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RESUMO
A infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV) re-

presenta um importante problema de saúde pública por 
sua alta transmissibilidade e atuar no desenvolvimento 
de lesões cérvico-vaginais e câncer do colo de útero. 
Objetivo: realizar a pesquisa molecular do vírus HPV em 
amostras cérvico-vaginais de mulheres que realizam a 
coleta de papanicolau ou pelo Serviço Integrado de Saú-
de da Universidade de Santa Cruz do Sul e pelo Centro 
Materno Infantil no município de Santa Cruz do Sul-RS. 
Método: foi realizado um estudo transversal no período 
entre março a junho de 2014. O estudo baseou-se na 
coleta de dados clínicos epidemiológicos e na análise de 
amostras cérvico-vaginais de 62 mulheres, através da 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para presença 
do HPV, utilizando os primers consenso MY09/MY11; 
para a detecção dos genótipos 16 e 18, foram utilizados 
primers específicos. Resultados: o DNA-HPV foi encon-
trado em 2 mulheres participantes do estudo (3,2%). 
Destes casos positivos para HPV, uma participante 
apresentou HPV 16 de alto risco oncogênico, com al-
teração intra-epitelial de alto grau no exame citológico. 
Considerações finais: com o método molecular foi pos-
sível identificar o vírus HPV e o subtipo 16. Os métodos 
moleculares servem para auxiliar o método tradicional 
do papanicolau, identificar lesões pré-neoplásicas, in-
fecções latentes ou subclínicas e relacionar o tipo viral 
envolvido na infecção.

Palavras-chave: HPV; Câncer cervical; PCR.

ABSTRACT
Infection with human papillomavirus (HPV) is a 

major public health problem due to its high transmissi-
bility and role in development of cervicovaginal lesions 
and cervical cancer. Objective: performing molecular 
analysis of HPV virus in cervical smears of women who 
underwent the pap smears collect at Integrated Health 
Service from the University of Santa Cruz do Sul and 
at the Maternal and Child Health Center in Santa Cruz 
do Sul. Method: a cross-sectional study was conducted 
from March to June 2014. The study was based on 
epidemiological data collection and clinical analysis of 
cervical smears of 62 women by PCR for the presence 
of HPV DNA fragments using consensus primers MY09 
/ MY11; genotypes 16 and 18 were searched with spe-
cific primers. Results: HPV DNA was found in 2 women 
(3.2%). One of these 2 positive HPV cases was HPV 16 
with high oncogenic risk and presented intraepithelial 
high-grade change in cytological examination. Final 
considerations: through the molecular method was 
possible to identify the HPV DNA virus and HPV sub-
type 16. Molecular methods can assist the traditional 
method of pap smears, helping to identify precancerous 
lesions, latent or subclinical infections and appoint the 
viral type involved in the infection. 

Keywords: HPV; Cervical cancer; PCR.

INTRODUÇÃO
O Papilomavírus Humano (HPV) é um vírus do gru-

po papovavírus, com mais de 100 tipos reconhecidos 
atualmente, 45 dos quais podem infectar o trato geni-
tal. Eles estão divididos em dois grupos, de acordo com 
seu potencial de oncogenicidade. Os tipos de alto risco 
oncogênico, quando associados a outros co-fatores, 
têm relação com o desenvolvimento das neoplasias 
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A utilização da técnica de reação em cadeia da 
polimerase (PCR), no diagnóstico molecular de HPV 
tem se mostrado altamente sensível na identificação do 
DNA viral existente nos mais diversos materiais clínicos, 
bem como na resolução de dúvidas originadas, durante 
o diagnóstico citohistopatológico e o exame colposcópi-
co, não apenas de lesões pré-neoplásicas, mas também 
nas infecções latentes ou subclínicas associadas a esse 
agente viral8.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é pesquisar 
o vírus HPV, por PCR em amostras cérvico-vaginais de 
mulheres que realizam a coleta de Papanicolaou, pelo 
Serviço Integrado de Saúde da Universidade de Santa 
Cruz do Sul-UNISC e pelo Centro Materno Infantil no 
município de Santa Cruz do Sul-RS.

MÉTODO
Trata-se de um estudo descritivo-analítico trans-

versal e observacional, aprovado pelo Comitê de Ética 
da UNISC, protocolo 544.234, que foi realizado no mês 
de fevereiro de 2014, incluindo 62 amostras cérvico-
-vaginais de mulheres, que realizam o exame de papani-
colaou no Sistema Integrado de Saúde da UNISC (SIS) 
e no Centro Materno Infantil (CEMAI) no município 
de Santa Cruz do Sul-RS. O SIS tem como principal 
função exercer atividades pertinentes aos cursos de 
psicologia, enfermagem e nutrição, centralizando 
atividades teórico-práticas destes cursos, atendendo 
à comunidade acadêmica e regional, a partir da rea-
lização de projetos que visem a promoção da saúde, 
em parceria com outras áreas do conhecimento aca-
dêmicas e ou comunitárias, desenvolvendo atividades 
de ensino, pesquisa e extensão. O CEMAI é uma 
Unidade Básica de atendimento da Secretaria Mu-
nicipal de Santa Cruz, com atendimento pediátrico, 
ginecológico e obstétrico que é realizado através de 
agendamento, de segunda à sexta-feira.

As coletas ocorreram entre os meses de março 
e abril, após assinatura de termo de consentimento 
livre e esclarecido por parte das pacientes, o qual foi 
o critério de inclusão. As amostras cérvico-vaginais 
para o exame molecular foram coletadas com auxílio 
de escovas endocervicais do tipo cytobrush. O material 
clínico coletado foi acondicionado em frascos, conten-
do 1,5 mL de solução tampão T.E. (Tris-HCl10 mM pH 
8,0; EDTA 1 mM) e estocado a -20°C até o momento da 
extração do DNA, objetivando diagnóstico pela técnica 
de PCR. Para a extração de DNA foi utilizado o método 
de digestão enzimática com proteinase K, conforme o 
descrito por Mahony et al9.

intra-epiteliais e do câncer do colo do útero, da vulva, 
da vagina e da região anal1,2.

O HPV é o agente causal de muitas doenças 
epiteliais e de mucosas, entre elas estão as verrugas 
genitais, as quais são consideradas a doença mais co-
mum ocorrente entre a população sexualmente ativa, 
e também o tipo mais comum de câncer em mulheres, 
o cervical, causado por infecções persistentes por 
genótipos de HPV de alto risco oncogênico. O câncer 
cervical é o mais comum nos países em desenvol-
vimento e umas das principais causas de morte por 
câncer entre as mulheres3. 

O câncer cervical é o terceiro tipo mais comum de 
câncer entre as mulheres no Brasil. Em 2014. Estima-se 
que 15.590 novos casos de câncer do colo do útero 
irão ocorrer no Brasil4. A incidência de câncer do colo 
do útero evidencia-se na faixa etária de 20 a 29 anos 
e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, 
geralmente na faixa etária de 45 a 49 anos. Por ou-
tro lado, com exceção do câncer de pele, é o câncer 
que apresenta maior potencial de prevenção e cura 
quando diagnosticado precocemente. É estimado que 
uma redução de cerca de 80% da mortalidade por esse 
câncer, pode ser alcançada através do rastreamento de 
mulheres, na faixa etária de 25 a 65 anos, com o teste 
de Papanicolaou e tratamento das lesões precursoras 
com alto potencial de malignidade ou carcinoma in situ. 
Para tanto, é necessário garantir a organização, a inte-
gralidade e a qualidade do programa de rastreamento, 
bem como o seguimento das pacientes1.

Na maioria dos casos, o tumor cervical tem evo-
lução lenta e sua prevenção consiste em identificar o 
mais precocemente possível às lesões precursoras 
no epitélio cervical, permitindo o tratamento eficaz, 
antes do aparecimento de invasão local e dissemi-
nação da doença5.

Aproximadamente, todos os casos de câncer do 
colo do útero são causados por um dos 15 tipos do 
HPV, conhecidos como oncogênicos, sendo os tipos 
mais comuns o HPV16 e o HPV18. Outros fatores 
que contribuem para a etiologia desse tumor são o 
tabagismo, multiplicidade de parceiros sexuais, uso de 
contraceptivos orais, multiparidade, baixa ingestão de 
vitaminas, iniciação sexual precoce e coinfecção por 
agentes infecciosos como o Vírus da Imunodeficiência 
Humana (HIV) e Chlamydia trachomatis1,6.

Na última década, vários estudos têm apontado 
o aumento significativo da incidência de infecções por 
HPV genital e, atualmente, estima-se que cerca de 75% 
das mulheres sexualmente ativas serão infectadas em 
qualquer momento em sua vida4-7.
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Região de amplificação

Beta-Globina

HPV

HPV 16

HPV 18

Tabela 1 - Sequências dos primers, seus pares de base e temperatura de anelamento da Beta- globina, do HPV, do HPV16 
e do HPV18 utilizados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).

Temperatura de anelamento       

55ºC

50ºC

50ºC

50ºC

Primers

GH 5' GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3'

PC04 5' CCA CTT CAT CCA AGT TCA CC 3'

MY09: 5' CGTCCMAARGGAWACTGATC 3'

MY11: 5' GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3'

16D 5' TGC TAG TGC TTA TGC AGC AA 3'

16R 5' ATT TAC TGC AAC ATT GGT AC 3'

18D 5' AAG GAT GCT GCA CCG GCT GA 3'

18R 5' CAC GCA CAC GCT TGG CAG GT 3'

Pares de bases (pb)

268 pb

450 pb

152 pb

216 pb
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a 72oC por 1 minuto, com extensão final a 72oC por 5 
minutos12. Os produtos amplificados foram submetidos 
à eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com 
brometo de etídio 1μg/mL para análise.

Os dados foram analisados pela estatística descri-
tiva. Foi calculada a frequência do HPV e dos subtipos 
na amostra analisada. Foi utilizado o software SPSS 
(Statistical Package for the Social Sciences) versão 
20.0 para análise dos resultados.

RESULTADOS
Foi realizada a coleta de 33 amostras de partici-

pantes atendidas no SIS e 29 amostras de participantes 
atendidas no CEMAI, com média de idade de 42,67 
anos, no período de março à abril de 2014. Os dados 
do diagnóstico molecular, através da técnica de PCR 
destas amostras, bem como sociodemográficos, com-
portamentais e reprodutivos destas pacientes, estão 
descritas na Tabela 2. 

Observa-se que das 62 pacientes analisadas, to-
das amplificaram o gene controle da β-globina humana. 

Para verificar a amplificação do gene controle do 
DNA, foi utilizada a Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) da beta-globina humana (β2) com os primers 
descritos na Tabela 1. Para determinar a presença do 
HPV das amostras cervico-vaginais foram utilizados os 
primers descritos por Manos et al10. Para a tipagem mo-
lecular dos genótipos 16 e 18 nas amostras positivas, 
para os primers de consenso MY09/11, utilizou-se os 
primers conforme descrito por Grce et al11.

As reações da beta-globina humana, HPV, HPV 
16 e 18 continham 50 μl de mistura com os seguin-
tes componentes: 2,5 μl de tampão de PCR 10X (10 
mM de Tris-HClpH8 e 50 mM de KCl) (Invitrogen Life 
Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 4 mM de MgCl2; 
10 mM de dNTPs (desoxirribonucleosida 5’-triofosfatos 
– dATP, dCTP, dGTP e dTTP – Fermentas®); 15 pmol 
de cada oligonucleotídeo iniciador (primer), 1 U de Taq 
DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil) 
e 100 ng do DNA. A seguir, no termociclador (Geneamp 
system 9700 da AppliedBiosystems®), essas reações 
consistiram em um ciclo de desnaturação inicial de 95oC 
por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 95oC por 1 
minuto, anelamento conforme a Tabela 1, e extensão 

Idade

Civil

Ferida

HPV

Parceiros

Anticoncepcional

Fumante

Preservativo

Filhos

Escolaridade

Total

Tabela 2 - Aspectos sociodemográficos, comportamentais e reprodutivos das 31 mulheres participantes do estudo no 
Sistema Integrado em Saúde (SIS) e no Centro Materno Infantil no mês de março e abril de 2014.

18 a 25 anos

26 a 30

31 a 35

36 a 40

41 a 45

Mais de 45 anos

Solteira

Casada

Separada

Viúva

Sim

Não

Sim

Não

1 a 2

3 a 4

Mais de 5

Sim

Não

Sim

Não

Sim

Não

De vez em quando

Não tem

1

2

mais de 3

F. incomp

F. comp

M. incomp

M. comp

S. incomp

S. comp

0,250

0,139

0,329

0,190

0,119

0,436

0,190

0,924

0,690

0,381

SIM

0

1

0

1

0

0

2

0

0

0

1

1

1

1

0

1

1

1

1

1

1

1

0

1

1

0

1

0

0

0

0

1

1

0

2

NÃO

6

6

4

6

6

32

22

32

4

2

20

40

8

52

36

14

10

16

44

8

52

10

26

24

14

22

14

10

8

4

14

24

2

8

60

Variáveis pPCR – HPV N:62

F: fundamental; M: médio; S: superior; incomp: incompleto; comp: completo. 
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idade, diminuindo em mulheres de idade mais avan-
çada. No presente estudo, foi encontrada uma maior 
prevalência entre 26-40 anos de idade. Na África, nas 
Américas e Europa, um segundo pico de prevalência 
clara de HPV foi observado em mulheres com 45 anos 
ou mais. Com base nestas estimativas, cerca de 291 
milhões de mulheres no mundo são portadoras de DNA 
do HPV, dos quais 32% estão infectadas com HPV16 
ou HPV18, ou ambos16.

Em um estudo feito por Fedrizzi17, em Santa Cata-
rina, Brasil, o DNA-HPV foi encontrado em 21 mulheres 
das 100 participantes do estudo, sendo que a faixa 
etária mais prevalente destas mulheres foi acima de 45 
anos de idade. Em um estudo feito por Oliveira18, na 
cidade de Rio Grande, RS, Brasil, os fatores de risco 
para infecção foram: pacientes com idades ≤20 anos, 
início precoce das relações sexuais, ausência do exame 
citopatológico e diagnóstico de citopatológico alterado. 
No entanto, a multiparidade constitui-se como fator 
de proteção para a infecção. Um estudo realizado por 
Nonnenmacher et al19, em Porto Alegre, RS, Brasil, que 
estudaram 975 mulheres, observaram uma frequência 
aumentada de positividade para o HPV em mulheres 
mais jovens, com maior escolaridade, casadas ou divor-
ciadas, nulíparas, com um maior número de parceiros 
sexuais ao longo da vida, com idade precoce de início 
das relações sexuais e com citologia cervical, mostran-
do lesão cervical de baixo e alto grau. 

A frequência reduzida de HPV no grupo de mulhe-
res estudadas pode ser atribuída ao fato de a maioria 
delas não usar o tabaco, possuir 40 anos ou mais e ser 
casada, parceria sexual fixa, com mais de dois filhos e 
ter iniciado a vida sexual entre 19 e 21 anos, que são 
fatores que não se encaixam no grupo de fatores de 
risco para o HPV. Mas, nas mulheres que apresentavam 
o HPV-DNA, a multiparidade não se relacionou com os 
casos de HPV. Quanto ao número de parceiros sexu-
ais, observou-se uma maior prevalência de DNA-HPV 
positivo entre as mulheres que tinham mais de três 
parceiros e na avaliação de cipatológico alterado, uma 
das pacientes (50%) que tiveram HPV-DNA teve ferida 
no colo do útero. 

Um achado que contradiz nosso estudo é referente 
ao nível de escolaridade, pelo qual se observou que as 
mulheres com mais anos de escolaridade estão positiva-
mente associadas à infecção quando comparadas às de 
menor tempo de escolaridade. A explicação para esse 
fato poderia ser de que mulheres com maior escolarida-
de teriam mais acesso à informação e poderiam utilizar 
métodos adequados para a prevenção dessa infecção 
ou poderia também ser resultado de um efeito amostral 
em que se observa uma menor frequência de HPV geni-
tal, nas mulheres com menor escolaridade19.

A grande importância do conhecimento desta do-
ença nos jovens é um dos principais fatores associados 
às infecções por HPV, pois se dá pelo aumento da pre-
cocidade nas relações sexuais, o aumento no número 
de parceiros e a falta do uso constante do preservativo. 
As taxas de prevalência cumulativa são da ordem de 
82% entre adolescentes, sendo que quase todas são 
sexualmente ativas e possuem alto risco de adquirir 
HPV14,15. No presente estudo, as mulheres que apresen-
tavam a infecção pelo HPV não usavam preservativos 
ou usavam de vez em quando. 

Sendo assim, a análise da presença do DNA do HPV foi 
efetuada em 62 amostras. O DNA-HPV foi encontrado 
em 2 mulheres participantes do estudo (3,2%) e, destes 
casos positivos para HPV, uma participante apresentou 
HPV 16 de alto risco oncogênico. A participante que 
apresentou o HPV 16, na técnica de PCR confirmou o 
resultado obtido no exame de Papanicolaou, apresen-
tando uma alteração intra-epitelial de alto grau. 

A idade das mulheres variou de 19 a 66 anos. A 
faixa etária mais prevalente da coleta do Papanicolaou 
foi das mulheres acima dos 45 anos (51,6%). As mu-
lheres com idade entre 26 e 40 anos correspondeu a 
faixa etária em que se observou a maior prevalência da 
infecção pelo HPV (3,2%). 

Em relação ao estado civil, as duas participantes 
diagnosticadas com DNA-HPV são solteiras, tendo 
uma prevalência no estudo de 38,7%, não sendo sig-
nificativo. Na avaliação de histórias de feridas no colo 
do útero, 33,8% já tiveram ferida, sendo que as duas 
mulheres que tiveram o vírus, uma delas teve ferida no 
colo do útero. Já, em histórico de HPV, no presente es-
tudo, 14,51% das participantes tiveram o vírus. O com-
portamento sexual foi avaliado através do número de 
parceiros e, apesar de não ter significância estatística, 
observou-se uma maior prevalência de DNA-HPV entre 
as mulheres que tiveram entre três ou mais parceiros.

A frequência do uso de anticoncepcionais orais 
(ACO) foi de 27,41%. Não houve diferença estatística 
quanto à prevalência do HPV entre as usuárias e não usu-
árias de ACO. Em relação à história de tabagismo, 14,51% 
das mulheres eram tabagistas. Em relação ao HPV, uma 
das mulheres infectadas pelo HPV era tabagista.

Quanto ao uso de preservativos, 41,9% das mu-
lheres participantes do estudo não usam e 40,3% usam 
de vez em quando. Em relação ao HPV, às mulheres que 
apresentaram o vírus ficaram nestes dois grupos acima. 
A relação entre o grau de escolaridade e a presença 
do HPV não mostrou diferença estatisticamente signi-
ficativa. Entretanto, houve uma prevalência maior nas 
pacientes com ensino médio completo.

DISCUSSÃO
O Papilomavírus Humano (HPV) é geralmente 

reconhecido como a causa direta do câncer cervical13. 

Diversos fatores parecem estar associados à presença 
de infecção genital pelo HPV, especialmente os referen-
tes ao comportamento sexual (idade da primeira relação 
sexual, número de parceiros sexuais ao longo da vida e 
estado marital) e aqueles relacionados à situação socio-
econômica (escolaridade)14. Fatores sociodemográficos 
e ginecológicos também apresentam associação com a 
infecção viral15.

As taxas de detecção de HPV dependem da popu-
lação estudada, o método de detecção, o tipo de amos-
tra e como ela é obtida. No presente estudo, a maior 
taxa de detecção do HPV foi observada em mulheres 
com idade inferior a 40 anos. A idade é um dos fatores 
determianantes para infecção pelo HPV, apresentando 
um pico em mulheres mais jovens, hevendo declínio 
posterior com a idade.

Em todas as regiões do mundo, a prevalência do 
HPV foi maior em mulheres com menos de 35 anos de 
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cas causadas pelo HPV.
Em um estudo feito por Fernandes25, a prevalência 

dos genótipos de alto risco oncogênico foi mais elevada 
entre os resultados citopatológicos que não mostravam 
alterações intra-epiteliais de alto ou baixo grau. Isso 
poderia ocorrer devido as limitações importantes nas 
avaliações citológicas, como resultados falso-negativos 
advindos de erros na coleta, na preparação e na leitura 
das amostras citológicas, ou visto que a infecção pelo 
HPV é um fenômeno progressivo e, dependendo do 
tempo de infecção, sua presença ainda não foi capaz de 
causar alterações celulares detectáveis pelos métodos 
citopatológicos e anatomopatológicos convencionais. 
Com o exame citopatológico associado à detecção do 
DNA do HPV por técnicas de biologia molecular é a al-
ternativa para identificar precocemente pacientes com 
elevado risco de desenvolver câncer cervical26.

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Com a utilização da técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR) no diagnóstico molecular de HPV 
foi possível identificar o vírus HPV e o subtipo 16. Os 
métodos moleculares servem para auxiliar o método tra-
dicional das lesões cérvico-vaginais no Papanicolaou, 
identificar lesões pré-neoplásicas, infecções latentes 
ou subclínicas e relacionar o tipo viral envolvido na 
infecção. O presente estudo também reforça a grande 
importância de que estados e municípios programem 
e definam estratégias para o aumento de cobertura de 
exames citopatológicos periodicamente, especialmente 
nos grupos de maior vulnerabilidade sócio educacional, 
fazendo desta forma, um controle de qualidade dos exa-
mes e utilizando ações de educação sexual para realizar-se 
programas de prevenção de infecção pelo HPV. 
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