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RESUMO 



 

 

 

Objetivo: Avaliar a expressão do Papilomavírus humano (HPV) 6, 11, 16 e 18 por meio de 

Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) em Carcinomas ductais invasivos mamários. 

Materiais e Métodos: Este estudo envolveu 79 mulheres com diagnóstico histopatológico de 

Carcinoma ductal invasivo de mama. O DNA extraído das 79 amostras de carcinoma 

mamário foi amplificado, quantificado e submetidos à pesquisa de DNA dos subtipos 6, 11, 

16 e 18 através de PCR , sendo a distinção realizada por comparação das bandas geradas no 

gel de agarose com os controles positivos de cada tipo. Resultado: A pesquisa de DNA-HPV 

nas 79 amostras não mostrou a presença dos subtipos de HPV pesquisados. Conclusão: O 

presente estudo não mostrou associação entre HPV e carcinoma mamário humano. 

 

Palavras-Chaves: Câncer de mama, HPV,  PCR . 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 

 

Objective: To evaluate the expression of human papillomavirus (HPV) 6, 11, 16 and 18 by 

Polymerase Chain Reaction (PCR) in invasive ductal breast carcinomas. Materials and 

Methods: This study involved 79 women with histological diagnosis of invasive ductal breast 

carcinoma. DNA extracted from 79 samples of breast carcinoma was amplified, measured and 

tested for DNA subtypes 6, 11, 16 and 18 by PCR, and the distinction made by comparing the 

bands generated in the agarose gel with the positive control of each type. Result: The search 

for HPV DNA in 79 samples showed that no evidence of HPV was found in the subtypes 

studied. Conclusion: This study showed did not show that there is an association between 

HPV and human breast carcinoma. 

 

Key Words: Breast cancer, HPV, PCR . 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SIGLAS E/OU ABREVIATURAS 



 

 

 

bp: Pares de base. 

 

BRCA -1: Proteina relacionada ao gene do câncer de mama 1 

 

BRCA-2: Proteina relacionada ao gene do câncer de mama 2 

 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

 

HER-2: Receptor tipo 2 do Fator de Cresciemnto Epidérmico humano 

 

HPV : Papilomavírus humano 

 

INCA: Instituto Nacional do Câncer 

 

NICIII : Neoplasia Intra-epitelial Cervical grau III 

 

PCR: Reação em cadeia de Polimerase 

 

p53: Proteina relacionada ao gene supressor p53 

 

pRb : Proteina relacionada ao gene supressor do retinoblastoma 
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1. INTRODUÇÃO 



 

 

 

 O câncer de mama representa um grave problema de saúde pública em todo o mundo, 

pela sua alta incidência, morbidade, mortalidade, e pelo seu elevado custo no tratamento. Sua 

incidência cresce progressivamente e acomete mulheres cada vez mais jovens (GOLDSTEIN, 

2000). Este aumento pode ser decorrente da maior longevidade da população feminina e da 

detecção precoce realizada pelo programa de rastreio mamográfico (DERSHAW, 2000). No 

Brasil, a estimativa de câncer de mama para o ano de 2010 é de 49.240 casos, com um risco 

estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2010). 

 

     O câncer de mama é uma doença multifatorial, sendo conhecidos inúmeros fatores de 

risco, dentre os quais se incluem fatores hormonais, genéticos e ambientais (MADIGAN et al., 

1995). Quanto aos fatores hormonais, situações de maior exposição estrogênica como menarca 

precoce, nuliparidade, menopausa tardia, uso de contraceptivo oral e terapias de substituição 

hormonal estão associadas com maior risco para o câncer de mama. O mecanismo de ação do 

estradiol seria decorrente de sua alta afinidade pelo receptor alfa de estrógeno com conseqüente 

aumento da proliferação celular e surgimento de metabolitos ativos de ação genotóxica e 

citotóxica (CAVALIERI et al., 1997). 

 

                Cerca de 5 a 10% de todos os casos de câncer de mama estão relacionados à herança 

de mutações genéticas, tendo como característica a instalação da doença em mulheres jovens. Os 

principais genes envolvidos são o BRCA1, mapeado no braço longo do cromossomo 17 e o 

BRCA2, localizado no braço curto do cromossomo 13 (TAVTIGIAN et al., 1996). As 

prevalências estimadas para portadores de mutações em BRCA1 e BRCA2 são, respectivamente 

0,11% e 0,12% na população geral e de 12,8% e 16% em famílias de alto risco com três ou mais 

casos de câncer de mama ou ovário (VENKITARAMAN, 2002).     Quanto aos fatores 

ambientais sabe-se que a prevenção do tabagismo, do alcoolismo, da obesidade e do 

sedentarismo, além do incentivo ao aleitamento materno podem reduzir o risco de câncer de 

mama (GONÇALVES et al., 2007).  

 

 Em aproximadamente 95% dos cânceres de mama não se identifica um agente 

etiológico, o que têm sido motivo de inúmeros estudos na literatura, muitos destes investigando 

inclusive agentes infecciosos. Dentre os vírus mais estudados estão o Epstein-Barr, Vírus 



 

 

 

análogo ao vírus do tumor mamário do camundongo e o Papilomavirus Humano (HPV) 

(AMARANTE e WATHANABE, 2009).  

   O HPV é um vírus não envelopado capaz de infectar tecidos epiteliais humanos, 

incluindo pele, epitélio ano-genital, epitélio oral e cavidade de mucosas. A infecção genital é 

transmitida diretamente por contato sexual e raramente por transmissão vertical. O genoma do 

HPV consiste em uma dupla fita de DNA circular que contém aproximadamente 7900 pares de 

bases (bp) com 8 a 9 janelas de leitura e uma região regulatória. O vírus não sintetiza nenhuma 

enzima, assim, depende do hospedeiro para completar seu ciclo de vida, sendo hermeticamente 

ligado à diferenciação da célula epitelial infectada (NATH e THAPPA, 2009). O HPV possui 

duas proteínas regulatórias chamadas proteínas precoces E1 e E2, três importantes oncogenes 

E5, E6 e E7 e duas proteínas do capsídeo tardias L1 e L2 (RAPOSE, 2009). As proteínas virais 

precoces são expressas nas células basais infectadas e dentro das camadas epiteliais mais baixas. 

Quando as células infectadas alcançam a superfície, a produção das proteínas tardias permite o 

desprendimento dos virions maduros (NATH e THAPPA, 2009). 

  Os oncogenes E6 e E7 são os responsáveis pela transformação maligna das células 

infectadas, interferindo na função das proteínas-chave da supressão tumoral através dos genes 

p53 e retinoblastoma (pRb), prolongando o ciclo celular através da supressão da apoptose e 

contribuindo para o desenvolvimento das lesões associadas ao HPV (OLIVEIRA et al., 2003). 

                 A aplicação de métodos de biologia molecular para a identificação de agentes 

infecciosos vem apresentando rápida evolução nos últimos anos, devido, em grande parte, ao 

desenvolvimento de novas técnicas de análise do DNA e do RNA. Na análise do DNA ou RNA, 

os métodos podem ser divididos genericamente em dois grandes grupos: os de amplificação do 

material nucléico (em sua maioria métodos de PCR e seus variantes) e os que utilizam 

amplificação de sinal (nos quais se enquadram os de hibridização, como a captura híbrida e 

hibridização in situ). A Técnica de PCR é a que apresenta mais alta sensibilidade dentre as 

técnicas utilizadas na rotina diagnóstica, uma vez que é possível amplificar amostras muito 

escassas de DNA ou RNA (OLIVEIRA et al., 2003). 

 



 

 

 

                  Existem mais de 100 tipos conhecidos de HPV (MUNOZ et al., 2003), dos quais os 

mais prevalente são os subtipos 16 e 18, presentes em até 70% dos cânceres invasivos do colo 

uterino e os tipos 6 e 11, encontrados em 90% das verrugas genitais (HOORY et al., 2008). Até 

hoje, o desenvolvimento de vacinas profiláticas contra o HPV estão focadas nestes  tipos de vírus 

(KEAM S e HARPER, 2008).                 

 

                A ligação entre infecções genitais pelo HPV e o Câncer do colo uterino foi 

inicialmente demonstrada na década de 1980, pelo virologista alemão Harold Zur Hausen. Desde 

então, uma evidente relação entre o HPV e este tipo de câncer foi estabelecida, estando 

atualmente presente em 99,7% dos casos de câncer do colo uterino em todo o mundo (BURD, 

2003). 

 

                 O estudo de uma possível associação de vírus na carcinogênese mamária teve inicio a 

partir da descoberta do vírus do tumor mamário de camundongos (BITTNER, 1936). Este vírus é 

um representante da espécie do betaretrovirus, em geral presente na forma latente nos 

camundongos e que sob influências hormonais apropriadas está envolvido na gênese do câncer 

de mama em camundongos geneticamente susceptíveis. A partir destas observações iniciais 

vários trabalhos foram realizados no intuito de pesquisar a associação de subtipos de HPV com o 

câncer de mama (AMARANTE e WATANABE, 2009).     

 

                Bratthauer , Tavassoli e O’leary (1992) pesquisaram através de PCR , utilizando 

primers específicos, os subtipos 6, 11, 16 e 18 em 13 casos de carcinoma ductal invasivo,15 

carcinomas papilíferos e 15 papilomas. Estes autores não detectam a presença de DNA-HPV em 

qualquer dos 43 casos estudados. Di Lonardo (1992) foram os primeiros a mostrar a relação entre 

HPV e câncer mamário, demonstrando a presença do HPV 16 em 29.4%  dentre os 40 casos 

estudados através de PCR. O Estudo de Wrede et al. (1992),  por sua vez, utilizando primers 

genéricos e específicos, não encontrou associação entre os 95 casos de câncer de mama com 

subtipos de HPV 6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 45 e 51.  Posteriormente dois outros trabalhos, 

(GOPALKRISHNA et al., 1996; CZERWENKA et al.,1996) utilizando tecido a fresco e 

material parafinado, não detectaram pela técnica de PCR os subtipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 

33 e 35 em casos de carcinoma mamário.  

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Camundongos


 

 

 

 

                   Henning et al. (1999) estudaram mulheres com história de displasia severa do colo 

uterino (NIC III) que desenvolveram câncer de mama como segunda neoplasia. O estudo 

envolveu 38 pacientes e 41 casos de câncer de mama, sendo detectado DNA do HPV 16 em 46% 

dos casos de câncer de mama e em 84% dos casos de NICIII estudados. Em todas as pacientes 

em que se detectou o DNA do HPV 16 no câncer de mama também foi detectado na displasia 

cervical pregressa. Os autores concluem que os subtipos oncogênicos de HPV podem ter um 

papel na carcinogênese em diferentes órgãos e que seriam transportados de um sitio original de 

infecção a outros órgãos por via hematogênica e linfática. Esta hipótese é reforçada pelo estudo 

de Pao et al. (1991), os quais demonstraram  DNA de HPV em células mononucleares 

sanguíneas circulantes em pacientes com infecção urogenital . 

 

                  Damin et al. (2004) investigaram a presença de HPV em pacientes com câncer de 

mama e a correlação da infecção viral com fatores prognósticos . O estudo envolveu 101casos de 

câncer de mama de mulheres brasileiras e como controle 21 espécimes de mamoplastia e 20 de 

fibroadenomas. Pela técnica de PCR e utilizando primers específicos para HPV 16 e 18 

detectaram a presença destes subtipos em 24.75% dos cânceres de mama e em nenhum dos 41 

casos controle. Dos 25 casos positivos, 14 eram HPV-16 (56%) , 10 HPV-18 (40%) e em um 

caso (4%) ambos subtipos. Não foi observada correlação entre a presença de HPV e fatores 

prognósticos como idade, estadiamento, tipo histológico, receptor de estrógeno e progesterona. 

 

                De Villers et al. (2005) pesquisaram, através de PCR, a presença de HPV em 29 

cânceres de mama e nos mamilos correspondentes. Utilizando primer genérico GP5+/GP6+, 

demonstraram a presença de HPV em 86% dos casos de câncer e em 68% dos mamilos 

estudados. Os tipos mais prevalentes de HPV nos carcinomas e mamilos foram HPV 6 e 11 

Outros subtipos de HPV como o 3, 15, 16, 20, 21, 32, 38 e 66 também foram detectados em sete 

cânceres e em 10 mamilos estudados. Estes autores sugerem como via de infecção do 

parênquima mamário o transporte retrógrado do HPV a partir do mamilo e aréola infectada. 

 

                Mais recentemente, Lindel et al. (2007) e De Cremoux et al. (2008) investigaram a 

presença de HPV em pacientes com câncer de mama por PCR utilizando primers genéricos e 



 

 

 

específicos capazes de detectar 40 subtipos de HPV de alto e baixo risco. Em nenhum dos 81e 50 

casos estudados, respectivamente, foram detectados a presença de HPV.  

 

                He et al. (2009) foi o primeiro a correlacionar a infecção entre subtipo de alto risco do 

HPV e expressão de genes relacionados a proliferação celular e apoptose.  Neste estudo foram 

estudadas 40 amostras de carcinoma mamário e 20 amostras de tecido mamário não neoplásico. 

Através de imunoistoquimica foi pesquisado a presença de Bcl-2 e HER-2/neu e por PCR, 

utilizando primer específico, a pesquisa do subtipo 16 do HPV. Foi detectada a presença de HPV 

16 em 60% dos carcinomas mamários e em uma amostra (5%) de tecido mamário não 

neoplásico. 

 

                O fato do câncer de mama feminino ser um dos mais freqüentes no nordeste brasileiro, 

a inexistência de um fator etiológico conhecido na maioria dos casos, a alta prevalência de HPV 

e câncer cervical na nossa população e a escassez de estudos na literatura brasileira sobre a 

associação entre carcinoma mamário e HPV, despertou-nos pelo desenho do presente estudo. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVO 

 



 

 

 

 

  Avaliar a prevalência de HPV 6, 11, 16 e 18 por meio de PCR em Carcinomas ductais 

invasivos mamários. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 



 

 

 

3.1. DESENHO DO ESTUDO 

 

   Foi um estudo observacional analítico transversal. 

 

3.2. PACIENTES 

 

               O estudo envolveu 90 amostras de blocos de parafina obtidos por ocasião do 

diagnóstico de Câncer de mama de pacientes do sexo feminino, atendidas no Setor de Mastologia 

da Clinica Ginecológica do Hospital Getúlio Vargas no período de Janeiro de 2006 a Setembro 

de 2009, arquivados no Setor de Anatomia Patológica desta Instituição. 

   

 

3.2.1. CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE 

 

3.2.1.1. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO: 

 

 Carcinoma ductal invasivo 

 Ausência de qualquer tratamento prévio 

 

3.2.1.2. CRITÉRIO DE EXCLUSÃO: 

 

 Amostras com menos de 300 bp após amplificação do DNA. 

 

3.3. MÉTODOS 

 

3.3.1. MÉTODO HISTOPATOLÓGICO 

 

      Fragmentos tumorais foram retirados por ocasião de biópsia incisional para 

confirmação diagnóstica de câncer de mama.  

      As amostras tumorais foram fixadas em formol tamponado a 10% (pH = 7.4) por um 

período de 12 horas,  desidratadas em álcool etílico,  diafinizadas pelo xilol e  embebidas em 



 

 

 

parafina liquida à temperatura de 59
o
C,  segundo metodologia de MASSON (1956). Após 

inclusão, as amostras foram submetidas a cortes seriados consecutivos de quatro micrômetros,  

 

mantidas em lâminas e coradas com hematoxilina-eosina. 

  

     As lâminas foram analisadas por patologista do Setor de Anatomia Patológica para 

confirmação do diagnóstico de Câncer, onde também ficarão armazenados os blocos de parafina 

para posterior realização do exame de PCR. 

 

 

3.3.2. MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DE DNA E PCR: 

 

     A extração de DNA e pesquisa de HPV por PCR foi realizada pelo Laboratório 

Consultoria em Patologia Carlos Bacchi, Botucatu – SP, nas seguintes etapas: 

 

Extração de DNA: Segundo Stefanoff et al. (2003), foi utilizado o método de digestão 

enzimática com proteinase K. Realizou-se corte manual da área delimitada, retirando-se o 

excesso de parafina. O mesmo foi inserido em tubo 1,5 mL contendo 50 l de tampão TET 

(TRIS-Cl 10 mM, EDTA 10 mM e Tween 20 - 0,5%) e 10 L de proteinase K a 20 mg.mL-1 e 

incubado em banho seco por 12 horas. Em seguida a proteinase K foi inativa por 15 minutos a 

94°C. Após a inativação, foi adicionado 1 ml de fenol saturado (Life Technologies, 

Gaithersburg, MD, EUA) e fenol tamponado (pH = 8.0), e os tubos centrifugados a 4.200 xg por 

20 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e então acrescentado 1 ml de fenol, 

clorofórmio e álcool isoamílico (25:24:1), homogeneizado, e centrifugado a 4.200 xg por 20 

minutos. O sobrenadante foi novamente transferido para outro tubo de 1,5 ml. Para precipitação 

do DNA genômico foram adicionados 2 a 3 volumes de etanol absoluto e 1/10 do volume de 

acetato de amônio 7 M (Sigmaâ, St. Louis, EUA), overnight.  Tubo foi então centrifugado a 

19.600 xg durante 20 minutos e o precipitado de DNA lavado com etanol 70%, e após 

evaporação do etanol a temperatura ambiente, o precipitado foi dissolvido em 30-50 ml de 

tampão TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7.4 e EDTA 1 mM, pH 8.0) e mantido a 4ºC até quantificação. 

 



 

 

 

Amplificação e Quantificação de DNA: A quantidade e pureza do DNA genômico obtidos 

foram determinadas por densidade óptica em espectrofotômetro (DU-640, Beckman, Palo Alto, 

CA, EUA) para identificação da quantidade de DNA em µg/µl e submetida a PCR para controle 

do tamanho do material extraído, pois ensaios moleculares baseados em PCR dependem da 

integridade do DNA.  

               Foram amplificados os segmentos de 100, 200, 300, 400 e 600 bp dos genes humanos 

da sintase trombaxano (TBXAS1), gene ativador de recombinação humano (RAG1), gene dedo-

de-zinco da leucemia promielocítica humana (PLZF) e dois éxons do gene AF4, 

respectivamente, para controle da viabilidade de acordo com protocolo descrito por Van Dongen  

e colaboradores (VAN DONGEN et al., 2003). 

 

Tipagem do HPV: Para detecção dos subtipos de HPV consistiu no emprego de iniciadores 

dirigidos a segmentos específicos do genoma dos subtipos 6,11 (SL6 / 11.S: TAC ACT GCT 

GGA CAA CAT GC e SL6 / 11.A: GTG CGC AGA TGG GAC ACA C), 16 (VdB16.S: TGC 

TAG TGC TTA TGC AGC CAA e  VdB16.A: ATT TAC TGC AAC ATT GGT AC) e  18 

(VdB18.S: AAGGAT GCT GCA CCH GTC TGA e VdB18.A: CAC GCA CAC GTC TGG 

CAG GT) (SOLER et.al.,1991), que amplificam fragmentos de 302, 152 e 216 pares de base, 

respectivamente. A reação de amplificação foi realizada em um volume final de 25 µL, sendo 

constituída por 1,4X Tampão para PCR (Tris-HCl 100 mM/KCl 500 mM), 3,0 mM Cloreto de 

Magnésio, 0,2 mM dNTPs, 0,3 µM cada iniciador (Sl6-11.S/Sl6-11A, VdB16.S/VdB16.A, 

VdB18.S/VdB18.A), e 1,25U Taq DNA polimerase. Para cada reação de amplificação, foram 

utilizados 2 µL (0,1µg/µL) da solução contendo o DNA extraído anteriormente.  Em cada bateria 

de amplificação pela PCR, sempre foi utilizado um controle negativo, constituído pelas mesmas 

concentrações e pelos mesmos reagentes da reação de amplificação, exceto o DNA e controles 

positivos de DNA para cada tipo de HPV pesquisado (DNA 6,11, 16 e 18). A reação de 

amplificação do DNA foi realizada em tubos de 500 µL, incubados no termociclador (MJ 

Research PTC 150) com as seguintes condições de ciclagem: 94ºC - 5 min. (1X), 94ºC - 1 min., 

55ºC - 1 min., 72ºC - 1 min. (40X), 72ºC - 7 min. (1X). Após a amplificação, foram utilizados 10 

µL do produto da PCR de cada amostra somados com 2 µL de loading buffer (0,25% de azul de 

bromofenol, 15% de Ficoll tipo 400). O volume final foi aplicado em gel de poliacrilaminda a 

7%, submetido à corrida eletroforética em cuba vertical a 250 V por 50 minutos. O gel foi corado 



 

 

 

com nitrato de prata, e a distinção dos tipos de HPV foi realizada por comparação das bandas 

geradas no gel com os controles positivos de cada subtipo.  

 

 

 

3.4. ASPECTOS LEGAIS 

 

             O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do 

Piauí (UFPI) em 07 de Julho de 2009, estando seus aspectos éticos e metodológicos de acordo 

com as diretrizes estabelecidas na Resolução 196/96 e complementares do Conselho Nacional de 

Saúde (Anexo A).     

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.RESULTADOS 



 

 

 

 

  A idade das pacientes variou de 23 a 87 anos com uma média de 50,33 anos e desvio 

padrão de 12,22. Quanto ao estadiamento, 2,2% eram estadio I; 52,2%, estadio II; 42,11%, 

estadio III e 4,4% estádio IV.  

 

                O DNA extraído dos 90 casos de carcinoma mamário foi quantificado e submetido a 

técnica de PCR. Após a amplificação onze casos (12,2%) apresentaram menos de 300 pb, sendo 

excluídos do estudo (Anexo B). 

 

Assim, setenta e nove amostras foram submetidas à pesquisa de DNA dos subtipos 6,11, 

16 e 18. Em nenhuma dessas amostras foi observada a presença de DNA viral ( Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Controle de tamanho das amostras amplificadas (A); subproduto da 

pesquisa de DNA- HPV dos subtipos 6/11, 16 e 18, negativos (B). 
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5. DISCUSSÃO 



 

 

 

                O câncer de mama é uma doença complexa e heterogênea. Ela resulta de várias 

alterações genéticas em que genes específicos ou grupos de genes participam na indução e 

manifestação da doença, levando a um desarranjo progressivo em vários estágios dos 

mecanismos que controlam o crescimento celular (MORENA et al., 2004). É o segundo tipo de 

câncer mais freqüente em todo o mundo e o mais comum entre as mulheres do nordeste 

brasileiro (INCA, 2010). 

  

               A etiologia do câncer de mama é desconhecida na quase totalidade dos casos 

(MADIGAN et al., 1995),  o que tem despertado interesse de estudos nesse sentido, uma vez que 

somente com a detecção de agentes etiológicos é que medidas efetivas de prevenção podem ser 

instituídas. Vários vírus têm sido apontados na carcinogênese mamária, como o Epstein-Barr, o 

virus análogo ao do tumor mamário do camundongo e o HPV (AMARANTE e WATANABE, 

2009).  

 

                A associação entre HPV e câncer do colo uterino é bem estabelecida, sendo detectados 

os subtipos oncogênicos mais prevalentes na quase totalidade destes carcinomas (BURD, 2003). 

A alta prevalência do câncer de colo uterino na  região nordeste brasileira  e a escolha do HPV 

em trabalhos envolvendo carcinogênese mamária nos levou a optar por estudar esse tipo de vírus. 

O diagnóstico definitivo da infecção pelo HPV é feito pela identificação da presença do DNA 

viral por meio de testes moleculares. A técnica considerada padrão ouro na detecção de DNA do 

HPV é o Southern blot, entretanto por ser de difícil execução não é rotineiramente utilizada. Na 

prática diária há basicamente três técnicas biomoleculares utilizadas: PCR, Captura Híbrida e 

Hibridização in Situ (SCHIFFMAN et al., 2000). A técnica de PCR apresenta alta sensibilidade, 

possibilidade de genotipagem, versatilidade quanto ao tipo de material biológico a ser estudado e 

rápida execução, por isso a preferida na quase totalidade dos estudos até então publicados, razão 

pela qual foi utilizada neste estudo. Damin et al. 2004 sugeriu que a utilização da Hibridização 

dot-blot associada ao PCR poderia diminuir a possibilidade de falsos negativos na pesquisa de 

HPV em câncer de mama. 

 



 

 

 

                 A maioria dos trabalhos tem utilizado amostras fixadas em formalina e parafinadas, 

enquanto em outros foi utilizado material a fresco. Sabe-se que a fixação prolongada do tecido 

com  formalina  causa lesão ao DNA e  perda  na  qualidade da PCR,  sendo o mecanismo do  

dano ao DNA pela formalina ainda não esclarecido (GREER et al.,1991). Em nosso estudo, 79 

amostras obtiveram número de pares de base variando entre 300 e 600, o que permitiu a 

genotipagem dos subtipos escolhidos, demonstrando a integridade do DNA. 

 

               Um ponto crucial na pesquisa de DNA do HPV utilizando a técnica de PCR é a escolha 

adequada do primer. Utilizando-se primers genéricos é possível detectar apenas a presença ou 

ausência de um grupo de vírus, incluindo os 18 subtipos oncogênicos. Por outro lado, com a 

utilização de primers específicos é possível fazer a genotipagem e assim especificar o tipo viral 

envolvido. Sabe-se que as associações de primers genéricos e específicos aumentam a taxa de 

detecção de HPV (HUANG et al., 2004). Assim, utilizando-se apenas primers específicos, como 

em nosso estudo, não nos permite excluir a possibilidade de associação com outros subtipos. Na 

literatura, observa-se uma grande variação na técnica de PCR, tanto na escolha dos primers, 

como nas regiões a serem amplificadas, o que também pode explicar a grande variabilidade nas 

taxas de detecção.   

              

                 Atualmente são conhecidos mais de 100 subtipos de HPV, dos quais 40 atingem a 

região anogenital. Destes, 18 são oncogênicos e os restantes considerados de baixo risco. Os 

subtipos 6,11 são os mais prevalentes dentre os de baixo risco e encontrados principalmente nas 

verrugas genitais, enquanto os tipos 16 e 18 são detectados em 70% dos cânceres cervicais 

(BURD, 2003).  A distribuição da incidência de HPV de baixo e alto risco por faixa etária, como 

demonstrado em estudo por Zampirolo et al. (2007),  mostrou que  mulheres abaixo dos 25 anos 

são mais freqüentemente infectadas e que em apenas 6 e 8%  das mulheres acima dos 45 anos 

foram detectados os HPVs de baixo e alto risco respectivamente. Portanto, a baixa prevalência de 

detecção do HPV em mulheres acima de 45 anos e a variação dos subtipos detectados de acordo 

com a faixa etária podem ser uma das razões para não detecção de HPV em nosso grupo de 

pacientes, que possuíam idade média de 50,33 anos. 

  

 



 

 

 

                   Os dados referentes à prevalência de HPV, bem como de seus genótipos, terminam 

por serem obtidos na análise de pacientes portadoras de neoplasias intra-epiteliais cervicais e de 

carcinoma invasivo do colo uterino. Há poucos trabalhos a esse respeito na região norte-nordeste 

do Brasil. Noronha et al. (1999) estudou pela técnica de PCR a prevalência HPV e seus 

genótipos  em mulheres do estado do Pará com patologia cervical, detectando os subtipos 16,18 e 

33 como os mais prevalentes. Não há relato de estudos pesquisando prevalência de HPV em 

displasias e carcinomas do colo uterino no estado piauiense. 

 

                Optamos por pesquisar os subtipos oncogênicos 16 e 18 por serem os mais 

freqüentemente estudados na literatura mundial e incluímos os subtipos de baixo grau 6 e 11 com 

base em estudo publicado por De Villiers et al. (2005), o qual mostrou alta prevalência destes 

subtipos em carcinomas mamários e mamilos correspondentes, postulando-se uma via retrógada 

de infecção da mama a partir do mamilo infectado. 

 

               Mesmo nos estudos em que se demonstrou a associação entre HPV e câncer de mama, 

vários deles não detectaram os subtipos 16 e/ou 18 (Henning et al., 1999; Yu et al., 1999; Di 

Lonardo et al., 1992; De Villiers et al., 2005), demonstrando que, dependendo da região 

estudada, a frequência entre os subtipos mais prevalentes é bastante variável. O único estudo 

brasileiro foi realizado em Porto Alegre por Damin et al. (2004), onde pesquisaram  a associação 

dos subtipos 16 e 18  em 101 carcinomas mamários e como grupo controle utilizaram 41 

amostras de fibroadenoma e tecido de mamoplastia. Os autores detectaram a presença de DNA 

do HPV em 25 (24,75%) dos 101 casos de carcinomas mamários estudados e em nenhuma das 

41 amostras do grupo controle. O HPV 16 foi detectado em 56% dos casos, o subtipo 18 em 40% 

e  ambos os subtipos em uma das amostras. 

 

                 À semelhança do presente estudo, em vários outros não se demonstrou associação 

entre HPV e câncer de mama mesmo quando foram utilizados primers específicos e/ou genéricos 

(BRATTHAUER; TAVASSOLI; O'LEARY, 1992; CZERWENKA et al,. 1996; WREDE et al., 

1992; LINDEL et al., 2007; DE CREMOUX et al., 2008). A utilização preliminar de primers 

genéricos poderia ter sido útil, uma vez que se detectando a presença de HPV, poderíamos ter 



 

 

 

utilizado um maior número de primers específicos, já que é evidente a variação na prevalência 

dos subtipos em diferentes regiões. 

 

                 Percebe-se que a grande variedade de resultados quanto à prevalência de HPV pode 

ser decorrente da falta de padronização da técnica quanto ao material a ser obtido, do tipo e 

número de primers utilizados, da menor prevalência de HPV nesta faixa etária em determinadas 

regiões, bem como devido a grande variabilidade dos subtipos mais freqüentemente detectados.  

 

               Assim, a importância do HPV na gênese do câncer de mama permanece incerta. 

Contudo, este trabalho abre perspectivas para mais estudos sobre a prevalência de HPV e seus 

subtipos . 
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7. ANEXOS 



 

 

 

Anexo A: Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 



 

 

 

 
 



 

 

 

Anexo B:   

 

TABELA 1. Análise dos subtipos 16 e 18 de HPV em tumor de mama. 

  

 Identificação original Subtipo 6/11 Subtipo 16 Subtipo 18 Qualidade 

1 IH 417 negativo negativo negativo 400pb 

2 IH 677 negativo negativo negativo 400pb 

3 IH 539 negativo negativo negativo 400pb 

4 IH 649 negativo negativo negativo 400pb 

5 IH 764 negativo negativo negativo 200pb 

6 IH 210 negativo negativo negativo 300pb 

7 IH 583 negativo negativo negativo 300pb 

8 IH 419 negativo negativo negativo 200pb 

9 IH 454 negativo negativo negativo 300pb 

10 IH 596 negativo negativo negativo 400pb 

11 IH 457 negativo negativo negativo 200pb 

12 IH 524 negativo negativo negativo 200pb 

13 968/09 negativo negativo negativo 200pb 

14 947/09 negativo negativo negativo 300pb 

15 IH 226 negativo negativo negativo 600pb 

16 IH 568 negativo negativo negativo 200pb 

17 IH 757 negativo negativo negativo 300pb 

18 923/09 negativo negativo negativo 300pb 

19 932/09 negativo negativo negativo 400pb 

20 914/09 negativo negativo negativo 400pb 

21 IH 756 negativo negativo negativo 400pb 

22 IH 396 negativo negativo negativo 300pb 

23 IH 390 negativo negativo negativo 300pb 

24 IH 603 negativo negativo negativo 300pb 

25 IH 666 negativo negativo negativo 400pb 

26 IH 692 negativo negativo negativo 600pb 

27 IH269 negativo negativo negativo 400pb 

28 IH 235 negativo negativo negativo 400pb 

29 IH 650 negativo negativo negativo 300pb 

30 IH 410 negativo negativo negativo 300pb 



 

 

 

31 IH 344 negativo negativo negativo 200pb 

32 IH 236 negativo negativo negativo 100pb 

33 IH 566 negativo negativo negativo 100pb 

34 IH745 negativo negativo negativo 300pb 

35 IH606 negativo negativo negativo 300pb 

36 IH 638 negativo negativo negativo 300pb 

37 IH 939 negativo negativo negativo 400pb 

38 IH 717 negativo negativo negativo 300pb 

39 IH 678 negativo negativo negativo 100pb 

40 IH 943 negativo negativo negativo 400pb 

41 IH 774 negativo negativo negativo 100pb 

42 IH 708 negativo negativo negativo 200pb 

43 IH 697 negativo negativo negativo 100pb 

44 IH 777 negativo negativo negativo 100pb 

45 IH 719 negativo negativo negativo 100pb 

46 IH 785 negativo negativo negativo 100pb 

47 IH 746 negativo negativo negativo 200pb 

48 IH 688 negativo negativo negativo 200pb 

49 IH 672 negativo negativo negativo 400pb 

50 IH 776 negativo negativo negativo 300pb 

51 IH 694 negativo negativo negativo 100pb 

52 IH 787 negativo negativo negativo 300pb 

53 IH 786 negativo negativo negativo 200pb 

54 IH 804 negativo negativo negativo 300pb 

55 IH 938 negativo negativo negativo 200pb 

56 IH 763 negativo negativo negativo 100pb 

57 IH 681 negativo negativo negativo 200pb 

58 IH 682 negativo negativo negativo 300pb 

59 IH 703 negativo negativo negativo 300pb 

60 IH 704 negativo negativo negativo 100pb 

61 IH 699 negativo negativo negativo 100pb 

62 IH 482 negativo negativo negativo 100pb 

63 IH 637 negativo negativo negativo 100pb 

64 IH 950 negativo negativo negativo 400pb 

65 IH 735 negativo negativo negativo 600pb 

66 IH 766 negativo negativo negativo 400pb 

67 IH 489 negativo negativo negativo 100pb 



 

 

 

68 IH 645 negativo negativo negativo 300pb 

69 IH 501 negativo negativo negativo 400pb 

70 IH 750 negativo negativo negativo 100pb 

71 IH 752 negativo negativo negativo 600pb 

72 IH 726 negativo negativo negativo 600pb 

73 IH 751 negativo negativo negativo 300pb 

74 IH 665 negativo negativo negativo 100pb 

75 IH 691 negativo negativo negativo 300pb 

76 IH 765 negativo negativo negativo 100pb 

77 IH 739 negativo negativo negativo 100pb 

78 IH 718 negativo negativo negativo 200pb 

79 IH 700 negativo negativo negativo 200pb 

80 IH 783 negativo negativo negativo 600pb 

81 IH 690 negativo negativo negativo 300pb 

82 IH 494 negativo negativo negativo 200pb 

83 IH 669 negativo negativo negativo         400pb 

84 IH 805 negativo negativo negativo 600pb 

85 IH 644 negativo negativo negativo 200pb 

86 IH 795 negativo negativo negativo 100pb 

87 IH 486 negativo negativo negativo 100pb 

88 IH 837 negativo negativo negativo 400pb 

89 IH 808 negativo negativo negativo 300pb 

90 IH 802 negativo negativo negativo 600pb 

 

 

 

 

 


