipos do HPV, especialmente de alto 

risco oncogênico, em adolescentes sexualmente ativas, grupo de alto risco para 

esta infecção. A realização de estudos prospectivos será importante para avaliar a 

evolução dessas infecções, tanto em relação ao aspecto citológico quanto à 

persistência viral e aquisição de novos tipos de HPV. Estes conhecimentos serão 

importantes para a definição dos tipos de HPV que deverão ser utilizados em 

vacinas nesse grupo populacional. 
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CONCLUSÕES 

- A prevalência encontrada para o DNA-HPV, empregando a PCR-

PGMY09/11, em adolescentes sexualmente ativas da região noroeste de Goiânia foi 

elevada. 

 

- Através da RFLP e hibridização line blot foi possível identificar 30 

genótipos diferentes do HPV sendo os mais prevalentes os de alto risco 

oncogênico. A última metodologia foi fundamental na identificação de infecções 

múltiplas, na população estudada. 
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Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
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