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Resumo 

 

Estudos tem demonstrado o envolvimento do HPV em epitélios e mucosas 

não cervicais. Essas observações levantam questões sobre como o HPV poderia 

chegar nesses tecidos. Especula-se que as células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) infectadas podem se espalhar e infectar outros sítios 

corporais. Assim, o objetivo do presente trabalho foi detectar e analisar a 

participação do sangue periférico no processo de infecção relacionado ao HPV. 

Para tanto, foi realizado a detecção do DNA HPV em 153 amostras de raspagem 

cervical e sangue periférico. A detecção do DNA HPV foi realizada utilizando-se 

a reação em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores degenerados 

MY09/11, seguida de nested com os primers GP05/06. As amostras HPV 

positivas foram genotipadas por sequenciamento. A determinação da carga viral 

e dostatus físico do vírus foi realizada através de qPCR. O DNA do HPV foi 

detectado em 47,3% das amostras de sangue periférico e 42,7% das amostras 

cervicais. Nas amostras positivas no sangue foram detectados cinco genótipos 

virais: HPVs 16, 18, 33, 58 e 66. O HPV 16 foi o genótipo viral mais frequente 

detectado no sangue, sendo detectado em 48% dos casos. Com relação a carga 

viral no sangue, observou-se uma média de 52,26 cópias absolutas de E6 em 

pacientes com lesões pré neoplásica e câncer cervical e de 61,20 cópias 

absolutas de E6 em pacientes sem lesão. Quanto ao status físico do DNA HPV 

no sangue, a forma mista (epissomal e mista) foi predominante nas amostras de 

pacientes sem lesão, com lesões pré neoplásicas e câncer cervical, sugerindo 

que o sangue esteja envolvido no processo de disseminação e latência dovírus. 

Palavras-chave: Câncer cervical. Lesão cervical. Papilomavírus humano 

(HPV). Sangue. Carga viral. Status físico do vírus 



 

Abstract 

 

 
Studies have demonstrated the involvement of HPV in non-cervical 

epithelia and mucosae. These observations raises questions about how HPV 

could reach these tissues. It is speculated that infected peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) may spread and infect other body sites. Therefore, 

the aim of the present study was to detect and analyze the participation of 

peripheral blood in the HPV-related infection process. To do so, HPV DNA was 

detected in 153 samples of cervical scraping and peripheral blood. HPV DNA 

detection was performed using the polymerase chain reaction (PCR) with 

degenerate primers MY09 / 11, followed by nested primers GP05 / 06. HPV 

positive samples were genotyped by sequencing. Determination of viral load and 

virus physical status was performed using qPCR. HPV DNA was detected in 

47.3% of the peripheral blood samples and 42.7% of the cervical samples. Among 

the positive samples in the blood, five viral genotypes were detected: HPVs 16, 

18, 33, 58 and 66. HPV 16 was the most frequent viral genotype, being detected 

in 48% of the cases. Regarding blood viral load, we observed a mean of 52.26 

absolute copies of E6 in patients with pre-neoplastic lesions and cervical cancer 

and 61.20 absolute copies of E6 in patients without lesion. Concerning the 

physical status of HPV DNA in the blood, the mixed form was predominant in the 

samples of patients without lesions, with pre-neoplastic lesions and cervical 

cancer, suggesting that the blood is involved in the process of virus dissemination 

andlatency. 

 

Key words: Cervical cancer. Cervical injury. Human papillomavirus (HPV). Blood. 

Viral charge. Physical status of virus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Os Papilomavírus (PVs) são um grupo de vírus pequenos não envelopados, de 

DNA fita dupla circular. Estão classificados na família Papillomaviridae, e classificados 

em 35 gêneros. O Papilomavírus Humano (HPV) está relacionado com alterações 

cervicais que podem levar ao surgimento do câncer cervical (DE FREITAS et al., 2012; 

HAUSEN, 1996). A infecção por HPV é a doença sexualmente transmissível (DST) 

mais prevalente em todo o mundo. Conforme as estimativas, a maioria das pessoas 

sexualmente ativas, homens e mulheres, terão contato com o vírus durante

 algum momento da vida 

(BRUNIetal.,2016;BOSCHetal.,2013;DESANJOSEetal.,2010;MUÑOZ et al., 2003). 

Embora os Papilomavírus sejam descritos como epiteliotrópicos ou 

mucosotrópicos, a atividade desse vírus já foi demonstrada em sítios não epiteliais 

como sangue, sêmen, placenta (CORTÉS-GUTIÉRREZ et al., 2017; DEPUYDT et al., 

2016; CHISANGA et al., 2015). Além disso, recentemente, diversos estudos tem 

demonstrado o envolvimento do HPV em epitélios e mucosas não cervicais, tais como 

vulva, vagina, pênis, testículo, ânus, mama, pulmão e pele (DE FREITAS et al., 2016; 

BUCCHI et al., 2016; DE SANJOSÉ et al.,2014;BOSCH et al.,2013; SIGAROODI et 

al.,2012;MACHALEK et al.,2012; MIRALLES-GURI et al., 2009; CARTER et al., 2001). 

Essas observações levantam questões sobre como o HPV poderia se estabelecer 

nestes tecidos. A exemplo de outras infecções virais, as células mononucleares do 

sangue periférico (CMSP) infectadas podem se espalhar e infectar outros sítios, a 

exemplo do Epstein-Barr Virus (EBV). Assim, especula-se que PBMC possa executar 

esta função nas infecções causadas pelo HPV em sítios não cervicais. Alguns estudos 

têm demonstrado a presença e a expressão de DNA do HPV na corrente sanguínea, 

em pacientes infectados com HPV genital e pacientes que não apresentaram queixas 

clínicas ou  histórico de infecção por HPV genital  até o momento da coletada de 

sangue (CHE-HA CHEN et al. 2009;BODAGHI et al. 2005; CHIH-MING HO et al 2005). 
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Apesar disso, não está bem estabelecido o papel do vírus no sangue 

periférico durante o processo carcinogênico mediado pelo HPV. Portanto, 

estudos que possibilitem a compreensão do papel do HPV na corrente 

sanguínea poderiam esclarecer a etiopatogênese de diferentes tipos de câncer, 

resultando no impacto das estratégias utilizadas para prevenção do câncer e 

consequente avanço terapêutico. 

Com base nisso, o objetivo desse trabalho foi detectar e analisar a 

presença e a carga viral do DNA do HPV em sangue periférico de pacientes 

saudáveis, com lesões cervicais intraepiteliais e câncer, oriundas da região 

metropolitana de Pernambuco.
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
                2.1 Papilomavírus Humano (HPV) 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um pequeno vírus de DNA de dupla fita 

circular pertencente à família Papillomaviridae, composto por um capsídeo não 

envelopado e icosaédrico. Contêm aproximadamente 8000 pares de bases (AL) 

e seu DNA está associado com as histonas H2A, H2B, H3 e H4 (SANTOS- 

LÓPEZ et AL., 2015; DE VILLIERS et AL., 2004; HAUSEN, 1996) (figura 1). 

 
 
 
 

Proteína L1 

Histonas 

DNA genômico 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Estrutura do papilomavírus. A) Imagem em 3D de virion que foi reconstruído com 
base na proteína L1. B) Diagrama do capsídeo do HPV. (SANTOS-LÓPEZ et AL., 2015). 

 

O genoma apresenta 8 ORFs (Open Reading Frames ou Quadro Aberto 

de Leitura) e pode ser dividido em três regiões: a região de expressão precoce 

E (Early), que codifica as proteínas E1, E2, E4, E6 e E7 envolvidas na replicação 

viral; a região de expressão tardia L (Late) que codifica as proteínas L1 e L2, 

responsáveis pelo o encapsulamento do genoma viral; a região longa de controle 

(LCR – Long Control Region) (BERNARD et AL., 2010; MUÑOZ et AL., 2003; 

ZUR HAUSEN, 2002; HAUSEN, 1996) (figura 2). 
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Figura 2. Representação esquemática do genoma viral do HPV16. A figura mostra os  genes 

de expressão precoce, designados E, e os genes de expressão tardia, designados L, assim como 

as regiões não codificantes NCR e LCR (regiões de controle de expressão). Fonte: Adaptado de 

(DOORBAR et AL.,2012b) 

Cerca de 200 diferentes tipos de HPVs foram descritos (PIROOZMAND et 

AL., 2016). Destes, cerca de 40 infectam a mucosa anogenital (BERNARD et 

AL., 2010; DE VILLIERS et AL., 2004). De acordo com seu potencial 

carcinogênico, os genótipos de HPV podem ser agrupados em baixo risco 

oncogênico (LR-HPV) e alto risco oncogênico (HR-HPV) (BERNARD et AL., 

2010; MUÑOZ et AL., 2003; ZUR HAUSEN, 2002). 

Os LR-HPV são comumente relacionados ao aparecimento de lesões 

condilomatosas e não sofrem risco de progressão para malignidade, sendo os 

tipos virais 6 e 11 os mais AL21qüentes (UČAKAR et AL., 2014; DENIS; HANZ; 

ALAIN, 2008). 

Entretanto, infecções persistentes por HR-HPV estão relacionadas com o 

surgimento de lesões cervicais intraepiteliais e câncer. Dentre os 14 genótipos 

virais de alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,59, 66 e 68), 

os HPV 16 e HPV 18 são os tipos virais com maior prevalência (HALFON et AL., 

2013), sendo atribuído a esses genótipos a etiologia de 70% dos casos de 

câncer de colo uterino ( DE SANJOSÉ et AL., 2014; SANJOSE et AL., 2010) . 



22 
 

 

Quanto à estrutura viral, as proteínas E1 e E2 são essenciais para a 

replicação e amplificação do epissoma viral no núcleo das células infectadas 

(WILSON et AL., 2002). Já a proteína E4 tem papel importante para a 

amplificação do genoma e síntese viral. Além do mais, E4 também controla a 

maturação do vírus e facilita a liberação de vírions (DOORBAR, 2013; 

FERNANDES et AL., 2013). Enquanto que as oncoproteínas E5, E6 e E7 têm 

características oncogênicas que inferem na imortalização e transformação 

celular. 

A proteína E5 desempenha função na transformação celular, 

tumorigênese e modulação imunológica. No entanto, provavelmente, esteja 

relacionado aos estágios iniciais da carcinogênese provocada pelo HPV, uma 

vez que o gene E5 normalmente não é expresso quando o genoma viral está 

integrado (VENUTI et AL., 2011; DOORBAR, 2006, 2005; STERLINKO GRM et 

AL., 2004). 

As oncoproteínas E6 e E7 têm funções na imortalização e transformação 

celular e ambos associam-se com reguladores do ciclo celular (DUENSING; 

MÜNGER, 2004; ZUR HAUSEN, 2002). E6 estimula a ubiquitinilação e a 

degradação proteossômica do supressor de tumor p53, através da ligação de E6 

com a ubiquitina-ligase E3, formando um complexo E6AP, que degradará a p53 

(BERNARD et AL., 2011) (figura 3). Adicionalmente E6 pode inativar outras 

proteínas pró-apoptóticas como a Bak ou Bax (VANDE POL; KLINGELHUTZ, 

2013; DOORBAR et AL., 2012b). Diversos estudos descrevem a associação de 

E6 com uma vasta gama de proteínas importantes para regulação celular, tais 

como: proteínas envolvidas na regulação da transcrição do DNA; proteínas 

envolvidas na adesão célula-célula; proteínas envolvidas no reparo do DNA; 

proteínas envolvidas na diferenciação celular (VANDE POL; KLINGELHUTZ, 

2013; DOORBAR, 2005; YIM; PARK, 2005; YIM et AL., 2004). No entanto, o 

papel exato do E6 nessas vias ainda é incerto. 
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A B 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Ação da proteína E6 sobre o ciclo celular. A) A proteína p53 tem como função parar 

o ciclo celular em resposta a algum dano no DNA. B) A proteína E6 se liga a E6AP que degrada 
a proteína p53 via ubiquitina-proteassomo. Fonte: Adaptado de MALECKA et AL.,  2014. 

 

Diferentemente de E6, E7 tem como principal alvo o gene do 

retinoblastoma (pRb) e impede a associação entre pRb e a família E2F (ZUR 

HAUSEN, 1996). Em condições normais a pRb previne a célula da entrada no 

ciclo celular e regula a transição da fase G1/S (TOMAIĆ, 2016; NAVARRO et 

AL., 2013; ROMAN; MUNGER, 2013ª HAUSEN, 1996). Na fase final de G1, 

pRb é fosforilado por complexo de quinase ciclina dependente (CDK), o que leva 

a dissociação de pRb de E2F, permitindo a entrada da célula na fase S (LEE et 

AL., 2001; ZUR HAUSEN, 1996). A oncoproteína E7 liga-se a pRb impedindo a 

dissociação de pRb-E2F, promovendo a expressão contínua de E2F resultando 

na passagem de fase prematura (DOORBAR, 2016; ROMAN; MUNGER, 2013b) 

(figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. A ação da oncoproteína E7 sobre o ciclo celular. A) A ligação da proteína pRb com 
o fator de transcrição E2F resulta na parada do ciclo celular. B) Ligação de E7 a pRb que resulta 
na liberação de E2F, causando o estímulo constate da divisão celular. Fonte: adaptado SENBA; 
MORI, 2012. 

Além disso, a oncoproteína E7 se liga às proteínas p21 e p27, reprimindo 

sua função de inibir o ciclo celular em resposta a algum dano 
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celular. O principal alvo de p21 e p27 é CDK2, responsável pela progressão do 

ciclo celular, através das ciclinas A e E. A oncoproteína E7 se liga à p21 e p27 

neutralizando os efeitos inibitórios sobre as ciclinas A e E (BOULET et AL., 2007; 

LONGWORTH; LAIMINS,2004). 

As proteínas de expressão tardia L1 e L2 são responsáveis pela formação 

do capsídeo viral (CHEN et AL., 2000; ZUR HAUSEN, 1996). L1 é a principal 

proteína do capsídeo com o arranjo estrutural de 320 moléculas de L1, 

organizadas em 72 pentâmeros (ou capsômeros), numa estrutura icosaédrica. 

L1 constitui toda a superfície do vírion e medeia a ligação viral na superfície 

celular (BUCK; DAY; TRUS, 2013; FRATI et AL., 2011; OKUN et AL., 2001). L2 

é a menor proteína do capsídeo, com aproximadamente 12 cópias, é essencial 

na infecciosidade e desempenha papéis indispensáveis no processo infeccioso 

viral (WANG; RODEN, 2013; ALP AVCI, 2012;). As funções das proteínas do 

HPV estão resumidas na tabela 1. 

Tabela 1. Funções das principais proteínas do HPV. As proteínas expressas na 

fase precoce designadas (E) e as proteínas expressas na fase tardia designadas (L) 

do 

 
Proteína Função 

 

E1 Função de helicase; essencial para replicação viral e controleda 
transcrição. 

 
E2 Papel na replicação e na repressão da replicação; regula a transcriçãoe 

replicação viral; controla a região de expressãoprecoce. 

 
E4 Interage com proteínas do citoesqueleto, por isso tem envolvimentona 

liberação de novos vírions das células dohospedeiro. 

 

E5 Envolvida na transformação celular. 

 
E6 Envolvida na transformação celular, se liga e degrada p53, possuindoum 

efeito antipoptótico celular, induz a instabilidade genômica; ativa a 

telomerase. 

 

E7 Envolvida na transformação celular, se liga e inativa a pRb, liberando o fator 

de transcrição E2F; induz a instabilidadegenômica. 

 

L1 Compõe o capsídeo viral; tem papel na infecção (ligação viral àsuperfície 

celular). 

L2 Compõe o capsídeo viral; papel na infecção e organização do DNAviral. 

Papilomavírus humano (HPV). Fonte: BOULET et AL.,2007 
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2.2 Ciclo de Replicação Viral 

Inicialmente, a infecção ocorre com o acesso das partículas virais à 

camada basal do epitélio escamoso encontrado na cérvice uterina (DOORBAR, 

2005). Essas se tornam expostas por meio de microlesões no epitélio que são 

provocadas por meio do ato sexual ou trauma mecânico (DOORBAR et AL., 

2012b). 

Ainda não está totalmente elucidado o mecanismo utilizado pelo HPV para 

entrada do vírus na célula (DOORBAR, 2006). Acredita-se que a interação da 

região C-terminal da proteína L1 com os receptores celulares proteglicanas 

heparan-sulfato são responsáveis pelo reconhecimento e ligação dos vírions às 

células (DOORBAR, 2005; CAMPO, 2003;). A internalização ocorre por 

endocitose, em seguida ocorre o desnudamento do capsídeo viral e exposição 

do genoma (LONGWORTH; LAIMINS, 2004). A proteína L2 facilita então a 

transferência do genoma viral ao núcleo (DAY et AL., 2004). 

As proteínas E1 e E2 são as primeiras a serem expressas e são 

essenciais para amplificação inicial. E1 e E2 mantém o vírus em baixo número 

de cópias e na forma epissomal (DOORBAR et AL., 2012; HELLNER;  MÜNGER, 

2011; WILLIAMS et AL., 2011). E1 funciona como helicase replicativa que utiliza 

a maquinaria da célula do hospedeiro infectada para amplificar e replicar seu 

genoma (BERGVALL; MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013). E1 deve primeiro 

reconhecer as origens de replicação (ORI), região rica em AT localizada no 

segmento 3´ da LCR (MCINTOSH et AL., 2010; WILSON et AL., 2002; LEE et 

AL., 1997). 

No entanto, E1 é expresso em níveis muitos baixos e tem baixa afinidade 

com as ORI, a ligação entre E1 e as origens de replicação é facilitada pela 

presença da proteína E2, formando um heterodímero E1-E2-ori que possui alta 

afinidade pelo DNA, permitindo a atividade catalítica de síntese de DNA 

(BERGVALL; MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013; CHEN; STENLUND,2001). 

A oncoproteína E2 está envolvida em muitos processos virais, 

principalmente associados a transcrição e replicação do genoma viral (LU et AL., 

1993), além da função de recrutar E1 para a origem viral de replicação. E2 

associasse com proteínas de regulação transcricional, processamento de RNA, 

apoptose e proteínas envolvidas na regulação do ciclo celular (MCBRIDE, 2013). 

Durante a amplificação o E2 modula negativamente as oncoproteínas 



26 
 

 

E6 e E7. Contudo, após algum evento mutagênico ou de integração, ocorre a 

diminuição da atividade repressora do E2, e por AL26seqüência a 

superexpressão dos oncogenes E6 e E7 (DOORBAR, 2005). 

As proteínas E6 e E7 são essenciais para a imortalização celular, uma vez 

que elas têm como função primordial bloquear as proteínas supressoras de 

tumor p53 e pRb respectivamente (ZUR HAUSEN, 2002). Além disso, essas 

oncoproteínas levam a reentrada das células da camada superior do epitélio para 

fase a S do ciclo celular (HONG; LAIMINS, 2013). 

Nas camadas mais diferenciadas do epitélio cervical, são expressas os 

genes de expressão tardia que compreendem o gene E4 e os genes L1 e L2. E4 

associa-se aos filamentos de queratina, comprometendo a montagem normal do 

envelope cornificado facilitando a liberação e a transmissão do vírus e, portanto, 

a infecciosidade e a transmissão ( DOORBAR, 2013; MCINTOSH et AL., 2010). 

Os genes L1 e L2 são responsáveis pela montagem do capsídeo viral e liberação 

da partícula viral madura (WANG;RODEN, 2013; HOLMGREN et AL., 2005b, 

2005ª; OKUN et AL.,2001). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Ciclo de infecção do HPV. Após a exposição da camada basal do epitélio cervical 

devido a micro-abrasões. Os genes de E1, E2, E4, E5, E6 e E7 são expressos e o DNA viral 

replica a partir do DNA epissomal. Nas camadas superiores do epitélio ocorre a expressão dos 

genes tardio L1, L2, e o gene precoce E4. Ocorrendo desta maneira, a encapsulação do genoma 

viral e posterior liberação das partículas virais com o descamamento dos queratinócitos. Fonte: 

Adaptado de (DOORBAR et AL., 2012b) 
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2.2.1 Papilomavírus Humano (HPV) no sangue periférico 

Alguns autores têm demonstrado a presença e a expressão do DNA do 

HPV na corrente sanguínea (BODAGHI et al., 2005a; HO et al., 2005b; TSENG 

et al., 1999; PAO et al., 1997, 1991). PAO et al., 1991, foram os primeiros a 

descrever a presença do DNA do HPV em sangue periférico de pacientes HPV- 

positivas no trato genito-urinário. Posteriormente, outros estudos também 

confirmaram a presença do DNA do HPV em sangue periférico (Tabela 2). Dentre 

os genótipos detectados o HPV16 é o tipo mais prevalente, seguido peloHPV 18 

(GNANAMONY et al., 2010; SATHISH et al., 2004b; 

WIDSCHWENDTER et al., 2003b). E as taxas de detecção variam entre 7% a 

65% (BODAGHI et al. 2005; HO et al. 2005; KAY et al. 2005; WIDSCHWENDTER 

et al. 2003; DONG et al. 2002; PORNTHANAKASEM et al. 

2001). Possíveis explicações para essas discrepâncias nas taxas de detecção 

são: dificuldade em detectar o vírus, decorrente do tipo de metodologia 

empregada; baixa carga viral e baixa frequência de HPV na população estudada 

(GNANAMONY et al.,2010). 

 
Tabela 2. Detecção do DNA do HPV em sangue periférico 

 

AUTOR PRIMER TIPO DE HPV ESTÁGIO 

PAO et al., 1991 E6 HPV 16 HPV 16 Carcinoma 
invasivo 

PAO et al., 1997 E6 HPV 16 HPV 16 Carcinoma 
   invasivo 
PORNTHANAKASEM E6 HPV 16 e HPV 16 e HPV 18 NIC III e 

et al., 2001 E6 HPV 18  Câncer cervical 
LIU et al., 2001 E6 HPV 16 e HPV 16 e HPV 18 Câncer cervical 

 E6 HPV 18   

SATHISH et al., 2004 MY09/11 HPV 16 e HPV 58 Carcinoma 

   invasivo 
BODAGHI et al., 2005 L1 HPV 16 HPV 16 Sem histórico 

   de lesão 
HO et al., 2005 Primer HPV 16, HPV 18 e HPV Carcinoma 

 específicos 52 invasivo 
WEI; CHOU; CHU, MY 09/11 e HPV 16, HPV 18, HPV Carcinoma 

2007 (CC12 e 31 e HPV 58 invasivo 
 CC14)   

CHEN et al., 2009 FAP59/FAP64 HPV16, 18, 
27,32,70,97,102,12,15,47 

Sem histórico 
de lesão 

  ,48  

GNANAMONY et al., E6 HPV 16 e HPV16 e HPV18 Carcinoma 

2010 E6 HPV 18  invasivo 
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Até o momento existem poucas evidências que demonstram a presença 

e o papel do DNA do HPV no sangue periférico humano (ALVAREZ-ROSERO et 

al., 2008). Por isso, o Papilomavírus bovino (BPV) tem sido um modelo 

experimental amplamente utilizado no estudo do HPV. Algumas pesquisas 

demonstraram a presença e a expressão de genes do BPV em sangue total de 

bovinos e em células reprodutivas (SILVA et al., 2014, 2012;BRANDT et al., 

2011, 2008; YAGUIU et al., 2008; FREITAS et al., 2003; CARVALHO etal., 

2003). 

No caso do BPV, alguns autores sugerem que o sangue possa atuar como 

sítio de reserva e propagação para o vírus (Figura 6) (BRANDT et al., 2008; 

FREITAS et al., 2007; FREITAS et al., 2003). Assim, após infectar o epitélio, o 

vírus causa uma lesão induzindo uma resposta imune, predominantemente 

linfocitária, e a partir disso as células transportariam o BPV para os demais sítios 

corporais (BRANDT et al. 2008; FREITAS et al. 2003). 

 

Figura 6. Hipótese sobre a forma de transmissão do BPV em tecidos sanguíneos e outros 

fuídos de bovino. Após de infectar o tecido o HPV gera uma resposta imune e essa resposta é 

predominantemente linfocitária. Os linfócitos infectados leva o DNA do HPV para outros tecidos. 

Adaptado de Freitas et al.,2007. 

Está hipótese foi fortalecida pelos resultados de ROPERTO e 

colaboradores (2008) e (2011), que demonstraram a expressão de genes 

estruturais e não estruturais bem como a produção da oncoproteína E5 em 

linfócitos de bovinos, afetados por câncer de bexiga decorrente da infecção por 

BPV-2. 

2.2.2 Possíveis rotas de disseminação do HPV pelo sangue 

A presença do DNA do HPV na corrente sanguínea e o papel desse 

tecido na carcinogênese mediada pelo HPV ainda é incerta. Portanto, algumas 
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hipóteses vem sendo levantadas para presença do DNA viral plasmático: (i) 

metástase; (ii) apoptose; (iii) DNA-HPV plasmático não estaria ligado ao tumor 

(PORNTHANAKASEM et al., 2001b). 

A primeira hipótese seria que o DNA viral detectado na corrente 

sanguínea seria produto de metástase. À medida que um tumor primário cresce, 

necessita de suprimentos de sangue para que ele possa desenvolver, sendo 

recrutados novos vasos sanguíneos em um processo denominado angiogênese 

(GKOUNTELA; ACETO, 2016; SCHROEDER et al., 2011). As 

células tumorais podem entrar na circulação sanguínea e extravasar para outros 

tecidos (THERIAULT; THERIAULT, 2012) (Figura 7). Com base nisso, a maior 

parte dos estudos associam o DNA do HPV detectado na corrente sanguínea 

como produto de metástase do câncer do colo do útero (KAY et al. 2005; 

WIDSCHWENDTER et al.2003; DONG et al.2002; PAO et al.,1997; 

TSENG et al., 1999;). Como exemplo disso, estão os trabalhos realizados por 

Wei et al. (2007) e Widschwendter et al,(2003b) que detectaram o DNA do HPV 

em carcinoma escamoso e câncercervical. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7: Possível rota de liberação do HPV para corrente sanguínea durante a metástase. 

Primeiramente, as células metastáticas devem se libertar do tumor primário e atingir a corrente 

sanguínea. Depois de atingir o sítio secundário, as células cancerosas ultrapassam a corrente 

sanguínea e colonizam o tecido secundário. Autoriaprópia. 

No entanto, estudos realizados por Bodaghi et al. (2005a) e Chen et al. 

(2009), demonstram a presença do vírus em pacientes sem histórico de câncer 

cervical. Outro trabalho semelhante mostra que os níveis séricos do HPV 

diminuíram com o início do tratamento primário (WIDSCHWENDTER et al., 

2003). Além disso, no caso do BPV já foi demonstrado a presença da 

oncoproteína E5 em linfócitos de bovinos com tumores de bexiga, no entanto, 

esse tipo tumoral apresenta um baixo potencial metastático (ROPERTO et al., 
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2011, 2010). Esses fatos são fortes indícios que o DNA do HPV detectado na 

corrente sanguínea pode não está relacionado com câncer primário. 

Outra hipótese para a detecção do HPV plasmático estaria relacionado à 

apoptose (GNANAMONY et al., 2010; PAO et al., 1997). Em consequência da 

apoptose, a célula perde integridade da membrana plasmática, resultando na 

liberação do DNA do HPV para a corrente sanguínea ( WIDSCHWENDTER et 

al., 2003; LIU et al., 2001) (figura 8). No entanto, essa possibilidade é pequena, 

uma vez que em tumores cervicais a oncoproteína E6 está sendo expressa e 

sua função primordial é degradar a proteína supressora de tumor p53 (VANDE 

POL; KLINGELHUTZ, 2013). Como resultado da degradação desta proteína, há 

o acúmulo de células com alterações genômicas, sendo pouco provável que o 

DNA plasmidial seja derivado da apoptose (SATHISH et al.,2004b). 

 

 
Figura 8: Hipótese de liberação do HPV para corrente sanguínea durante a apoptose. 

Primeiramente, as células metastáticas infectadas pelo HPV devem se libertar do tumor primário 

e atingir a corrente sanguínea. Depois de atingir o sítio secundário, as células cancerosas saem 

da corrente sanguínea e colonizam o tecido secundário, assim o HPV infectaria outros sítios. 

Autoria própria. 

A hipótese mais provável seria que o DNA plasmático não estaria ligado 

ao tumor, possuindo uma rota de disseminação hematogênica alternativa ainda 

desconhecida (BODAGHI et al., 2005c) (figura 9). A transmissão do HPV ocorre 

através do contato sexual. Aproximadamente 10,4% das mulheres sexualmente 

ativas do mundo apresentaram infecção por HPV em algum período da vida 

(Bruni L et al., 2016). Entretanto, a maior parte das novas infecções por HPV 

regridem espontaneamente entre seis a dezoito meses (DE SANJOSE et al., 

2010). Esta regressão está associada a mecanismos imunológicos humorais e 

celulares (SANCLEMENTE; GILL, 2002b). No entanto, é possível que as células 

contendo HPV sejam transportadas através 

DNA DO HPV 

O HPV é 
liberado 

para 
corrente 

sanguínea 
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da via hematológica a partir do local de entrada do vírus para outros sítios 

corporais, sem a necessidade de uma lesão prévia. 

 

 

 
Figura 9. Hipótese de como o HPV é liberado na corrente sanguínea. Após infectar o epitélio 

cervical o HPV gera uma resposta imune. A infecção é sanada e a paciente não apresenta sinais 

clínicos, no entanto, o HPV é carreado para corrente sanguínea por células do sistema imune. 

Autoria própria. 

 

 
2.2.3 Associação do HPV no sangue periférico e outros câncer 

Infecções persistentes provocadas pelo Papilomavírus humano (HPV), 

concomitantemente com fatores ambientais e genéticos estão relacionados com 

o surgimento de lesões pré-neoplásicas e do câncer cervical (DE FREITAS et 

al., 2012; ZUR HAUSEN, 1996). O mecanismo carcinogênico desenvolvido pelo 

HPV no câncer de colo uterino tem sido bem descrito por diversos autores desde 

meados dos anos 80 (SCHIFFMAN et al., 2016; DOORBAR et al., 2012b; 

DOORBAR, 2005; ZUR HAUSEN,1996). 

No entanto, recentes estudos tem demonstrado a presença do DNA do 

HPV em outros sítios anatômicos como: vagina, pênis, mama, pulmão, pele, 

ânus (DE FREITAS et al., 2016; FREITAS et al., 2016; KHAN et al., 2016a; 

BUCCHI et al., 2016; CHRISTODOULIDOU et al., 2015; ALEMANY, 2014; 

BOSCH et al., 2013b; CARTER et al., 2001; DE SANJOSÉ et al., 2001). 

Dentre os cânceres não cervicais, aproximadamente, 30%-80% dos casos 

de câncer de vagina, ânus, pênis e vulva são atribuídos a infecção por HPV 

(NGAMKHAM et al.,2016; BUCCHI et al., 2016; PLUMMER et al., 2016a; 

KHAN et al., 2016b; STOCKDALE, 2015). Entre os HR-HPV detectados nesses 

DNA DO HPV 

Resposta 
Imune 

Epitélio sem 
alterações 
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sítios corporais o HPV 16 é o mais prevalente (BRUNI et al., 2016; PHANSRI, 

2016; CHRISTODOULIDOU et al., 2015). O HPV 18 é o segundo tipo viral 

comumente detectado no câncer de pênis e ânus (ELORZA et al., 2016; 

DJAJADININGRAT et al., 2015; MOSCICKI et al., 2014; NYITRAY; 

IANNACONE, 2014b). Nos casos dos câncer vulva e vagina o segundos tipo viral 

mais comum são os HPVs 33 e 31, respectivamente (KHAN et al., 2016b; 

NGAMKHAM et al., 2016; SUH et al., 2016). 

Além disso, já foi demonstrado a presença do DNA do HPV em sítios 

corporais anatomicamente distante do cervical, como por exemplo mama e 

pulmão. As taxas de detecção do DNA viral no câncer de pulmão pode variar 

entre 0%-76% (FREITAS et al., 2016; LI et al., 2011; PARK et al., 2007). 

Enquanto que na mama a presença do DNA do HPV varia entre 25%-100% (DE 

LIMA et al.,2016; SIGAROODI et al.,2012; SIMÕES et al.,2012).Dentre 

os genótipos detectados nesses tecidos, o HPV 16 é o tipo mais frequente, 

seguido pelo HPV 18 (DE LIMA et al., 2016; FREITAS et al., 2016; VANNER; 

SHROYER, 2015; SIMÕES et al., 2012). 

Estudos identificaram a presença de sequências do DNA do HPV no 

sangue periférico de pacientes com tumores primários de orofaringe, mama e 

pulmão (BLEOTU et al., 2010; CHIOU et al., 2003b; CAPONE et al., 2000). E os 

genótipos detectados na corrente sanguínea foram os mesmos detectados no 

tecido (HEDAU et al., 2011; CARTER et al.,2001). 

Além disso, estudos correlacionam a agressividade do tumor e a presença 

do HPV na circulação sanguínea. Diante disso, um estudo realizado por 

CAPONE et al. (2000) demonstrou que pacientes com carcinomas de cabeça e 

pescoço positivos para HPV no sangue apresentaram metástase e 

desenvolveram um tipo de tumor mais agressivo. Outro estudo demonstrou que 

as taxas de detecção do DNA do HPV na corrente sanguínea foi maior em 

pacientes com câncer de pulmão primário em estágio avançado (CHIOU et al., 

2003). 

Com base nos dados supracitados, existe uma necessidade de 

compreender o papel dos HPVs no sangue periférico como agentes etiológicos 

da carcinogênese mediada pelo HPV. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Detectar e analisar a participação do sangue periférico no processo 

de infecção relacionado ao HPV. 

3.2 Objetivos Específicos 
 

1. Detectar e genotipar o DNA do HPV em amostras cervicais e sangue 

periférico de pacientes sem lesões cervicais, com lesões cervicais e 

com câncer cervical; 

2. Realizar um estudo de associação entre os dados histopatológicos e 

a presença do DNA viral em sangue periférico. 

3. Quantificar a carga viral das pacientes HPV 16 positivas em sangue 

periférico de pacientes saudáveis, com lesões cervicais e câncer 

cervical; 

4. Avaliar o status físico do genoma viral em amostras HPV 16 positivas; 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Amostras biológicas 

O presente estudo, de caráter transversal, foi realizado com pacientes  da 

região metropolitana do Recife, Nordeste do Brasil. Foram coletadas 153 

amostras de raspado cervical e de sangue periférico de pacientes com ou sem 

lesão cervical, atendidas de rotina no Hospital Oswaldo Cruz e no Hospital das 

ClínicasPernambuco. 

O grupo amostral deste estudo foi constituído por mulheres com idades 

entre 16 e 65 anos, todas sexualmente ativas. A duração das coletas que 

resultaram no presente estudo se estendeu entre Janeiro de 2011 a Dezembro 

de 2016. Além disso, foram coletados dados sociodemográficos e clínico de cada 

paciente, com o intuito de traçar o perfil dessas pacientes. 

4.2 Critérios de Elegibilidade 

As pacientes sexualmente ativas, brasileiras, foram elegíveis para este 

estudo. Após terem sido informadas sobre os objetivos do estudo, todas as 

pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os 

critérios de exclusão para este estudo foram os seguintes: Pacientes portadoras 

do vírus da imunodeficiência humana (HIV) e recusa da assinatura noTCLE. 

4.3 Coleta de material biológico 

A coleta de sangue foi realizada por punção periférica, utilizando-se tubos 

a vácuo (Vacutainer®), contendo o anticoagulante EDTA. As amostras  de 

raspado cervical foram coletadas durante a realização do exame pélvico com o 

uso de uma escova cervical apropriada (Cytobrush). O raspado cervical foi 

conservado em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e armazenadas a 

-20°C, até a etapa posterior de extração do DNA viral. Além disso, outra coleta 

foi realizada para a análise da citologia oncótica. Para tal, as células esfoliadas 

foram distribuídas em lâminas, fixadas em álcool absoluto e coradas pelo método 

Papanicolaou. Em seguida, procedeu-se a leitura das lâminas pelos Patologistas 

de cada serviço de saúde acima mencionados. Os resultados foram registrados 

de acordo com a classificação do Sistema Bethesda. 
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4.4 Extração do DNA 

O DNA do raspado cervical e sangue periférico foram extraídos utilizando 

o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo 

as instruções do fabricante. Posteriormente, todas as amostras foram 

quantificadas utilizando um espectofotômetro (NanoVue Plus 

Spectrophotometer). 

A qualidade do DNA foi confirmada por reação em cadeia da polimerase 

(PCR), amplificando um fragmento do gene da β-globina, utilizando os primers 

descritos na Tabela 3. As condições da PCR foram as seguintes: 95°C durante 

5 minutos; seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 

1 minuto a 72°C; e extensão final de 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR 

foram visualizados após eletroforese em um gel de agarose 2% e corado em 

brometo de etídio. 

 
Tabela 3. Sequência dos oligonucleotídeos e tamanho dos fragmentos. 

 

Primer Sequência (5'→3') Tamanho (pb) 

β-globina   

PC04 ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb 

GH20 CAACTTCATCCACGTTCACC  

MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450pb 

MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG  

GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 110pb 

GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA  

E6 HPV-16   

Senso GAGAAACTGCAATGTTTCAGGACC 81pb 

Anti-senso TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC  

E2 HPV-16   

Senso AACGAAGTATCCTCTCCTGAAATTATTAG 76pb 

Anti-senso CCAAGGCGACGGCTTTG  

 
4.5 Detecção do DNA viral e genotipagem 

A presença do DNA do HPV foi verificada na corrente sanguínea e na 

cérvice, pela amplificação com dois conjuntos de oligonucleotídeos. A primeira 

etapa foi realizada com o conjunto de primers concenso e degenerados MY09 
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e MY11 (Tabela 3), que anelam em uma região conservada do gene L1, 

amplificando um produto de aproximadamente 450pb. Posteriormente, foram 

realizadas Nested-PCRs, utilizando os oligonucleotídeos GP5 e GP6, gerando 

um fragmento de aproximadamente 140 pb. As condições da PCR para os 

primers GP5/6 foram as seguintes: denaturação inicial por 5 minutos a 94°C; 

seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 44ºC, 1 minuto e meio 

a 72°C; e extensão final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram 

visualizados em gel de agarose 2% e corado com brometo de etídio. Amostra de 

DNA HPV-positiva oriundas de pacientes com câncer cervical e o genoma 

clonado do HPV16 foram utilizadas como controles positivo em todas as reações 

de PCR. Além disso, todos os testes foram realizados em triplicatas. 

As amostras positivas no sangue e na cérvice para o DNA do HPV foram 

tipificadas por sequenciamento. Os produtos de PCR foram sequenciados pelo 

método dideoxi-terminal fluorescente, utilizando o kit ABI PRISM BigDyeTM 

Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®, CA, 

USA ®). O sequenciamento das amostras foi realizado na Plataforma 

Multiusuária de Sequenciamento e Análise de Expressão Gênica, Universidade 

Federal de Pernambuco. Foi utilizado o sequenciador automático de DNA ABI 

Prism 3100 (Applied Biosystem®), de acordo com os padrões estabelecidos 

nesta unidade. 

As sequências resultantes foram analisadas utilizando o pacote Standen 

(STANDEN, 1996) com os programas Gap4 (versão 4.0) e Pregap4 (versão 1.5), 

os quais foram utilizados para a construção dos contigs das sequências obtidas 

de DNA dos HPV. Após a montagem dos contigs, foi utilizado o programa 

BLAST, disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para a comparação 

com sequências HPV previamente conhecidas. 

 
4.6 Status físico e carga viral 

Visando determinar o status físico e carga viral das pacientes HPV16- 

positivas, foram realizadas PCRs em tempo real (qPCR) utilizando o sistema 

Sybr Green. A amplificação foi realizada no volume de 20µl, contendo 2x Power 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®) e oligonucleotídeos que 

amplificam regiões de E6 e E2 de HPV-16 (tabela 3) a 300nM. As reações 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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foram realizadas no aparelho Agilent Real-Time PCR e Cycler 8800 (Agilent 

Technologies ®). A reação foi submetida a um ciclo inicial de 2 minutos a 50ºC, 

seguido de um ciclo de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e 50 ciclos com 

duas etapas de 95°C durante 15s, e 60°C durante 60s (adaptado de Peitsaro et 

al., 2002). 

Uma série de diluições (101a 106) do genoma completo de HPV-16 

clonado no vetor pBR-322 foi utilizada para gerar a curva padrão, servindo como 

um padrão para curvas de calibração para os genes E2 e E6. Também foram 

utilizadas como controle positivo das reações o DNA extraído das linhagens 

celulares CaSki (400–6000 cópias por célula) e SiHa (1-2 cópia por célula), 

usadas para controlar a precisão e reprodutibilidade das curvas padrão 

estimadas para carga de HPV. Uma vez construídas curvas de calibração para 

cada gene, as amostras foram analisadas em duplicata. 

A carga viral foi determinada a partir dos níveis do gene E6 presente tanto 

nas amostras do grupo caso, quanto do grupo controle. As cargas virais de cada 

amostra foram expressas como o número de cópias de E6 em 50ng de DNA 

(PEITSARO; JOHANSSON; SYRJÄNEN, 2002). 

Quanto ao status físico, o vírus foi considerado integrado ao genoma do 

hospedeiro quando o gene E2 não foi detectado. Para diferenciar a forma 

epissomal da mista (quando há presença de ambas as formas, epissomal e 

integrado) foi calculado a razão E2/E6, onde a razão de E2/E6 <1 indica a forma 

mista, e valores >1 indicam predominância da forma epissomal (PEITSARO; 

JOHANSSON; SYRJÄNEN,2002). 

 
4.7 Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas para estimar a associação entre os 

dados histopatológicos e a presença do DNA viral em sangue periférico, com 

aplicação do teste Odds Ratio (OR). O teste qui quadrado foi realizado para 

comparar os grupos de caso e controle. Um valor p<0,05 foi considerado 

estaticamente significativo. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa Prisma v5.0. 
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4.8 Considerações éticas 

Este projeto foi aprovado pelos Comitês de ética e Pesquisa do Complexo 

hospitalar da Universidade de Pernambuco (CAAE: 0058.0.106.000- 10, 

HUOC/PROCAPE 64/2010) e da Universidade Federal de Pernambuco 

(CEP/CCS/UFPE sob o CAAE: 09307612.8.0000.5208). Todas as pacientes que 

participaram do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. 
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5. RESULTADO 

5.1 Características da população estudada 

Foram analisados nesse estudo 153 amostras de escovado cervical e 

sangue. Destes, 85 pacientes apresentaram citologia normal, que foram 

classificados como o ―grupo controle. As 68 amostras restantes foram 

denominadas de ―grupo caso. A análise citológica mostrou que dentre as 

pacientes incluídas no grupo caso, 43 apresentaram lesão de baixo grau (LSIL) 

e 25 lesões de alto grau (HSIL). 

5.2 Prevalência da infecção por HPV no sangue periférico e na 

região cervical 

Visando avaliar a qualidade do DNA extraído das amostras, foram 

realizadas PCRs que amplificam o gene β-globina. Na figura 10 podemos 

observar o produto amplificado do gene da β-globina, mostrando a viabilidade 

das amostras de escovado cervical. Na figura 11 podemos observar o produto 

amplificado do gene da β-globina, mostrando a viabilidade das amostras de 

sangue. 

 
 
 
 

 
200 pb 

100 pb 
 
 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos amplificados para o 

gene da β- globina. M: marcador molecular de 1000pb (Promega®); C-: controle 
negativo (amostra livre de DNA); C+: controle positivo (genoma do HPV clonado em 
pGEM); 1-7: amostras de sangue periférico. 
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 2% com produtos amplificados para 
o gene da β- globina. C-: controle negativo (amostra livre de DNA); C+: controle 
positivo (genoma do HPV clonado em pGEM); 1-18: amostras de sangue periférico. 

A presença do DNA do HPV na região cervical foi avaliada nas 153 

pacientes, a partir da amplificação da região conservada do gene L1, 

utilizando os primers MY 09/11. Deste total, 43% (66/153) foram positivas 

para o DNA do HPV (Gráfico 1). 

 
 
 

 
Positiva 

Negativa 

 
 
 

 
Gráfico 1. Prevalência do DNA do HPV na região da cérvice de pacientes oriundas da 

região Nordeste do Brasil. Em uma população de 153 pacientes, foi observada prevalência de 

43% (66/153) do DNA do HPV em amostras do rapado cervical. 

Com relação à presença do DNA do HPV em sangue periférico, as 

153 amostras de sangue submetidas a PCR, utilizando os iniciadores MY 

09/11, não amplificaram (0/153). Portanto, as amostras foram submetidas à 

técnica nested-PCR com iniciadores GP5/GP6, a partir desse protocolo o 

DNA  do HPV  foi detectado na corrente sanguínea em 47% (72/153) das 

amostras (Gráfico2). 

C+C- 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 

43% 

57% 
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Gráfico 2. Prevalência do DNA do HPV em amostras de sangue periférico de pacientes 

oriundas da região Nordeste do Brasil. Em uma população de 153 pacientes, foi observada 

prevalência de 47% (72/153) do DNA do HPV em amostras de sangue periférico. 

Quanto aos tipos de HPVs presentes na região cervical estudadas foram 

observados onze tipos virais: HPV16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV 58, HPV 

70, HPV 6, HPV 11, HPV 61, HPV 81. 

Quanto aos tipos de HPVs presente no sangue periférico das pacientes 

estudadas, foram observados cinco tipos virais: HPV16 48% (35/72), HPV18 

32% (23/72), HPV33 13% (9/72), HPV58 5,4% (4/72) e o HPV66 1,8% (1/72) 

(Gráfico 3). 
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40% 
32%
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2% 

 
 

HPV66 

Gráfico 3. Distribuição dos HPVs detectados em amostras de sangue periférico de pacientes 
oriundas da Região Nordeste do Brasil. Os HPVs 16, 18, 33, 58, e 66 foram os cinco genótipos 
detectados na população estudada. 

 

Em relação aos tipos de HPVs presentes na região cervical estudadas 

foram observados onze tipos virais: HPV16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV 58, 

HPV 70, HPV 6, HPV 11, HPV 61, HPV81. 

Com o objetivo de associar a presença do vírus na corrente sanguínea 

com o grau da lesão cervical. Observamos que 61% (44/72) das pacientes HPV 

positiva no sangue periférico não apresentavam lesão cervical ou qualquer 

alteração na cérvice no momento da coleta e 39% (28/72) apresentavam lesões 

pré-neoplásicas ou câncer cervical. Quando estratificamos osdados 

47% 

53% 
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para avaliar que tipo de lesão estava presente nessas pacientes portadoras do 

HPV no sangue, observou-se que: 2,7% (2/72) apresentaram condiloma; 17% 

(12/72) tinham lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL); 8% (6/72) apresentaram 

lesão intraepitelial de alto grau (HSIL); 10% (7/72) tinham câncer cervical 

escamoso; 1,3% (1/72) apresentaram adenocarcinoma (Gráfico 4). Apesar disso, 

não foi estaticamente significativo (p = 0.6746; OR = 0,5769) a relação entre a 

presença do vírus no sangue e o grau da lesão, demonstrando que a lesão 

cervical não é fator necessário para a detecção do vírus na corrente sanguínea 

(Tabela 4). 

 
 

80 

6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 4. Análise citológica da região cervical das pacientes positivas para o DNA do HPV 
em sangue periférico. Em um total de 72 amostras cervicais foi realizada a análise citológica 
da região cervical. Foi observado pacientes sem lesão, com condiloma, adenocarcinoma, LSIL, 
HSIL e câncer cervical invasivo. 

 

Quando comparado à presença do DNA viral no sangue e na cérvice, foi 

observado: que 31% (48/153) das amostras não apresentavam DNA do HPV em 

ambos os sítios; 22% (33/153) das amostras apresentavam a presença do DNA 

viral no sangue e na cérvice; 22% (33/153) das pacientes apresentaram o DNA 

do vírus apenas na cérvice e 25% (39/153) apresentou a presença do DNA do 

HPV apenas no sangue (Gráfico 5). 
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Gráfico 5. Comparação da presença do vírus na região cervical e sangue periférico de 

mulheres oriundas da região metropolitana de Recife, Pernambuco. No total, foram 

observadas amostras negativas para o DNA do HPV na região cervical e sangue periférico; 

positivo na região cervical e sangue periférico; negativo no sangue e positivo na região cervical 

e; positivo no sangue e negativo na região cervical. 

 

Considerando os tipos de HPVs presentes nos dois sítios pesquisados, foi 

observado um percentual de 55% das pacientes apresentaram o mesmo tipo de 

HPV na região cervical e no sangue periférico. Por outro lado, 45% das pacientes 

apresentaram tipos de HPV no sangue diferentes do observados na cérvice 

(Gráfico 6). No presente estudo, não foi possível avaliar se o HPV presente na 

região cervical e no sangue periférico se tratava de uma mesma variante, pois 

os eletroferogramas obtidos nos sequenciamentos permitiram apenas distinguir 

os tipos. 

55% 

60% 45% 

40% 

20% 

0% 

 

Mesmo tipo de HPV cérvix eno 
sangueperiférico 

 

 
Diferente tipo de HPV cérvix e no 

sangue periférico 
Gráfico 6. Tipos de HPV presente na cérvice e no sangue periférico. Do total das amostras 

positivas para o DNA do HPV na cérvice e sangue periférico, 55% apresentaram a contaminação 

pelo mesmo tipo de HPV, enquanto 45% apresentaram tipos distintos. 

Além disso, foi realizada uma análise da possível relação entre os fatores 

sociodemográficos, dados clínicos e a presença do DNA do HPV no sangue. No 

entanto, a associação não foi estatisticamente significativa entre as variáveis e 

a presença do vírus no sangue periférico (Tabela4). 

Entretanto, houve associação significativa quando comparado à presença 

do vírus na região cervical com a presença do vírus na corrente 
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sanguínea (p = 0,0002 OR= 0,1615), especulamos que a presença do DNA do 

HPV na cérvice é condição necessária para a presença do HPV no sangue 

(Tabela 4). 

Tabela 4. Análise univariada da associação entre variáveis sócio-demográficas e 

clínicas e a detecção viral na corrente sanguínea. 
 

TODOS OS 

CASOS 

HPV- 

NEGATIVO 

HPV-POSITIVO 
N(%) 

X2 p-value Odds Ratio 
(OR) 

N(%) N(%)     

Número de casos 153 (100%) 81 (52,94%) 72 (47,05%)    

Parceiro sexuais 
     

Apenas 1 71 (100%) 38 (53,52%) 33 (46,47%) 1,064 0,8304 1,2 

+ 2 parceiros 
82 (100%)

 

 

43 (52,43%) 
 

39 (47,56%) 
   

Estado Civil 
     

Solteira 45 (100%) 25 (55,55%) 20 (44,44%)    

Casada 101 (100%) 55 (54,45%) 46 (45,54%) 0,9061 0,8338 0,8558 

Divorciada 1 (100%) 0 (100%) 1 (100%) 

Viúva 
6 (100%) 1 (16,66%) 5 (83,33%) 

 
Uso de contraceptivos 

orais 
 

Sim 

Não 
 

Uso de cigarro 
 

Sim 

Não 
 

Presença do vírus na 

cérvice 

Sim 66 (100%) 33 (50%) 33 (50%) 0,5741 0,0002 0,1615 

Não 
 

Tipo histológico 

87 (100%) 48 (55,17%) 39 (44,82%) 

LSIL 27 (100%) 18 (66,6%) 9 (33,3%)    

HSIL 8 (100%) 2 (25,0%) 6 (75,0%)    

Condiloma 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) 1,094 0,6916 1,182 

Câncer 5 (100%) 1 (20%) 4 (80%)    

Adenocarcinoma 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)    

 

  

P<0.05 = estatisticamente significante 

27 (100%) 18 (66,66%) 9 (33,33%) 0,777 0,1551 0,4375 
126 (100%) 63 (50,0%) 63 (50.0%)    

 

32 (100%) 17 (53,12%) 15 (46,87%) 1,137 0,6753 1,296 
121 (100%) 64 (52,89%) 57 (47,10%)    
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5.3 Avaliação da carga viral e do status físico do vírus 

em sangue periférico 

As cargas virais de cada amostra foram expressas como o número de 

cópias absolutas de E6 de HPV 16 em 50 ng. O status físico do vírus foi 

determinado através da quantificação do gene E2. A perda de E2 é um indicativo 

que o DNA do HPV está integrado no genoma do hospedeiro. O estado de 

integração é fundamental para iniciação da replicação viral. 

Para a determinação da carga viral e do status físico do vírus no sangue 

periférico foi avaliado através da curva de eficiência dos primers E6 e E2 

utilizando o modelo de regressão linear, mostrando coeficientes de correlação 

R2 = 0,99 e valores de eficiência do iniciador (E) de 101 conforme recomendado 

(Figura12). 

 
 

A 

 
 
 
 
 
 

 
C 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Eficiência dos primers e curva de melting dos genes E2 e E6 do 

HPV16. A eficiência do primer E2 foi avaliada através da regressão linear (A).  A 

especifidade do primer E2 foi demonstrada através de um único pico na curva 

de melting (B). A eficiência do primer E6 foi avaliada através da regressão linear 

(C). A especifidade do primer E6 foi demonstrada através de um único pico na 

curva de melting(D). 

 
 

Das amostras de sangue HPV16 positivas, selecionamos 17 amostras 

derivadas de pacientes com diferentes graus de lesões precursoras e de câncer 

cervical, e 27 amostras eram de pacientes saudáveis (sem lesão cervical) 

(Tabela 5 e6). 
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A carga viral variou de 0,31 a 801,5 cópias absolutas de E6, a média da 

carga viral foi 52,26 cópias de E6, em pacientes com lesão cervical, já em 

pacientes sem histórico de lesões intraepiteliais cervicais e câncer cervical a 

carga viral variou de 1,63 a 405,51 cópias absolutas de E6, a média da carga 

viral foi 61,20 cópias de E6. Curiosamente, a carga viral foi predominantemente 

mais elevada nas pacientes com citologia negativa. 

 
Tabela 5. Quantificação da carga viral de HPV16 e avaliação do status físico em 

amostras com diferentes tipos de lesão cervical e câncer cervical. 
 

 
Amostras Quantificação de E2 

em 50 ng 
Quantificação 
de E6 em 50 ng 

Status Físico Clínica 

 
6 

 
3,084 

 
17,12 

 
Misto 

 
NIC III 

9 2,64 4,38 Misto NIC III 

16 2,815 4,381 Misto Câncer 

30 11,7 3,65 Epissomal NIC II 

42 2,05 9,47 Misto Adeno 

47 3,56 3,91 Misto NIC I 

61 22,38 4,21 Epissomal Câncer 

67 5,75 4,09 Misto NIC II 

69 14,06 5,05 Misto NIC I 

92 0,27 0,31 Misto Câncer 

101 0 801,5 Integrado Câncer 

102 3,4 0,71 Epissomal NIC II 

116 46,52 7,15 Epissomal NIC I 

117 17,11 2,75 Epissomal Câncer 

130 4,03 2,64 Misto NIC II 

136 25,76 9,87 Epissomal Condiloma 

137 4,22 7,31 Misto NIC I 

SiHa 145,09 422559,33 Integrado  

CasKi 48388290,06 35023354,43 Misto  
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Tabela 6. Quantificação da carga viral de HPV16 e avaliação do status físico em 

pacientes sem histórico de lesão cervical. 

 
 

Amostras Quantificação de E2 em Quantificação de Status Físico Clínica 

 50 ng E6 em 50 ng   

 

51 

 

28,73 

 

27,8 

 

Misto 

 

Sem lesão 

52 6,16 21,58 Misto Sem lesão 

58 14,14 34,89 Misto Sem lesão 

62 3,74 8,52 Misto Sem lesão 

63 13,89 7,6 Misto Sem lesão 

64 0,53 46,47 Integrado Sem lesão 

74 5,80 2,76 Epissomal Sem lesão 

75 10,52 17,24 Misto Sem lesão 

91 21,94 11,69 Misto Sem lesão 

115 8,47 33,121 Misto Sem lesão 

122 3,61 479,6 Integrado Sem lesão 

125 10,15 10,37 Misto Sem lesão 

126 2,05 23,06 Integrado Sem lesão 

131 7,09 5,75 Misto Sem lesão 

132 24,20 60,35 Misto Sem lesão 

152 7,08 16,03 Misto Sem lesão 

153 24,32 10,6 Epissomal Sem lesão 

156 17,48 10,21 Misto Sem lesão 

157 1,45 9,06 Misto Sem lesão 

158 16,51 83,89 Misto Sem lesão 

168 16,94 305,03 Integrado Sem lesão 

170 20,82 9,92 Epissomal Sem lesão 

171 0,42 1,72 Misto Sem lesão 

172 29,60 3,47 Epissomal Sem lesão 

173 0,41 1,63 Misto Sem lesão 

174 29,98 4,78 Epissomal Sem lesão 

175 0,00 405,51 Integrado Sem lesão 

SiHa 101,50 374264,73 Integrado  

Caski 48556268,24 29892754,03 Misto  

 

 

Em relação ao status físico do vírus ambos os grupos apresentaram 

predominância da forma mista (epissomal e integrado). Foi considerada a razão 

de E2/E6 <1 como indicativo da forma mista. Nas pacientes com alterações no 

citológico, 58,82% (10/17) estavam na forma mista, 35,29% (6/17) na forma 

epissomal e 5,88% (1/17) estavam na forma integrada. Bem como, nas pacientes 

do grupo controle 62,96% (17/27) estava na forma mista, 18,51% (5/27) estava 

na forma epissomal e 18,51% (5/27) apresentaram-se na 
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forma integrada. No entanto não foi observada relação entre o grau da lesão com 

o status físico e a carga viral (p = 0,4098; p = 0,6335 respectivamente). 
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6. DISCUSSÃO 

Os papilomavírus, embora descritos como vírus epiteliotrópicos ou 

mucosotrópico, ou seja, possuem tropismo para epitélio e mucosa, sua presença 

também em sangue e outro sítios não epiteliais (Lowy and Schiller 2012). Nesse 

estudo, foi verificada a presença do HPV em sangue periférico de mulheres do 

estado de Pernambuco, Brasil. 

Os resultados desse estudo mostraram a prevalência de 47% (72/153) do 

DNA do HPV no sangue periférico de mulheres com câncer cervical, com 

alterações pré-neoplásicas e pacientes sem lesão cervical. Nossos resultados 

estão de acordo com estudos anteriores, que observaram taxas de detecção viral 

no sangue periférico variando entre 6%-65%. (GNANAMONY et al., 2010; HO et 

al., 2005b; BODAGHI et al., 2005c; SATHISH et al., 2004b; WIDSCHWENDTER 

et al.,2003b,2003b; PORNTHANAKASEM et al.,2001c). 

As discrepâncias nesses resultados podem estar relacionadas com: o método 

de extração e análise do DNA, bem como com os oligonucleotídeos utilizados. 

Posteriormente, as amostras HPV-positivas no sangue foram 

sequenciadas com o objetivo de identificar quais os genótipos presente na 

população estudada. Foram detectados cinco tipos de HPV (16, 18, 33, 58 e 66), 

sendo os tipos 16 e 18 mais prevalentes nas amostras avaliadas. Esse resultado 

encontrados no sangue corrobora com estudos anteriores (GNANAMONY et al., 

2010; BODAGHI et al., 2005a; HO et al., 2005b; PORNTHANAKASEM et al., 

2001d). 

As amostras cervicais foram sequenciadas com o objetivo de identificar 

os genótipos presente na população estudada. Foram detectados onze tipos 

virais na região cervical (HPV16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV 58, HPV 70, 

HPV 6, HPV 11, HPV 61, HPV 81). Curiosamente, os tipos virais mais detectados 

na região cervical desse grupo amostral, foram os HPVs 16 e 31, além disso o 

HPV18 aparece como quarto mais prevalente. 

A alta frequência do HPV 18 em sangue periférico e sua baixa detecção 

nas amostras cervicais estudadas levanta vários questionamentos, como: i) a 

alta frequência do HPV18 em sangue periférico pode ser o resultado de uma 
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competição entre os genótipos 18 e 31 na região cervical; ii) o HPV16 e HPV18, 

circulante em sangue periférico, pode ser uma fonte alternativa de contaminação 

para outros sítios corpóreos, tais como mama, pulmão, e cabeça e pescoço; iii) 

o HPV18 encontrado em sangue periférico pode ser o mesmo tipo e variante 

encontrado em amostras de câncer de pulmão e câncer de mama, conforme 

detectados pelo nosso grupo de pesquisa (DE LIMA, 2016; AMARAL, 2015), que 

também avaliou paciente de Pernambuco. Entretanto, são necessários estudos 

complementares a fim de esclarecer o papel desse vírus em sangue periférico. 

Associando a presença do DNA viral com o grau da lesão, a maioria das 

pacientes, 61% não tinha lesão cervical ou se quer relataram qualquer tipo de 

queixa clínica no momento da coleta, enquanto que 39% foram diagnosticadas 

com câncer cervical ou apresentaram algum tipo lesão. Entretanto, essa 

associação não foi estatisticamente significativa (p= 0.6916), demonstrando que 

a lesão cervical não é um fator necessário para a presença do DNA viral na 

corrente sanguínea. Apesar disso, quando comparamos presença do vírus na 

região cervical com a presença do vírus na corrente sanguínea, observamos uma 

associação (p= 0.0002), supomos que a presença do vírus na cérvice como fator 

necessário para a detecção do vírus no sangue. 

Com base nisso, espera-se que o vírus ao entrar em contato com o epitélio 

cervical gere uma resposta imune predominantemente linfocitária. A partir daí a 

infecção seria sanada e a paciente não apresentaria queixas clinicas, no entanto, 

por alguma desordem no sistema imunológico ou outros fatores desconhecidos, 

o vírus atinge a corrente sanguínea tornando-se um meio de latência e 

propagação viral. Dessa forma, o vírus poderia infectar outros sítios corpóreos 

nos quais o HPV possa replicar e subsequentemente se integrar ao genoma do 

hospedeiro. 

Apesar de detectar o HPV no sangue periférico, esse fator não é suficiente 

para estabelecer uma relação entre causa e efeito. Na literatura foi observado 

que a carga viral pode ser um fator para persistência e progressão neoplásica 

do câncer de colo do útero (PEITSARO et al. 2002). Sabe-se que uma cópia do 

genoma de HPV por célula é suficiente para transformação neoplásica 

(WILLIAMS et al., 2011b). 
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Foram avaliados por qPCR 17 amostras com algum tipo de alteração 

citológica (grupo caso) e 27 de amostras sem nenhuma alteração (grupo 

controle). A carga viral foi determinada pela quantidade de E6 de HPV16 em 50 

ng. A média do número de cópias, curiosamente, foi maior em pacientes sem 

lesão, sendo de 52,26 cópias no grupo caso e 61,20 cópias no grupo controle. 

Era esperado que a carga viral do HPV em amostras do grupo controle fosse 

menor do que no grupo caso. Porém, até o momento, esse é o primeiro estudo 

que demonstra carga viral no sangue periférico de pacientes sem lesão cervical. 

DONG e colaboradores (2002b), apesar de não avaliarem grupo controle, 

detectaram alto número de cópias de HPV carga viral em pacientes com NIC I 

(116,5 cópias), NIC II (3518.5 cópias) e NIC III (100.000 cópias). Outros estudos, 

também obtiveram resultados expressivos avaliando a carga viral de pacientes 

com lesões de alto grau, GNANAMONY e colaboradores (2010) identificaram 

carga viral com média de 253 cópias/ul e HO et al., 2005 detectou carga viral 

com média de 586cópias/ul. 

O estado de integração é fundamental para iniciação da replicação viral. 

Um indicativo que o DNA do HPV está integrado no genoma do hospedeiro é a 

perda de E2. Portanto, foram realizadas quantificações absolutas do gene E2, 

visando determinar o status físico do genoma viral em amostras de pacientes do 

grupo controle e do grupo caso. Ambos os grupos, apresentaram predominância 

da forma mista (integrada e epissomal), sendo 58,82% do grupo caso e 62,96% 

do grupo controle. Nossos resultados contrastam com os resultados de 

PORNTHANAKASEM et al., 2001c que encontrou predominância da forma 

integrada e de BODAGHI et al., 2005b que encontrou predominância da forma 

epissomal. 

A presença do vírus na forma mista e com elevada carga viral em 

pacientes sem lesão cervical reforça a hipótese que o vírus é carreado por 

alguma célula sanguínea, além disso, como foi demonstrado anteriormente no 

nosso estudo, a presença de lesão cervical não é fator necessário para a 

presença do vírus na corrente sanguínea, mas a presença do vírus na região 

cervical parece ser condição para a presença do vírus no sangue. 

Embora o presente estudo tenha mostrado a presença do DNA de HPV 

no sangue de pacientes sem lesão cervical e com lesão cervical e que na maioria 

dos casos o DNA viral estava na forma mista ao genoma do hospedeiro 
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e com a carga viral elevada, não se pode afirmar o papel exato do sangue no 

processo carcinogênico provocado pelo HPV. Assim, são necessários novos 

estudos para melhor compreensão do papel do sangue na infecção gerada pelo 

HPV. Uma vez bem elucidado o papel do HPV no sangue, a presença do vírus 

na corrente sanguínea, poderia ser uma alternativa simples e minimamente 

invasiva de detecção precoce do câncer cervical e diversos cânceres onde 

acredita-se que o HPV tenha envolvimento. 
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7. CONCLUSÕES 

 
1- Pela primeira vez no nordeste do Brasil foi detectado o DNA de HPV em 

amostra de sangue periférico. A taxa de detecção no sangue encontrada 

em nosso estudo foi de 47%. O presente estudo detectou a presença de 

5 genótipos virais no sangue periférico, HPVs 16, 18, 33, 58 e 66, sendo 

o HPV16 (48%) mais prevalente, seguido pelo HPV18(32%). 

A taxa de detecção do DNA do HPV em amostras cervicais foi de 43%. 

Quanto aos tipos de HPVs presentes na região cervical estudadas foram 

observados onze tipos virais: HPV16, HPV 18, HPV 31, HPV 33, HPV 58, 

HPV 70, HPV 6, HPV 11, HPV 61, HPV81. 

Especulamos que a presença do DNA na região cervical é um fator 

necessário para a detecção do vírus no sangue; 

2- Quando foi comparado o grau da lesão e a presença do DNA do HPV na 

corrente sanguínea, não foram encontras associação estatisticamente 

significativa(p>0.05); 

3‐ Foi identificada uma média de 52,26 cópias absolutas de E6 em pacientes 

com diferentes níveis de alteração e câncer cervical, e de 61,20 cópias 

absolutas de E6 em pacientes saudáveis; 

4‐ O status físico predominante nas amostras analisadas foi a forma mista, 

presente tanto nas amostras com alterações pré-neoplásicas e câncer 

cervical, como também, nas amostras de pacientes saudáveis. 
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