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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 
Estudo dos genótipos de HPV presentes em tumores do colo do útero em 

mulheres tratadas no INCA 
 

RESUMO 
Tese de Doutorado 

 
 João Paulo Castello Branco Vidal 

  
 O câncer do colo do útero é o quarto tipo de câncer mais comum entre as mulheres no mundo. 
Sua incidência é cerca de duas vezes maior em países menos desenvolvidos em relação aos mais 
desenvolvidos. Dentre outros cofatores, a infecção pelo papilomavírus humano (HPV) tem sido bem 
documentada como fator necessário  ao desenvolvimento deste tipo de câncer, sendo os tipos HPV16 e 
HPV18 responsáveis por aproximadamente 70-80% dos casos. A caracterização dos tipos virais mais 
frequentemente associados ao câncer cervical, permitiu o desenvolvimento de vacinas comerciais, 
atualmente disponibilizadas ou em fase de testes. Além disso, o interesse em variantes intratipo dos 
HPVs mais prevalentes está crescendo rapidamente, visto que evidências sugerem que essas variantes 
podem diferir biologicamente e etiologicamente no desenvolvimento e comportamento do tumor. Tendo 
em vista a relevância do câncer de colo de útero, a sua associação com diferentes tipos de HPVs, o 
desenvolvimento de vacinas, e o limitado número de estudos sobre a prevalência de diferentes tipos e 
subtipos desse câncer no Brasil, o presente projeto teve por objetivos: (1) Identificar a prevalência dos 
tipos de HPV identificados a partir de amostras de câncer cervical invasivo de 594 mulheres matriculadas 
no hospital do câncer II do Instituto Nacional do Câncer. (2) Levantar as características socioeconômicas 
desta coorte de pacientes. (3) Identificar a prevalência das variantes intratipo do HPV 16 e HPV 18. A 
detecção e genotipagem do HPV foram realizadas a partir da PCR e sequenciamento direto utilizando os 
iniciadores PGMY/GP, sendo identificados 370 amostras HPV 16; 77 amostras HPV 18; 33 amostras HPV 
45; 12 amostras HPV 35; 11 amostras HPV 58; 8 amostras HPV 73 e HPV52, respectivamente; 7 
amostras HPV31 e HPV33, respectivamente; 6 amostras HPV 59 e HPV 39, respectivamente; duas 
amostras HPV 26, HPV 51, HPV 56 e HPV 68, respectivamente e, por fim, 1 amostra HPV 83. Em 20 
amostras, foram observadas múltiplas infecções, em 16 amostras não foi possível a identificação do tipo 
de HPV presente e em 4 amostras não foi identificado o DNA viral pelo método empregado. Para a 
identificação das variantes do HPV 16 e HPV18, as amostras foram submetidas a amplificação por PCR e 
sequenciamento com primers tipo específico das regiões LCR e E6,  seguida a identificação dos 
haplótipos compartilhados, analise filogenética e identificação de polimorfismos específicos (SNVs) para 
cada variante. Para o HPV16, em 334 amostras obtivemos sequências integras, onde foram identificados 
125 haplótipos. Destes, 216 amostras foram classificadas como pertencentes a linhagem A, 10 amostras 
para a linhagem B, 10 amostras para  linhagem C e 97 amostras para a linhagem D. Para o HPV18, 71 
foram amostras analisadas e 33 haplótipos identificados. Destes, 55 amostras foram classificadas como 
pertencentes à linhagem A e 16 amostras à linhagem B. Nenhuma amostra foi classificada como 
pertencente a linhagem C. Em conjunto, nossos achados corroboram com a prevalência dos fatores de 
risco descritos para o HPV, demonstram uma alta diversidade dos tipos de HPV quando comparado a 
outros estudos desenvolvidos no Brasil, e por fim, apontam uma maior frequência de variantes, tanto para 
HPV 16 quanto HPV 18, das linhagens mais prevalentes em populações Européias e Norte Americanas. A 
diversidade genética de HPV 16 indicou uma recente expansão de variantes específicas ou uma 
vantagem seletivas associada ao desenvolvimento de câncer cervical. Para o HPV 18, este padrão não foi 
observado. 
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Abstract 
 
Cervical cancer is the forth most common cancer among women worldwide. The incidence is 
approximately two times higher in less developed countries than in the more developed. Among other 
cofactors, infection with human papillomavirus (HPV) has been well documented as a necessary factor for 
the development of this cancer, and the HPV16 and HPV18 types account for approximately 70-80% of 
cases. The characterization of the virus types most commonly associated with cervical cancer has enabled 
the development of commercial vaccines currently available or being tested. Moreover, the interest in 
variants of the most prevalent HPV is rapidly growing, since evidence suggests that these variants may 
differ biologically and epidemiologically in the development and tumor behavior. Considering the 
importance of cervical cancer, its association with different types of HPV, vaccine development, and the 
limited number of studies on the prevalence of different types and subtypes of cervical cancer in Brazil, this 
study aimed to: (1) identify the prevalence of HPV types identified from invasive cervical cancer samples 
from 594 women enrolled in the cancer hospital II of the National Cancer Institute. (2) Collect 
socioeconomic data of this cohort of patients. (3) Identify the prevalence of variants of HPV 16 and HPV 
18. The detection and genotyping of HPV have been performed by PCR and direct sequencing using the 
PGMY / GP primers. We identified 370 samples positive for HPV 16; 77 for HPV 18; 33 for HPV 45; 12 for 
HPV 35; 11 for HPV 58; 8 for HPV 73 and HPV52, respectively; 7 for HPV31 and HPV33, respectively; 6 
for HPV 59 and HPV 39 respectively; Two for HPV 26, HPV 51, HPV 56 and HPV 68 respectively and, 
finally, 1 for HPV 83. Multiple infections were observed in 20 samples; it was not possible to identify the 
type of HPV present in 16 samples and it was not possible to detect viral DNA by the method employed in 
4 samples. For the identification of variants of the HPV 16 and HPV 18, samples were subjected to PCR 
amplification and sequencing with type specific primers for LCR and E6 region, followed by the 
identification of shared haplotypes, phylogenetic analysis and identification of specific polymorphisms 
(SNVs) for each variant. For HPV16, we obtained 334 satisfactory sequences being identified 125 
haplotypes. Of these, 216 samples were classified as belonging to the lineage A, 10 samples belonging to 
the lineage B, 10 samples to line C and 97 samples for the lineage D. For HPV18, we obtained 71 
satisfactory sequences being identified 33 haplotypes. Of these, 55 samples were classified as belonging 
to the lineage A and 16 samples to lineage B. No sample was classified as belonging to lineage C. 
Together, our findings corroborate the prevalence of the risk factors described for HPV, demonstrate a 
high diversity of HPV types when compared to other studies conducted in Brazil, and finally, show a higher 
frequency of variants A for both HPV 16 as HPV 18, the most prevalent in European and North American 
populations. The genetic diversity of HPV 16 indicated a recent expansion of specific variants or selective 
advantage associated with the development of cervical cancer. For HPV 18, this pattern was not observed. 
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1. Introdução 

1.1.  Epidemiologia do Câncer Cervical no Brasil e no Mundo 
 

 O câncer do colo do útero (CCU) é o quarto tipo de câncer mais 

comum entre as mulheres no mundo com aproximadamente 530 mil casos novos 

por ano, sendo responsável pelo óbito de 265 mil mulheres por ano (Globocan, 

2012). Estudos demonstram que mais de 80% dos coeficientes mundiais de 

incidência e 86% de mortalidade ocorrem nos países em desenvolvimento (Ferlay et 

al., 2010), o que sugere que este tipo de câncer possui um comportamento 

epidemiológico intimamente relacionado ao Índice de Desenvolvimento Humano 

(IDH). As regiões com os maiores índices incluem a África Oriental e Ocidental, (> 

30 por 100.000), África do Sul (26,8 por 100.000), Centro-Sul da Ásia (24,6 por 

100.000), África Central e América do Sul (23,9 e 23,0 por 100.000 

respectivamente). Os índices são menores na Ásia Ocidental, América do Norte e 

Austrália / Nova Zelândia (< 6 por 100.000). Comparativamente os países do 

continente europeu, Estados Unidos, Canadá, Japão e Austrália apresentam as 

menores taxas observadas, enquanto que países da América Latina e, 

principalmente, de regiões mais pobres da África, apresentam índices extremamente 

elevados. Como exemplo, enquanto na Finlândia as taxas de incidência e de 

mortalidade por câncer do colo do útero foram 3,7 e 0,9 por 100 mil mulheres, 

respectivamente, na Tanzânia atingiram valores de 50,9 e 37,5 (dados de 2007, 

WHO, 2008b).  

 Já na população brasileira, o câncer de colo de útero é o terceiro mais 

incidente entre as mulheres (excluindo os casos de câncer de pele não melanoma), 

e para o ano de 2016 a estimativa de novos casos é de 16.340, com um risco 

estimado de 16,34 casos a cada 100 mil mulheres. Estas taxas são somente 

superadas pela incidência do câncer de mama, com estimativa de 57.960 mil novos 

casos, com uma incidência de 57,09 casos novos para cada 100 mil mulheres e o 

câncer de cólon e reto, com 17,62 novos casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 

Estimativa 2016) (Figura 1.1.1). No Brasil o câncer do colo do útero apresenta, em 

relação às taxas de incidência, valores relativamente equiparados a índices de 

outros países em desenvolvimento. Contudo, quando comparados aos países 

desenvolvidos, com programas de detecção precoce e políticas de prevenção 

melhor estruturadas, estas taxas apresentam valores bastante superiores.  
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Figura 1.1.1 -  Tipos mais incidentes de câncer na população feminina brasileira, segundo as 
estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), para o ano de 2016. Excluiu-se a incidência do 
câncer de pele não melanoma.  
(Estimativa 2016 – Incidência de câncer no Brasil, INCA 2015). 
 
 

Quanto a incidência entre os estados e regiões brasileiras, os números de 

casos de câncer do colo de útero apresentam grande variabilidade. 

Desconsiderando os tumores de pele não melanoma, o câncer de colo uterino é o 

mais incidente na Região Norte (24/100.000) e o segundo mais freqüente nas 

regiões Nordeste (19/100.000) e Centro-Oeste (21/100.000). Na região Sudeste 

(11/100.000) as estimativas apontam a terceira posição, enquanto a região Sul a 

quarta posição (15 /100.000) (Quadro 1.1.1).  Esta grande variação na incidência de 

câncer cervical observada entre as regiões brasileiras ou até dentro do próprio 

estado pode ser explicada pela grande extensão territorial do país e pelas 

desigualdades sóciais entre as diferentes áreas. Diversos estudos, no decorrer dos 

anos, apontaram o câncer cervical como uma doença multifatorial associado a 

infecções virais, fatores comportamentais, demográficos e socioeconômicos. Diante 

desse panorama torna-se evidente a necessidade de programas e estudos 

destinados ao controle do câncer em diferentes níveis de atuação, como na 

promoção da saúde, na prevenção da doença, na detecção de lesões precursoras 



  19 

ou de tumores em estágios iniciais, na assistência aos pacientes e na pesquisa 

básica 

 
Quadro 1.1.1 - Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasia cervical por 100 
mil mulheres nas diferentes regiões do Brasil. Figura retirada da publicação bienal das estimativas do 
INCA para 2016.(Estimativa 2016 – Incidência de câncer no Brasil, INCA 2015)  
 

1.2. Histórico HPV e Câncer Cervical 
 
 Em 1888 Eugene Garfield, no seu artigo All sorts of warts - Separating fact 

from fiction (Garfield et al., 1988) descreveu o histórico sobre os primeiros trabalhos 

acerca do papel infeccioso no processo de formação de verrugas (Payne,  1891; 

Licht C deF, 1894; Variot G, 1894 apud Garfield,1988), a posterior suspeita de que 

um vírus fosse o agente causador (G. Ciuffo, 1907 apud Garfield,1988), o caráter 

transmissivo do papiloma vírus em experimento realizados em coelhos (Shope R, 

1933 apud Garfield,1988) e finalmente, o potencial de transformação maligna das 

lesões em coelhos (Rous  e Beard, 1935 apud Garfield,1988; zur Hausen, 2008). 

Com a evolução da microscopia eletrônica a partir da década de 1930 e do cultivo 

de células na década de 1940, a virologia passou por grandes avanços. Em 1949, 

Maurice Strauss e outros pesquisadores da Escola de Medicina da Universidade de 

Yale, New Haven, Connecticut, usando um microscópio eletrônico, observaram 

partículas em amostras retiradas de papilomas da pele. Um ano mais tarde, Strauss 

e colaboradores identificaram o papilomavírus humano como o agente etiológico das 

verrugas (apud Garfield, 1988).  
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 Apesar do conhecimento de que outros membros do grupo dos papilomavírus 

eram carcinogênicos em coelhos e também capazes de transformar alguns tipos de 

células de roedores (zur Hausen & De Villiers, 1994), não havia sido estabelecida 

até a década de 1970, uma correlação entre o HPV e o carcinoma cervical humano. 

Mas, em meados da década de 70, alguns trabalhos, caracterizaram a presença de 

segmentos de DNA viral em carcinomas de colo uterino, sendo estabelecida a 

relação causal entre o carcinoma cervical e o HPV (zur Hausen et al., 1976; Orth et 

al., 1981; Gissmann et al., 1976;). Na década de 80 o isolamento de diversos tipos 

de HPV em várias lesões de pele e de mucosa (verrugas, displasias epiteliais, e 

carcinoma da cérvix uterina e de pênis) abriu caminho para estudos detalhando o 

papel desse vírus nos canceres genitais (zur Hausen , 2009).  

 

1.3. O HPV e o câncer do colo de útero 
 

Para o desenvolvimento das lesões pré-neoplásicas intraepiteliais e do câncer 

cervical invasivo, sabe-se hoje que a infecção persistente pelo Papilomavírus 

Humano (HPV) é condição necessária. Entretanto, foi demonstrado que, por si só, o 

HPV não é causa suficiente, sendo necessária a associação a outros co-fatores para 

o desenvolvimento, manutenção e progressão das lesões intraepiteliais (Bosch et 

al., 1995; Ferenczy et al., 2003; Rosa et al., 2009) 

Dentre os principais co-fatores, destacam-se aqueles envolvendo o 

comportamento sexual e os hábitos de vida, como tabagismo, uso prolongado de 

contraceptivos orais, início precoce da atividade sexual, multiplicidade de parceiros 

sexuais, multiparidade e histórico de doenças sexualmente transmissíveis (DSTs) 

incluindo infecção por Chlamydia trachomatis, herpes simplex tipo 2 e HIV. Além 

desses, outros fatores como imunossupressão e fatores genéticos estão também 

supostamente envolvidos no desenvolvimento do câncer cervical (Shiffman et al., 

2003; Daling Jr et al., 1996; Lima Ca et al., 2006; Guven S et al., 2007).  

 

1.4. Estrutura do virion e genoma do HPV 
 
 O papilomavírus (figura 1.4.1) é um grupo diverso de vírus, encontrados em 

diversas espécies de mamíferos, bem como aves e répteis. O papilomavírus 

humano (HPV)  são vírus não envelopados, de formato icosaedro e medem 

aproximadamente 55nm (Fauquet et al., 2005) 
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Figura 1.4.1- Micrografia eletrônica de partículas de papiloma vírus.  
Fonte: Stannard(1995) 

 

O genoma do HPV é constituído de um DNA dupla fita circular, contendo 

cerca de 7.900 pares de base (Figura 1.4.2). Possui 8 fases abertas de leitura (ORF, 

do inglês Open Reading Frames) e uma região não codificadora chamada LCR (do 

inglês Long Control Region) ou URR (do inglês “Upstream Regulation Region”), que 

contem elementos de regulação da replicação viral e expressão gênica (zur Hausen 

et al., 1994; Bernard et al., 2006). 

 A estrutura do genoma viral pode ser dividida em 3 partes: A região 

contendo os genes de expressão precoce (E, do inglês “early”), a região contendo os 

genes de expressão tardia (L, do inglês “late”) e a região reguladora LCR. A região E 

contem 6 genes (E1, E2, E4, E5, E6, E7) e a região L dois genes (L1 e L2) (Doorbar 

J et al. 2006). 
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Figura 1.4.2- Representação esquemática do genoma do HPV. Observam-se na figura, em azul, a 
região precoce, responsável pela síntese das proteínas não estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, em 
vermelho, a região tardia, que codifica as proteínas estruturais L1 e L2, e, em lilás, a região LCR. As 
setas, ao final de cada gene, indicam a direção única em que ocorre a transcrição dos genes do HPV. 
Na parte interna da figura estão indicadas as posições nucleotídicas no genoma viral a cada 1000pb. 
Fonte: Modificado de Burk et al. (1999). 
 

1.5. As proteínas virais 
 

 As proteínas codificadas por genes de expressão tardia (L) são 

proteínas estruturais que compõe o capsídeo viral. A proteína L1 compõe a maior 

parte do capsídeo viral, possuindo a capacidade de organizar-se em uma estrutura 

altamente imunogênica (Kirnbauer et al., 1992), fato que levou inclusive ao 

desenvolvimento das vacinas atualmente disponíveis. Outra função importante da 

proteína L1 é a capacidade de, durante o ciclo de vida viral, submeter-se a uma 

série de mudanças estruturais que permitem, por exemplo, o encapsulamento do 

DNA de 7.900 pares de base e a maturação para um estado mais estável a fim de 

sobreviver à transmissão entre dois hospedeiros (Bachmann et al., 1993; Burk et al., 

2013). Já a proteína L2, apesar de representar uma pequena porção do capsídeo 

viral, possui um importante papel no processo de encapsulamento do vírus 

promovido por L1 para a formação de um novo virion, como também no processo 

infeccioso (Day et al., 1998; Florin et al., 2002; Wang et al., 2011). 

 As proteínas codificadas por genes de expressão precoce (E) possuem 

papéis distintos no ciclo de vida viral, relacionados a regulação do ciclo, controlando 
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a replicação do DNA viral, transcrição do RNA viral e do ciclo celular da célula do 

hospedeiro. A proteína E1 é essencial durante todo o ciclo replicativo viral, pois 

promove a replicação e amplificação do DNA epissomal do vírus no núcleo das 

células infectadas, permitindo que o vírus utilize os mecanismos da célula 

hospedeira para replicar o seu genoma (Bergvall  et al. 2013). A proteína E2 é o 

principal regulador transcricional dos papilomavírus (Macbride et al., 2013), sendo 

expresso em estágios iniciais e intermediários do ciclo de vida viral. Essa proteína 

está envolvida em muitos processos através da regulação direta dos oncogenes 

virais E6 e E7  (Bernard et al., 1989; Nishimura et al., 2000; Thierry & Yaniv, 1987). 

A proteína E4 tem a sua ORF (quadro aberto de leitura) sobrepondo-se ao gene E2, 

variando consideravelmente em tamanho entre os tipos de papilomavírus (Doorbar 

et al., 1996; 2013). Sua função ainda não foi claramente elucidada, porém alguns 

estudos sugerem que E4 se acumula na célula no momento da amplificação viral, 

contribuindo para o sucesso da amplificação genômica viral, além de funções 

adicionais na liberação e/ou de transmissão do vírus (Doorbar J 2013). A proteína 

E5 é capaz de estimular a proliferação celular formando complexos com o receptor 

de fator de crescimento epidermal (EGFR), receptor de fator de crescimento-β 

derivado de plaquetas (PDGFβR) e o receptor de fator de estimulação de colônia 

(CSF1R) (Dimaio et al., 2013). Mais recentemente, também foi descrita a 

capacidade de E5 em prevenir a apoptose através da via de fosfatidilinositol-3-

cinase (PI3K/Akt) e da proteína quinase ativada por mitógenos ERK1/2 (ERK1/2 

MAPK), componentes de vias de sinalização de sobrevivência em resposta ao stress 

(Zhang et al., 2002). As proteínas E6 e E7 são as principais responsáveis pela 

transformação maligna da célula do hospedeiro, através da interação com um vasto 

repertório de proteínas, promovendo o bloqueio da apoptose, proliferação celular e 

levando a instabilidade cromossômica. A proteína E6, com participação da proteína 

associada a E6 (E6-AP) promove degradação de P53, um sistema de reparo que 

estimula a expressão de genes envolvidos na apoptose e na parada do ciclo celular 

(Werness et al. 1990; Vandepol et al. 2013). Além deste papel, E6 é capaz de 

degradar a proteína pro-apoptótica BAK (Jackson et al., 2000) e ativar a enzima 

telomerase (Veldman et al., 2001). A proteína E7 interage com a proteína 

retinoblastoma (PRb) liberando o fator de transcrição E2F, que ativa genes 

envolvidos com a síntese de DNA e progressão do ciclo celular (Dyson et al., 1992). 

E7 também pode promover a proliferação celular através da interação com fatores 

de transcrição AP-1 (Nead et al., 1998) e expressão de ciclina A e ciclina E (Zerfass 
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et al., 1995; Roman et al., 2013). O papel das oncoproteínas E6 e E7 na 

carcinogênese cervical será detalhado posteriormente.  

 

1.6. Taxonomia Viral 
 
 Os papilomavírus humanos são classificados em cinco gêneros (figura 

1.6.1): alfa- papilomavírus, beta- papilomavírus, gama- papilomavírus, mu- 

papilomavírus e nu-papilomavírus (Bernard et al., 2006). Os HPV do gênero alfa- 

papilomavírus estão associados às lesões em mucosas, incluindo a região 

anogenital, e os demais infectam principalmente regiões cutâneas. (de Villiers et al., 

2013). 

 

 
Figura 1.6.1- Árvore filogenética contendo a sequência de 170 tipos de papilomavírus, baseados na 
análise da sequência de L1. Os semicírculos externos identificam os gêneros e os semicírculos 
internos, as espécies.   (Fonte: E.-M. de Villiers et al. 2013). 
 

 A classificação dos HPVs baseia-se na diversidade genômica da 

sequência completa do gene L1, que é a região genômica mais conservada entre os 
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diferentes tipos virais. A família Papillomaviridae abrange 16 gêneros que, entre si, 

apresentam uma diferença maior que 40% na sequência de nucleotídeos em L1, 

enquanto as espécies apresentam diferença entre 30% e 40%. Além da 

classificação em família, gênero e espécie, os papilomavírus são classificados em 

tipos, subtipos e variantes. Um tipo de HPV difere de outro quando apresenta ao 

menos 10% de divergência na sequência do gene L1. As variantes de tipos de HPV 

diferem em menos de 2% na sequência de nucleotídeos de L1, e em até 5% na LCR 

(Ho et al., 1993; de Villiers et al., 2004). Até o momento, mais de 200 tipos de HPV 

foram identificados, sendo nomeados pela sigla HPV seguida de um número que é 

dado, à medida que são caracterizados (International Human Papillomavirus 

Reference Center: http://www.hpvcenter.se/html/refclones.html). Os tipos de HPV 

podem ser divididos ainda em cutâneos e mucosotrópicos, dependendo do tropismo 

pelo tecido infectado. Os tipos cutâneos são aqueles que infectam a pele e os 

mucosotrópicos são os que infectam as mucosas urogenitais, anais e oro-

respiratórias. Estes últimos podem também ser divididos em baixo ou alto risco 

oncogênico, de acordo com o potencial de risco a progressão ao câncer (Munoz et 

al., 2003). Os HPV de alto risco oncogênico estão mais frequentemente associados 

ao risco de desenvolvimento de câncer cervical, sendo considerados os principais 

causadores de neoplasias cervicais em todo o mundo. Infecções em mucosas pelos 

tipos oncogênicos de HPV representam entre 50% a 75% de todas as infecções por 

estes vírus (Muñoz et al., 2003, Clifford et al., 2005). Os tipos de HPV considerados 

de alto risco pertencem ao gênero Alphapapillomavirus e os tipos de alto risco mais 

prevalentes em cânceres cervicais, HPV 16 e HPV 18, pertencem a duas espécies 

distintas: espécie 9 (HPV 16) e espécie 7 (HPV 18) (de Villiers et al., 2004; Fauquet 

et al., 2005). 

 

1.7. Associação dos tipos virais com lesões e câncer cervical 
 
Como dito anteriormente, do ponto de vista epidemiológico, os tipos de HPV 

são classificados de acordo com o potencial carcinogênico e podem ser detectados 

em lesões-malignas e benignas (quadro 1.7.1). Os HPVs considerados de alto risco 

são comumente encontrados em lesões de alto grau e carcinomas invasivos. Há 

também os de baixo risco, mais frequentemente associados a condilomas e outras 

lesões benignas. Além destes, existem também os tipos que são classificados como 

de risco indeterminado, pois ainda não existem dados suficientes para uma 
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classificação definitiva. Apesar desta classificação estar bem definida, ela não é 

absoluta. Em alguns estudos foram observadas a associação entre o câncer cervical 

e presença de DNA de HPVs de baixo risco, como HPV 6, 11 (Bosch et al., 2008; 

Matsukura et al., 2008; Guimera et al., 2013) 

 

 
Quadro 1.7.1-  Os tipos de HPV, classificados segundo o risco que conferem ao desenvolvimento de 
lesões neoplásicas do colo uterino (Gravitt et al., 1998; Gravitt et al., 2000; Peyton et al., 2001; Munoz 
et al., 2003) 
 
 

 A infecção pelo HPV pode estar presente no epitélio normal, em lesões 

pré-cancerosas em diferentes estágios (NIC 1, NIC 2 e NIC 3) e no câncer invasivo 

(figura 1.7.1). Considerando dados do mundo em conjunto, o HPV 16 e o HPV 18 

estão associados a 70% dos casos de câncer do colo do útero, entre 41% -67 % das 

lesões cervicais de alto grau (NIC 3) e 16-32 % das lesões cervicais de baixo grau 

(NIC 1 e NIC 2). Excluindo os HPV 16/18 , os tipos 31 , 33, 35 , 45, 52 e 58 são os 

mais comuns, porém observados com grandes variações nas frequências (Ferlay et 

al., 2011).  Por exemplo, entre os países desenvolvidos, os tipos de HPV 58, HPV 33 

e HPV 45 figuram em 3o, 4o e 5o mais prevalentes respectivamente, em casos  de 

câncer. Já entre os países subdesenvolvidos, os tipos HPV 33, HPV 31 e HPV 45 

ocupam estas respectivas posições. Os demais tipos são mais raros, sendo 

detectados em menos de 1% dos casos (WHO/ICO – Centro de Informação de HPV 

e Câncer Cervical ,2010; Clifford et al., 2005) . 

 

 

 

 

 



  27 

 

A) 

 
B) 

 
C) 

 
D) 

 
Figura 1.7.1- Frequências mundiais de HPV encontrados diferentes estágios de evolução da lesão 
cervical.  A) Câncer Invasivo; B) Lesão de alto grau  C) Lesões de baixo grau; D) Citologia normal 
Fonte: Adaptado de IARC, 2004; Li et al., 2011 
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1.8. Tipos histológicos de tumores do colo uterino 
 

 O colo uterino é definido como a região anatômica do útero que se 

estende do óstio interno até a sua porção final no óstio externo no interior da vagina. 

Seu tamanho em relação ao corpo uterino total varia de acordo com a idade, 

paridade e fatores hormonais da mulher (Bartoli et al., 1991). O colo uterino (figura 

1.8.1) pode ser dividido em ectocervix, porção encontrada na parte externa do 

orifício cervical, recoberto por epitélio escamoso e de fácil visualização em um 

exame laboratorial e a endocervix, porção proximal ao orifício cervical externo, 

recoberto por epitélio colunar. Esses dois tipos de epitélio encontram-se na junção 

escamocolunar (JEC) (Marsh et al., 1956; IARC, 2004;  Herfs, 2012). 

 

 
Figura 1.8.1- Representação esquemática do colo do útero humano. (B) Corte histológico do colo, 
Fonte: Adaptados de Herfs M et al., 2012. 

 
 

 A JEC é uma região que se apresenta como uma margem bem 

definida devido à diferença de altura dos epitélios escamoso e colunar. Sua 

localização anatômica é variável durante a vida da mulher e depende de fatores 

como idade, estado hormonal, uso de anticoncepcionais orais e determinadas 

condições fisiológicas como gravidez. Ao longo da vida da mulher, devido aos 

processos fisiológicos normais e acidez vaginal, as células do epitélio colunar são 

repetidamente destruídas. A substituição fisiológica do epitélio colunar por um 

epitélio escamoso recém-formado é denominada de metaplasia escamosa (Richart, 

1973; Marsh et al., 1956 aput Herfs, 2012). A região do colo uterino onde o epitélio 

colunar é substituído pelo novo epitélio escamoso metaplásico é denominada de 

zona de transformação. Nas mulheres em idade reprodutiva, esta zona está 

localizada na ectocérvix. Depois da menopausa e com o avanço da idade, o colo 



  29 

uterino reduz-se de tamanho em decorrência da diminuição do hormônio estrogênio. 

A identificação do sítio anatômico da zona de transformação é de grande 

importância em exames clínicos, visto que quase todas as manifestações da 

carcinogênese cervical ocorrem nessa zona (Herfs et al., 2012). A zona de 

transformação é descrita como normal quando é composta de metaplasia escamosa 

imatura e/ou madura juntamente com as áreas de epitélio colunar interpostas. Já 

quando há evidência de carcinogênese cervical, como a alteração displásica na 

zona de transformação, é denominada de zona de transformação anormal ou atípica 

(IARC, 2004; Herfs et al., 2012).  

 Os tumores cervicais originam-se das células do epitélio da zona de 

transformação, sendo assim podem apresentar características de células escamosa, 

glandular ou um padrão misto. Portanto, existem dois tipos principais de câncer de 

colo do útero: os carcinomas de células escamosas e os adenocarcinomas (Marsh, 

1956; Herfs et al., 2012). Os carcinomas de células escamosas possuem células 

neoplásicas com estroma sobreposto, com grande variação no padrão de 

crescimento e tipo celular. Os tumores produzidos possuem diferentes graus de 

diferenciação e aproximadamente 50% a 60% são considerados neoplasias 

moderadamente diferenciadas e o restante estão distribuídos de forma igualitária em 

bem e mal diferenciados. As células neoplásicas são subdivididas em dois tipos, 

queratinizadas e não-queratinizadas. As células do tipo queratinizada são 

compostas de células epidermóides, contendo aglomerados de queratinas, com 

núcleo grande e hipercromático. O carcinoma escamoso não-queratinizado são 

formados por células poligonais inchadas irregulares, que invadem o estroma 

cervical. Já os adenocarcinomas em geral, originam-se no canal endocervical no 

epitélio glandular, formando tumores diferenciados a moderadamente diferenciados 

(IARC, 2004). 

 Do ponto de vista epidemiológico,  atualmente o carcinoma de células 

escamosas responde por cerca de 75% a 80% dos casos, enquanto o 

adenocarcinoma está presente em 20 a 25%. Esta frequência vem sendo modificada 

ao longo do tempo, visto que nos últimos 30 anos a incidência de adenocarcinoma 

subiu de 5% para 20% (Cubie, 2013), sendo esta mudança acompanhada por um 

aumento significativo de casos em mulheres mais jovens, além do declínio nos 

casos associados ao carcinoma escamoso. Alguns estudos atribuem isso ao fato de 

que, com a introdução do exame Papanicolau (Traut and Papanicolau, 1943), houve 

um aumento no diagnóstico precoce nas lesões presentes na ectocervix, 
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precursoras do carcinoma de células escamosas. Já na detecção de lesões 

precursoras dos adenocarcinomas, que surgem a partir de glândulas endocervicais, 

o exame não obteve o mesmo impacto (Eifel et al., 1995; Vizcaino  et al., 1998; 

Smith et al., 2000).  

 Com respeito ao prognóstico comparativo entre o adenocarcinoma do colo 

uterino em relação ao carcinoma de células escamosas, existem controvérsias. 

Alguns estudos sugerem que adenocarcinoma de colo uterino em estádios iniciais 

tem um pior prognóstico, comparado ao carcinoma escamoso [Hopkins et al., 1991; 

Eifel et al., 1995], porem outros trabalhos não tem evidenciado esta diferença (Lee et 

al., 2006). Estudos sugerem que, pelo fato de os adenocarcinomas surgirem das 

células glândulares endocervicais, que são anatomicamente menos visíveis, é 

plausível que o prognóstico seja pior, visto que as pacientes são normalmente 

diagnosticadas mais tardiamente, com a doença mais avançada (Smith et al., 2000).  

 

1.9. Estadiamento tumoral de acordo com a classificação FIGO 
 

Existem atualmente diversos fatores prognósticos que caracterizam a 

evolução tumoral como: o tamanho do tumor, a profundidade da invasão, o status 

dos linfonodos, o grau de diferenciação, os achados histopatológicos e o 

estadiamento clínico. São esses fatores que determinam o procedimento ideal para 

tratamento da doença (Bidus et al., 2007). Apesar de já bem descritos, ainda são 

reportadas altas taxas de erros decorrentes principalmente da subjetividade, entre 

os clínicos, no diagnóstico desses fatores (Bidus et al., 2007). 

O principal fator prognóstico empregado na clínica, é o estadiamento baseado 

na classificação da FIGO (Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia). 

Segundo a FIGO, o estágio tumoral é dividido em: I (Ia, Ia1, Ia2, Ib, Ib1 e Ib2) 

quando o tumor limita-se ao colo uterino; II (IIa e IIb) tumor invadindo a vagina e/ou 

os paramétricos; III (IIIa e IIIb) tumor invadindo a vagina e/ou os paramétricos distais 

e; IV (IVa e IVb) tumor invadindo estruturas extra-uterinas (Bidus et al., 2007). 
 

1.10. Mecanismo da infecção 
 

 Como descrito anteriormente, a infecção  pelo vírus HPV é causa 

necessária para o desenvolvimento do câncer de colo uterino. O vírus é capaz de 
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infectar as camadas mais basais do epitélio através de microlesões no tecido 

epitelial do colo uterino que podem ocorrer durante o ato sexual, especialmente na 

junção escamocolunar (figura 1.10.1). O ciclo de vida do vírus HPV está intimamente 

relacionado com o estado de diferenciação das células do epitélio cervical (Doorbar 

et al., 2006). As proteínas de expressão precoce E5, E6, E7, E1 e E2 são expressas 

nas camadas basais e intermediarias. Em queratinócitos em estágio mais avançado 

de diferenciação, ocorre a expressão de E4 e das proteínas tardias L1 e L2, 

ocorrendo então formação das partículas virais. A liberação das partículas virais 

ocorre com a descamação natural dos queratinócitos mais superficiais. O ciclo 

produtivo da infecção ocorre quando o genoma do HPV encontra-se sob a forma 

epissomal, que permanece incubado no interior da célula do hospedeiro durante 

algum tempo, podendo variar de meses a anos. Após esse período, podem surgir 

manifestações clínicas como lesões de diferentes graus até o câncer cervical (Burd 

et al., 2003) .  

 Em algumas lesões de baixo grau e na maioria das lesões de alto grau 

da cérvix uterina, e no câncer, é observado com grande frequência a presença do 

DNA viral integrado ao genoma do hospedeiro. O processo de integração se dá 

através da quebra do gene E2, resultando na linearização e integração do DNA do 

vírus com o DNA da célula hospedeira. Com a evolução do grau da lesão, 

normalmente é observado quase exclusivamente o genoma viral integrado e, em 

menor proporção, cópias epissomais (zur Hausen et al. , 2002; Lehn H et al., 1988). 

Estudos sugerem que este processo de integração esteja associado à persistência 

do vírus no organismo, no entanto não se sabe ao certo o que provoca a integração 

entre os genomas viral e do hospedeiro e porque alguns tipos virais possuem maior 

capacidade em desenvolver tal mecanismo. Sabe-se entretanto, que este processo 

está associado a perda de expressão de E2, pois o rompimento do genoma viral 

durante o processo de integração ocorre geralmente na região codificante para essa 

proteína (Munger et al., 2002; Manavi et al., 2008; Bodily et al., 2011). Já outros 

estudos sugerem que a atividade reguladora de E2 sobre a expressão de E6 e E7 

pode também ser inativada por outros mecanismos além do rompimento e 

integração do genoma viral, tais como a metilação em sítios específicos da LCR 

onde E2 se liga. Sendo assim, o processo de integração do DNA do HPV talvez não 

seja determinante para a carcinogênese cervical, o que possibilita, em alguns casos, 

a presença o vírus na forma epissomal (Arias-Pulido et al., 2005; Badaracco et al., 

2002; Cheung et al., 2013) 
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Figura 1.10.1-  Progressão de lesões induzidas por HPV a câncer cervical. O vírus HPV acessa a 
camadas basal do epitélio através de microlesões no epitélio cervical. Seguido da infecção, ocorre a 
síntese das proteínas de expressão precoce E1, E2, E4, E5, E6 and E7 e replicação do genoma viral 
a partir do DNA viral na forma epissomal. Nas camadas superiores (zonas intermediária e superficial) 
ocorre a expressão das proteínas E4, L1 e L2, ocorrendo a encapsulação do genoma viral e posterior 
liberação das partículas virais com a descamação dos queratinócitos da superfície do epitélio. As 
lesões intraepiteliais de baixo grau correlacionam com infecções virais produtivas. Algumas infecções 
por HPV de alto risco são persistentes e podem progredir para neoplasia intraepitelial cervical. A 
progressão de lesões não tratadas a lesões invasivas está associada com a integração do genoma 
do HPV ao genoma do hospedeiro (núcleo vermelho), com perda do gene  E2 e subsequente 
superexpressão de E6 and E7. 
Fonte: modificado de Woodman et al. 2007 
 
 

1.11. A transformação celular 
 
 Como descrito anteriormente, a proteína E2 é uma proteína multifuncional, 

que dentre as funções descritas, é responsável pelo controle da expressão dos 

oncogenes E6 e E7. Com a perda do gene E2, ocorre a expressão acentuada 

desses oncogenes o que leva a progressão do ciclo celular e a imortalização celular 

(Doorbar et al., 2006; Munger et al., 2004; Zur Hausen H et al., 2002; Bodily et al., 

2011).  Entretanto, também é atribuído a eles a indução de anormalidades nos 

centrossomos, resultando em aneuploidias e segregação anormal dos cromossomos 

(Spangle et al., 2010; Zur Hausen et al., 2002; Bodily et al., 2011).   
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 Adicionalmente ao papel atribuído as proteínas E6 e E7, a proteína E5 

parece ter um papel secundário importante na tumorigenese. Foi demonstrado em 

experimentos em meio de cultura, que E5 estimula fibroblastos a formar colônias 

(Straight et al., 1993), aumentando a eficiência na imortalização de queratinócitos 

com E6 e E7 (Stoppler et al., 1998), além de inibir a expressão do supressor de 

tumor P21, o que sugere que pode existir um processo cooperativo com E6 e E7 na 

transformação dos queratinócitos (Tsao et al., 1995). Foi também atribuído a E5 a 

habilidade de interferir na capacidade do sistema imune em eliminar células 

infectadas, pois a proteína viral é capaz de prejudicar significativamente a 

comunicação célula-célula, prejudicando a sinalização celular (Kabsch et al., 2002)   

 A proteína E7 tem papel na inativação da fosfoproteína nuclear 

retinoblastoma (pRb) que tem uma importante função na regulação do ciclo celular, 

através do controle negativo da passagem da fase G1 para S  (figura 1.11.1). Esse 

processo ocorre pela interação de pRb com várias proteínas alvo, dentre elas, 

alguns fatores de transcrição da família E2F. Assim, este fator ativa a transcrição de 

genes necessários para a síntese de DNA e progressão do ciclo celular. A proteína 

E7 de HPVs de alto risco também é capaz de mediar a degradação de pRb pela via 

de proteólise. Dessa forma, a proteína E7 perturba o crescimento celular normal, 

estimulando a expressão de genes responsáveis pela divisão celular (Duensing et 

al., 2003).  

 

 
Figura 1.11.1- Associação de E7 de HPV a proteína do retinoblastoma. A fosforilação sequencial da 
proteína do retinoblastoma (Rb) por complexos ciclina/CDK inibem sua atividade repressora do ciclo 
celular. A proteína E7 de HPV se liga a Rb em sua forma hipofosforilada. Essa ligação desfaz o 
complexo entre Rb e o fator de transcrição celular E2F, resultando na liberação deste fator, o que 
permite que a célula entre na fase S do ciclo celular.  
Fonte: Modificado de Jo e Kim (2005). 
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 A proteína E6 (figura 1.11.2) tem um papel complementar a de E7 nos 

HPVs de alto risco, sendo estas expressas de forma simultânea (Tang et al., 2006). 

O processo de apoptose, devido a liberação de E2F mediado por E7, é impedido 

pela atividade da proteína E6, que tem a capacidade de induzir a degradação por 

ubiquitinação da proteína P53. O processo ocorre através da formação de um 

complexo entre E6 e uma proteína celular, E6-AP, que funciona como uma 

ubiquitina ligase. Ao se ligar ao domínio central desse complexo, a p53 se torna 

rapidamente ubiquitinada, sendo degradada nos proteossomas. Como consequência 

da baixa expressão, p53 deixa de atuar transativando genes envolvidos em reparo 

de DNA ou induzindo apoptose, o que favorece a malignização (Werness et al., 

1990; Munger et al., 2004).  

 A proteína E6 dos HPVs de alto risco ligam-se a várias outras 

proteínas celulares (zur Haussen et al., 2002). Foi sugerido que E6 liga-se e leva a 

degradação de proteínas com domínio PDZ, que estão envolvidas na sinalização 

celular e adesão célula-célula. Esta associação parece ter um papel fundamental na 

carcinogênese, pois algumas destas proteínas tem função de supressão tumoral. 

Outra consequência importante da ação de E6 é a imortalização celular, feita através 

da ativação do promotor da subunidade catalítica da telomerase, hTERT (human 

telomerase reverse transcriptase), via interação com as proteínas c-Myc, ligadas ao 

promotor de hTERT. A telomerase humana é uma proteína capaz de prevenir a 

diminuição dos telômeros, portanto, com a sua expressão ativada por E6, ocorre a 

manutenção dessas estruturas, o que é fundamental para a imortalização das 

células cancerosas (Kiyono T et al., 1998; Munger et al., 2004). 
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Figura 1.11.2- Degradação de p53 mediada por E6 de HPV. Danos ao DNA induzem a ativação de 
p53 levando tanto à parada do ciclo celular quanto à apoptose. E6 se liga a E6-AP e o complexo 
formado se liga a p53. E6-AP ubiquitina p53, que é rapidamente degradada pelo proteassomo.  
Fonte: Modificado de Jo e Kim (2005). 
 
 

1.12. Variação Intratipo dos HPVs 
 

 
 As variantes do HPV foram definidas através da diferença de 

aproximadamente 1,0 % entre os genomas completos do mesmo tipo de HPV (Burk 

et al. 2011;2013, Chen et al., 2011; Chen et al., 2005). O interesse neste campo está 

crescendo rapidamente, visto que apesar da relação entre os diferentes  HPVs e o 

desenvolvimento do câncer estar bem estabelecido, a razão pela qual somente 

algumas lesões associadas a genótipos de alto risco progredirem para o câncer 

invasivo permanece indefinida (Zuna et al., 2011). Evidências sugerem que as 

variantes de um mesmo tipo de HPV podem interferir biologicamente e 

etiologicamente no desenvolvimento do câncer (Xi et al., 2007; Bernard et al., 2006), 

ou seja, no potencial infectivo do vírus (Schiffman et al., 2010; Villa et al., 2000), na 

persistência em longo prazo (Cornet et al., 2013; Gheit et al., 2011), no 

desenvolvimento de lesões precursoras (Xi et al., 2007; Hildesheim et al., 2001; Villa 

et al., 2000) e por fim, no processo invasivo das células contendo HPV (Burk, 2003). 

Tais diferenças poderiam contribuir para as disparidades na incidência de câncer 

cervical em todo o mundo.  

 Se forem considerados apenas os tipos de HPV oncogênicos mais 

prevalentes, as sequências de genomas completos e parciais do HPV 16 e HPV 18 

indicam que as variantes intra-tipo possuem prevalências variáveis em diferentes 
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regiões do mundo (Burk et al., 2009). Estudos de variabilidade genética de isolados 

de HPV 16 e HPV 18 coletados nos 5 continentes revelaram uma co-evolução 

destes vírus e o padrão de dispersão das populações humanas pelos continentes 

(africanos, caucasianos e asiáticos) (Burk et al.,  2003; Chan et al., 1992). Para 

HPV16 e HPV18, estudos anteriores sugeriram a existência das variantes, que 

foram nomeadas de acordo com a sua prevalência em diferentes populações (Ong 

et al., 1993; Ho et al., 1993; Yamada et al., 1997).  Atualmente, esta nomenclatura 

foi revista e baseada no genoma viral completo, sendo padronizada em uma 

classificação alfanumérica (Burk et al., 2013).  

 

1.13. Variantes de HPV 16 
 
 Uma pequena porção das infecções por HPV 16 persistem e podem 

levar ao câncer, no entanto a maioria das infecções são resolvidas naturalmente 

pelo sistema imunológico em até 12 meses (Schiffman et al., 2010). Os fatores que 

levam a persistência ou a eliminação viral ainda são pouco entendidos, mas diversos 

estudo sugerem que as variantes intratipo podem ter grande influência nessa 

questão. Até o momento, os estudos de variantes se concentraram principalmente 

sobre as variantes de HPV 16, o tipo mais prevalente em câncer cervical, tal como 

em lesões em diferentes estágios de progressão e também em citologia cervical 

normal (Cornet et al., 2013a; Gheit et al., 2011; Hildesheim et al., 2001; Schiffman et 

al., 2010; Sichero et al., 2007; Villa et al., 2000; Xi et al., 2007; Zuna et al., 2009). 

 O primeiro grande estudo mundial foi feito em 1993 por Ho e 

colaboradoes em 1993, que relatou que as variantes de HPV 16, baseadas em um 

fragmento de 364pb de LCR, podem ser agrupadas em cinco grandes linhagens: 

Europeia (EUR) (sendo que a esta linhagem pertence o protótipo de HPV16), 

Asiática (As), Asiático-americana (AA), Africana 1 e Africana 2 (AFR1 e AFR2 ) (Ho  

et al., 1991; Ho  et al., 1993). Posteriormente, Yamada e colaboradores descreveram 

uma linhagem adicional, Norte-Americana (NA) (Yamada  et al., 1997). 

Recentemente, Burk e colaboradores (Burk et al., 2013), baseando-se nos genomas 

completos das variantes, modificaram esta nomenclatura. As variantes de HPV16 

foram definidas pela diferença de 1,0% do genoma, e as sublinhagens na diferença 

de 0,5 a 0,9%. Desta forma, as variantes de HPV16 foram agrupadas em quatro 

linhagens principais; A (incluindo as  Europeia e Asiatica), B (incluindo Africana 1, 

Afr1), C (incluindo Africana 2, Afr2) e D (incluindo as linhagens Norte-Americana e 
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Asiatico-Americana, ou NA e AA respectivamente) e 9 sublinhagens; A1, A2, A3 

(Europeia), A4 (asiática), B1 (Afr1a), B2 (Afr1b), D1 (NA), D2 (AA1) e D3 (AA2) 

(figura 1.13.1) 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.13.1 – Arvore filogenética construída a partir dos genomas completos representativos de 
cada linhagem/sublinhagens de HPV16, com os respectivos números de acesso do Genebank (Burk 
et al., 2013). 
 

 Apesar do HPV 16 ter sido inicialmente subdividido em 6 variantes distintas, 

uma recente revisão aponta que a maioria dos estudos acerca do assunto agrupam 

estas 6 linhagens em dois grandes grupos: O grupo Europeu (EUR) que inclui a 

variante A e o grupo Não Europeu (NE), que incluem as variantes B, C e D. As 

linhagens não-européias pertencentes ao grupo NE são apontadas como sendo 

mais patogênicas, em comparação com os isolados Europeus (EUR) (Sichero et al., 

2007; Burk et al., 2013).  

 Em relação à persistência viral, a comparação entre os grupos EUR versus 

NE indica que as variantes do grupo NE são duas vezes mais persistentes que as 

variantes do grupo E (Schiffman et al. , 2010; Villa et al. , 2000). Em populações 

Européias geneticamente mais homogêneas, a linhagem predominante é do tipo 

EUR  (Zehbe et al., 2001). Esta linhagem pode ser dividida em dois conjuntos de 

isolados, de acordo com o polimorfismo T350G, presente no gene E6, que leva a 

troca do aminoácido de leucina para valina. Diversos estudos sugerem que isto pode 

influenciar na persistência viral, conferindo um risco duas vezes maior a variantes 
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350T versus 350G (Gheit et al., 2011; Zehbe et al., 2001; Grodzki et al., 2006). 

Entretanto, em um recente estudo conduzido na França com 142 mulheres 

infectadas com HPV 16, não houve significância estatística no risco de persistência 

entre as duas variações (Cornet et al., 2013).  

 Comparativamente, existe uma forte evidência de que as variantes do grupo 

Não Europeu  tem riscos mais elevados para o desenvolvimento do câncer, embora 

grande parte desta associação esteja relacionada especificamente a variante AA 

(Berumen et al., 2001; Burk et al., 2003; Zuna et al., 2009). Há também estudos que 

indicam que as variantes D2/D3, em comparação com o grupo E,  está em uma 

proporção muito mais elevada (4-35 vezes) em adenocarcinomas (Berumen et al. , 

2001; Burk et al., 2003; Zuna et al., 2011).  

 O elevado risco associado a variante D pode estar especificamente associado 

a oncoproteina E6. A maioria dos estudos experimentais em HPV 16 foram 

conduzidos utilizando-se E6 do protótipo E enquanto alguns poucos estudos 

avaliaram as outras variantes de E6 (Stoppler et al., 1998; Chakrabarti et al., 2004; 

Lichtig et al., 2006; Asadurian et al., 2007; Zehbe et al., 2009). O protótipo E6 e suas 

variantes diferem: na sua afinidade com o cálcio, através da ligação E6-PB 

(Asadurian et al., 2007), na expressão de citoqueratinas em culturas organotÍpicas 

(Zehbe et al., 2010) e no potencial de imortalização celular, avaliado por 

experimentos em uma linhagem de queratinócitos humanos (Boukamp, 1988).   

 Alguns estudos sugerem que a variante AA é, em relação ao protótipo E, 

encontrada 20 vezes mais frequentemente em câncer cervicais diagnosticados nas 

Américas (Xi et al., 1997; Berumen et al., 2001), quando comparadas a mulheres 

sem câncer. Este último autor referiu-se em seu estudo à população mexicana. 

Foram observados que, comparativamente, a variante D versus a variante A foi 

encontrada de forma estatisticamente significativa com maior frequência em 

pacientes de casos de câncer (AA = 23,2% [42 de 181 ]; E = 27,1% [49 de 181 ] ) do 

que no grupo controle sem câncer (AA = 1,1% [dois de 181] ; E = 10% [18 de 181]). 

Comparada ao protótipo, a variante E6 AA difere em 3 trocas de aminoácidos: Q14H 

/ H78Y / L83V.  Com base no modelo proposto para E6 de HPV 16, supõe-se que 

estas mudanças afetam a estabilidade e função da proteína, dando à variante AA 

um melhor mecanismo de evasão ao sistema imunológico do hospedeiro e um maior 

potencial oncogênico (Zehbe et al., 2003; de Araújo Souza et al., 2009) 

 Um estudo conduzido por Richard et al. (2010) foram comparadas as 

capacidades da proteína E6 do protótipo (E) e de AA em imortalizar e transformar 
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células de queratinócitos em cultura, na presença de E7, que normalmente é co-

expresso em cânceres cervicais. Os resultados mostraram não só que a variante E6 

AA conduziu a um período mais curto de recuperação das células no período de 

senescência em cultura, como também as culturas com células transfectadas com a 

variante E6 AA apresentaram o dobro da capacidade da proliferação celular, no 

período pós senescência. 

 

1.14. Variantes de HPV 18 
 
 O HPV 18 é o segundo tipo mais comum de HPV associado ao câncer de 

colo do útero.  Estudos apontam que as infecções por HPV 18 são 

proporcionalmente mais associados aos adenocarcinomas, do que os as infecções 

por HPV 16. Ou seja, se forem comparados  os casos de câncer infectados por HPV 

16 ou HPV 18, teremos uma proporção maior de adenocarcinomas em relação a 

carcinomas de células escamosas em infecções por HPV 18 do que HPV 16 (Tenti 

et al., 1996; Pirog et al., 2000; Atekruse et al., 2003). A distribuição distinta dos 

HPVs 16 e 18 em neoplasias escamosas e glandulares pode ser explicada por 

diferenças no potencial oncogênico entre os tipos de HPV. Apesar da sua relevância 

clínica, o HPV 18 apresenta uma prevalência muito menor do que o HPV 16, o que 

limita o conhecimento sobre o papel das variantes (Burk et al., 2013). 

 A distribuição das variantes do HPV 18 mostra relativa similaridade a 

distribuição geográfica do HPV 16. Além disso, as linhagens de HPV18 também 

foram inicialmente definidas baseadas em um fragmento de LCR, onde foram 

inicialmente identificadas 3 linhagens: Asiático-Ameríndias (AA), sendo que a esta 

linhagem pertence o protótipo (Villa et al., 2000), Europeia (E), e Africana (AF) (Ong 

et al., 1993; Villa et al., 2000; De Boer et al., 2004). Assim como para HPV16 e 

outros tipos, Burk e colaboradores (Burk et al., 2013), baseando-se nos genomas 

completos das variantes, também modificaram a nomenclatura baseada na origem 

geográfica das amostras. Para o HPV18, as variantes foram agrupadas em 3 

grandes linhagens: A (compreendendo as linhagens Asiático-Americano e Europeu, 

ou AA e E, respectivamente) B e C (compreendendo a linhagem Africana, Afr). Oito 

sublinhagens foram também descritas: A1 e A2, equivalentes a AA; A3, A4 e A5, 

equivalentes a  E; e B1, B2 e B3, equivalentes  a Afr (Figura 1.14.1)  

 Assim como o HPV 16, as linhagens não europeias são apontadas como as 

com maior risco para o desenvolvimento de lesões de alto grau e câncer cervical 
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(Sichero et al., 2007). Entretanto, outros estudos sugerem evidências indicando que 

a composição genética dos hospedeiros pode ter forte influência nessas análises. 

Um estudo conduzido por Xi et al. em 2006, concluiu que determinadas variantes de 

HPV 18 tem maior persistência de acordo com a região de origem da população 

humana estudada, ou seja, a variante Européia persiste mais tempo em mulheres 

caucasianas, enquanto a variante Africana e Asiático-Ameríndias persistem mais em 

mulheres afro-americanas (Xi et al., 2006). Em lesões pré-cancerosas, poucos 

estudos foram realizados, provavelmente pelo fato de que estas lesões, quando 

associadas ao HPV 18, são menos frequentemente detectadas em comparação com 

o câncer (Guan et al. , 2012).  

 Em relação a histologia tumoral, alguns estudos sugerem que não há 

evidências de que diferentes variantes de HPV 18 estejam associados a um 

determinado tipo histológico de tumor (Arias - Pulido et al. , 2005). No entanto, 

outros estudos sugerem que a linhagem Asiático Americana é 4 vezes mais comum 

em adenocarcinoma que a linhagem Europeia (Burk et al., 2003; De Boer et al., 

2005).  

 
 

 
 
 
Figura 1.14.1 – Árvore filogenética construída a partir dos genomas completos representativos de 
cada linhagem e/ou sublinhagens de HPV18, com os respectivos números de acesso do Genebank 
(Adaptado de Burk et al., 2013). 
 



  41 

1.15. HPV e outros câncer 
 
 O HPV é associado a lesões benignas e malignas. O vírus preferencialmente 

infecta o epitélio escamoso estratificado e nos seres humanos quase todas os 

epitélios podem ser afetados. Nas últimas décadas, um número crescente de 

associações entre diferentes tipos de Câncer em outros sítios anatômicos e os HPV 

de alto risco tem sido relatadas (figura 1.15.1): 84% dos canceres de canal anal, 

40% dos canceres de vulva, vagina e pênis, 20% dos canceres de orofaringe e 10% 

dos canceres de laringe e esôfago (Zur Hausen et al., 1996; Ferenczy et al., 2003; 

Cubie HA et al., 2013). Entretanto, a associação entre HPV e câncer mais evidente 

ocorre em relação ao câncer cervical, suportado pela evidência epidemiológica de 

que o DNA de HPV pode ser encontrado em 99,7% dos casos deste tipo de câncer 

(Walboomers et al., 1999; Schiffman et al., 1993).  
  

 

 
Figura 1.15.1 - Associação entre o HPV e diferentes tipos de câncer  
Fonte: WHO/ICO – Centro de Informação de HPV e Câncer Cervical ,2010 
 

1.16. Histórico de estudos de HPV em câncer cervical no Brasil 
  

 Como já descrito, o câncer do colo do útero representa o terceiro 

câncer mais comum em mulheres em todo o mundo e contribui para 

aproximadamente 10% de todos os cânceres femininos, tornando-se a terceira maior 

causa de morte por câncer em mulheres. Dados de 2012 revelaram que cerca de 

530 mil casos novos casos e 265 mil mortes, sendo a América Latina responsável 

por aproximadamente 15% deste total. Estudos de prevalência dos diferentes tipos 

de HPV nas diferentes regiões do mundo são fundamentais para estimar o impacto 
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das vacinas sobre o câncer de colo do útero e para o desenvolvimento de 

programas de rastreio. Algumas meta-análises tem relatado informações sobre a 

distribuição da prevalência de tipos de HPV de alto risco em câncer cervical em todo 

o mundo, no entanto, os dados disponíveis para populações da América Latina, 

dentre as quais a do Brasil, são incompletos e muito variáveis, desde a metodologia 

utilizada para a identificação do vírus, assim como do material biológico utilizado. 

Alguns resultados também apresentam-se discrepantes no que diz respeito a 

prevalência a outros tipos de HPV diferentes de HPV 16 e HPV 18.    

 Em uma recente meta-análise (Ciapponi et al., 2011) foram revistos e 

listados os principais estudos relacionados a tipagem e distribuição de HPV a partir 

de tumores e lesões de alto grau, em populações do Caribe e América Latina, dentre 

as quais a do Brasil. No estudo, foram relatadas algumas técnicas de genotipagem 

do HPV, que, pelo fato de apresentarem diferentes graus de sensibilidade, poderiam 

afetar os resultados de prevalência tipo específica. Atualmente, a identificação de 

tipos específicos do HPV em amostras biológicas é preferencialmente feito por meio 

de métodos baseados em PCR devido à sua sensibilidade superior, no entanto, 

alguns estudos mais antigos  ainda utilizam outras técnicas, como a hibridização in 

situ.  Para o presente estudo, listamos 21 estudos em que foram avaliados os tipos 

de HPV presentes a partir de tumores cervicais, sendo que em 4 deles foi utilizado 

tecido tumoral fresco como fonte de material genético.  Em 14 estudos, foram 

utilizadas técnicas baseadas em PCR, enquanto em 7 estudos foram utilizadas 

técnicas como Southern blot (SB), Dot blot (DB), FISH (F) e hibridização in situ 

(ISH).  
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Tabela 1.16.1- Lista de estudos realizados no Brasil relacionados a identificação dos tipos de HPV 
presentes em amostra de tumores cervicais. 

Estudo Amostra Técnica detecção Genotipagem 
Tavares 2014 Células esfoliadas  PCR MY09/11 / GP5+/6+ Sequenciamento 
Fernandes 2013 Tecido fresco PCR MY09/11 Dot-blot hybridisation 
Oliveira 2013 Tecido fresco Linear Array HPV 

Genotyping Test  
Linear Array HPV Genotyping 
Test 

Amaro Filho 
2013 

Tecido fixado em 
parafina 

PCR GP5+/6+ / MY09/11 Sequenciamento 

da Silva Barros 
2012 

Células esfoliadas PCR MY09/11 Reverse line blot hybridisation 

Fernandes 2011 Tecido fresco PCR MY09/11 Dot-blot hybridisation 
Ribeiro 2009 Células esfoliadas PCR MY09/11 Reverse line blot hybridisation 
Fernandes 2010 Tecido fixado em 

parafina 
PCR GP5+/6+ Dot-blot hybridisation 

Pitta 2010 Células esfoliadas Linear Array HPV 
Genotyping Test  

Linear Array HPV Genotyping 
Test 

Rabelo-Santos 
2009 

Células esfoliadas PCR PGMY Reverse line blot hybridisation 

Cambruzzi 2005 Tecido fixado em 
parafina 

PCR GP5+/6+ PCR tipo específico 

Rabelo-Santos 
2003 

Tecido fixado em 
parafina 

PCR GP5+/6+ Dot-blot hybridisation 

Pinheiro 2001 Tecido fresco Southern blot / PCR 
MY09/11 

Dot-blot hybridisation 

Cavalcanti 2000 Tecido fixado em 
parafina 

in situ hybridization in situ hybridization 

Lorenzato 2000 Células esfoliadas PCR MY09/11 RFLP  
Noronha 1999 Tecido fixado em 

parafina 
PCR MY09/11 Dot-blot hybridisation 

Cavalcanti 1996 Tecido fixado em 
parafina 

in situ hybridization PCR tipo específico 

Bosch 1995 Tecido fixado em 
parafina 

PCR PCR tipo específico 

Cavalcanti 1994 Tecido fixado em 
parafina 

in situ hybridization in situ hybridization 

Eluf Neto 1994 Células esfoliadas PCR GP5+/6+ Southern blot 
Guimarães 
1992 

Tecido fixado em 
parafina 

in situ hybridization in situ hybridization 

 

1.17. Vacinas 
 
 As vacinas são consideradas como uma das formas de prevenção mais 

eficientes no combate a diversas doenças imunopreveníveis. No Brasil, vários 

programas de imunização foram de grande sucesso, apontando para a boa 

receptividade da população a essa estratégia de prevenção.  

 Até a década de 90, os programas de rastreamento utilizaram como principal 

estratégia de rastreamento para o câncer do colo do útero o exame Papanicolau 

convencional. Novos métodos de rastreamento como testes de detecção do DNA do 

HPV e inspeção visual do colo do útero utilizando ácido acético (VIA) ou lugol (VILI) 

são apontados, em vários estudos, como eficazes na redução das taxas de 

mortalidade por câncer do colo do útero. No Brasil, o exame citopatológico é a 

estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saúde prioritariamente 
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para mulheres de 25 a 64 anos (Ministério da saúde/INCA 2012). Como o câncer 

cervical é causado por um tipo de infecção viral, seria esperado que uma vacina 

capaz de gerar anticorpos neutralizantes dirigidos contra as proteínas do capsídeo 

viral L1 e/ou L2, fossem capazes de bloquear a entrada do vírus, e com isso, reduzir 

a incidência desse tipo de câncer a longo prazo. As proteínas do capsídeo viral L1 e 

L2, ligam-se a anticorpos neutralizantes, que reconhecem epítopos conformacionais 

(Christensen et al., 1991; Hines et al., 1994), sendo portanto alvos para vacinas 

profiláticas à infecção pelo vírus HPV. A proteína L1, sozinha ou associada a L2, 

forma VLPs (do inglês, vírus like particles) (Hagensee et al., 1992; Kirnbauer et al., 

1992) que são altamente imunogênicas e induzem resposta de anticorpos 

neutralizantes para o HPV (Brown et al., 2001).  

 Até recentemente, duas vacinas baseadas em VLPs formadas por proteínas 

L1 dos HPVs 6, 11, 16 e 18 (Gardasil) ou HPV 16 e 18 (Cervarix) estavam 

disponíveis no mercado. Ambas as vacinas demonstraram ser altamente 

imunogênicas em ensaios clínicos, resultando em 100% de soroconversão nas 

diferentes populações estudadas (Harper et al., 2004; Villa et al., 2006; Garland et 

al., 2007). A duração da proteção conferida pelas vacinas ainda não é conhecida, no 

entanto a continuação dos estudos tem mostrado que a eficácia é mantida por pelo 

menos cinco anos (Harper et al., 2006; Olsson et al., 2009). Estas vacinas foram 

baseadas em partículas virais constituídas apenas pela proteína L1 e ambas 

apresentaram uma alta resposta imune e eficácia em longo prazo. A vacina bivalente 

também apresentou proteção cruzada contra os tipos virais HPV 31 e HPV 45 

(Paavonen et al., 2007), dois tipos virais próximos aos HPV 16 e HPV 18, 

respectivamente. Fato similar foi observado para a vacina tetravalente com respeito 

ao HPV 31 e outros HPVs de alto risco como (Brown et al., 2009; Wheeler et al., 

2010). Mas para ambas as vacinas a eficácia da proteção cruzada foi inferior aquela 

observada para os tipos virais utilizados na vacina.  O Brasil foi um dos países 

pioneiros na aprovação da vacina contra o HPV. A Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA), autorizou a vacina anti HPV em 24 de Agosto de 2006. Porém, 

somente 7 anos depois da aprovação, entrou em vigor em 20 de novembro de 2013 

a incorporação da vacina quadrivalente contra HPV na prevenção do câncer de colo 

do útero no Sistema Único de Saúde (SUS) 

 Depois do HPV 16/18, duas recentes metanálises apontaram que os HPVs 

31/33/35/45/52/58 são os tipos mais frequentemente detectados em câncer em todo 

o mundo (Li et al., 2011; de Sanjose et al., 2010). Com estes dados, foi desenvolvida 
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uma vacina nonavalente, denominada Gardasil 9, que contem os cinco tipos de HPV 

adicionais (31/33/45/52/58) aos 4 tipos de HPV previamente incluídos (6/11/16/18) 

na vacina tetravalente Gardasil. Em países do continente Asiático e America Latina, 

estudos clínicos fase 3 ainda estão em andamento, entretanto, nos Estados Unidos, 

a Food and Drug Administration (FDA) aprovou no dia 10 de dezembro de 2014 a 

sua utilização em mulheres com idade entre 9 e 26 anos, e homens com idades 

entre 9 e 15. Um estudo clínico randomizado e controlado, foi realizado nos EUA e 

em outros países (incluindo o Brasil) em cerca de 14.000 mulheres em idades de 16 

e 26 anos com resultados negativos para os tipos de HPV da vacina. Os 

participantes receberam no início do estudo a vacina Gardasil ou a Gardasil 9. A 

Gardasil 9 apresentou 97% de eficácia na prevenção de lesões precursoras do 

câncer de colo do útero, da vulva e cânceres vaginais causados pelos cinco tipos 

adicionais de HPV (31, 33, 45, 52, e 58). Além disso, o Gardasil 9 mostrou-se tão 

eficaz como a Gardasil (quadrivalente) para a prevenção de doenças causadas 

pelos quatro tipos de HPV compartilhados (6, 11, 16 e 18) com base em respostas 

de anticorpos  (Merck & Co., Inc.). Um recente estudo, tomando como base o ano de 

2012 com uma projeção até 2025, sugere que, quando combinados, os nove tipos 

de HPV incluídos na vacina Gardasil 9 (HPV 16/18/31/33/45/52/58/6/11) atingirão 

uma cobertura relativa a proteção de infecção por HPV em todo o mundo de 89,4 % 

(IC 95% : 88,8 - 90,1), com algumas variações regionais , de 84,6% (IC 95%: 81,9-

87,1 ) na América Central para 95,5 % (IC 95%: 91,2-98,2 ) na América do Norte. 

(Serrano et al., 2014).  

 Com relação a variantes intratipo, pouco se sabe a respeito de que se os 

polimorfismos associados as diferentes linhagens podem influenciar nas taxas de 

infecção após a vacinação e/ou escape vacinal, inclusive quanto a proteção cruzada 

contra os tipos relacionados ao HPV 16 e HPV 18 e não incluídos nas primeiras 

vacinas disponibilizadas. Em um recente estudo conduzido por Harari e 

colaboradores (Harari et al., 2015), os autores, embora não tenham encontrado um 

padrão consistente de variantes com diferentes eficiências das vacinas, observaram 

uma proteção diferencial pela vacina bivalente contra determinadas variantes do 

HPV 31. Entretanto, o estudo diz que, em geral, a variação de sequência ao nível 

das variante não parece explicar a proteção cruzada parcial pela vacina bivalente. 

Todavia, tendo em vista a escassez de dados acerca deste tema, novos estudos 

devem ser conduzidos com amostras provenientes de diferentes regiões do mundo,  
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afim de que se comprove ou seja refutada a hipótese de que as variantes poderiam 

ter influência na eficiência e/ou imunogenicidade conferida pelas vacinas. 
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2.   Justificativa  
 
 Os resultados apresentados em estudos sobre as vacinas contra o HPV 

mostraram que  são eficazes na prevenção da infecção e de lesões precursoras do 

câncer cervical associadas aos genótipos de HPV presentes na formulação. Apesar 

dos resultados obtidos nos ensaios clínicos com as vacinas, o tempo de seguimento 

da imunidade a partir da vacinação de 6,4 anos (David et al., 2009) ainda é 

insuficiente para observação do efeito sobre a incidência do câncer do colo do útero. 
  

 Num cenário de vacinação contra HPV, a avaliação de programas de controle 

do câncer do colo do útero deve incluir o monitoramento do programa de vacinação. 

Para tal é recomendável que ações de vigilância dos tipos de HPV circulantes sejam 

estruturadas, em especial para identificação dos genótipos associados ao câncer do 

colo do útero. Os dados epidemiológicos referentes a prevalência dos tipos de HPV 

para os quais as  vacinas  foram desenvolvidas, especificamente com respeito à 

população brasileira, generalistas por serem agrupados a um grande grupo “América 

do sul e central”, como também possivelmente defasados, visto o extenso tempo de 

coleta, o baixo número de amostras analisadas e a metodologia utilizada para a 

identificação do HPV presente. 

 Desde a obtenção pela ANVISA do registro para comercialização da vacina 

no Brasil, o Ministério da Saúde tem se dedicado ao levantamento das condições 

necessárias a sua implantação no país. Como etapa preliminar foi recomendada a 

realização de estudos para a obtenção de prevalências dos tipos de HPV na 

população brasileira, previamente à implantação da vacina. Os resultados de 

estudos de prevalências na população segundo a idade servirão de subsídio para a 

definição da idade ótima para vacinação futura, enquanto que estudos com mulheres 

com câncer cervical permitirão identificar o perfil viral entre as doentes. Os 

conhecimentos obtidos a partir destes estudos são fundamentais para a avaliação 

dos programas de controle do câncer do colo do útero em vigência e da introdução 

da vacinação como estratégia de prevenção (de Sanjosé et al., 2010; Wheeler, 

2010).  

 Entre os resultados esperados neste estudo, a prevalência atual de HPVs 

oncogênicos de alto e de baixo risco detectados em casos de câncer do colo do 

útero fornecerá um panorama no qual o Ministério da Saúde poderá obter subsídios 

para a escolha do melhor conjunto de tipos virais contidos em vacinas disponíveis e 
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que poderá vir a ser implantada no país para a população-alvo, dentro do programa 

nacional de imunizações. 

 Em relação ao estudo das variantes dos HPV 16 e HPV 18, poucos estudos 

foram realizados no Brasil (Villa et al., 2000; Cruz et al., 2004; Sichero et al., 2007; 

Junes-Gill et al., 2008; Cerqueira et al., 2008; Sichero et al., 2012; Freitas et al., 

2014), principalmente em amostras de DNA extraídas a partir de tecido tumoral 

(Junes-Gill et al., 2008). O interesse neste tópico vem crescendo muito nos últimos 

anos, tendo em vista o possível papel de determinadas variantes na história natural 

da infecção e possíveis variações no prognóstico dos carcinomas em diferentes 

estágios de evolução. Mesmo em trabalhos realizados no mundo, muitas destas 

questões permanecem ainda não esclarecidas e muitos achados são contraditórios, 

tornando fundamentais novas e contínuas abordagens a cerca desse tema. Além 

disso, quando relacionamos a questão das vacinas contra o HPV,  não está claro 

qual é a amplitude da reação cruzada entre os subtipos de HPV 16 na resposta 

imune das vacinas contra o HPV existentes. O conhecimento sobre as diferenças 

entre eles é de grande importância para o desenvolvimento de novas vacinas e para 

verificar a efetividade das que já se encontram no mercado (Wu et al., 2006). E por 

fim, da mesma maneira como ocorre com os estudos mundiais dos tipos de HPV, os 

dados acerca da prevalência de variantes na população brasileira são tratados de 

maneira muito abrangente, estendendo dados locais a grandes regiões que, 

comprovadamente, possuem alta diversidade viral e de ancestralidade humana.  
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3.     Objetivo geral 
- Estimar a frequência dos tipos e variantes intratipo de HPV em amostras de 

câncer cervical uterino de mulheres encaminhadas para o Hospital do Câncer II do 

Instituto Nacional de Câncer. 

 

3.1. Objetivos Específicos 
 

1 Descrever o perfil epidemiológico da população de estudo; 

2 Estimar a frequência das variantes de HPV 16 e HPV 18  

3 Estabelecer possíveis associações entre os dados moleculares e 

epidemiológicos. 

4 Estudar a associação dos tipos de HPV e variantes intratipo com 

características dos tumores encontrados; 
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4.  Metodologia 
 

4.1. População de estudo 
 
A população de estudo foi composta por 594  mulheres portadoras de câncer 

de colo uterino matriculadas no Hospital do Câncer II do Instituto Nacional de Câncer 

José de Alencar Gomes da Silva (INCA), entre Julho de 2011 e Março de 2014. O 

material tumoral foi coletado a partir de biópsias de tumores de cérvice uterino de 

mulheres encaminhadas ao Hospital do Câncer II do INCA (HCII), sendo incluídas 

no estudo amostras de câncer nos estádios IB1, IB2, IIA, IIB, IIIA, IIIB, IVA e IVB 

(lesão clinicamente visível com 4 cm ou menos em sua maior dimensão). A coleta de 

amostras do tumor foi realizada ambulatorialmente nos casos que não 

apresentavam indicação cirúrgica como tratamento inicial (e sim de quimioterapia, 

radioterapia e braquiterapia), e nos casos tratados com cirurgia a biópsia foi coletada 

por um patologista quando possível de modo a não prejudicar o estadiamento final 

do tumor e a análise patológica. 

 

4.2. Coleta de dados epidemiológicos 
 
 Anteriormente à coleta de amostras, as pacientes encaminhadas para 

atendimento ambulatorial no Serviço de Ginecologia Oncológica do HCII foram 

abordadas previamente ao atendimento por um profissional de saúde especialmente 

treinado, sendo convidadas a participar do estudo. Caso aceitassem, as voluntárias 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foram 

submetidas a um extenso questionário epidemiológico, com o objetivo de descrever 

as características sócio-demográficas da população de estudo bem como a 

presença de fatores de risco associados ao câncer do colo uterino (Anexo I). 

 

 

4.3. Coleta, transporte e armazenamento das amostras 
 
Após a coleta dos dados epidemiológicos, as mulheres foram encaminhadas 

a consulta ambulatorial. O estadiamento clínico era feito e a biópsia (com 0,5cm X 

0,5cm X 0,5cm) do tumor do colo do útero coletada com uma pinça saca-bocado. O 

material colhido era armazenado em criotubos em 1 ml de RNA Later (Life-
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Technologies) e enviado ao Banco Nacional de Tumores e DNA (BNT) do INCA 

localizado no Centro de Pesquisas do INCA. O transporte entre o HCII e o Centro de 

Pesquisa do INCA, onde estão localizados os laboratórios, foi feito em galões de 

Nitrogênio líquido, em um fluxo semanal. As amostras, ao chegarem no BNT,  eram 

retiradas do RNA later, cadastradas em um sistema com código de barras e 

armazenadas em freezer a -80 ºC. 
 
4.4. Extração do DNA 
 
 O isolamento do DNA  deu-se através da utilização do kit comercial 

QiaAMP DNA Mini Kit (Qiagen), seguindo-se o seguinte protocolo: 

 Primeiramente as amostras eram retiradas do freezer -80 C e 

rapidamente maceradas com o auxílio de bisturi estéril. Em seguida, para que 

ocorresse a lise da membrana plasmática e nuclear e degradação proteolítica das 

proteínas celulares, em cada tubo, eram adicionados 220 µL de solução contendo 

20µl de proteinase K a 20 mg/ml e 200µl de tampão ATL (Qiagen). As amostras 

eram então incubadas em termobloco (Qiagen) a 56°C por 16 horas com agitação. 

Após as primeiras 10 horas decorridas, eram adicionados 5 µL de proteinase K a 20 

mg/ml e deixadas a 56°C por cerca de 8 horas. 

  Após esse período, eram adicionados 200µl de etanol 100% a cada 

tubo. As amostras então foram centrifugadas para a precipitação de debris celulares, 

sendo a solução aquosa cuidadosamente transferida para colunas com uma matriz 

capaz de reter o DNA. Após nova centrifugação a 8.000 rpm por 1 minuto eram 

adicionados 500µl de tampão AW1 (solução de lavagem) às colunas, seguida de 

nova centrifugação a 8.000 rpm por um minuto. Então eram adicionados novamente 

às colunas 500µl do Buffer AW2 (solução de lavagem) seguindo-se de centrifugação 

a 13.000 rpm por 4 minutos. As colunas com a matriz eram transferidas para tubos 

de 1,5ml, sendo por fim adicionados 200µl do tampão TE (tampão de eluição) a cada 

tubo. Após um breve período de incubação por 5 minutos, as amostras eram 

centrifugadas a 8.000 rpm por 5 minutos para eluição do DNA que foi armazenado a 

-20 ºC.  
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4.5. Quantificação de DNA 
 
 Apos o protocolo de extração, O DNA foi submetido a quantificação e 

verificação de integridade e pureza. A concentração de DNA das amostras foi obtida 

em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific), pela 

quantificação de absorbância no comprimento de onda de 260 nm. Neste 

comprimento de onda uma unidade de densidade ótica corresponde a 50 µg DNA 

por µL (Sambrook & Russel, 2001). Foi utilizado 1µL do volume total do DNA isolado 

para a leitura da absorbância. A leitura no comprimento de onda de 280 nm foi 

realizada para o cálculo da razão A260/A280, para determinar a pureza da amostra 

de DNA. 

 

4.6. Detecção do DNA do HPV por PCR 
 
 A detecção de DNA de HPV foi feita através da amplificação de região 

conservada do gene L1, através da técnica da PCR, utilizando o conjunto de 

iniciadores PGMY (Gravitt eta al, 2000). Nos casos em que o resultado da 

amplificação com esses iniciadores foi negativa, foi realizado um nested PCR 

utilizando os iniciadores GP5+/GP6+ (Fuessel Haws et al., 2004). Os 

oligonucleotídeos empregados na análise foram adquiridos da Sigma e IDT. As 

sequências dos iniciadores estão no quadro 4.6.1. Para cada conjunto de reações 

foram utilizados controles negativos (sem a adição de DNA) e também controles 

positivos, utilizando-se DNA extraído das linhagens celulares Caski (que contem 

várias cópias de HPV 16 integrados ao DNA genômico) e Hella (que contem HPV 18 

integrado ao seu  DNA genômico). 

 Para minimizar a possibilidade de contaminação externa, a reações 

eram preparadas em capela de fluxo laminar exposta à luz ultravioleta por 

aproximadamente 15 minutos, juntamente com todo o material plástico a ser 

utilizado.  
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Quadro 4.6.1 - - Oligonucleotídeos utilizados nos ensaios de detecção do DNA de HPV com suas 
sequências de base, descritos por Gravitt et al.(2000) e Haws et al. (2004). 
 
 

Para a PCR utilizando os primers PGMY, preparou-se uma mistura contendo 

tampão de reação 1X, 0,2 mM de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 2 mM 

de MgCl2, 1 µM de cada oligonucleotídeos PGMY, 1,25 U de Taq Platinum DNA 

Polimerase, cerca de 100 ng de DNA extraído e água Milli-Q para obter o volume 

final da reação de 25 µL . Os microtubos contendo os componentes da reação foram 

colocados em termociclador (modelo Veriti - Life Technologies) e submetidos ao 

seguinte ciclo térmico de amplificação: uma etapa inicial de 6 min a 95 °C e 40 ciclos 

constituídos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 55 °C e 45 segundos a 72 °C. 

Após o último ciclo era adicionada uma etapa final de 5 min a 72 °C. Após essa 

etapa, os tubos são armazenados a – 20 °C até a sua utilização 

Nos casos onde não se detectou a presença do DNA viral com os iniciadores 

PGMY, realizou-se um PCR em ninho (nested-PCR), que consiste da amplificação 

da amostra original com os iniciadores PGMY 09 e PGMY 11 seguida de uma 

amplificação com os iniciadores internos GP5+/GP6+. 

Primeiramente era realizada uma nova reação com os iniciadores PGMY 

conforme descrito acima. Posteriormente, o produto amplificado derivado desta 

reação era diluído 50 vezes em água Milli-Q e utilizado como molde para a segunda 

reação de amplificação com os iniciadores GP5+ e GP6+.  Os componentes da 

solução da reação foram: tampão 1 X (Promega, Madison, EUA), 0,2 mM dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP – Promega), 2 mM de MgCl2, 1 µM de cada 

Primer Sequência (5`- 3`) * Alvo Amplicons 
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC L1 155 GP6+ GAAAAA TAAACTGTAAATCATATTC 
PGMY11 – A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG 

L1 450 

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 
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oligonucleotídeo, GP5+ e GP6+, 1,25 U de GoTaq Flexi DNA Polimerase (Promega), 

cerca 2 microlitros do produto de PCR PGMY09/PGMY11 diluído (1:50).  e água 

Milli-Q para completar o volume final da reação (20 µL). As ciclagens foram as 

seguintes: 94°C por 5 minutos, seguindo-se de 40 ciclos de 94°C por 40 segundos, 

40°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos; e por fim 72°C por 3 minutos. As 

amostras foram posteriormente conservadas a -20°C. O produto gerado foi de 

aproximadamente 110 pb.  
 
4.7. Sequenciamento direto para a identificação do tipo de HPV 
 
Os produtos de PCR foram purificados pelo kit illustra GFX™ PCR DNA and 

Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as instruções do fabricante. 

Também foi utilizado como opção à utilização do kit comercial, o protocolo de 

purificação por polietilenoglicol 20% (PEG), conforme descrito por Dunn & Battner 

(1987).  

Para as reações de sequenciamento direto dos produtos de PCR é utilizado o 

sequenciador 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os produtos de PCR 

purificados foram submetidos à reação de sequenciamento utilizando o kit Big-Dye 

Terminator (Life Technologies). Os cromatogramas das sequências obtidas são 

primeiramente analisados e editados no software 4peaks (A. Griespoor and T. 

Groothuis, makentosj.com). Em seguida, as sequências são submetidas ao software 

online BLASTn (disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para a 

identificação dos tipos de HPVs.  

 

4.8. Identificação de coinfecções por mais de um tipo de HPV 
 

 Para a identificação de co-infecões, foram selecionadas amostras que 

apresentaram picos duplos bem definidos e que fossem observados de forma 

semelhante em dois ou mais cromatogramas do mesmo fragmento. Após a seleção 

das amostras, foi utilizado o kit High + Low Pappilomastrip (Operon).  

 O kit é um teste baseado na técnica hibridização reversa que permite a 

detecção qualitativa de 37 tipos do vírus HPV em amostras de DNA de raspados ou 

biópsias cérvico-uterino. No kit estão incluídos sondas para detecção dos seguintes 

tipos de HPV: 
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*alto risco: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73 

e 82 (MM4 e IS39). 

* Baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 67, 70, 71, 72, 74, 81, 83, 84 e 

91. 

 O protocolo de utilização do kit seguiu de acordo com a metodologia 

descrita pelo fabricante que, em resumo, adota as seguintes etapas:  

 1) Extração de DNA, sendo admitida também a utilização de outros protocolo 

de extração previamente estabelecido, assim como o realizado no presente estudo 

com o kit QiaAMP DNA Mini Kit (Qiagen).  

 2) Amplificação por PCR, na qual incluem-se no kit todos os reagentes 

necessários para a amplificação das regiões de E6-E7 dos 37 tipo de HPV previstos, 

sendo cada tipo com primers tipo-especifico. Além dos primers para amplificação do 

DNA viral, o Kit também conta com primers para amplificação dos genes 

constitutivos GAPDH e β-globina, atuando como controles de qualidade.  

3) Hibridização e revelação, onde nesta etapa os produtos de PCR 

amplificados são hibridizados contra uma série de sondas específicas para cada um 

dos tipos de HPV previstos. O kit conta com dois conjutos de tiras de hibridização, 

sendo um conjunto contendo as sondas para os HPVs de alto risco e o outro para os 

de baixo risco. Além das sondas dos HPVs, todas as tiras de ambos os conjuntos 

possuem uma sonda para o controle da amplificação (GAPDH e β-globina), uma 

sonda controle para a revelação e três linhas, uma negra e duas roxas, para o 

controle da posição correta da tira.  

 

4.9. Identificação das variantes de HPV 16 e HPV 18 
 
 Após a identificação dos tipos de HPV presentes, as amostras 

identificadas com HPV 16 e HPV 18 foram submetidas a um novo protocolo de 

amplificação por PCR de regiões específicas do genoma viral, capazes de identificar 

a variante a qual pertence aquele tipo de HPV detectado. Tanto para o HPV 16 

quanto para o HPV 18, foram utilizados dois pares de iniciadores, que amplificavam  

toda a região LCR e o gene E6. Cada região teve o seu iniciador desenhado 

especificamente para o HPV correspondente, conforme o quadro 4.9.1 
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Quadro 4.9.1 -  Oligonucleotídeos utilizados nas identificação dos subtipos de 

HPV 16 e HPV 18 
 

Primer Sequencia (5`- 3`) Tm Ref. Seq Posição no 
genoma 

LCR F  HPV 16 CACCCACCACCTCATCTACC 56°
C 

K02718.1 
HPV16 

7100 - 7120 
LCR R  HPV 16 CACACACCCATGTGCAGTTT 7835 - 7855 
    
E6 F  HPV 16 CACATATTTTTGGCTTGTT 50°

C 
7701 - 7720 

E6 R  HPV 16 GGAGATACACCTACATTGCATGAA 570- 592 
     
LCR F  HPV 18 TCTAAACCTGCCAAGCGTGT 56°

C 
X05015.1 

HPV18 
7095 - 7115 

LCR R  HPV 18 ATGTGATGCCCAACCTATTT 7825 - 7845 
    
E6 F  HPV 18 GTTGCCTTTGGCTTATGTCTG 56°

C 
7468 - 7488 

E6 R  HPV 18 TTGCCTTTAGGTCCATGCATAC 587 - 607 
 
 
 Para as PCRs utilizando os iniciadores específicos para cada região de 

ambos os tipos de HPV, foi padronizado o mesmo protocolo de reações e ciclagem 

térmica, com exceção da temperatura de anelamento. O protocolo para as reações 

de PCR deu-se a seguinte forma: Preparou-se uma mistura contendo tampão 10X 

(Life Technologies) 0,2 mM  de cada dNTPs, 2 mM de MgCl2, 1 µM de cada 

iniciador, 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Life Technologies), cerca de 100 

ng de DNA extraído e água Milli-Q para completar o volume final da reação (25 µL). 

Os microtubos contendo os componentes da reação foram colocados em 

termociclador Veriti (Life Technologies) e submetido ao seguinte ciclo térmico de 

amplificação: uma etapa inicial de 6 min a 95 °C e 40 ciclos constituídos de: 1 minuto 

a 95 °C, 1 minuto a “Tm” especifica (quadro 4.9.3) e 1 minuto a 72 °C. E por fim, 1 

ciclo de 10 minutos a 72 °C. Após a etapa final, os tubos foram armazenados a – 20 

°C até a sua utilização.  

 Em seguida a etapa das reações de PCR, os produtos gerados foram 

submetidos aos mesmos protocolos de purificação e sequenciamento direto para a 

identificação do tipo de HPV.  Entretanto, na etapa do sequenciamento direto, foram 

utilizados os iniciadores tipo específico para as diferentes regiões genômicas, 

conforme descrito anteriormente (Quadro 4.8.1) . 

4.10. Edição e montagem das sequências e contigs 
 
 Na estrutura genômica do HPV, a região LCR e o genes E6 são observados 

em forma subsequente. Sendo assim, os iniciadores de cada região foram 

desenhados para que os fragmentos gerados tivessem sobreposição, possibilitando 
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a montagem de uma sequência consenso de aproximadamente 1.400 pb. Para a 

montagem da sequência consenso, foi utilizado o software GENEIOUS (Biomatters 

ltd).  

4.11. Identificação de Haplótipos, Linhagens e Análise Filogenética das 
sequências de HPV 16 e HPV 18 

 
 Para a identificação das linhagens de HPV16 e HPV18, foram utilizadas 

somente as amostras que apresentaram alta qualidade nas sequências obtidas para 

LCR e E6.  Duas estratégias foram empregadas: (1) levando em consideração a 

presença nucleotídeos específicos em posições de LCR e E6 conforme estabelecido 

por Cornet et al. (2012) para HPV 16; e para o HPV18 uma estratégia similar, 

identificando SNVs que permitem a identificação das linhagens proposta por Burk et 

al., 2013;  (2) a partir de análise filogenética das sequências obtidas utilizando 

sequências representativas das diferentes linhagens e sublinhages indicadas por 

Burk et al. (2013). A identificação dos haplótipos foi feita utilizando-se do software 

DNAsp versão 5 e as análises filogenéticas feitas com o método de Máxima 

Verossimilhança utilizando o programa PHYML (Guindon e Gascuel, 2003) utilizando 

o modelo GTR. Os valores de bootstrap foram estimados com 10.000 réplicas para 

avaliar o suporte dos ramos internos. As referências utilizadas foram: K02718 (REF 

SEQ, linhagem A), AF536179 (linhagem A), HQ644236 (linhagem A), AF534061 

(linhagem A), AF536180 (linhagem B), HQ644298 (linhagem B), AF472509 

(linhagem C), HQ644257 (linhagem D), AY686579 (linhagem D), e AF402678 

(linhagem D) para o HPV16; e AY262282 (REF-SEQ, linhagem A), EF202146 

(linhagem A), EF202147 (linhagem A), EF202151 (linhagem A), GQ180787 

(linhagem A), EF202152 (linhagem B), EF202155 (linhagem B), KC470225 

(linhagem B), e KC470229 (linhagem C) para o  HPV18. 

A rede de haplótipos foi construída utilizando-se do sofware NETWORK 4.6.1.1 

(Bandelt et al., 1999) e as sequências obtidas a partir das nossas amostras. Os 

índices de diversidade molecular (diversidade haplotipica, diversidade nucleotidica) e 

o testeFs de  Fu (1997) para neutralidade seletiva foram obtidas utilizando-se o 

software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier and Lischer, 2011) 
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4.12. Análises Estatísticas 
 
 As análises estatísticas foram feitas utilizando o software Prism 6.0, aplicando 

os testes de normalidade D'Agostino-Pearson e os testes não-parametricos Kuskal 

Wallis e Qui-Quadrado. Foram considerados significativos valores de p< 0,05. 
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5.   Resultados  

5.1. Caracterização da população do estudo 
 

A população do estudo foi composta por 594 mulheres diagnosticadas com 

câncer cervical invasivo atendidas no Serviço de Ginecologia do Hospital do Câncer 

II do Instituto Nacional de Câncer José de Alencar Gomes da Silva. O período de 

coleta das amostras iniciou-se em junho de 2011, sendo finalizado em março de 

2014. Previamente a cada coleta de biópsias, as pacientes eram submetidas a um  

questionário epidemiológico (Apêndice X) para a coleta de dados sociodemográficos 

e história reprodutiva (tabela 5.1.1).  

Do total de mulheres, 377 (63,5%) residem fora do município do Rio de Janeiro. 

Com relação à faixa etária, 434 (73.1%) apresentavam idades acima dos 39 anos. 

Já a situação conjugal, 341 (57,4%) eram casadas ou possuíam união consensual. 

Grande parte da população foi composta por mulheres que se autodeclararam com a 

cor da pele negra ou parda (394 lou 66,3%) e 338 (56,9%) possuíam baixa 

escolaridade (igual ou inferior a 7 anos de estudo). Já a renda per capita das 

famílias de 385 mulheres (74,8%) era de até um salário-mínimo. Em relação a 

história reprodutiva, 453 mulheres (78,8%) iniciaram sua vida sexual antes dos 18 

anos e 354 (63,2%) relataram de 2 ou mais parceiros ao longo da vida. Quanto ao 

exame preventivo, ~40% das mulheres (237) desconheciam o propósito do exame 

Papanicolau, sendo que, previamente ao diagnóstico do câncer do colo uterino, 331 

mulheres nunca haviam sido submetidas ao exame ou se submetiam em intervalos 

irregulares de 3 anos ou mais (Tabela 5.1.1). 
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Tabela 5.1.1- Dados sociodemográficos e história reprodutiva da população do estudo 
 

Características sócio-demográficas 
e história reprodutiva Pacientes incluídas 

  N=594 (%) 
Local de residência 
Município do Rio de Janeiro 217 36,50% 
Rio de Janeiro – outros municípios 377 63,50% 
Idade 
19 a 39 anos 160 26,90% 
40 a 49 anos 165 27,80% 
50 a 64 anos 192 32,30% 
65 ou mais 77 13% 
Anos de estudo 
Nenhum 43 7,20% 
1 a 3 115 19,40% 
4 a 7 180 30,30% 
8 a 10 134 22,60% 
11 ou mais 122 20,50% 
Situação Conjugal 
Solteira 47 7,90% 
Casada/União consensual 341 57,40% 
Divorciada / separada 123 20,70% 
Viúva 83 14,00% 
Religião 

Sem religião 32 5,40% 

Católico 281 47,30% 
Evangélico 250 42,10% 
Outras 31 5,20% 
Raça/Cor da pele 
Branca 198 33,30% 
Parda 315 53,00% 
Negra 79 13,30% 
Outras 2 0,3% 
Atividade Remunerada 
Não 358 60,30% 
Sim 236 39,70% 
Renda per Capita (em salários mínimos)* 
Até 1/2 sm 210 (40,0) 40,00% 
Acima de 1/2 até 1 sm 175 (34,8) 34,80% 
Mais de 1 sm 127 (25,2) 25,20% 

*82 pacientes sem informação 
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Tabela 5.1.1- Dados sociodemográficos e história reprodutiva da população do estudo (cont.) 
 

Características sócio-demográficas 
e história reprodutiva Pacientes incluídas 

  N = 594   (%) 
Idade de início da atividade sexual* 
8 a 15 165 28,70% 
16 a 18 288 50,10% 
19 ou mais 122 21,20% 
Número de parceiros** 
Até 2 206 36,80% 
3 a 5 255 45,50% 
Acima de 5 99 17,70% 
Número de partos*** 
Nenhum 11 1,90% 
1 a 2 234 41,30% 
3 a 4 190 33,50% 
5 a 6 85 15% 
7 ou mais 47 8,30% 
Conhecimento sobre o propósito do exame preventivo 
Sim 357 60,10% 
Não 237 39,90% 
Realização de exame preventivo antes do diagnostico 
Sim 480 80,80% 
Não 114 19,20% 
Frequência de realização do exame preventivo**** 
Nunca foi submetida 114 19,20% 
Anualmente 214 36,10% 
De 2 em 2 anos 48 8,10% 
De 3 em 3 anos 7 1,20% 
Intervalos maior que 3 anos ou irregulares 210 35,40% 
Tabagismo 
Atual 114 19,20% 
Ex-fumante 209 35,20% 
Nunca fumante 271 45,60% 
   
   

*19 pacientes sem informação;**34 pacientes sem informação;***47 pacientes sem informação; ****1 
paciente sem informação 
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5.2. Identificação dos tipos de HPV 
 
 Do total de 594 biópsias coletadas, foram identificadas: 370 amostras (63%) 

com HPV 16; 77 amostras (13,8%) com HPV 18; 33 amostras (6,1%) com HPV 45; 

12 amostras (2,3%) HPV 35; 11 amostras (1,9%) com HPV 58; 8 amostras (1,5%) 

HPV 73 e com HPV52, respectivamente; 7 amostras (1,2%) com HPV31 e HPV33, 

respectivamente; 6 amostras (1%) com HPV 59 e HPV 39, respectivamente; duas 

amostras (0,4%) com HPV 26, HPV 51, HPV 56 e HPV 68, respectivamente e, por 

fim, 1 amostra (0,16%) com HPV 83. Em 20 amostras (3,3%), foram observadas 

coinfecções com mais de um tipo de HPV, em 16 amostras (2,6%) não foi possível a 

identificação do tipo de HPV presente e em 4 amostras (0,8%) não foi possível a 

detecção do DNA viral pelo método empregado (figura 5.2.1.) 

 Os HPV 16 e HPV 18 estavam presentes em 80% das biópsias analisadas. 

Cerca de 98,1% das biópsias possuíam HPV considerados de alto-risco (HPV 16; 

HPV 18; HPV 45; HPV 35; HPV 31; HPV 58; HPV 59; HPV 52; HPV 33; HPV 39; 

HPV 51; HPV 68; HPV 83) enquanto 1.9% possuíam HPV (HPV 26 e HPV 73) 

considerados de risco indeterminado, e em nenhuma biópsia foi encontrado a 

presença de HPV de baixo risco de forma isolada, somente quando co-infectadas 

com outro tipo de alto risco (tabela 5.3.1)  

 

 
Figura 5.2.1 - - Prevalência dos diferentes tipos de HPV encontrados nas 594 amostras. 
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5.3. Coinfecções por diferentes tipos de HPV 
 
 
 Foram selecionadas 27 amostras com suspeita de múltipla infecção por mais 

de um tipo de HPV presente. Esta seleção foi feita através da análise individual de 

dois ou mais eletroferogramas de uma mesma amostra, que apresentaram um 

padrão de sobreposição de picos sugestivos para coinfecção. As amostras 

selecionadas foram submetidas ao protocolo de hibridização reversa com o Kit 

PappilomaStrip High + Low (Operon). Do total testado, em 20 amostras foram 

confirmadas a presença de dois ou mais tipos de HPV (Tabela 5.3.1). Destas, 19 

amostras apresentavam o HPV16 como um dos tipos presentes e em 3 amostras 

observou-se a presença de algum HPV de baixo risco, sempre em coinfecção com 

algum HPV de alto risco. 

 

 
Tabela 5.3.1 – Amostras com coinfecção detectada com o Kit PappilomaStrip High + Low.  
 

Tipos de HPVs identificados nas múltiplas infecções N 

HPV16, HPV18 4 
HPV16, HPV45 2 
HPV16, HPV39 1 
HPV16, HPV42* 1 
HPV16, HPV18, HPV31 1 
HPV31, HPV35, HPV39 1 
HPV16, HPV18, HPV45 1 
HPV16, HPV18, HPV52 1 

HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 1 

HPV16, HPV18, HPV33, HPV45 1 
HPV16, HPV18, HPV33, HPV54* 1 
HPV16, HPV18, HPV54, HPV61* 1 
HPV16, HPV45, HPV58, HPV54 1 
HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV39 1 
HPV16, HPV31, HPV33, HPV39, HPV68 1 

HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV52 1 
    

*  HPV de baixo risco 
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5.4. Tipos histológicos dos tumores x Tipo de HPV 
 
  A revisão histopatológica dos tumores, os tumores foram  classificados 

majoritariamente entre os dois principais tipos histológicos relacionados a 

carcinogênese cervical: Os carcinomas de células escamosas (CCE), com o total de 

454 biópsias (76,4%) e os Adenocarcinomas (ADN), correspondendo a 80 amostras 

(13,4%). Em 2 amostras, não foi possível a classificação definitiva. Os tipos tumorais 

menos prevalentes, que totalizaram 58  amostras (9,7%), foram agrupados em um 

único grupo As informações detalhadas acerca deste grupo de amostras estão 

detalhadas em forma de apêndice ao presente trabalho. 

 

 

 
Figura 5.4.1 - Os tipos de tumores biopsiados, de acordo com a revisão histopatológica.  A 
classificação foi divida entre os dois tipos mais frequentes e os menos frequentes foram agrupados 
em um único grupo (outros).  
 
 

Foram avaliadas as distribuições dos CCE X ADN em relação aos tipos de 

HPV identificados (tabela 5.4.1).  Quando comparados os dois tipos mais 

prevalentes, HPV 16 e HPV 18, do total de 454 carcinomas de células escamosas, 

294 amostras estavam infectadas com HPV 16 e 39 com HPV 18. Já com relação 

aos 80 adenocarcinomas biopsiados, em 45 amostras foi identificada a presença do 

HPV 16 e em 22 amostras o HPV18.  Quando comparados, observou-se uma 

associação entre a presença do HPV 18 e Adenocarcinomas  (p=0,001 - tabela 

5.4.2). Para os demais tipos não foram observadas quaisquer associações com o 

tipo histológico tumoral.  
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Tabela 5.4.1  - Frequência dos tipos de HPV de acordo com o tipo histológico dos tumores   
 Tipo de HPV Total CCE (%) ADC  (%) Outros (%) ND#% 

16 370 294 (79,6) 45 (11,9) 30 (7,4) 1 (1,1) 
18 77 39 (52,5) 22 (27,5) 15 (15,0) 1 (5,0) 
26 2 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
31 7 7 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
33 7 7 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
35 12 9 (75,0) 2 (16,7) 1 (8,3) 0 (0,0) 
39 6 5 (83,3) 0 (0,0) 1 (16,7) 0 (0,0) 
45 33 24 (72,7) 6 (18,2) 3 (9,1) 0 (0,0) 
51 2 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
52 8 8 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
56 2 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
58 11 11 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
59 6 4 (66,7) 1 (16,7) 1 (16,7) 0 (0,0) 
68 2 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
73 8 7 (87,5) 0 (0,0) 1 (12,5) 0 (0,0) 
83 1 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

X*** 16 11 (68,8) 1 (6,3) 2 (12,5) 2 (12,5) 
Múltipla 
Infecção 20 16 (66,7) 2 (22,2) 2 (11,1) 0 (0,0) 

NI**** 4 3 (75,0) 1 (25,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
 594 454 80 58  

 
Em seguida, devido ao baixo número de amostras infectadas com cada um 

dos demais tipos de HPV, optamos por realizar uma análise comparativa entre os 

tipos histológicos e espécies de HPV,  agrupando as amostras entre a espécie α7 

(que inclui os HPVs de alto risco dos tipos HPV 18; HPV 68; HPV 39; HPV 70; HPV 

85; HPV 59; HPV 45 e HPV 97), e a espécie α9 (incluindo os HPVs de alto risco dos 

tipos HPV 16; HPV 35; HPV 31; HPV 52; HPV 67; HPV 33; HPV 58).  Também foi 

observada uma relação entre a presença de algum tipo da espécie α7 e o 

desenvolvimento de adenocarcinoma. 

 
Tabela 5.4.2 – Distribuição dos tipos histológicos entre os tipos HPV 16 e HPV 18 e entre as espécies 
α7 e α9.  

Tipo 
Histológico HPV16 HPV18 

  
Espécie α7 Espécie α9 

    
CCE 294 (87%) 39 (64%)   74 (72%) 336 (87%)   
ADN 45 (13%) 22 (36%)   29 (28%) 47 (13%)   

Total 339 (100%)  61 (100%)   
103 (100%) 383 (100%) 

 
      p<0.001     p<0.001 

 

Não foi encontrada nenhuma associação estatisticamente significativa entre 

as características da população e os tipos de HPV presentes no estudo. A 

distribuição das idades não foi normal (p 0,004) segundo o teste de normalidade 

D’Agostino-Pearson (D’Agostino; Pearson, 1973). O gráfico de distribuição das 

idades apresentou pico único, com a idade media das pacientes em 48 anos (figura 

5.4.2).   
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Figura 5.4.2 -  Distribuição do número de pacientes de acordo com faixa etária. O intervalo 
apresentado é de 5 anos, com as idades variando entre 19 anos e 93 anos. 

 

Já quando comparados os 5 tipos de HPV mais frequentes (HPV 16, HPV 18, 

HPV 45, HPV 35 e HPV 58) segundo a idade das pacientes, observou-se que a 

média de idade maior no grupo com HPV 58. Esse valor  foi, em sua maioria, 

estatisticamente significativo  quando comparado à faixa etária das mulheres com os 

outros HPV(tabela 5.4.3), exceto para HPV35. 

 
Tabela 5.4.3 – Relação entre os 5 tipos de HPV mais frequentes e a idade media das pacientes.  
 

Tipo de HPV N 
amostra Media de idade 

Comparação entre 
HPV58 X outros 

HPV 
HPV58 11 58,45   
HPV16 370 48,71 p = 0,0152* 
HPV18 77 46,71 p = 0,0045* 
HPV35 12 47,75 p - 0,11138  
HPV45 33 48,48 p = 0,0406* 

         * significativo 
 

5.5. Variantes de HPV 16 
 
 
 Para a identificação de variantes de HPV 16, um total de 1310 pares de base 

do genoma do HPV16 foram sequenciados a partir de dois produtos de PCR que 

sofrem sobreposição (dos nucleotídeos 7157-559), correspondentes à região de 

LCR e E6. Das 370 amostras identificadas como HPV16+, em 334 amostras as 

sequências das regiões E6 e LCR foram completamente ou parcialmente obtidas. 
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Em duas amostras foi identificada a coinfecção por duas linhagens de HPV16 (figura 

5.5.1) e em 34 amostras, a amplificação por PCR foi insatisfatória para um ou ambos 

os fragmentos. Como consequência, 36 amostras (11,6%) foram excluídas das 

análises subsequentes de variantes.  
  

 
Figura 5.5.1  - Coinfecção de variantes de HPV16. A análise dos cromatogramas obtidos a partir do 
sequenciamento da região LCR de duas amostras distintas. Em ambas, foram observadas as 
mesmas sobreposições de picos em SNVs específicos para a linhagem A (7489G) e D 
(A7485C;G7489A). A figura mostra dois exemplos das sobreposições, dentre outras observadas ao 
longo da sequência obtida. 
 
 

5.5.1. Identificação dos Haplótipos compartilhados  
 
 Para identificar as pacientes que compartilham haplótipos de HPV16, foram 

analisadas 314 das 334 amostras. As sequências de 20 pacientes foram excluídas 

da caracterização de haplótipos devido à baixa qualidade nos eletroferogramas 

obtidos nas extremidades da LCR e/ou E6. Foram identificados 125 haplótipos, 

(tabela 5.5.1), sendo 96 presentes em pacientes únicos, e 29 variantes 

compartilhados por, pelo menos, dois pacientes. Os quatro haplótipos mais 

frequentes, presentes em cerca de 40% das amostras foram: Hap09 presentes em 

68 pacientes, seguido por Hap11 em 40 pacientes, Hap47 em 12 pacientes, e Hap04 

em 11 pacientes. 
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Tabela 5.5.1  - Os 125 haplótipos identificados a partir do alinhamento das sequências de LCR/E6 de 
314 mulheres identificadas com HPV16 e o número de pacientes (N) que possui cada haplótipo. 
 

Haplótipo N  Haplótipo N  Haplótipo N  Haplótipo N  Haplótipo N  
Hap 01 5 Hap26 1 Hap51 1 Hap76 1 Hap101 1 
Hap 02 5 Hap27 1 Hap52 5 Hap77 1 Hap102 1 
Hap 03 4 Hap28 4 Hap53 1 Hap78 1 Hap103 1 
Hap 04 11 Hap29 1 Hap54 1 Hap79 1 Hap104 2 
Hap 05 3 Hap30 1 Hap55 1 Hap80 1 Hap105 1 
Hap 06 1 Hap31 1 Hap56 2 Hap81 1 Hap106 1 
Hap 07 6 Hap32 8 Hap57 1 Hap82 1 Hap107 1 
Hap 08 1 Hap33 1 Hap58 1 Hap83 1 Hap108 1 
Hap 09 68 Hap34 1 Hap59 1 Hap84 1 Hap109 1 
Hap 10 3 Hap35 1 Hap60 1 Hap85 4 Hap110 1 
Hap 11 40 Hap36 2 Hap61 1 Hap86 3 Hap111 1 
Hap 12 4 Hap37 1 Hap62 2 Hap87 2 Hap112 1 
Hap 13 1 Hap38 2 Hap63 1 Hap88 1 Hap113 1 
Hap 14 1 Hap39 1 Hap64 1 Hap89 1 Hap114 1 
Hap 15 1 Hap40 3 Hap65 1 Hap90 1 Hap115 1 
Hap 16 1 Hap41 1 Hap66 1 Hap91 1 Hap116 1 
Hap 17 1 Hap42 1 Hap67 2 Hap92 1 Hap117 1 
Hap 18 1 Hap43 3 Hap68 1 Hap93 1 Hap118 1 
Hap 19 1 Hap44 1 Hap69 2 Hap94 1 Hap119 1 
Hap 20 1 Hap45 3 Hap70 1 Hap95 1 Hap120 1 
Hap 21 5 Hap46 1 Hap71 1 Hap96 1 Hap121 1 
Hap 22 3 Hap47 12 Hap72 1 Hap97 1 Hap122 1 
Hap 23 1 Hap48 1 Hap73 1 Hap98 1 Hap123 1 
Hap 24 1 Hap49 1 Hap74 1 Hap99 1 Hap124 1 
Hap 25 1 Hap50 1 Hap75 1 Hap100 1 Hap125 1 

5.5.2. Análise de SNVs específicos para as linhagens de HPV16 
 
  Utilizando a metodologia SNVs proposta por Cornet et al. (2012) para HPV 

16, todas as 334 amostras puderam ser classificadas. Sendo assim, mesmo as 

sequências que foram excluídas da análise de haplótipos por apresentarem baixa 

qualidade nas extremidades dos eletroferogramas, continham todas as posições dos 

SNVs propostos no estudo para identificação dos subtipos de HPV 16. 

  Do total de 334 amostras, 306 amostras apresentaram concordância total 

com pelo menos um dos nove padrões de assinaturas propostos por Cornet et al. 

(2012). Para 28 amostras, os nucleotídeos presentes nas 42 posições genômicas 

propostas não concordaram estritamente com qualquer assinatura de nucleotídeos 

proposto, com um número mínimo de discordância variando de 1/42 a 4/42 posições 

(Quadro 5.5.2). Apesar destas divergências, as 334 amostras puderam ser 

classificadas em uma das quatro grandes linhagens HPV16, baseados nos 

nucleotídeos presentes nas posições de diagnóstico ou na concordância parcial com 

umas das nove assinaturas. A linhagem mais frequente observada foi a linhagem A, 

com 216 amostras, seguida pela linhagem D, com 98 amostras a linhagem B e C, 

com 10 amostras cada, respectivamente. 
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5.5.3. Análise filogenética e rede de haplótipos  
 

 Para a construção da árvore filogenética de Máxima Verossimilhança, além 

dos 125 haplótipos identificados, foram incluídas as sequências de referência para 

cada uma das variantes, descritas por Burk et al. (2013). Os resultados demostraram 

que a grande maioria dos haplótipos agruparam  de acordo com a identificação de 

linhagem com base em assinatura (SNVs) proposto por Cornet et al. (2012). As 

exceções foram os haplótipos alocados nas linhagens B e C. Estes Haplótipos não 

formaram dois grupos monofiléticos c (Figura 5.5.3.1).  
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Figura 5.5.3.1  Análise filogenética do HPV16. Árvore de Máxima Verossimilhança (parte1).  
Os valores de bootstrap  obtidos a partir de 10.000 réplicas. São mostrados valores de bootstrap  
com frequência acima de 50%. As sequências referência  das variantes do HPV-16 estão 
identificadas com o número de acesso do genebank. 
 
 



  72 

 

 
 
 
 
Figura 5.5.3.1  Análise filogenética do HPV16. Árvore de Máxima Verossimilhança (parte2 - 
continuação) 
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Figura 5.5.3.1 - Análise filogenética do HPV16. Árvore de Máxima Verossimilhança (parte 3 – final)  
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As análises em rede de Haplótipos  também foram de acordo com a topologia 

da árvore filogenética de Máxima Verossimilhança e no agrupamento a partir das 

assinaturas dos SNVs para identificação de cada linhagem. A rede de haplótipos 

mostra que os três haplótipos mais frequentes ocuparam uma posição central 

(padrão de estrela) na linhagem A (Hap09 e Hap47) e na linhagem D (Hap11). Em 

relação aos outros haplótipos menos frequentes, a maioria encontrou-se divergente 

destes haplótipos centrais por uma e duas substituições de nucleotídeos. O padrão 

de estrela não foi observado para os haplótipos de Linhagens B e C, que 

apresentaram uma divergência maior entre os haplótipos. Os índices de diversidade 

molecular (diversidade de haplótipos, diversidade de nucleotídeos) e o teste  Fs 

(Fu's Fs test; Fu, 1997) são mostrados na Tabela 5.5.3.1, sugerindo expansão  da 

população viral ou seleção positiva para estes haplótipos específicos. 

 
  

Figura 5.5.3.2- Análise em rede dos 125 haplótipos de HPV16. As linhagens são indicadas por cores: 
em laranja a linhagem A, em verde escuro a linhagem B, verde claro a linhagem C e em azul a 
linhagem D. Cada círculo corresponde a um dos 125 haplótipos e o diâmetro de cada círculo é 
proporcional ao número de amostras que compartilham um haplótipo específico; as linhas que ligam 
cada círculo representam pelo menos uma substituição de nucleotídeos e quando ocorre mais do que 
uma substituição, é indicado por um número (que corresponde ao número de substituições). Os três 
haplótipos mais frequentes são indicados: Hap09 (n = 68), Hap40 (n = 40), e Hap47 (n = 12). 
Também são indicados os haplótipos das linhagens B e C. 
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Tabela 5.5.3.1 - Índice de diversidade molecular para o HPV16 
 

Número de amostras 314  
Número de haplótipos 125  
Diversidade de haplótipos 0.932  
Diversidade de Nucleotídeos 0.084  
Fu's Fs Test -23.86 (p= 0.004) 

 
 
 
As sequência de aminoácidos E6 mostrou 19 alterações de aminoácidos em relação 

à sequência do protótipo, sendo sete destas anteriormente descritas. As doze novas 

alterações foram: D25G, D25A, E29A, D56Y, D64N, S71C, D98H, H126P, N127K, 

R131L, S138F, e R144T. A variante 83V (L83V, equivalente a E6 T350G) foi 

compartilhada por todos os haplótipos de linhagem D em 31 haplótipos (14%) da 

linhagem A. 
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Quadro 5.5.3.2 – Substituições de aminoácidos encontradas na proteína E6 em HPV16. Na tabela somente estão 
representados os haplótipos que sofreram alguma substituição de aminoácido. 
 

10 14 25 27 29 56 64 71 78 83 98 126 127 138 144
A1K02718 R Q D I E D D S H L D H R S R

Hap74 . . A . . . . . . . . . . . .
Hap35 I . . . . . . . . . . . . . .
Hap62 . . . . . . . . . . . . . . T
Hap23 . . . . . . N . . . . . . . .
Hap33 . . . . . . . C . . . . . . .
Hap40 . . . . . . . C . . . . . . .
Hap78 . . . . . . . . . V . . L . .
Hap08 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap85 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap38 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap47 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap36 . . . . A . . . . V . . . . .
Hap59 . . . . . . . . . V . . . . .

Hap105 . . . . . . . . . V . Q . . .
Hap88 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap63 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap24 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap98 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap53 . . . . . . . . . V . . . . .

Hap102 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap50 . . . . . . . . . V . . . . .
Hap81 G . . . . . . . . . . . . . .
Hap15 G . . . . . . . . . . . . . .
Hap64 G . . . . . . . . . . . . . .
Hap16 G . . . . . . . . . . . . . .

604 G . . . . . . . . V . . . . .
300 G . . . . . . . . V . . . . .
201 G . . . . . . . . V . . . . .
435 G . . . . . . . . V . . . . .

Hap68 T D . . . . . . Y . . . . . .
Hap80 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap71 . D . . . . . . Y . . . . . .

Hap125 T D . . . . . . Y . . . . . .
Hap17 T D . . . . . . Y . . . . . .
Hap28 T D . . . . . . Y . . . . . .
Hap110 T D . . . . . . Y . . . . . .
Hap114 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap106 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap57 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap113 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap70 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap87 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap19 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap60 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap37 I D . . . . . . Y . . . . . .
Hap11 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap55 . H . . . Y . . Y V . . . . .
Hap31 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap79 . H . . . . . . Y V . . . . .

Hap101 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap14 . H . . . . . . Y V . . . . .

Hap121 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap10 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap18 . H . . . . . . Y V . . . F .
Hap30 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap65 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap73 . H . . . . . . Y V . . . . .

Hap100 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap58 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap20 . H . . . . . . Y V . . . . .

Hap109 . H G . . . . . Y V . . . . .
Hap95 . H . . . . . . Y V . . . . .
Hap34 . H . . . . . . Y V . . . . .

377 . H . . . . . . Y V . . . . .
330 . H . . . . . . Y V . . . . .
391 . H . . . . . . Y V . . . . .
507 . H . . . . . . Y V . . . . .
336 . H . . . . . . Y V . . . . .
407 . H . . . . . . Y V . . . . .
80 . H . . . . . . Y V . . . . .

D

A

Linhagem
Numero de 

acesso
Posição do aminoacído em E6

B

C
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5.6. As linhagens de HPV 18 
 
 Para a identificação das linhagens de HPV18, utilizou-se uma estratégia 

semelhante à utilizada para as amostras HPV16. A partir do DNA genômico das 

amostras identificadas como HPV18, foram feitas amplificações por PCR e o 

sequenciamento direto de dois fragmentos que sofrem sobreposição parcial,  

possibilitando a montagem de uma sequência consenso de 1298 pares de base, 

correspondendo a região LCR e ao oncogene E6 do genoma do HPV18. Das 77 

amostras inicialmente identificadas como HPV18, seis (7,7%) foram excluídas da 

análise das linhagens devido à amplificação insatisfatória de um ou ambos os 

fragmentos.  

 

5.6.1. Identificação de haplótipos compartilhados  
 
 Para as 71 amostras analisadas, foram identificados 33 haplótipos, sendo 15 

encontrados em pelo menos duas mulheres (totalizando 53 pacientes) e 18 

haplótipos únicos. O haplótipo mais frequente foi o Hap22 (identificado como 

pertencente a linhagem A) encontrado em 10 pacientes, seguido por Hap12 

(linhagem A) e Hap33 (linhagem B), ambos observados em seis pacientes, 

respectivamente. Estes três haplótipos estavam presentes em cerca de 31% dos 

pacientes.   

 
Tabela 5.6.1.1 – Número de biópsias que possuem um dos 33 haplótipos identificados de HPV 18. 
Número de biópsias que contem cada um dos  29 haplótipos identificados nas 57 amostras que 
apresentavam HPV 18. 
 

Haplótipo N  Haplótipo N  
Hap 3 2 Hap 22 10 
Hap 4 1 Hap 23 1 
Hap 5 1 Hap 24 2 
Hap 6 1 Hap 25 1 
Hap 7 1 Hap 26 1 
Hap 8 1 Hap 27 2 
Hap 9 1 Hap 28 1 

Hap 12 6 Hap 29 1 
Hap 13 3 Hap 30 1 
Hap 14 1 Hap 31 1 
Hap 15 2 Hap 33 6 
Hap 16 3 Hap 34 2 
Hap 17 3 Hap 35 2 
Hap 18 1 Hap 36 3 
Hap 19 2 Hap 37 1 
Hap 20 1 Hap 38 1 
Hap 21 5     
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5.6.2. Análise de SNVs específicos para os subtipos de HPV 18 
 

 Para a identificação das linhagens de HPV 18, foi utilizada uma metodologia 

semelhante à utilizada para as análises de SNVs para HPV 16, através da análise 

de sítios específicos situados na região LCR e no gene E6. O método foi baseado 

nos trabalhos de Arias-Pulido et al. (2005) e Arroyo et al. (2012) em que são 

descritos polimorfismo presentes em determinadas regiões do genoma do HPV 18, 

capazes de definir entre as diferentes linhagens. Foram identificados 55 amostras 

pertencentes à linhagem A e 16 amostras pertencentes à linhagem B. Nenhuma 

amostra foi classificada como pertencente a linhagem C 

 As linhagens A e B foram definidas pela presença de um conjunto de nove 

SNVs em LCR (A7152G, C7161T, C7164G, C7185T, C7496G; G7512A; T7530C; 

T7651C e T7704C) e três SNVs em E6 (T251C; G374A e A548G) . Além disso, uma 

deleção de 6 nucleotídeos (244-250) em LCR e os SNVs G7563G; A7567C;7592C e 

A7670T foram observadas de forma exclusiva para a linhagem B nas amostras 

analisadas. Contudo, estas variações são observadas em algumas sequências de 

referência utilizadas para a linhagem A e C. 
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5.6.3. Análise filogenética e rede de haplótipos 
 
 Para a construção na árvore filogenética, além dos haplótipos 

identificados, também foram incluídas sequências de referência para cada uma 

das linhagens, descritas por Burk e colaboradores em 2013. Assim como para o 

HPV16, a análise filogenética das amostras com HPV18 também foram de 

acordo com o método de classificação baseado em SNVs diagnósticos. A 

topologia gerada mostrou a formação de dois agrupamentos distintos, sendo um 

deles formado por haplótipos da linhagem A outro pelos haplótipos da linhagem 

B. Não foram observadas quaisquer amostras agrupadas com a sequência de 

referência para a linhagem C.    

 

 
 
 

Figura 5.6.3.1- Análise filogenética do HPV18. Árvore de Máxima verossimilhança com os valores 
nos ramos correspondem aos valores de bootstrap (apresentado em frequência) obtidos a partir 
de 10.000 réplicas. São mostrados valores com frequência acima de 50%. As sequências 
referência das variantes do HPV-18 estão identificadas com o numero de acesso do genebank. 
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 As análises em rede de haplótipos (MJ) demonstraram que os haplótipos 

mais frequentes ocupam posições centrais, rodeados pelos haplótipos menos 

frequentes, mas numa configuração não tão evidente como o observado para as 

amostras com HPV16. Índices de diversidade molecular (diversidade de 

haplótipos, diversidade de nucleotídeos) e teste Fs's de Fu com base nas 71 

amostras são mostrados na Tabela 5.6.3.1. O teste de Fs's de Fu foi negativo, 

mas não significativa (Fs's de Fu = -4,11; P = 0,156), sem evidência de expansão 

da população viral recente ou seleção positiva. 

 
 

Figura 5.6.3.1 - Análise em rede dos 33 haplótipos de HPV18. As linhagens são indicados por 
cores: em laranja a linhagem A e em verde, a linhagem B. Cada círculo é correspondente a um 
dos 33 haplótipos e o diâmetro correspondente a cada círculo é proporcional ao número de 
amostras que partilham cada haplótipo; as linhas que ligam cada circulo representam pelo menos 
uma substituição de nucleotídeos e quando ocorre mais do que uma substituição, é indicado por 
um número (que corresponde ao número de substituições). Os três haplótipos mais frequentes são 
indicados: Hap22 (n = 10), Hap12 (n = 6), e Hap33 (n = 6). 
 
Tabela 5.6.3.1 - Índice de diversidade molecular para o HPV18 

 
 HPV18  
Número de amostras 71  

Número de haplótipos 33  

Diversidade de haplótipos 0.958  

Diversidade de nucleotídeos 0.01  

Fu's Fs Test - 4.11 (p= 0.156) 
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 A sequência de aminoácido em E6 mostraram duas substituições 

anteriormente descritas em relação à sequência protótipo: Y72H em um haplótipo 

(Wang et al., 2009) e H129N em todos os haplótipos africanos (de Bóer et al., 

2004). Além disso, quatro novas substituições foram observadas: H80Y (em um 

haplótipo), H133P (em dois haplótipos), Y134F (em um haplótipo), e R144Q (em 

um haplótipo)  

 

 
Tabela 5.6.3.1 – Substituições de aminoácidos encontradas na proteína E6 nas amostras HPV18. 
 

72 80 129 133 134 144

AY262282 Y H N H Y R
Hap3 . . . . . .
Hap4 . . . . . .
Hap5 . . . P . .
Hap6 . . . . . .
Hap7 . . . . . .
Hap8 . . . P . .
Hap9 . . . . . .

Hap12 . . . . . .
Hap13 . . . . . .
Hap14 . . . . . .
Hap15 . . . . . .
Hap16 . . . . . .
Hap17 . . . . . .
Hap18 . . . . . .
Hap19 H . . . . .
Hap20 . . . . . .
Hap21 . . . . . .
Hap22 . . . . . .
Hap23 . . . . . .
Hap24 . . . . . .
Hap25 . . . . . .
Hap26 . . . . F .
Hap27 . . . . . .
Hap28 . . . . . .
Hap29 . . . . . .
Hap30 . . . . . .
Hap31 . Y K . . .
Hap33 . . K . . .
Hap34 . . K . . .
Hap35 . . K . . .
Hap36 . . K . . .
Hap37 . . K . . .
Hap38 . . K . . Q

HPV18 - E6 Posição do aminoacidoNumero de 
acesso 

Genebank

A

B

Linhagem
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5.7 Variantes de HPV16 e HPV18 X Dados Clínicos e epidemiológicos 

 

 Com relação à idade das pacientes, observamos uma possível associação 

entre a presença das variantes B/C de HPV16 em mulheres mais jovens, quando 

comparados ao grupo incluído na variante A (tabela 5.7.1).  Já quando 

relacionado ao tipo histológico tumoral, observou-se que, de todos os casos 

identificados com as variantes B/C de HPV16, apenas uma amostra foi 

identificada como adenocarcinoma. A variante B foi observada exclusivamente em 

carcinomas de células escamosas (10/10) , enquanto a variante C, 90% dos 

casos foram de carcinomas de células escamosas (9/10) .  
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Tabela 5.7.1 V
ariantes de H

PV
16 e H

PV
18 X

 D
ados C

línicos e epidem
iológicos 

 

C
aracterísticas 

V
ariantes de H

P
V

16 (n= 334) 
  

V
ariantes  de H

P
V

18 (n=71) 

A
 (n=216) 

B
/C

 
(n=20) 

D
 (n=98) 

P
 

A
 (n=56) 

B
  (n=15) 

P
 

Idade - m
edia 

  
  

  
  

  
  

  
M

edia 
48,65 

42,2 
47,16 

(A
 vs B

/C
)  

45 
39 

  
C

I 95%
 

48,6 - 50,4 
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6. Discussão 
 

No presente estudo, tivemos como objetivo principal a identificação da 

prevalência dos diferentes tipos de HPV presentes em tumores invasivos do colo 

uterino em mulheres matriculadas no Hospital do Câncer II do Instituto Nacional do 

Câncer (INCA), entre Julho de 2011 e Abril de 2014. Além disso, também buscamos 

descrever o perfil sociodemográfico das mesmas. Por fim, após a identificação dos 

dois tipos mais prevalentes de HPV, o HPV16 e o HPV18, buscamos avaliar a 

variabilidade genética intratipo dos mesmos, na população em questão. O projeto foi 

um estudo prospectivo, com as coletas de amostras realizadas durante um período 

previamente estabelecido e a inclusão das pacientes conduzida de forma contínua e 

consecutiva, sem qualquer viés de seleção. Uma importante limitação do estudo foi 

a ausência de um grupo controle no qual incluíssem mulheres com exame citológico 

normal ou a presença de lesões pré malignas. Tanto em estudos relacionados a 

prevalência dos tipos de HPV quanto a trabalhos avaliando a variabilidade intratipica 

viral, a grande maioria dos estudos epidemiológicos encontrados utilizam-se deste 

tipos de amostra para as associações de fatores comportamentais, clínicos e 

sociodemográficos com risco ao desenvolvimento do câncer do colo uterino. 

Todavia, tendo em vista a impossibilidade de acesso tais amostras controle e com 

intuito de detalhar o perfil sociodemográfico da população do estudo, buscamos 

descrever os principais cofatores constantemente abordados em estudos sobre a 

história natural da infecção pelo HPV e, consequentemente, o desenvolvimento do 

câncer cervical. Um dos primeiros e principais estudos caso-controle conduzidos 

com a população brasileira foi o trabalho conduzido por Eluf-Neto et al. (1994). O 

estudo utilizou como amostras caso, 199 mulheres diagnosticadas com câncer 

cervical invasivo e 225 como controle normal. Apesar de, comparado ao presente 

estudo, o estudo de Eluf-Neto ter incluído um número inferior de amostras de câncer 

cervical, este estudo utilizou como ferramenta de coleta de dados epidemiológico um 

questionário relativamente semelhante ao utilizado por nós, principalmente quanto 

ao comportamento sexual das pacientes, servindo portanto, como base de 

comparação a alguns de nossos achados, além de outros dados presentes na 

literatura.  No estudo em questão, além da presença do HPV, outros fatores foram 

levantados, como: número de parceiros sexuais, início da atividade sexual, paridade 

e a realização do exame Papanicolau. 
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 Na literatura, o câncer do colo uterino tem sido associado a baixos índices de 

desenvolvimento humano (IDH), consequentemente a regiões pobres, 

caracterizadas por altos índices de analfabetismo e população com comportamento 

sexual e hábitos de vida associados à multiplicidade de parceiros, ao início precoce 

da atividade sexual e à multiparidade (Eluf-Neto et al., 1994; Castellsagué et al., 

2008; Munoz et al., 2003; de Sanjose et al., 2010). No presente estudo, os principais 

dados coletados foram: idade da paciente no momento do diagnóstico, tabagismo, 

grau de escolaridade, renda per capita, início da atividade sexual, número de 

parceiros, uso de contraceptivo oral e o conhecimento acerca do exame preventivo. 

Com relação a idade das pacientes, na literatura é descrita que a faixa etária de 

maior incidência do câncer de colo uterino são mulheres com mais de 45 anos, 

atingindo o maior pico na média de 50,9 anos (Castellsagué et al., 2008; Munoz et 

al., 2003; de Sanjose et al., 2010). No presente estudo a idade media foi de 48 anos. 

Em relação aos fatores socioeconômicos, do total de mulheres, 56,9% tinham no 

máximo 6 anos de estudo, 60% não desenvolviam atividade remunerada e 75% 

pertenciam a famílias com renda per capita de no máximo 1 salário mínimo. Esses 

dados estão coerentes com as associações já descritas (Lima et al., 2006; 

Castellsagué et al., 2007). Sobre o uso tabaco, outro fator constantemente 

associado a carcinogênese cervical (Munoz et al., 2003), 54%  das pacientes 

incluídas eram fumantes ou ex-fumantes. No trabalho de Eluf-Neto, foi observada 

uma tendência quanto a associação entre o tabaco e o câncer (p = 0.055).  Entre os 

casos de câncer avaliados, foram observadas 111 (55%) mulheres que nunca 

fumaram e 88  fumantes. Com relação ao comportamento sexual, no estudo de Eluf-

Neto (1994) observou-se que a proporção de controles positivos para DNA do HPV 

aumentou quanto menor a idade da primeira relação sexual, quando comparados os 

grupos caso/controle. No presente estudo, apenas 28,7% das mulheres relataram o 

início da atividade sexual até os 15 anos de idade. Quanto ao número de parceiros 

sexuais, no presente estudo relatamos que 36% pacientes com no máximo 2 

parceiros ao longo da vida, até o momento do diagnóstico. Já no trabalho de Eluf-

Neto, foi observada uma taxa de 76% (153/199) das pacientes com até dois 

parceiros. Porém, esta proporções não são passiveis de comparação visto que, no 

presente estudo, buscamos levantar o número total de parceiros ao longo da vida. 

Já no trabalho de Eluf-Neto, os autores relacionaram esta questão ao número de 

parceiros concomitantes.  Já em relação ao exame citopatológico, o estudo 

conduzido por Eluf-Neto apontou uma relação de diminuição no risco ao  
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desenvolvimento do câncer cervical (p<0.0001). Dos 199 casos, 134 mulheres (67%) 

relataram nunca terem sido submetidas ao exame Papanicolau. Já no presente 

estudo, 80,8% das mulheres entrevistadas relataram a realização do exame 

previamente ao diagnóstico. Apesar desta discrepância das proporções, que podem 

ser um reflexo temporal entre os dois estudos, alguns dados relativos a esta questão 

devem ser destacados. Além de 19,2% das pacientes nunca terem sido submetidas 

ao exame citopatológico, 36,6% o fizeram com intervalos de 3 anos ou mais. E mais, 

do total de mulheres entrevistadas, 39,9% das mulheres relataram o completo 

desconhecimento acerca do propósito do exame. 

O papel do HPV como agente etiológico do câncer cervical e suas lesões 

precursoras tem sido bem documentado. As variações nas prevalências do HPV em 

amostras de câncer cervical invasivo variam de 80% a valores próximos a 100% e, 

provavelmente, estão associadas às diferentes técnicas de detecção (Walboomers 

et al., 1999; Schiffman et al., 2010; Rabelo-Santos et al., 2003; Li et al., 2011; Bosch 

et al., 2002). Dentre elas, a reação em cadeia da polimerase (PCR) tem se mostrado 

eficiente em estudos de prevalência de DNA de HPV (Saini et al., 2007; Oliveira et 

al., 2006). Sabe-se também que existem diversas metodologias para conservação e 

o estudo em amostras de tecidos de pacientes. No presente estudo, como dito 

anteriormente, as amostras analisadas foram coletadas ao longo do projeto, o que 

possibilitou a utilização de amostras frescas, armazenadas em freezers a -80o C. 

Estudos recentes indicam que a utilização deste tipo de material é o mais indicado, 

quando comparado a outros métodos como tecido fixado em formol ou parafina e 

também a células esfoliadas (Odida et al., 2010; Snijders et al., 2010). Como 

consequência, na grande maioria dos casos, obtivemos a partir da extração com o 

kit comercial específico, um material genético integro e com um bom grau de pureza. 

Isso nos possibilitou a utilização de técnicas de biologia molecular consideradas 

como padrão ouro para o propósito do projeto, que são as técnicas de PCR e 

sequenciamento direto. Para ambas as técnicas, utilizamos o par de primers PGMY 

09/11 e, nos casos em que houve a necessidade de amplificarmos um fragmento 

menor, com o par de primers GP5+/6+. Ambos os sistemas se encontram 

amplamente descritos e utilizados em estudos anteriores para a identificação de 

HPV (Baay et al., 1996). Em grande parte das amostras coletadas, o DNA do HPV 

foi detectado (99,3% - 590/594) e destas, 93,8% (554/590) foram perfeitamente 

genotipadas. Em 16 amostras não foi possível a identificação do HPV presente e em 

20 amostras foi detectada a presença de múltipla infecção por mais de um tipo de 
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HPV, através de um kit de hibridização desenvolvido para tal fim. Este dado será 

discutido posteriormente. 

O HPV 16 é o mais prevalente no câncer cervical em todas as regiões do 

mundo e o HPV 18 está em segundo lugar. Contudo, a frequência dos demais tipos 

de HPV encontrados apresenta grande variação conforme a região geográfica da 

população estudada. Estudos anteriores apontam que os seis tipos de HPV mais 

prevalentes nas Américas do Sul e Central são o HPV 16, 18, 31, 45, 33 e 58 (Bosch 

et al., 2008; Li et al., 2011; Clifford et al., 2005). Nossos resultados apresentaram 

como os 5 tipos mais prevalentes: o HPV 16 (62,2% - 370/594), em segundo lugar 

encontramos o HPV 18 (13% - 77/594), acompanhado pelo HPV 45 (5,5% - 33/594), 

seguido pelo HPV 35 (2% - 12/594) e HPV 58 (1,8% - 11/594). Excluindo-se os 

casos de coinfecções (3,3% - 20/594), os demais tipos encontrados em menor 

frequência representaram 12,4% do total de amostras (74/594). Comparados a 

dados do Brasil presentes na literatura, nossos resultados corroboram a  

variabilidade na prevalência dos diferentes tipos de HPV. Como exemplos 

comparativos, utilizamos alguns estudos conduzidos no Brasil (tabela 6.1), 

representando cada uma das regiões.  

 
Quadro 6.1 – Estudos conduzidos no Brasil, representativos de cada uma das 5 grandes regions 
macroeconômicas. 

 
 

No estudo conduzido por Rabelo-Santos et al. (2003), que incluíram 38 

amostras de câncer invasivo conservadas em parafina em mulheres de Goiânia, o 

HPV33 foi o segundo mais prevalente (13,2% - 5/38). Em outro estudo semelhante 

conduzido por Amaro-Filho (2012) que incluíram 78 amostras de câncer cervical 

invasivo conservadas em parafina em mulheres do Rio de Janeiro, também 

apresentou o HPV33 como o segundo mais prevalente (11,2% - 10/78).  Já o estudo 
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conduzido por de Oliveira et al. (2013), utilizando amostras frescas de 170 mulheres 

diagnosticadas com câncer cervical invasivo e matriculadas em dois hospitais do 

estado de São Paulo,  o HPV 33 foi observado como o quarto mais prevalente 

(12/170). No presente estudo, o HPV 33 foi detectado em apenas 1,2% do total de 

amostras (7/594), figurando como o sétimo mais prevalente, junto ao HPV 31.  Um 

outro exemplo a ser destacado é o HPV 45, o terceiro mais prevalente em nossas 

amostras (5,5% - 33/594).  Nos estudos citados anteriormente, somente no estudo 

conduzido por de Oliveira et al. (2013) o HPV 45 foi observado, sendo o sexto mais 

prevalente (5,3% - 9/150). Nos estudos de Rebelo-Santos et al. (2003) e Amaro-

Filho (2012), o HPV 45 não foi detectado em nenhuma amostra analisada. Já o 

HPV35, foi apontado como o quarto mais prevalente na nossa população (12,3% - 

12/594). No estudo de Amaro-Filho (2012) foi observado como o terceiro mais 

prevalente (3,9% - 3/78) e no estudo conduzido por de Oliveira (2013) como o quinto 

mais prevalente ( 5,9% - 10/170).  E por fim, o HPV 18, tido como o segundo mais 

prevalente no mundo, mesmo resultado observado em nossas amostras (13% - 

77/594) e no estudo conduzido por de Oliveira em 2013 (12,3% - 21/170).  No 

estudo de Rebelo-Santos (2003), o HPV 18  encontrado na terceira posição em 

apenas 5,2% das mulheres (2/38) (3,9% - 3/78) e no estudo de Amaro-Filho (2012) 

em uma frequência de apenas 1,3% (1/78). Uma possível explicação para estas 

diferenças pode estar no número de amostras utilizadas nos estudos ou pelos 

métodos empregados na conservação das amostras e de detecção do DNA viral.   

Com relação a idade das pacientes, estudos anteriores descrevem que as 

mulheres com câncer cervical e infectadas com os tipos HPV16 e HPV18 tendem a 

ser diagnosticadas em idades mais jovens quando comparadas aos demais tipos 

(Saraiya et al., 2014; de San Jose et al., 2013). No presente trabalho, conforme a 

tabela 5.4.3 descrita nos resultados, a média da idade observada para ambos os 

tipos (48,71 anos para o HPV16 e 46,71 anos para o HPV18) não apresentou tal 

associação, somente quando comparadas ao HPV58 (58,4 anos). 

Diversos estudos têm demonstrado a presença de coinfecções de pelo menos 

dois tipos de HPVs em uma mesma amostra de câncer cervical. O papel das 

múltiplas infecções ainda não foi claramente elucidado, entretanto alguns autores as 

sugerem como um importante fator de risco para o desenvolvimento do câncer 

cervical, através da associação entre o número de tipos virais no local de infecção e 

o agravamento das neoplasias (Munoz et al., 2003; Soto-De Leon et al.2011; Franco 
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et al., 1999; Mejlhede et al., 2009). Uma meta-análise conduzida por Munoz e 

colaboradores em 2003, a partir de onze estudos caso-controle em nove países, 

reuniu dados de 1918 mulheres com câncer cervical. Os resultados apontaram a 

presença de infecções por pelo menos dois tipos de HPV em 10,9% das amostras. 

Em outro trabalho conduzido por Li e colaboradores (2011), os valores apontados 

foram de 11,2%.  No presente estudo, observamos um taxa  inferior a estes dados 

apresentados, com 3,3% (20/594) das amostras com coinfecção. Provavelmente, em 

amostras com múltiplas infecções, mas com a carga viral muito discrepantes entre 

os tipos infectantes, ocorreu algum tipo de amplificação preferencial por PCR do tipo 

mais predominante e, consequentemente, o sequenciamento direto e identificação 

de somente um tipo. Apenas as amostras que de fato apresentaram 

eletroferogramas inconclusivos (36/594), interpretamos como possíveis casos de 

coinfecções, sendo consequentemente submetidas ao teste com o kit de 

hibridização. Provavelmente, as amostras nas quais detectamos a coinfecção, a 

carga viral dos diferentes tipos de HPV presentes possuíam alguma equivalência, 

viabilizando a amplificação por PCR dos dois ou mais tipos de HPV. Portanto, o 

baixo índice de coinfecções aqui apresentado pode ser explicado devido a um viés 

de amplificação seletiva pela técnica empregada para a genotipagem do HPV e, 

consequentemente, pela limitação do método visual de seleção por nós utilizados, 

resultando em uma subestimação do real número de casos de coinfecção.  

Diversos estudos tem buscado associar as variantes intratipo de HPV16 e 

HPV18 com a persistência da infecção pelo vírus, o risco do desenvolvimento de 

neoplasia intra-epitelial cervical e do câncer cervical invasivo (Burk et al., 2003; Xi et 

a, 2006;. Sichero et al., 2012; Berumen et al., 2001; Chen et al., 2015), indicando 

diferenças na prevalência dessas linhagens entre as mulheres com características 

distintas. Em trabalhos anteriores, tanto para HPV 16 (Cornet et al., 2012) quanto 

para o HPV 18 (Chen et al., 2015), a distribuição das linhagens em todo o mundo é 

apontada como geograficamente/etnicamente específicas. Pelo fato da alta 

miscigenação presente na população brasileira, além da ausência de um grupo 

controle com citologia normal ou lesões pré malignas, nossos resultados limitaram-

se a uma análise descritiva acerca da incidência destas variantes no grupo de 

pacientes incluídas, não levando em consideração o papel destas variantes na 

história natural da infecção ou carcinogênese cervical, assim como sua distribuição 

quanto a origem étnica e/ou cor autodeclarada das pacientes. Esta questão será 

discutida posteriormente. 
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 Através de análise filogenética somada a identificação de polimorfismos 

(SNVs) em sítios específicos da região de LCR e E6, no presente estudo, fomos 

capazes de identificar a partir de amostras de uma população com um alto grau de 

miscigenação, praticamente todas as linhagens do HPV16 e HPV18 até então 

descritas (Burk et al., 2013). A exceção foi a linhagem C do HPV18, descrita como 

específica para continente africano (Chen et al., 2015).  

  Para as análises filogenéticas do HPV16, do total de 370 amostras 

identificadas como HPV 16, foram utilizadas 314 amostras para a caracterização dos 

haplótipos e  análise filogenética. Em 34 amostras, a amplificação por PCR de um 

ou ambos os fragmentos foi insatisfatória e em 20 amostras, as extremidades das 

sequências obtidas foram inconclusivas, o que comprometeria identificação dos 

haplótipos e as análises filogenéticas. Em duas amostras, foi sugerida a coinfecção 

por mais um tipo de variantes de HPV16. O papel das coinfecções de variantes na 

carcinogênese, considerado um evento raro, permanece não esclarecido. Em um 

trabalho conduzido por Sichero e colaboradores em 2007, foram observados 4 casos 

em 187 infecções por HPV 16. Já no trabalho de Cornet e colaboradores em 2012, 

foram observados 7 casos em 985 amostras analisadas. Sendo assim, optamos por 

excluir estas 56 amostras das análises filogenéticas e rede de haplótipos.  

Os haplótipos das amostras de HPV16 foram definidos a partir da variação de 

um único nucleotídeo ao longo da sequência de 1310 pares de base obtidas.  No 

total, foram identificadas 125 haplótipos, sendo 96 presentes em uma única amostra 

e 29 haplótipos com sequências compartilhadas por dois ou mais pacientes. As 

análises demostraram que os quatro haplótipos com maior frequência (Hap09, 

Hap11, Hap47 e Hap04) compreendem 41% das 314 amostras que foram totalmente 

sequenciadas para LCR e E6. A análise em rede mostrou que três destes haplótipos 

(Hap09, Hap11, e Hap47) estão associadas a outros menos frequentes formando 

uma rede em formato de estrela, sendo a maioria deles diferindo por uma 

substituição de nucleotídeos de um destes haplótipos três haplótipos. Este padrão 

sugere uma rápida expansão populacional destes haplótipos, associados ao câncer 

cervical invasivo devido a eventos históricos-neutros (como efeito fundador e 

gargalos populacionais) ou exposição a fatores seletivos que favorecem haplótipos 

específicos, com a seleção atuando sobre regiões LCR ou E6 ou sobre outra região 

do genoma do HPV. Essas hipóteses são suportadas pelo valor negativo e 

significativo de teste Fs de Fu (1997) (-23,86, p = 0,004).  Além disso  pode haver a 

associação destas variantes com um maior risco de desenvolvimento do câncer de 
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colo do útero, como observado por Chen et al. (2014) para as variantes associadas 

à sublinhagem B2 de HPV45. Uma análise da prevalência de variantes de HPV16 

em mulheres sem lesões cervicais pode nos permitir avaliar essas propostas. Em 

relação aos haplótipos identificados como pertencentes a linhagem B, estes não 

formaram um grupo monofilético na construção da árvore filogenética e rede de 

haplótipos. Os valores de bootstrap indicam baixo suporte na topologia da árvore 

filogenética, apontando para a necessidade de analisar uma região genômica maior. 

Para as análises dos SNVs, as extremidades inconclusivas que anteriormente 

acarretaram a exclusão de 20 amostras com HPV16 das análises filogenéticas não 

comprometeram as regiões que incluem os sítios de interesse descritos como 

contendo assinaturas específicas para determinada linhagem, possibilitando a 

identificação das variantes nas amostras. Portanto, estas amostras foram 

novamente incluídas, somando o total de 334 amostras. Utilizando o método descrito 

por Cornet e colaboradores (2012), os resultados observados confirmaram uma 

associação quase absoluta com a classificação obtida pelas análises filogenéticas. 

Cabe ressaltar que o trabalho de Cornet et al. em 2012 utilizou a nomenclatura para 

identificação das variantes baseada na origem geográfica das amostras. No 

presente estudo, adaptamos o método utilizando a nova nomenclatura alfanumérica 

proposta por Burk e colaboradores (2013), assim como as sequências de referência 

para cada uma das variantes descritas no mesmo trabalho. Além disso, na 

classificação descrita por Burk (2013), a linhagem Africana 2b proposta por Cornet 

em 2012 não está mais presente. Com isso, 4 das 46 assinaturas originalmente 

propostas não foram observadas nas referências utilizadas ou amostras analisadas.  

Segundo Cornet et al. 2012, a linhagem A pode ser diagnosticada 

especificamente por três posições de nucleotídeos em E6 (145G , 286T , e 289A ) e 

três da LCR (7489G , 7764C , 7786C). Entretanto, as sublinhagens  A1, A2 e A3 (E) 

não podem ser diferenciadas por nenhum SNVs diagnóstico. Diversas posições de 

nucleotídeos que são capazes de distinguir outras sublinhagens de HPV 16, 

apresentam-se polimórficas na linhagem A nas mais variadas combinações. 

Entretanto, pelo método proposto, dentro da linhagem A, a sublinhagem A4 (As) 

pode ser identificada especificamente por dois SNVs diagnósticos em E6 (T178G e 

T178C) e a combinação de oito SNVs em LCR, sendo seis deles diagnósticos 

(T177C, T7201C, C7270C, A7287C, G7842A/T e C24T). Nas sequências obtidas a 

partir das biópsias coletadas, não foram observadas quaisquer destes SNVs 

diagnósticos para a sublinhagem A4 (Asiática) dentre as identificadas como 
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pertencentes a linhagem A, sendo portanto, 216 amostras classificadas como 

pertencentes a linhagem A, sublinhagens A1, ou A2 ou A3. As linhagens B e C 

(Africanas) podem ser diagnosticadas especificamente pela presença de C143G em 

E6 e C31T na LCR (Cornet et al., 2012). O estudo também descreve que as 

linhagens B e C mostram um padrão comum de cinco SNVs em E6  (C143G , 

G145T , T286A , A289G , e C335T) que levariam a troca de dois aminoácidos Q14D 

e H78Y. Utilizando-se deste critério, 20 amostras foram classificados como 

pertencentes a estas linhagens. Entre as linhagens B e C, são sugeridos dois SNVs 

diagnósticos (G132C e A83C) para as linhagens B e dois para a linhagem C (G132T 

e A403G). Desta forma, 10 amostras foram classificadas como pertencentes à 

linhagem B, assim como 10 amostras foram classificados como pertencentes a 

linhagem C. Já os isolados pertencentes à linhagem D se agrupam em um grande 

grupo, no entanto, nenhum SNVs na região sequenciada é capaz de, 

especificamente, identificar esta linhagem. Nas sequências descritas por Cornet et 

al. 2012, foram observadas um padrão comum de cinco SNVs em E6 (G145T, 

T286A, A289G, C335T e T350G), e sete SNVs em LCR (A7233C, A7485C, G7489A, 

C7669T, C7689A, C7764T, C7786T).  Nas sequências analisadas no presente 

estudo, todos os SNVs propostos em E6 foram observados. Entretanto, apenas um 

SNP (7233 localizado na LCR) foi observado em 100% das amostras classificadas 

como pertencentes a linhagem D. Em seis SNVs, apresentaram algum grau de 

discordância (1/42 a 4/42) quanto as substituições observadas por Cornet, em 9 

haplótipos (10 amostras) analisados. Vale ressaltar que no trabalho em questão, 

foram incluídas somente 9 amostras do Brasil. Esse fato sugere que, assim como o 

próprio artigo também deduz, que com a expansão do número de amostras ao redor 

do mundo, o número de SNVs diagnósticos tende a diminuir. 

A prevalência de linhagens de HPV16 em amostras de câncer cervical 

invasivo no Brasil também foi analisada por Junes-Gill et al. (2008), em um estudo 

conduzido em Belém, na Região Norte brasileira (Região Amazônica), no qual foram 

incluídas 63 mulheres. Os autores encontraram a linhagem D como a mais 

prevalente (46%), seguido pela linhagem A (41,3%), e as linhagens B/C (3,2%), não 

considerando as amostras com coinfecção (9,5%). Comparativamente, a maior 

prevalência de linhagem D em relação ao Rio de Janeiro (46%, Junes-Gill et al. Vs. 

29%, nosso estudo), pode ser um reflexo da origem étnica da população de Belém, 

que tem uma influência maior da população ameríndia (Alves- Silva et al., 2000; 

Pereira et al., 2012).  Outros estudos com foco na diversidade intratipo de HPV16,  
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avaliaram a prevalência das linhagens em mulheres com lesões pré-cancerosas ou 

mulheres com lesões de diferentes graus (incluindo cânceres invasivos) (Cruz et al., 

2004; Villa et al., 2000; Freitas et al., 2014). Esses estudos relatam uma maior 

prevalência de HPV16 linhagem A, que vão desde 65,8% a 41% (Freitas et al., 2014; 

Cruz et al., 2004). Comparando os resultados obtidos com os de Xi et al. (2006) em 

mulheres norte-americanas (definidas pelo autor como Afro-Americanas, brancas e 

outros), com citologia normal do colo do útero, LSIL ou HSIL e infectadas com 

HPV16, os autores também encontraram uma maior frequência da linhagem A tanto 

em Afro-americanas (66,7%) como em mulheres brancas (86%) e com as linhagens 

B / C encontradas em 26,5% das mulheres afro-americanas e 4,3% das mulheres 

brancas. Os resultados de Yamada et al. (1997) para as mulheres com câncer 

cervical invasivo de oito países latino-americanos (N= 228), foram semelhantes aos 

resultados aqui apresentados, com 77% de prevalência para  linhagem A, 19% para 

a linhagem D, e 3,5% para a linhagem B + C de HPV16. 

Com relação ao HPV18, do total de 77 amostras identificadas, 71 foram 

submetidas as análises filogenética e de SNVs. Seis amostras foram excluídas 

devido a amplificação insatisfatória de um ou ambos os fragmentos. Assim como 

esperado, a topologia gerada formou dois agrupamentos distintos, com haplótipos 

agrupados junto as sequências de referência descritas para a linhagem A e da 

linhagem B (Burk et al., 2013). Quanto a análise em dos haplótipos, o teste de Fs de 

Fu (-4,11, p = 0,156) não foi significativo, o que sugere uma história evolutiva 

distinta. O valor não significativo encontrado, indica que o valor Fs não diferiram 

entre 0 (zero), sugerindo que os genomas do HPV18 na população estudada estão 

evoluindo de acordo com um modelo de seleção neutra, e que nenhum evento 

recente afetou o tamanho da população viral (e consequente diversidade) ocorreu. 

Comparado aos dados disponíveis para o HPV16, um número muito inferior 

de estudos foram realizados descrevendo a frequência de linhagens em câncer 

cervical invasivo associado à infecção pelo HPV18, sendo que a maioria dos 

estudos incluíram preponderantemente mulheres com citologia normal ou lesões 

pré-malignas.  Recentemente, Chen et al. (2015) publicou um grande estudo sobre 

diversidade genética e o risco associado ao desenvolvimento de câncer cervical. O 

trabalho utilizou 711 amostras positivas para HPV 18 (incluindo biópsias de câncer 

cervical invasivo, lesões pré malignas, esfoliados cervicais e amostras controle), 

oriundas de 39 países ao redor do mundo e depositadas no biobanco da Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC). Em nossas análises, com base no 
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método de SNVs proposto para a identificação das variantes, os resultados obtidos 

foram consistentes com as análises filogenéticas, assim como com os resultados 

descritos na literatura utilizando metodologia semelhante (Aria Pulido et al., 2006; 

Chen et al., 2015; Arroyo et al., 2012; Pérez et al., 2014).  

 Dentre os estudos com variantes de HPV 18, dois foram realizados no Brasil 

(Villa et al., 2000;. Sichero et al., 2007), sendo a prevalência mais elevada detectada 

(80-90%) da linhagem A seguido da linhagem B. A linhagem C foi relatada apenas 

por Sichero et al. (2007), com uma frequência de 6,6%. No presente trabalho, 

encontramos um padrão similar, com uma maior frequência de linhagem A (71,8%), 

seguido da linhagem B (19,0%). No estudo de Xi et al. (2006), os resultados obtidos 

para as mulheres norte-americanas (classificadas pelos autores como Afro-

americana, brancas, e outras) positivas para HPV18 com citologia normal, lesões de 

baixo e alto grau, encontrou maior prevalência da linhagem A (71,4%), seguida por 

linhagens B / C (28,6%). O mesmo estudo observou frequência maior de linhagens 

B/C entre as mulheres afro-americanas (63%) e uma maior frequência de linhagem 

A entre as mulheres brancas. Outros dois estudos realizados na Espanha (Arroyo et 

al., 2012; Pérez et al., 2014) em amostras cervicais de mulheres com citologia 

normal, lesões do colo do útero e câncer invasivo também encontraram uma 

frequência maior de HPV18 linhagem A, seguido pela linhagem B e a linhagem C 

relatada apenas por Arroyo et al. (2012), com uma frequência de ~ 11%. Na Costa 

Rica, o estudo realizado por Schiffman et al. (2010), incluindo mulheres com 

citologia normal e lesões cervicais de diferentes graus, também encontrou uma 

frequência menor da linhagem B (22,6%), com relação as linhagens de A e C 

(77,4%, em conjunto). Um estudo realizado por Burk et al. (2003) nos Estados 

Unidos, que incluiu 19 mulheres com diagnóstico de carcinoma in situ ou cânceres 

invasivos, apontaram a linhagem A (9/19 -  47%) como a mais frequente, seguido 

pela linhagem C (07/19 – 36,8%) e B (3/19 – 15,7%). E por fim, no trabalho 

conduzido por Chen et al. (2015) com amostras provenientes de diversos países, 

observou-se que, especificamente para a região da América Sul e Central, do total 

de 84 amostras incluídas, 73 (86,9%) foram classificadas como pertencentes a 

linhagem A e 11 (13,1%) a linhagem B. 

No presente estudo, relatamos que as linhagens mais prevalentes presentes 

na população estudada foram as linhagens A e D para HPV16 e a linhagem A para 

HPV18. Os estudos citados anteriormente mostraram que estas linhagens de HPV 

são as mais prevalentes em populações de ascendência europeia (linhagens A de 
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HPV16 e HPV18) e ancestralidade ameríndia (linhagens D de HPV16 e A de 

HPV18) (Yamada et al., 1997; Ho et al., 1993). Tendo em vista que a base genética 

da população do Sudeste do Brasil (onde se localiza o Rio de Janeiro) mostra uma 

população altamente miscigenada, com uma grande contribuição de ascendência 

europeia e Africano (55% e 31%, respectivamente) e um menor contribuição da 

ancestralidade ameríndia (14%, com base em marcadores genéticos autossômicas) 

(Manta et al., 2013), era de se esperar uma maior prevalência de linhagens B e C do 

HPV16 e linhagens B e C de HPV18, linhagens mais prevalentes no continente 

Africano. Entretanto, é importante levar em consideração que uma associação direta 

entre a ancestralidade humana e as linhagens de HPV não são necessariamente 

esperadas em uma população miscigenada como a do Brasil, com indivíduos tendo 

as mais variadas proporções quanto à ancestralidade genética. Esse fato foi 

reportado em um estudo conduzido em uma população da Colômbia por Lopera et 

al. (2014) no qual, analisando mulheres com câncer do colo uterino, apresentaram 

uma correlação inversa entre a infecção por HPV 16 linhagem D (linhagem comum 

na população nativa americana) com uma maior proporção de marcadores de 

ancestralidade nativa americana. 

Com relação aos tipos histológicos tumorais, estudos anteriores demonstram 

que, além da infecção pelo HPV ser necessária para o desenvolvimento tanto de 

CCE quanto de ADC, a distribuição dos tipos de HPV observados nestas duas 

formas da doença diferem. Para HPV16 e HPV18 o tipo mais frequentemente 

envolvido no desenvolvimento do CCE, e no caso de HPV18 a prevalência de 

adenocarcinomas é maior que em HPV16 (Burk et al., 2003; Altekruse et al., 2002). 

No presente estudo, do total de amostras coletadas, foram identificados 454 (76,4%) 

de carcinomas de células escamosas (CCE) e 80 (13,4%) de adenocarcinomas 

(ADC). Quando comparados os principais tipos histológicos tumorais com os tipos 

de HPV detectados observamos que, assim como esperado, houve uma associação 

entre a presença de HPV18 e o desenvolvimento de ADC (p<0,001). A mesma 

análise, incluindo os tipos relacionados as mesmas espécies do HPV16 e do HPV 18 

também demonstrou esta associação (p<0,001). Alguns estudos também sugeriram 

que a distribuição de variantes, tanto do HPV16 quanto do HPV18, diferem entre 

ADC e CCE (Burk et al.,  2003). Entretanto, em nossas amostras não observamos 

diferenças significativas na distribuição entre os tipos histológicos, conforme também 

já descrito anteriormente (Arias-Pulido, 2005; Chen et al., 2014) 
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O presente trabalho foi conduzido com um grande número de amostras de 

mulheres com câncer cervical invasivo matriculadas no INCA, um dos principais 

centros de excelência em Atenção ao Câncer do Brasil e que concentra a grande 

parte dos casos tratados na cidade do Rio de Janeiro e adjacências. Isto oferece um 

fiel panorama epidemiológico da doença na região, somado ao fato de que, apesar 

do estudo ter como limitação a ausência de amostras normais ou pré malignas como 

controles, os resultados aqui apresentados são de amostras coletadas entre julho de 

2011 a abril de 2014, momento que antecedeu a campanha e implementação da 

vacina contra o HPV, pelo Sistema Único de Saúde (SUS). Desta maneira, os dados 

aqui apresentados poderão servir de base para futuros estudos epidemiológicos 

acerca do impacto da vacina e da prevalência do tipos de HPV, assim como no 

desenvolvimento de estratégias para o combate dos tipos de HPV que 

permanecerem circulantes, e que não foram incluídos nas vacinas atualmente 

disponíveis. A vacina implementada no sistema publico de saúde do Brasil foi a 

Quadrivalente (Gardasil; Merck & Co), que oferece alta proteção contra os tipos de 

alto risco HPV 16 e HPV18 e os de baixo risco HPV 6 e HPV 11 (Garland S, 2007; 

Block S, 2006). Além disso, ensaios clínicos revelaram relativa proteção cruzada 

para os tipos de HPV 31, 33, 45, 52 e 58. Entretanto esta proteção cruzada não foi 

estatisticamente significativa (Wheeler et al., 2010; Brown  et al., 2009). Embora os 

resultados dos ensaios clínicos da vacina terem demonstrado mais de 90% eficácia 

contra novas infecções, ainda é muito cedo para avaliar o impacto real que a vacina 

terá sobre a incidência e mortalidade do câncer cervical (Luckett & Feldman, 2015). 

Mesmo assim, levando em consideração a incidência dos tipos de HPV identificados 

no presente estudo e incluídos na vacina, a tendência esperada é de que, com a 

ampla cobertura e adesão da população, o impacto futuro na prevenção seja 

superior aos 75%  para novas infecções. Recentemente, foi aprovado pelo FDA 

americano em dezembro de 2014 a vacina Nonavalente (Gardasil 9; Merck Sharp & 

Dohme Corp., Whitehouse Station,New Jersey), que tem como alvo, além dos tipos 

de HPV 6, 11, 16, 18 ja incluídos na vacina Quadrivalente, os tipos 31, 33, 45, 52 e 

58 para uso em mulheres com idades entre 9 a 26 anos e homens com idades entre 

9 a 15 anos (referencia). Como esta vacina está a pouco tempo disponível no 

mercado, não há dados de eficácia clínica para avaliar o seu impacto na incidência 

do HPV na população em geral. Teoricamente, com base nos dados sobre a 

prevalência de tipos de HPV no presente estudo e na literatura em geral, as vacinas 

bivalente e Quadrivalente poderiam potencialmente prevenir a aproximadamente 
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70% dos casos de lesões precursoras do colo do útero e cancer invasivo, enquanto 

a Nonavalente poderia evitar um adicional de 20% dos casos. Obviamente, esta 

projeção depende de programas de ampla cobertura na administração da vacina na 

população alvo, antes do início da vida sexual. 

É importante destacar que os papilomavírus são vírus de DNA dupla fita com 

uma taxa de mutação menor quando comparado aos vírus RNA, o que torna a 

ocorrência de mutações de escape de vacina improvável (Schiller e Lowy, 2012).  

Harari e colaboradores (2015), em um estudo realizado na Costa Rica, não 

encontraram nenhuma diferença na eficácia da vacina bivalente em relação as 

diferentes linhagens de HPV16 e HPV18. No entanto, os mesmos autores ponderam 

que esta conclusão não levou em conta a presença de variantes raras ou a 

diversidade desses HPV encontrados em outras populações. Com base nessa 

perspectiva e o advento de vacinas profiláticas contra HPV16 / 18 e câncer cervical, 

tornou-se necessário identificar as variantes genéticas de HPV que estão presentes 

em populações de interesse para verificar nos próximos anos se a vacinação será 

eficaz contra todas as variantes de HPV16 e HPV18, especialmente nos países em 

desenvolvimento, onde o câncer cervical é um grave problema de saúde pública, e 

os dados disponíveis sobre a diversidade genética do HPV ainda são limitados. 
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7. Conclusões 
 
1 O tipo mais prevalente foi o HPV16 (62,2% - 370/594), acompanhado pelo 

HPV18     (13% - 77/594), seguido pelo HPV45 (5,5% - 33/594); HPV35 

(2% - 12/594) e  HPV58 (1,8% - 11/594). 

2 A incidência de coinfecções por dois ou mais tipos de HPV foi de 3,3% (20/594), 

sendo o HPV16 presente em mais de 90% desses casos 

3 Nossos resultados mostraram que a media de idade das mulheres 

diagnosticadas com diagnóstico de Câncer do colo do útero foi de 48 anos. 

4 O HPV58 foi associado a mulheres mais velhas (58 anos) quando comparado 

aos outros 5 tipos mais prevalentes. A associação anteriormente descrita entre o 

HPV16/18 em mulheres mais novas não foi observada. 

5 Com relação as variantes de HPV16, os resultados mostraram uma maior 

prevalência da linhagem A, seguida da linhagem D, e as linhagens B e C.  

6 Para as variantes de HPV18, os resultados mostraram uma maior prevalência da 

linhagem A, seguida da linhagem B. . 

7 A diversidade genética de HPV16 indica uma recente expansão de variantes 

específicas ou uma vantagem seletiva associada a estas variantes em amostras 

de câncer invasivo, um padrão não observado para HPV18. 
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9.2.  Quadro com os tipos histológicos dos tumores incluídos no estudo, 
com a classificação definida como “outros”.  
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10. Anexos 
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10.2. Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa 
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10.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
 

 
Projeto: Estudo dos genótipos de HPV presentes em tumores do colo do útero em mulheres 

matriculadas no INCA 

 

Nome do Voluntário: ________________________________________________ 

 

Você está sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo descrever as 

características biolólogicas do câncer do colo do útero e que envolve a coleta de material para a 

realização de uma biópsia (análise de pequenas amostras de tecido para o diagnóstico do tipo do 

tumor) e a coleta de uma pequena quantidade de sangue (5mL ou o equivalente a uma colher de 

chá). 

O Câncer do colo do útero é o segundo tipo de tumor mais comum em mulheres. Sabe-se que sua 

origem está associada ao um vírus (HPV). Conhecer as características desse vírus e do tumor que 

ele originou é importante para compreende melhor a doença, o tratamento e as maneiras de prevenir 

o aparecimento desse tumor, como o desenvolvimento de vacinas. 

Para que você possa decidir se quer participar ou não deste estudo, precisa conhecer seus  

benefícios, riscos e implicações. 

 

OBJETIVO DO ESTUDO 

Este estudo tem como objetivo identificar os diferentes tipos de HPV presentes nos tumores do colo 

do útero de pacientes atendidas no Instituto Nacional de Câncer e associar as características do 

tumor com as características do tipo de vírus presente. 

 

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO 

Se você concordar em participar deste estudo será coletada uma amostra do tumor para a realização 

da biópsia (exame que diagnostica o tipo de tumor) ou uma amostra do mesmo no caso de você ser 

submetida a uma cirurgia, como parte do tratamento. A coleta de material para a  biópsia será feita 

por uma médica(o) pesquisadora(or) participante desse estudo. Também serão coletados 5mL de 

sangue através de uma punção com agulha de uma veia de seu braço. Essas amostras serão 

levadas ao laboratório onde será isolado o DNA da biópsia do tumor e do sangue para ser submetido 

a procedimentos que permitirão identificar o vírus associado ao desenvolvimento do tumor. Você 

também responderá a um questionário com perguntas sobre hábitos de vida, atividade sexual e uso 

de hormônios ao longo de sua vida. O DNA isolado das amostras de tumor e sangue será 

armazenado no Banco Nacional de Tumores após a utilização do mesmo para os procedimentos 

relacionados ao presente projeto. O material armazenado no BNT será guardado, sob a 

responsabilidade do INCA, para estudos futuros e você terá o direito de decidir sobre a participação 

em outros estudos que eventualmente venham a ser realizados a partir deste material. Se você 

concordar em participar deste projeto de pesquisa os pesquisadores participantes também 

consultarão seus registros médicos para obter dados que podem ser importantes para compreender o 

câncer do colo do útero. 
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MÉTODOS ALTERNATIVOS 

Sua participação nesse estudo é totalmente voluntária. Você não é obrigada a participar do estudo. 

Se você não concordar em fornecer uma amostra de sangue, permitir a biópsia de seu tumor e 

responder ao questionário, você não participará desse estudo. 

 

RISCOS 

O seu tratamento será exatamente o mesmo caso você participe ou não deste estudo. E é importante 

que você saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra do tumor e na coleta do sangue. 

Esses dois procedimentos não fazem parte do tratamento usual para pacientes com esse tipo de 

tumor. A coleta da biópsia de seu tumor pode causar sangramento no local. Caso isso aconteça, esse 

sangramento será controlado pela médica(o) que realizará a coleta. Se você for submetida a uma 

cirurgia, como parte do tratamento, a coleta de uma amostra do tumor se dará a partir do material 

tumoral retirado durante a cirurgia e não haverá risco adicional. A coleta de sangue pode causar dor 

no local da punção, ou manchas rochas transitórias chamadas de equimoses. 

 

BENEFÍCIOS 

 Você não terá benefícios com os resultados dessa pesquisa. Entretando os resultados 

gerados por ela poderão ajudar a compreender melhor o câncer do colo do útero e auxiliar na 

prevenção e no tratamento do mesmo, no futuro, para outras mulheres. 

ACOMPANHAMENTO, ASSISTÊNCIA E RESPONSÁVEIS 

 

É importante que você saiba que o seu tratamento será o mesmo, caso aceite ou não participar desse 

projeto. É que você tem direito de saber qualquer informação gerada nessa pesquisa relacionada a 

sua doença. Essa pesquisa é coordenada pela Dr. Liz Maria de Almeida, e qualquer dúvida que tenha 

respeito pode ser sanada entrando em contato pelo telefone 21 3970-7409.  

 

CARÁTER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS 

Além da equipe de saúde que cuidará de você, seus registros médicos poderão ser consultados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Nacional de Câncer (CEP-INCA) e equipe de 

pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome não será revelado ainda que informações de seu 

registro médico sejam utilizadas para propósitos educativos ou de publicação, que ocorrerão 

independentemente dos resultados obtidos. 

 

TRATAMENTO MÉDICO EM CASO DE DANOS 

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que necessite de 

atendimento médico, ficará a cargo da instituição. Seu tratamento e acompanhamento médico 

independem de sua participação neste estudo. 

 

CUSTOS 

Não haverá qualquer custo ou forma de pagamento para você pela sua participação nesse estudo. 
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BASES DA PARTICIPAÇÃO 

É importante que você saiba que a sua participação neste estudo é completamente voluntária e que 

você pode recusar-se a participar ou interromper sua participação a qualquer momento, sem 

penalidades ou perda de benefícios aos quais você tem direito. Caso você decida interromper sua 

participação no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e o uso das 

amostras para os fins relativos ao estudo será imediatamente interrompida. 

O médico responsável por sua internação pode interromper sua participação no estudo a qualquer 

momento, mesmo sem a sua autorização. Caso isso aconteça o motivo será comunicado a você. 

 GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS 

Nós estimulamos a você ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo. 

Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Liz Maria Almeida no telefone 39707409. Se você tiver 

perguntas com relação a seus direitos como participante do estudo, também pode contar com um 

contato imparcial, o Comitê de Ética em Pesquisa do INCA, situado à Rua André Cavalcanti 37, 

Centro, Rio de Janeiro, telefones (21) 3207-6551 ou (21) 3207-6565, ou também pelo e-mail: 

cep@inca.gov.br  

Li as informações acima e entendi o propósito deste estudo assim como os benefícios e riscos 

potenciais da participação no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram 

respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste 

estudo. 

Entendo que poderei ser submetido a uma biópsia e a uma punção para coletar sangue  adicionais ao 

necessário para o meu tratamento e que não receberei compensação monetária por minha 

participação neste estudo. 

Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 

_______________________________________________________         ____ / _____ / _____ 

(Assinatura do Paciente)                                                                                  dia      mês      ano 

_______________________________________________________  

(Nome do Paciente – letra de forma ) 

__________________________________           ____ / ____ / _____ 

(Assinatura de Testemunha, se necessário)          dia     mês     ano 

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo à paciente 

indicada acima e/ou pessoa autorizada para consentir pela paciente. 

 

____________________________________________________            ____ / ____ / ____ 

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento)                                dia     mês    ano
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10.4. Ficha Clinica 
 
 
 
 
 
 

QUESTIONÁRIO INDIVIDUAL 

Nome da unidade de saúde: 

_____________________________________________________ 

Nº do prontuário/registro na unidade de saúde: |__|__|__|__|__|__|__| 

 
IDENTIFICAÇÃO E CONTROLE 

 

Nome da entrevistada: 

_________________________________________________________  

10.4.1.1.1.1. Endereço: 

______________________________________________________________________ 
Bairro: _____________________________________ cep: |__|__|__|__|__| - 

|__|__|__| 

10.4.1.1.1.2. Tel. Residencial: _______________________  Celular:_________________________  

10.4.1.1.1.3. Tel. Comercial: _______________________ CPF:__________________________________ 

10.4.1.1.1.4. Cidade onde nasceu: __________________________________ UF: _____________________ 

10.4.1.1.1.5. Nome da 

mãe:____________________________________________________________________ 
 

TIPO DE ENTREVISTA 

1.|__| Realizada Totalmente  2.|__| Realizada Parcialmente  3.|__| Não 
Realizada 

 

     

1|__|Recusa 

     

2|__|Outro 

especificar o outro motivo de não realização da entrevista: 

___________________________________________________________________________

____ 

Data de realização da entrevista: __ / __ / ____ 

 

Projeto:Estudo dos genótipos de HPV presentes em tumores do colo do útero em 
mulheres matriculadas no INCA 
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EQUIPE 

 
ENTREVISTADORA:  
______________________________________________________|__|__| 
 
SUPERVISOR 
___________________________________________________________|__|__| 
 
DIGITADOR 
_____________________________________________________________|__|__| 
 
As informações prestadas nesta pesquisa terão caráter confidencial e serão 
utilizadas exclusivamente para fins estatísticos 
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Quadro 1 - Nossa pesquisa tem como objetivo investigar os fatores de risco que estão associados com o 

desenvolvimento do câncer do colo do útero em nosso país. 
 

1. Qual a data do seu nascimento? 
1|__|__|/|__|__|/|__|__||__|__|(passe para a pergunta 3)   

99|__| NS/NR (siga para a pergunta 2) 

 

2.Quantos anos a senhora tem? 
1|__|__| anos 

 

3.Na sua opinião, qual é a sua cor ou raça? 
Entrevistador: Leia as alternativas. 

1 |__| Branca 

2 |__| Preta 

3 |__| Amarela 

4 |__| Parda 

5 |__| Indígena 

6 |__| Outra 

 

4. Qual é a sua situação conjugal? 
Entrevistador: Leia as alternativas. 

1|__| Solteira 

2|__| Casada/união consensual 

3|__| Divorciada/desquitada/separada 

4|__| Viúva 

 

5. Qual a série (ou período) e qual o grau de escolaridade que Sra. concluiu? 
Série ou Período 10.4.1.1.2. Grau de Escolaridade 
(00) 

(01) 

(02) 

(03) 

(04) 

(05) 

(06) 

(07) 

(08) 

(09) 

(10) 

(11) 

(12) 

(99) NS/NR 

(00) Nenhum 

(01) Alfabetização de adultos 

(02) Antigo primário/elementar 

(03) Antigo ginásio 

(04) 1º grau/ensino fundamental 

(05) Antigo clássico/normal/científico/2º grau/ensino médio 

(06) Superior (3º grau) - incompleto 

(07) Superior (3º grau) - completo 

(08) Educação infantil 

(99) NS/NR 

 

|__|__| Série OU |__|__| Período   |__|__| Grau 
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10.4.2.  

10.4.3. 6. Qual a sua religião? 
1|__| Eu não tenho religião 

2|__| Católica 

3|__| Evangélica/Metodista/Batista/Presbiteriana/Protestante/Cristã 

4|__| Espiritismo de Candomblé/Umbanda/Africana  

5|__| Espiritismo Kardecista  

6|__| Budista 

7|__| Judaica 

8|__| Mulçumana 

9|__| Outra, qual? ____________________________  (especifique) 

 

10.4.4. 7. Quantos cômodos existem na sua casa? 
|__|__| cômodos 

 

10.4.5. 8. Quantos cômodos da casa são usados 

permanentemente para dormir?  
|__|__| cômodos 

 

9. Quantas pessoas moram na sua casa?  
|__|__| pessoas 

 

10. Atualmente a Sra. /você tem um trabalho ou atividade remunerada? 
1 |__| Sim 2 |__| Não (passe 12) 

 
11. Qual é a sua principal ocupação? Por exemplo: Empregada doméstica, recepcionista, professora, 

auxiliar de pesquisa, contadora etc. 

________________________________________|__|__|__| 

 

12. Contando com salário, pensão, aluguel, bico, etc., qual é a renda total de sua família, por mês? 
R$ |__||__|.|__|__|__|,|__|__| 

99999,99 |__| NS/NR (passe 14) 

00000,00 |__| Não tem renda (passe quadro 2) 

 

10.4.6. 13. No total, quantas pessoas dependem 

economicamente desta renda familiar? 
|__|__| pessoas 

 

14. Agora, por favor, responda-me, qual é a sua renda mensal? 
R$ |__||__|.|__|__|__|,|__|__| 

99999,99 |__| NS/NR 

00000,00 |__| Não tem renda 
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10.4.7. Quadro 2 - A pergunta que farei agora é sobre a percepção do seu estado de saúde.  

 

10.4.8. 15. De um modo geral, em comparação a pessoas da 

sua idade, como Sra. considera o seu próprio estado de saúde? 
10.4.8.1.1.1.1.1.1. Entrevistador: Leia as alternativas. 

1|__| Excelente 

2|__| Muito bom 

3|__| Bom 

4|__| Regular 

5|__| Ruim 

 

10.4.9. Quadro 3 - As perguntas que farei agora são sobre o exame preventivo para o câncer do colo do útero.  

10.4.10.  

10.4.11. 16. Você sabe para que serve o exame preventivo? 
1|__| Sim  2|__| Não (passe e leia o Quadro 4) 

 

17. Você poderia me dizer, quais os problemas que o exame preventivo é 

capaz de identificar?  

1 Câncer do colo do útero                  1|__| sim  2|__| não 

2 Inflamações                              1|__| sim  2|__| não 

3 Infecções        1|__| sim  2|__| não 

4 Doenças sexualmente transmissíveis (DSTs) 1|__| sim  2|__| não 

5 Outros _____________________________________ 1|__| sim  2|__| não 

especifique 

 
18. Antes do problema de saúde atual, você fazia exames preventivos para o 

câncer do colo do útero? 

1|__| Sim  2|__| Não   

 
19. Com que idade você começou a fazer exames preventivos? 

 |__|__| anos     99|__| NS/NR 

 
10.4.12. 20. De quanto em quanto tempo você costumava fazer 

o exame preventivo? 
1|__| Mais de uma vez por ano 

2|__| Todo ano 

3|__| De 2 em 2 anos 

4|__| De 3 em 3 anos 

5|__| Com intervalo de mais de 3 anos 

6|__| Sem regularidade 

9|__| Não sabe/Não respondeu 
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10.4.13.  

21. Dê um modo geral, quando você precisava ir ao Posto de Saúde: 

10.4.13.1.1.1.1.1.1. Entrevistador: Leia as alternativas. 

1|__| Conseguia logo marcar a consulta 

2|__| Não precisava marcar consulta: era só ir e ser atendida 

3|__| Tinha muita dificuldade em marcar a consulta. Por que? 

_________________ 

___________________________________________________________________________

___ 

4|__|Outra situação, 

qual?______________________________________________________ 

 

 

ENTREVISTADORA: LEIA O QUADRO ABAIXO 

10.4.14. Quadro 9 - Agora farei perguntas sobre menstruação, o número de filhos que a Sra. 

tem ou teve. Também farei perguntas sobre uso de métodos anticoncepcionais.  

 

22. Com que idade você ficou menstruada pela primeira vez? 

|__|__| anos 99 |__| NS/NR 

 

23. Você tem ou já teve atividade sexual? 

1|__| Sim  2|__| Não (passe quadro 10, pág. 13) 

 

24. Com que idade você teve a sua primeira relação sexual? 

|__|__| anos 99 |__| NS/NR 

 

25. Desde que você teve a sua primeira relação sexual, quantos parceiros você teve? 
|__|__| parceiros 99 |__| NS/NR 

 

26. Atualmente, você tem atividade sexual? 
1|__| Sim (passe 57) 2|__| Não 

 

27. Há quanto tempo você não tem atividade sexual? 
1|__|__| dias 

2|__|__| semanas 

3|__|__| meses 

4|__|__| anos 

99|__| NS/NR 

 

28. Você usou algum método para evitar a gravidez em algum período da sua 
vida?  
1 |__| Sim, uso 

2 |__| Sim, já usei  



 141 

3 |__| Não. Por quê? 

_________________________________________________(passe 60) 

especifique 
 
 
 
 
29. Qual (is)? 
 
Entrevistador: Leia as alternativas. 

  TEMPO DE USO 
 

1. Pílulas Anticoncepcionais 1 |__| Sim 
 
2 |__| Não    |__|__| Anos |__|__| Meses 
 

2. Injeções 1 |__| Sim  
2 |__| Não    |__|__| Anos |__|__| Meses 

3. Diu (com progesterona) 1 |__| Sim  
2 |__| Não    |__|__| Anos |__|__| Meses 

4. Camisinha/ preservativo 1 |__| Sim 2 |__| Não 

5. Camisinha feminina 1 |__| Sim 2 |__| Não 

6. Diafragma 1 |__| Sim 2 |__| Não 

7. DIU de cobre 1 |__| Sim 2 |__| Não 

8. Ligadura de trompas 1 |__| Sim 2 |__| Não 

9. Anel 1 |__| Sim 2 |__| Não 

10.implantes 1 |__| Sim 2 |__| Não 

11. Coito interrompido 
 
1 |__| Sim 
(passe 60) 

2 |__| Não 

 
 

 

30. Você já ficou grávida alguma vez, incluindo gravidez tubária, possíveis 

abortos ou gravidez atual? 

1|__| Sim  2|__| Não (quadro 10, pág. 13) 

 

31. Quantas vezes você ficou grávida, incluindo gravidez tubária, possíveis 

abortos ou gravidez atual? 

|__|__| vezes  99 |__| NS/NR 

 

32. Quantos partos você teve? 

|__|__| partos  00 |__| nenhum (passe 67) 99 |__| NS/NR 

 

33. Você tem ou teve filhos nascidos vivos? 

1|__| Sim  2|__| Não (passe 67) 
 

34. Quantos filhos nascidos vivos você teve? 

|__|__| filhos nascidos vivos 
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Quadro 10 - Entrevistador: As perguntas a seguir devem ser respondidas 

pelas mulheres que têm 35 anos ou mais. Caso a entrevistada tenha 34 

anos ou menos, agradeça e finalize a entrevista. 
 

35. Qual era a sua idade quando nasceu o seu primeiro filho? 
|__|__|anos ou |__|__|__|__|Ano da primeira gravidez ou |__|__|Idade do filho mais 
velho 
 
99 |__| NS/NR     9999 |__| NS/NR   99 |__| NS/NR

  

 

36. Qual era a sua idade quando nasceu o seu último filho? 
|__|__|anos ou |__|__|__|__|Ano da última gravidez ou |__|__|Idade do filho mais 

novo 

99 |__| NS/NR     9999 |__| NS/NR   99 |__| NS/NR

  

 

38. Você já abortou ou perdeu bebê? 

1|__| Sim  2|__| Não (passe para o quadro 10) 
 

39. Quantos abortos, provocados ou espontâneos, você teve? 

|__|__| abortos 99 |__| NS/NR 

 

10.4.15. Agora farei algumas perguntas sobre menopausa                    .   
40. Você sabe o que é menopausa? 

1 |__| Sim (passe 70)   2 |__| Não (ler o texto abaixo) 
10.4.16.  

Quadro 11 - A menopausa ocorre quando os períodos de sangramento da 
mulher terminam e, geralmente, acontece nas mulheres que têm em torno de 
48 a 52 anos, mas também pode ocorrer mais cedo. Antes de ocorrer à 
menopausa, a mulher começa a apresentar alguns sintomas como calores no 
corpo (também chamado de fogacho), alterações no sangramento menstrual, 
irritabilidade, insônia, queda de cabelo, falta de lubrificação vaginal, 
dores nos ossos e outros. 
 

41. Você já entrou na menopausa ou algum médico lhe disse que você estava 

apresentando sintomas da menopausa? 

1|__| Sim   

2|__| Não (Agradeça e finalize a entrevista) 

9|__| NS/NR (Agradeça e finalize a entrevista) 

 

42. Com que idade você entrou na menopausa? 

|__|__| anos 99 |__| NS/NR 
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43. Você usa ou já usou medicação hormonal para a menopausa? 
1|__| Sim, usa atualmente 

2|__| Sim, já usou 

3|__| Nunca usou (Agradeça e finalize a entrevista) 

 

44. Há quanto tempo você usa ou já usou medicação hormonal para a menopausa? 
1 |__|__| dias 

2 |__|__| semanas 

3 |__|__| meses 

4 |__|__| anos 

99|__|__| NS/NR 

 

USO DE TABACO 
 
INTRODUÇÃO: Agora eu vou fazer algumas perguntas sobre uso de tabaco. Vou 
fazer perguntas sobre o uso de produtos do tabaco que são fumados, isto 
inclui: cigarros, charutos, cigarrilhas, cachimbos, cigarros de Bali (ou 
kreteks), cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (cachimbo de água). Não 
considere  cigarros de maconha. 
 
45. Atualmente, você fuma: diariamente, menos que diariamente ou não fuma? 
 
DIARIAMENTE ..............  |__| 1 → PASSE 48 
MENOS QUE DIARIAMENTE  ...  |__| 2 
NÃO FUMA  ................  |__| 3 → PASSE 47 
 
46. No passado você já fumou algum produto do tabaco diariamente? 
 
SIM ......................  |__|  1 → PASSE 48 
NÃO ......................  |__|  2 → PASSE 48 
 
47. No passado você fumou: diariamente, menos que diariamente ou nunca fumou? 
 
ENT: CASO O ENTREVISTADO RESPONDA QUE JÁ USOU “DIARIAMENTE” E “MENOS QUE 
DIARIAMENTE” NO PASSADO, ASSINALE “DIARIAMENTE”. 
 
DIARIAMENTE ..............  |__|  
MENOS QUE DIARIAMENTE  ...  |__|  
NUNCA FUMOU  .............  |__| 3 → Agradeça e finalize a entrevista 
 
48. Com que idade você começou a fumar? 
 
|__|__|               99|__|__| Não sabe/não respondeu 
 
 
[FUMANTE DIÁRIO] 
 
49. Em média, quantos dos seguintes produtos você fuma por dia? 
 
ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR DIA. CASO O INFORMANTE NÃO 
FUME , FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR DIA OU NÃO SAIBA 
RESPONDER, DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPÇÃO 
CORRESPONDENTE: “NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR DIA” (888) OU “NÃO 
SABE” (999). 
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SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MAÇOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER 
QUANTOS TÊM EM CADA UM E CALCULE O NÚMERO TOTAL. 
 

LEIA CADA ITEM: Por dia 

Menos que 1 
por dia, 

 porém mais do 
que 0 

Nenhum Não sabe 

a. Cigarros industrializados 
(não incluir cigarros de Bali/kreteks, 
cigarros indianos/bidis) 

  888  000  999 

b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados 
à mão (fumo desfiado ou de rolo)?   888  000  999 

c. Cachimbos?   888  000  999 

d. Charutos ou cigarrilhas?   888  000  999 

h. Outros 
→ Especifique:_________________   888  000  999 

 
[FUMANTE OCASIONAL] 
 
50. Em média, quantos dos seguintes produtos você fuma por semana? 
 
ENT: PARA CADA ITEM REGISTRE A QUANTIDADE POR SEMANA. CASO O INFORMANTE NÃO 
FUME , FUME UM DOS ITENS, MAS FUME MENOS QUE 1 UNIDADE POR SEMANA OU NÃO 
SAIBA RESPONDER, DEIXE O CAMPO PARA REGISTRO EM BRANCO E ASSINALE A OPÇÃO 
CORRESPONDENTE: “NENHUM” (000) OU “MENOS QUE 1 VEZ POR SEMANA” (888) OU 
“NÃO SABE” (999). 
 
SE O ENTREVISTADO RESPONDEU EM MAÇOS OU PACOTES, SE INFORME PARA SABER 
QUANTOS TÊM EM CADA UM E CALCULE O NÚMERO TOTAL. 
 

LEIA CADA ITEM: Por 
semana 

Menos que 1 
semana, porém 
mais do que 0 

Nenhum Não 
sabe 

a. Cigarros industrializados 
(não incluir cigarros de Bali/kreteks, 
cigarros indianos/bidis) 

  888  000  999 

b. Cigarros de palha ou cigarros enrolados 
à mão (fumo desfiado ou de rolo)?   888  000  999 

c. Cachimbos?   888  000  999 

d. Charutos ou cigarrilhas?   888  000  999 

e. Outros 
→ Especifique:_________________   888  000  999 

 
 
51. Quanto tempo depois de acordar você fuma o primeiro cigarro? 
 
Entrevistador: Leia as alternativas. 
 
1 |__| Dentro de 5 minutos  

2 |__| Entre 6 minutos e 30 minutos 

3 |__| Entre 31 minutos e 60 minutos  

4 |__| Após 60 minutos 

 
Agradeça e finalize a entrevista 
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[EX-FUMANTE ATUAL ] 
 
52. Há quanto tempo você parou de fumar? 
 
ENT: REGISTRE APENAS OS TEMPOS EM QUE O ENTREVISTADO PAROU DE FUMAR 
REGULARMENTE. NÃO INCLUA AS OCASIÕES EXCEPCIONAIS EM QUE ELE FUMOU. 
 
MARQUE A UNIDADE E REGISTRE O NÚMERO. 
 

ANOS   
   

MESES   
   

SEMANAS   
   

DIAS   
   

10.5.  

10.6. Agradeça e finalize a entrevista 
 

Observações: 

___________________________________________________________________ 

_______________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________ 


