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RESUMO 

 

O câncer de colo de útero é considerado o terceiro tumor mais frequente e a segunda causa de 

mortalidade de mulheres no Brasil, sendo considerado um problema de saúde pública. A 

infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV) é um dos principais fatores de risco que 

contribui para o desenvolvimento desta neoplasia. O principal método para o diagnóstico é a 

análise citológica pelo exame de Papanicolaou, mas a alta taxa de casos falso-negativos 

inviabiliza uma avaliação adequada, sendo importante o uso de técnicas auxiliares de detecção 

do HPV e, consequentemente, no diagnóstico desta doença. Este estudo teve como objetivo 

avaliar a eficácia, aplicabilidade,  sensibilidade e especificidade dos métodos alternativos para 

a detecção do HPV na prevenção do câncer cervical. As técnicas MN e FT-IR são indiretas, 

mas podem fornecer resultados úteis na detecção do HPV em pacientes submetidas ao exame 

citopatológico. As amostras de fluido cervical foram obtidas de 50 pacientes com citológica 

normal, posteriormente analisada pela PCR, teste de MN e análise de FT-IR. A análise 

molecular consistiu de extração do DNA das amostras endocervicais pelo protocolo 

QIAamp® Virus Spin kit (Qiagen), seguida da realização da PCR do gene viral L1 utilizando-

se os iniciadores MY09 e MY11. As amostras foram divididas com base nos resultados da 

PCR em dois grupos, HPV positivo (sete amostras) e HPV negativo (43 amostras). As 

análises dos testes de MN das amostras ectocervicais foram realizadas pelas leituras das 

frequências absoluta (N) e relativa (%), obtidas as médias, desvios padrões e analisadas pelos 

testes Shapiro-Wilk, Mann-Whitney e Qui-quadrado (X
2
). As análises de FT-IR das amostras 

endocervicais foram realizadas no equipamento Spectrum 400. A partir da matriz de 

covariância foram obtidos os componentes principais (PCs), e por meio das análises 

discriminantes linear e quadrática, supervisionada pelos resultados da PCR (grupos HPV 

positivo e HPV negativo), foram calculados os valores de sensibilidade e especificidade. Os 

resultados das análises de PCR das 50 amostras permitiram validar 43 exames citológicos, 

mas sete amostras de resultado citológico negativo estavam infectadas pelo HPV. Os testes de 

MN mostraram maiores frequências de MN em amostras com HPV positivo, fatores 

relacionados a idade, ao abortamento e o uso de bebidas alcoólicas. Os espectros de análise 

FT-IR mostraram variações nas bandas de DNA e proteínas em amostras com alta frequência 

de MN, provavelmente devido à presença de histonas nucleossômicas e DNA que formam o 

MN. A análise dos componentes principais dos espectros de FT-IR não foi capaz de separar 

eficientemente as amostras HPV positivas das HPV negativas, mostrando-se inespecífico para 

diagnosticar o vírus. Assim, com a realização do estudo observou-se que a técnica de PCR 

pode ser considerada padrão ouro para a detecção do HPV por sua alta sensibilidade, que o 

aumento da frequência de MN observado neste estudo em amostras infectadas pelo HPV, 

pode ser devido à instabilidade genômica, causada pela presença do vírus, e que, apesar da 

espectroscopia FT-IR apresentar grande potencial, por ser um teste de alta sensibilidade e 

especificidade no rastreamento do câncer cervical, neste estudo não demonstrou ser eficiente 

na discriminação de amostras infectadas pelo HPV. Dessa forma, enfatiza-se que, estudos 

adicionais devem ser conduzidos para a aplicação da espectroscopia FT-IR e o teste de MN no 

diagnóstico da infecção pelo HPV e consequente aplicação na prevenção de câncer cervical.  

 

Palavras-chave: Papilomavírus. Teste molecular. Reação em Cadeia de Polimerase. Teste de 

Micronúcleo. Espectroscopia FT-IR.  

 

 

 



 

 

APPLICATION OF PCR, MICRONUCLEUS AND FT-IR SPECTROSCOPY 

TECHNIQUES IN HPV DIAGNOSIS IN THE PREVENTION OF CERVICAL 

CANCER 

 

ABSTRACT 

 

Cervical cancer is considered the third most frequent tumor and the second leading cause of 

mortality in women in Brazil, being considered a public health problem. Human 

Papillomavirus (HPV) infection is one of the main risk factors that contribute to the 

development of this neoplasm. The main method for diagnosis is cytological analysis by Pap 

smear, but the high rate of false-negative cases makes an adequate evaluation impossible, 

being important the use of auxiliary techniques for hpv detection and, consequently, disease 

diagnosis. This study aimed to evaluate the efficacy, applicability, sensitivity and specificity 

of alternative methods for hpv detection in the prevention of cervical cancer. The MN and FT-

IR techniques are indirect, but can provide useful results in the detection of HPV in patients 

undergoing cytopathological examination. The cervical fluid samples were obtained from 50 

patients with normal cytology, later analyzed by PCR, MN test and FT-IR analysis. Molecular 

analysis consisted of DNA extraction from endocervical samples using the QIAamp® Virus 

Spin kit (Qiagen) protocol, followed by PCR of the viral L1 gene using the MY09 and MY11 

primers. The samples were divided based on the PCR results into two groups, HPV positive 

(seven samples) and HPV negative (43 samples). The analyzes of the MN tests of the 

ectocervical samples were performed by reading the absolute (N) and relative (%) 

frequencies, obtaining the means, standard deviations and analyzed by the Shapiro-Wilk, 

Mann-Whitney and Chi-square tests (X
2
). FT-IR analyses of endocervical samples were 

performed in spectrum 400 equipment. From the covariance matrix, the main components 

(PCs) were obtained, and through linear and quadratic discriminant analyses, supervised by 

PCR results (positive and negative HPV groups), sensitivity and specificity values were 

calculated. The results of the PCR analysis of the 50 samples allowed to validate 43 exams, 

but seven samples of negative result were infected with HPV. MN tests showed higher 

frequencies of NM in samples with positive HPV, factors related to age, abortion and alcohol 

use. The FT-IR analysis spectra showed variations in DNA and protein bands in samples with 

high Frequency of MN, probably due to the presence of nucleosomal histones and DNA that 

form the MN. The analysis of the main components of the FT-IR spectra was not able to 

efficiently separate positive HPV samples from negative HPV, showing to be non specific to 

diagnose the virus. Thus, with the accomplishment of the study, it was observed that the PCR 

technique can be considered the gold standard for HPV detection due to its high sensitivity,  

that the increased frequency of NM observed in this study in HPV-infected samples may be  

due to genomic instability caused by the presence of the virus, and that, although FT-IR 

spectroscopy has great potential, as it is a test of high sensitivity and specificity in cervical 

cancer screening, in this study it did not prove to be efficient in discriminating hpv-infected 

samples. Therefore, it is emphasized that additional studies should be conducted for the 

application of FT-IR spectroscopy and the MN test in the diagnosis of HPV infection and 

consequent application in the prevention of cervical cancer.  

 

Keywords: Papillomavirus. Molecular test. Polymerase Chain Reaction. Micronucleus test. 

FT-IR spectroscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma doença que ganhou relevância em virtude do seu perfil 

epidemiológico apresentado, com crescente aumento do número de casos anualmente. Estes 

fatos vêm conquistando importância, tanto na área da saúde quanto nas políticas públicas 

mundiais, propiciando pesquisas cientificas que permitam o diagnóstico, a cura e/ou um 

tratamento eficaz. Com o maior conhecimento da etiologia e biologia desta doença é possível 

estabelecer prioridades e designar recursos, que sejam direcionados para a mudança positiva 

desse cenário. A vigilância de câncer destina-se, como em qualquer sistema de vigilância, a 

produzir informações para a tomada de decisões (INCA, 2017).  

Esta doença é caracterizada pelo crescimento desordenado de células anormais com 

potencial invasivo, originado na maioria dos casos, por condições multifatoriais, que podem 

agir em sequência ou em conjunto para promover ou iniciar a doença. Alguns tipos de câncer 

podem ser evitados pela supressão da exposição aos fatores de risco, assim, medidas 

preventivas devem ser implementadas, como as estratégias para o controle do tabagismo, a 

promoção da alimentação saudável, a vacinação para Papilomavírus humano (HPV), o 

estímulo à prática de atividades físicas, dentre outras. Além disso, o diagnóstico precoce 

aumenta a chance de cura para acima de 90% para a maioria dos tumores (INCA, 2016).  

Entre os vários tipos de câncer, o câncer de colo uterino ocorre lentamente e é 

precedido por lesões intra-epiteliais que são caracterizadas por uma desorganização do 

epitélio malpighiano. A altura do epitélio implicado nas anomalias é descrita pelos graus I, II, 

e III da neoplasia intra-epitelial cervical (NIC). Assim, é necessário realizar a prevenção para 

evitar esta ocorrência que pode se tornar em aumento da morbimortalidade pela doença 

(WALBOOMERS et al., 2009). 

No Brasil, a estimativa de incidência de morte por câncer de colo está em torno de 19 

por 100.000 mulheres (19/100.000). Os estados da região Sul apontam maiores taxas de 

mortalidade, tais como no Paraná 25/100.000 e no Rio Grande do Sul 28/100.000, taxas estas 

que dependem da exposição das mulheres aos fatores de risco e da efetividade de um 

programa de rastreamento do câncer. No Piauí, aproximadamente 12/100.000 mulheres são 

anualmente, vitimadas pelo câncer de colo uterino.  No mundo, 570 mil foram diagnosticadas 

somente em 2018, e em média, as mortes por câncer de colo uterino neste ano ocorreram em 
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311 mil mulheres, sendo destaque dessas mortes os países de baixa e média renda com mais 

de 85% dos casos (OPAS, 2019). 

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), o câncer de colo uterino é 

considerado o terceiro tumor mais frequente na população, depois do câncer de mama e do 

colorretal e a segunda causa de morte em mulheres por câncer no Brasil, sendo considerado 

um grave problema de saúde pública. A incidência deste tipo de câncer vem crescendo 

anualmente no Brasil, quando se pode destacar que 80% dos novos casos ocorrem nos países 

em desenvolvimento e preferencialmente em mulheres jovens (INCA, 2018).  

O HPV é apontado como um dos grandes responsáveis pelo desenvolvimento deste 

câncer. É um DNA-vírus da família Papillomaviridae, que acomete cerca de 600 milhões de 

pessoas no mundo. Este vírus é uma cepa viral que se instala na pele e mucosas genitais e 

evolui lentamente, afetando tanto mulheres quanto homens, sendo que nestes últimos o seu 

desenvolvimento ocorre de forma assintomática. A presença do vírus é capaz de favorecer o 

aparecimento de lesões benignas e malignas, sendo associado a 99% dos casos de câncer do 

colo uterino e 20 a 50% dos casos de câncer do pênis (INCT-HPV, 2013).  

No Brasil, todo ano são esperados 700 mil novos casos de pessoas infectadas pelo 

vírus, aproximadamente 10 milhões de pessoas serão portadoras do vírus e em algum 

momento da vida, 75 a 80% da população irá contrair algum tipo de HPV. Dados estatísticos 

evidenciam que o aumento da incidência de infecção pelo HPV é devido, dentre outros 

fatores, ao início da vida sexual cada vez mais precoce, a múltiplos parceiros sexuais e à 

prática do sexo desprotegido (INCA, 2018). 

Como a infecção pelo HPV é citada como um dos principais fatores de risco para o 

aparecimento do câncer cervical, o desenvolvimento de métodos que detectem a infecção por 

este vírus é extremamente importante para a prevenção e diagnóstico do câncer cervical. 

Neste sentido, prevenir essa doença ainda é a melhor opção, por isso, quanto mais precoce for 

o diagnóstico do HPV e a prevenção da neoplasia de colo uterino, melhor será o prognóstico 

da paciente. Nesta perspectiva, para a doença ser detectada precocemente e evitar o aumento 

da morbimortalidade é necessário a realização do exame preventivo.  

Segundo os manuais do Ministério da Saúde (MS), todas as mulheres que têm vida 

sexual ativa devem realizar o exame de citologia oncótica para a detecção precoce do câncer 

de colo uterino, com enfoque maior para a faixa etária dos 25 a 64 anos de idade por ser a 

faixa etária de maior prevalência. Com a realização da citologia oncótica é possível detectar 
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alterações citológicas ocasionadas por diversos fatores, dentre eles, a infecção pelo HPV. Esta 

é uma técnica considerada padrão ouro na prática clínica, apesar de apresentar algumas 

desvantagens, tais como a sua baixa sensibilidade, ou seja, a probabilidade do teste ser falso 

negativo diante de casos de pacientes infectadas pelo HPV (INCA, 2017).  

Dessa forma, torna-se necessário o desenvolvimento de métodos diagnósticos 

alternativos, tais como análises moleculares, por exemplo, por meio da técnica da Reação em 

Cadeia de Polimerase (PCR), a análise de Micronúcleos (MN) e técnicas espectroscópicas, 

como a Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) no sentido de 

detectar com maior precisão e confiabilidade as alterações que o vírus HPV pode causar nas 

células do colo uterino. 

A técnica de PCR é considerada o método mais sensível para detecção do DNA do 

HPV em amostras clínicas. Esta metodologia caracteriza-se pela amplificação exponencial de 

sequência específica de DNA alvo, e tem potencial para a detecção de níveis muito baixos de 

carga viral em células e tecidos, utilizando para isso iniciadores específicos para o genoma do 

HPV (RIVERO; NUNES, 2006).  

O teste de MN é um método que pode identificar alterações nos núcleos dos tecidos 

que são alvos específicos de agentes carcinogênicos e genotóxicos nos quais os carcinomas se 

desenvolvem. Este teste tem sido considerado um método prático, rápido e de baixo custo 

para a detecção de grupos de risco e prevenção do câncer de colo uterino (VILANOVA et al., 

2012; SHI et al., 2015; SILVA et al., 2017). 

A realização da técnica de FT-IR possibilita avaliar a informação bioquímica da 

composição do tecido, como por exemplo, proteínas, polipeptídios, etc. Outro ponto 

importante é quantidade ínfima de amostras, permitindo medidas rápidas, confiáveis, controle 

de qualidade e análises dinâmicas (KONG; YOU, 2007).  

Considerando estes aspectos, a aplicação dessas técnicas pode auxiliar na detecção das 

alterações que o HPV é capaz de causar nas células do colo uterino, possibilitando o 

diagnóstico precoce do câncer do colo uterino. O uso destas técnicas pode ter um impacto na 

prevenção secundária deste câncer, evitando, por exemplo, a progressão para lesões de alto 

grau. Como resultado, o tratamento será mais preciso, mais eficiente e consequentemente 

haverá possibilidade de um melhor prognóstico para o paciente.   
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Este estudo teve como objetivo  avaliar a eficácia, aplicabilidade,  sensibilidade e 

especificidade dos métodos alternativos para a detecção do HPV na prevenção do câncer 

cervical.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Identificar pela técnica citopatológica de Papanicolaou a presença de alterações 

morfológicas, indicativas da infecção pelo HPV, em fluido cervical de pacientes que 

realizaram o exame citopatológico de rotina; 

- Identificar a infecção pelo HPV por meio da técnica de PCR em amostras provenientes de 

exame ginecológico; 

- Analisar a frequência de MN em células basais da mucosa uterina de pacientes submetidas 

ao exame ginecológico; 

- Realizar a análise de FT-IR nas amostras de fluido cervical das mesmas pacientes para 

identificar alterações espectrais e bioquímicas que possam indicar a infecção pelo HPV; 

- Correlacionar a presença de alterações citológicas com os resultados da PCR e com o 

número de MN encontrados em células basais da mucosa uterina das pacientes; 

- Verificar a associação entre a presença de infecção pelo HPV pelo teste molecular e a 

frequência de MN das células do fluido cervical com as características clínicas e 

comportamentais das pacientes.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Papilomavírus Humano 

 

Desde o final do século XX, em todo o mundo, a mudança no comportamento sexual 

das pessoas foi associada ao surgimento de novas doenças sexualmente transmissíveis (DST), 

como a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), além de outras de importância até 

então secundária, como a condilomatose genital, conhecida desde a época greco-romana, em 

que a transmissão da doença era atribuída à relação homossexual, como verrugas genitais 

(SILVA et al., 2008). 

Em meados de 1935, Rous descreveu que as verrugas encontradas em coelhos 

apresentavam potencial para transformação maligna. A primeira observação de partículas de 

Papilomavírus em verrugas humanas foi relatada por Strauss et al. (1949), por meio da 

microscopia eletrônica. O potencial carcinogênico do HPV foi descoberto em pacientes com 

epidermodisplasia verruciforme, em 1950 (CRAWFORD; CRAWFORD, 1963).  

O HPV é um vírus da Família Papillomaviridae que infecta as células epiteliais e causa 

lesões na pele ou mucosas com diversos agravos, dentre eles a verruga comum e a verruga 

genital ou condiloma. É um vírus icosaédrico não envelopado e com ácido nucléico 

constituído de DNA de dupla fita circular. O seu genoma é dividido em região reguladora 

(LCR), que contém a origem de replicação (ORI) e as regiões codificadoras que são 

denominadas de open reading frame (ORF) que significa fase de leitura aberta (ROSA; 

MEDEIROS; ROSA, 2009).   

Este vírus possui 72 capsômeros, é pequeno, com tamanho de 55 nm de diâmetro e 

contém molécula circular única enrolada de DNA de fita dupla e proteína em sua estrutura, 

apresentando reação de atração pelo epitélio escamoso, causando infecções na mucosa e pele, 

acometendo também o epitélio cilíndrico (SOUZA; CATÃO, 2012). Foi caracterizado, em 

1907, como agente causador das verrugas humanas, e isolado em 1933, onde somente em 

1954 foi comprovado que a sua via de transmissão era sexual (ENCINA; ALVES, 2013). 

A classificação do HPV é descrita segundo seu tropismo como cutaneotrópicos, os 

quais pertencem ao HPVs 1, 2, 5 e 8, que estão relacionados ao surgimento de verrugas e 

câncer de pele e mucosotrópicos, os quais pertencem os HPVs  6, 11, 42, 16, 18, 31 e 45, 

relacionados aos surgimentos de condilomas e câncer cervical. Além disso, eles podem ser 

classificados também quanto ao seu potencial de oncogenicidade em alto risco, os quais 

pertencem os HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 e baixo risco oncogênico os 
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quais pertencem os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72, 81, CP6 108. Os HPVs de alto 

risco oncogênico, quando associados a outros cofatores, apresentam relação com o 

desenvolvimento das neoplasias intra-epiteliais e o câncer invasivo de colo uterino, da vulva, 

da vagina e da região anal (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005; FEBRASGO, 2016).  

Dentre os mais de 100 subtipos de HPV já descritos, 20 tipos podem infectar o trato 

genital, e destes, 12 estão relacionados a lesões pré-oncogênicas e já referidos como HPVs de 

alto risco. Os principais subtipos associados ao câncer de colo uterino da população mundial 

são os HPVs dos tipos 16 e o 18, que também são tidos como responsáveis por até 91% dos 

casos de câncer de ânus (WHEELER et al., 2012).  

A oncogenicidade dos diversos subtipos de HPV está relacionada ao número de 

promotores regulando a expressão de oncogenes, onde subtipos de maior virulência possuem 

menos promotores que subtipos de menor virulência (BORSATTO; VIDAL; ROCHA, 2011). 

 

3.2 Fatores de Risco para Infecção pelo HPV 

 

O principal fator de risco para a infecção pelo HPV e o desenvolvimento do câncer de 

colo uterino está relacionado à atividade sexual, em que a elevada quantidade de parceiros 

sexuais tem grande relevância em relação à vulnerabilidade, seguida de multigestações, do 

início precoce de vida sexual (sexarca) e de outras DST’s (DUNNE et al., 2015). 

A infecção por HPV ocorre comumente durante o ato sexual, com o contato entre um 

tecido infectado e uma mucosa ou epitélio com micro lesões, facilitando a permeação do vírus 

até as células da camada basal dessa mucosa ou epitélio. O vírus, então, utiliza a célula 

hospedeira para se multiplicar (ZUR HAUSEN, 2002). 

O HPV tem um amplo tropismo por epitélio de mucosa, podendo ocorrer com um 

único contato sexual, bastando apenas que o (a) parceiro (a) esteja infectado ou quando 

ocorrer o contato da pele ou mucosa com o epitélio infectado e fômites (TERAI et al., 1999; 

LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2001; JUNG; BALSAMO; 

FORMIGA, 2005). O uso de preservativo é a principal recomendação para indivíduos que 

nunca tiveram contato com o HPV. É importante a adesão à vacina contra este vírus, 

preconizadas pelo Ministério da Saúde, principalmente pela alta potencialmente em meninas 

que não iniciaram a atividade sexual (INCT-HPV, 2013). Outros fatores de risco que estão 

relacionados à infecção pelo vírus são: a idade (ELEUTÉRIO et al., 2011), o uso prolongado 

de anticoncepcionais orais e o tabagismo (BRASIL, 2010). Além disso, mulheres fumantes 

apresentam maior risco de desenvolvimento de câncer cervical por HPV, tanto para neoplasia 
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pré-invasiva quanto invasiva. O hábito de fumar tem sido relacionado com grande incidência 

e permanência da infecção pelo HPV (PINHEIRO et al., 2013; JIN, 2016). 

Após acontecer a infecção pelo HPV o organismo reage de várias maneiras, como, 

eliminar o vírus naturalmente sem que haja nenhuma sintomatologia em um período de 

aproximadamente 18 meses, ou o vírus pode permanecer no organismo sem nenhuma 

manifestação clínica durante anos. Contudo, em alguns portadores, o HPV pode persistir por 

muito tempo, ocasionando alterações genéticas, que podem resultar em verrugas genitais, 

lesões pré-malignas e vários tipos de cânceres, dentre eles o câncer de colo uterino, vagina, 

vulva, ânus, pênis e orofaringe (ROSENBLATT; LUCON; WROCLAWSKI, 2006).  

Duas fases são sugeridas para replicação do DNA viral do HPV: a 1ª fase, de 

amplificação, com produção de alta carga viral nas camadas mais superficiais do epitélio 

infectado e a 2ª fase, de manutenção, com produção de carga viral menor na camada basal de 

células proliferativas. A fase de manutenção origina o período de latência da infecção por 

HPV no qual a carga viral mantém-se em níveis indetectáveis, que acontecem quando, após a 

relação sexual, o HPV infecta células epiteliais da mucosa cervical, 90% dos casos se curam 

em 2 anos, em 10% dos casos infectados pelo HPV oncogênico, em um período de 10 a 30 

anos, ocorre o desenvolvimento do câncer invasivo em que o genoma do HPV integra-se ao 

genoma do hospedeiro   (Figura 1) (PANG; THIERRY, 2012).  

 
Figura 1 - Esquema ilustrativo da infecção pelo HPV. 

 
Fonte: Nobelprize, 2008. 
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3.3 Câncer do colo do útero 

 

A infecção por tipos oncogênicos de HPV é o principal fator de risco associado ao 

câncer cervical, suas lesões precursoras e lesões intra-epiteliais escamosas de baixo e alto grau. 

Este vírus induz a instabilidade genômica, alterações no número de cromossomos, 

denominadas aneuploidias, bem como alterações estruturais cromossômicas e alterações 

gênicas no epitélio que estão associadas ao início do processo maligno (MARCO, 2013). 

O câncer de colo de útero é considerado um problema de saúde pública em que os dados 

estatísticos evidenciam o aumento da incidência do contágio pelo vírus HPV e dos casos 

diagnosticados deste tipo de câncer, consequência, dentre outros fatores, do início da vida 

sexual cada vez mais precoce, do grande número de parceiros sexuais e pela prática do sexo 

desprotegido (ALVES et al., 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). 

O câncer do colo do útero apresenta aproximadamente 530 mil novos casos anuais no 

mundo é o quarto tipo de câncer mais comum entre as mulheres e a quarta causa mais 

frequente de morte, sendo responsável por 265 mil óbitos por ano. No Brasil, estimam-se 

16.370 casos novos de câncer do colo do útero para cada ano do biênio 2018-2019, com um 

risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. De acordo com as regiões, o câncer 

do colo do útero é o primeiro mais incidente na Região Norte (25,62/100 mil). Nas Regiões 

Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste (18,32/100 mil) ocupa a segunda posição mais 

frequente; nas Regiões Sul (14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil), ocupa a quarta posição 

(INCA, 2018). 

O crescimento deste câncer é lento e precedido por lesões intra-epiteliais 

caracterizadas por uma desorganização do epitélio malpighiano. Em sua evolução, passa por 

uma fase pré-invasiva, chamada de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), classificada 

histologicamente em graus I, II e III, que refletem o seu comportamento biológico. A NIC I, 

displasia leve, caracterizada por atipias celulares localizadas no terço inferior do epitélio 

escamoso; NIC II, displasia moderada, as atipias ocupam os dois terços inferiores desse 

epitélio; e NIC III, displasia acentuada/carcinoma in situ, em que as células atípicas 

comprometem mais de dois terços ou toda a espessura do epitélio (WALBOOMERS et al., 

2009; INCA, 2006).Para uma descrição completa das categorias diagnósticas atualmente 

utilizadas no Brasil, recomenda-se a consulta à Nomenclatura Brasileira para Laudos 

Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA, 2006), descritas na Tabela 1. 

 

 



22 

 

 

Tabela 1: Nomenclatura histopatológica e citopatológica utilizada no diagnóstico das lesões cervicais escamosas. 

Classificação 

citológica de 

Papanicolaou (1941) 

Classificação 

histológica da OMS 

(1952) 

Classificação 

histológica de Richart 

(1967) 

Classificação 

Citológica Brasileira 

(2006) 

Classe I - -  - 

Classe II - - Alterações benignas 

- - - Atipias de significado 

indeterminado 

Classe III Displasia leve 

Displasia moderada e 

acentuada 

NIC I 

NIC II e NIC III 

LSIL 

HSIL 

Classe IV Carcinoma in situ NIC III HSIL  

AIS 

Classe V Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor 

 

Fonte: Lesão Intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); Lesão Intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL); 

Adenocarcinoma in situ (AIS). INCA (2006). 

 

3.4 Métodos atuais de diagnóstico do HPV 

 

Para evitar as consequências causadas pelo vírus, é preciso realizar o diagnóstico da 

infecção, que é feito por meio de aspectos relevantes como o histórico, exame físico e exames 

complementares. 

O diagnóstico precoce do vírus é a melhor forma para possibilitar o tratamento 

adequado. O HPV, por ser um vírus com alto potencial infeccioso carcinogênico, é objeto de 

diversos estudos que visam formas de detecção e identificação dos subtipos virais cada vez 

mais sensíveis e precisos.  

Dentre os testes diagnósticos mais comuns existentes estão: os morfológicos, os testes 

sorológicos e os moleculares (CARMO; FIORINI, 2007). Os métodos morfológicos, 

considerados indiretos, detectam alterações citopatológicas e histopatológicas decorrentes da 

infecção pelo HPV, não detectando a presença do vírus, mas sim as alterações que o mesmo 

pode provocar no tecido infectado (RAMOS, 2013; PINHEIRO et al., 2013). A principal 

técnica de rotina de diagnóstico é o teste citopatológico Papanicolau. Esta técnica não detecta 

o vírus, contudo mostra as alterações causadas pelo mesmo nas células da ectocérvice e da 

endocérvice da paciente (BRASIL, 2010). Os métodos moleculares, considerados métodos 

diretos, detectam a presença do genoma do HPV ou seus transcritos na amostra clínica. A 

biópsia de lesões permite o estudo anatomopatológico, mas não tem a capacidade de 

classificar e identificar o HPV, como ocorre pelo diagnóstico realizado pelas técnicas de 

biologia molecular (LETO et al., 2011). 
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3.4.1 Testes Sorológicos 

 

Os testes sorológicos ou imunoensaios são técnicas utilizadas para detecção e 

qualificação de antígenos e anticorpos, ou qualquer outra substância capaz de desempenhar tal 

papel no ensaio, tais como drogas, hormônios, ácidos nucléicos, entre outros. Estes testes são 

pouco utilizados em rotina clínica devido a sua baixa especificidade e sensibilidade já que a 

resposta imunológica humoral contra o HPV é pequena e inespecífica, dificultando a detecção 

pela dosagem de anticorpos produzidos contra o antígeno viral (COURSAGET, 2003). 

A dificuldade do diagnóstico sorológico está relacionada principalmente às reações 

cruzadas entre os diferentes tipos de HPV, a diversidade de locais em que o HPV pode se 

instalar, e a fraca resposta das células imunocompetentes das camadas superficiais do epitélio, 

onde ocorre a expressão viral (COURSAGET, 2003; RIBEIRO, 2009).  

 

3.4.2 Testes Morfológicos 

 

O método morfológico baseia-se nas alterações morfológicas do tecido, 

macroscopicamente e microscopicamente por meio da análise citológica. A análise 

macroscópica consiste na realização do exame do colo uterino em que se observa a olho nu a 

presença ou não de ectopias, hiperemias e de lesões verrucosas que são indicativas de HPV 

(STOLER; SCHIFFMAN, 2001). 

A análise citológica é realizada por meio do exame citopatológico de Papanicolaou. A 

introdução deste exame como teste de rastreamento há cerca de 60 anos resultou em uma 

redução considerável, cerca de 50% a 70%, dos índices de mortalidade por câncer cervical no 

mundo (MARTINS, 2005). O exame de Papanicolaou é realizado no material coletado da 

ectocérvice e endocérvice uterina disposto sobre lâmina e corado para análise. Esta consiste 

na busca de alterações morfológicas como a presença de coilócitos, principal característica do 

HPV, em que o núcleo é aumentado e a região perinuclear é ampla e clara, ou disqueratócitos, 

processo de diferenciação e queratinização do epitélio normal, sugerindo infecção por HPV 

(WOLSCHICK et al., 2007).  

A realização deste exame permite diagnosticar modificações do colo uterino a partir de 

células descamadas do epitélio, usualmente chamado de exame preventivo. Trata-se do 

esfregaço ou raspado de células esfoliadas do epitélio cervical e vaginal, que possibilita a 

evidenciação de lesões pré-neoplásicas e de doenças em estágios iniciais. Recomenda-se que 

deve ser realizado anualmente, e após o segundo exame com resultado negativo, o mesmo 
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deverá ser repetido a cada três anos. Contudo, obtendo o resultado positivo, a paciente deverá 

repetir os mesmos seis meses após o diagnóstico. Outras alterações, o médico decidirá a 

melhor conduta (BRASIL, 2010). 

O teste citopatológico do Papanicolaou é preconizado pelo MS para detecção de lesões 

causadas pela presença do HPV. Trata-se de um exame rápido, de baixo custo e efetivo na 

detecção precoce de lesões. No entanto, esta técnica de realização é vulnerável a erros de 

coleta e de preparação da lâmina, além de haver subjetividade na interpretação dos resultados 

e ser incapaz de identificar o tipo de vírus presente na amostra (MARTINS, 2005). 

Além disso, em muitos casos, este teste apresenta baixa sensibilidade e especificidade. 

Assim, novas técnicas de diagnóstico, tais como a análise molecular pela PCR, o teste de MN 

e a técnica de FT-IR tem sido pesquisadas com o objetivo de auxiliar a análise citológica e 

melhorar a qualidade do rastreamento do câncer cervical. 

 

3.4.3 Testes Moleculares  

 

Considerando o fato dos métodos morfológicos e citopatológicos empregados 

atualmente apresentarem algumas desvantagens na detecção da infecção do vírus, tais como o 

elevado número de casos falso negativos, enfatiza-se que é de grande importância o estudo e o 

emprego de técnicas alternativas de diagnóstico. 

Os testes moleculares são altamente específicos e sensíveis para a detecção do HPV. 

Estes são os únicos testes capazes de identificar o vírus mesmo em seu estado latente, ou seja, 

quando o vírus ainda não foi incorporado ao genoma do hospedeiro gerando as alterações 

citológicas. Os principais testes moleculares são: captura híbrida, hibridização in situ por 

fluorescência (FISH) e PCR (FARSHADPOUR et al., 2011; RITARI et al., 2012). 

A captura híbrida é o método de amplificação de sinal não radioativo em que sondas 

de RNA marcadas são utilizadas para hibridização do DNA alvo do HPV em solução. Este 

método detecta o DNA viral presente em materiais cérvico-vaginais, utilizando uma 

microplaca, por meio de sondas de RNA capazes de reconhecer as sequências do DNA de 

HPV de baixo e de alto risco. Para a realização desta técnica, inicialmente é realizada a 

desnaturação do DNA da amostra a ser analisada, que é em seguida hibridizada com múltiplas 

sondas de RNA em um tubo contendo uma solução tampão. Posteriormente os híbridos 

imobilizados são expostos a um anticorpo conjugado à fosfatase alcalina e revelados por 

quimiluminescência. O nível de quantidade de iluminescência pode ser então quantificado 

para análise da carga viral da paciente (WOLSCHICK et al., 2007).  
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A técnica de FISH é um método histoquímico em que se pode visualizar, identificar, 

enumerar e localizar simultaneamente micro-organismos in situ, não havendo a necessidade 

de cultivos celulares. As sequências de ácidos nucléicos são examinadas dentro das células 

não alterando a integridade de seus compartimentos ou morfologia, por meio da visualização 

direta de cortes histológicos, utilizando-se microscópios ópticos epifluorescentes. Esta técnica 

baseia-se na detecção de sequências específicas de ácidos nucléicos em cromossomos 

morfologicamente preservados, células e tecidos, em que, em condições bem definidas há a 

formação duplex (hibridação),  de um fragmento de ácido nucléico de fita simples modificado 

com sua sequência complementar (sequência alvo) em um espécime biológico fixado, como a 

sequência-alvo do DNA viral, que pode ser visualizada por meio de marcadores fluorescentes 

(CARMO; FIORINI, 2007; AMANN; FUCHS, 2008).  

A PCR é um método de amplificação de sequências específicas de DNA alvo milhões 

de vezes. Existe a necessidade de que a sequência alvo de nucleotídeos seja conhecida para 

que se consiga desenhar iniciadores específicos à sequência que se deseja amplificar, 

possibilitando a amplificação da sequência desejada, por exemplo, com o desenho de 

iniciadores em regiões conservadas ou comuns do genoma do HPV, é possível a detecção de 

um painel de diferentes tipos de HPV em uma única reação (GIULIETTI et al., 2001). O 

método de PCR que utiliza os iniciadores MY09-MY11 e GP05-GP06 para amplificar a 

região do gene L1 do genoma viral, são os mais frequentemente utilizados para detecção de 

HPV em estudos clínicos e histológicos (COSER et al., 2011). Estes iniciadores são eficazes 

para a amplificação em um largo espectro de genótipos de HPV em células obtidas a partir de 

esfregaços cervicais (SARTORI et al., 2018). 

A PCR, quando comparada com outras técnicas moleculares, é a técnica mais sensível 

e disponível atualmente, pois possibilita detectar quantidades mínimas de DNA viral na 

amostra em estudo. Contudo, quando comparada aos testes sorológicos e morfológicos 

apresenta desvantagens, como o custo mais elevado, sendo este um dos motivos de muitos 

laboratórios não a tornarem um teste padrão na rotina clínica (WOLSCHICK, 2007). 

 

3.5 Tratamento do Paciente Infectado pelo HPV 

 

O tratamento do paciente infectado pelo HPV e já com a formação da lesão tem o 

objetivo de diminuir ou curar as lesões causadas pela infecção. A forma de tratamento 

dependerá de vários fatores, tais como, a idade da paciente, o tipo, a extensão e a localização 

das lesões (INCA, 2016). 
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O objetivo inicial do tratamento é eliminar os sintomas, amenizar a carga psicológica 

decorrente do estigma social e melhorar o aspecto estético do paciente, no que se refere aos 

condilomas, que com a eliminação desse tipo de lesão tenta-se diminuir a transmissibilidade, 

que parece ser mais significativa na presença dessas verrugas. Porém, até o momento, não 

existe um tratamento único e ideal para todos os pacientes, e tão pouco uma terapêutica capaz 

de erradicar o HPV, assim, o tratamento individualizado parece ser a conduta mais adequada 

(CARVALHO, 2010).  

As principais formas de tratamento utilizadas em rotina são o uso de ácido 

tricloroacético, que é indicado em 50 a 90% dos casos de verrugas externas para ambos os 

sexos, devendo ser aplicado uma vez por semana até o desaparecimento da lesão; a fluoracila 

em creme, aplicada na lesão uma a duas vezes por semana e a podofilotoxina a 0,5% em 

solução ou 0,15% em creme, com aplicação que deve ser feita duas vezes ao dia durante três 

dias consecutivos (PASSOS et al., 2008; TANER et al., 2007).  

Outra variedade de tratamento é a imunoterapia, em que se usa o interferon, sendo 

indicado para os casos reincidentes. Também pode-se citar o tratamento cirúrgico, tais como a 

exérese cirúrgica, eletrocoagulação, crioterapia e a laserterapia. Vale salientar que mesmo o 

tratamento sendo realizado por qualquer uma das formas citadas, as verrugas podem reincidir 

várias vezes e esses procedimentos podem ser dolorosos, visto que o agente causador é um 

vírus (EDWARDS et al., 1998). 

Atualmente, novas opções de tratamento como os cremes podofilotoxina e 

imiquimode foram incorporadas à lista de substâncias da rede pública pelo Sistema Único de 

Saúde (SUS) para os pacientes com sinais da infecção por HPV não oncogênico, como 

verrugas nos genitais e ânus (CONASS, 2019). 

 

3.6 Teste de Micronúcleo  

 

O MN consiste numa porção citoplasmática de cromatina de forma ovalada ou 

redonda, localizado perto do núcleo e constituído de fragmentos de cromátide ou, 

cromossomos acêntricos ou aberrantes, que não foram incluídos no núcleo principal após a 

conclusão da mitose. A sua formação resulta da extrusão de cromossomos inteiros ou 

fragmentos da molécula de DNA, dias ou semanas após a ação de carcinógenos quando as 

células da camada basal estão em divisão. O MN é também considerado um marcador 

morfológico de lesão celular com potencial genotóxico de desenvolvimento neoplásico 

(SETÚBAL et al., 2005; NERSESYAN, 2007), sendo conhecidos como corpos Howell-Jolly. 
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Foram identificados pela primeira vez no final do século XIX, em precursores de células 

vermelhas por William Howell e Justin Jolly e descritos como restos de núcleos de células 

vermelhas do sangue que circulavam em órgãos com características patológicas (SETÚBAL 

et al., 2005; NERSESYAN, 2007; SEARS; UDDEN, 2011).  

A importância do MN foi avaliada em meados do século XX, em pesquisas que 

evidenciaram a presença destes dentro da medula óssea durante diferentes estadiamentos 

patológicos. Não muito tempo depois os mesmos foram descritos em outras células, 

principalmente linfócitos. A pontuação de MN em células binucleadas bloqueada-citocinese 

após o tratamento com citocalasina-B foi postulada como um procedimento de escolha para a 

quantificação de MN em linfócitos (FENECH; MORLEY, 1985). 

Estudos demonstram que existem pessoas geneticamente sensíveis a agentes 

genotóxicos como drogas, radiações e vírus, o que pode resultar em alterações no DNA 

genômico, ocasionando os mais diversos tipos de alterações celulares, tais como a 

micronucleação. O aparecimento do MN pode ocorrer pela adaptação que o organismo realiza 

em resposta a um dano, provocado por agentes internos ou externos, para que a célula 

mantenha suas funções (MARTINS; BOSCHINI FILHO, 2003; CARRARD et al., 2007).    

Evidências relacionaram a frequência de MN às exposições tóxicas ambientais e 

ocupacionais, estilo de vida, perfil genético, câncer e ocorrência de doenças (FENECH, 2007; 

HOLLAND et al., 2008). A formação de um MN é um indicador de mutação cromossômica, 

uma alteração genética que resulta em instabilidade genômica, sendo uma alteração comum 

em muitas neoplasias, podendo ser considerado um marcador morfológico de células 

lesionadas de desenvolvimento neoplásico com potencial genotóxico (REIS et al., 2004; 

NERSESYAN, 2007; FLORES; YAMAGUCHI, 2008; SHIMIZU, 2011). 

A aplicação do teste MN foi realizada pela primeira vez em células esfoliadas da 

cavidade oral. Alguns estudos comprovaram a eficácia do teste in vivo como indicador de 

danos citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral, brônquico e esofágico 

(STICH; ROSIN, 1983; LIPPMAN; PETERS; WARGOVICH, 1990). A vantagem deste teste 

é a capacidade de verificar, o estado de uma mucosa, in vivo, que é simultaneamente exposta à 

carcinógenos, co-carcinógenos e antioxidantes, o que dificilmente pode ser reproduzido in 

vitro. Outra vantagem é a habilidade de medir de forma objetiva e apurada a frequência de 

defeitos no DNA. Ademais, o MN aparece após o dano, antes de qualquer alteração pré-

maligna clínica ou até mesmo histológica (SETÚBAL et al., 2005). 
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Figura 2: Esquema ilustrativo da formação do MN após dano citogenético. 

 
Fonte: Adaptado Fenech (2000). 

 

A utilização do teste de MN foi feita em mamíferos in vivo, para detectar substâncias 

mutagênicas que interferem na formação do fuso mitótico ou que quebram os cromossomos, 

causando alteração na distribuição equitativa dos cromossomos durante a divisão celular, já 

que tem a propriedade de detectar alterações cromossômicas durante a divisão celular, 

provocadas por substâncias mutagênicas. É considerado padrão ouro para avaliação 

citogenética de lesões que ocorrem no DNA e pode ser usado no monitoramento de 

indivíduos que são expostos frequentemente a fatores de risco, representando um indicativo 

para que ocorra mudança de hábitos para as pessoas que ainda não apresentaram sinais de 

alterações ou danos celulares (ANDRADE et al., 2005). No desenvolvimento da Neoplasia 

Intra-epitelial Cervical (NIC), inúmeras anormalidades cromossômicas, tais como perdas ou 

ganhos cromossômicos, bem como alterações moleculares em genes específicos ocorrem na 

célula, levando a uma crescente instabilidade genômica no tecido (CAMPOS et al., 2008).  

O uso da técnica de MN, em esfregaços de células do colo uterino, na presença de 

processos inflamatórios, displásicos, e em condições normais também foi realizada por Gattás 

et al. (1992), que verificaram um aumento na frequência de MN em células displásicas 

moderadas e severas em relação às displásicas leves e processos inflamatórios, ou seja, a 

contagem de MN foi superior à observada no material citológico normal.  

Posteriormente, vários estudos demonstraram que a avaliação da frequência de MN em 

células cervicais pode ser um critério adicional para estabelecer o risco de câncer cervical, 

pois a detecção do aumento da frequência de MN pode indicar a pesença de lesão 

intraepitelial. 

Vilanova et al (2012) utilizaram este teste para avaliar a presença de anomalias 

nucleares em tecidos tumorais que são alvos específicos de agentes carcinogênicos e 

genotóxicos e constataram uma maior quantidade de MN nesses tecidos.  O resultado deste 

estudo indicou que é possível utilizar o teste como um método prático, de baixo custo e rápido 
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para a detecção de grupos de risco e prevenção do câncer uterino. Shi et al. (2015) revelaram 

que a realização desta técnica pode servir como um biomarcador eficaz para o rastreio do 

câncer do colo do útero e revelaram que a combinação de MN com a detecção do HPV pode 

ser útil como um mecanismo eficaz para rastrear lesões cervicais pré-cancerosas na maioria 

dos países em desenvolvimento. 

O estudo de Silva et al. (2017), realizado in vitro analisou a frequência de MN em 

amostras de pacientes diagnosticadas com câncer de colo uterino com indicação a 

radioterapia. Os resultados obtidos por estes autores demonstraram o aumento na frequência 

de MN nos tecidos destas pacientes, porém, sugerem a realização de estudos com um maior 

número de voluntárias para confirmar esta afirmação. 

Considerando estes aspectos é importante a avaliação da possível aplicabilidade do 

teste de MN no diagnóstico da infecção pelo HPV e lesões oriundas da infecção viral, tal 

como o câncer uterino, no sentido de proporcionar a realização de ações na prevenção do 

câncer do colo uterino e consequentemente na melhora do prognóstico da paciente. 

 

3.7 Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier  

 

A técnica de FT-IR é promissora e referenciada como ferramenta de identificação de 

compostos inorgânicos e orgânicos puros, pois permite identificar por meio das deformações 

rotacionais e vibracionais das ligações químicas, a interação da radiação eletromagnética na 

região do infravermelho com a matéria (SKOOG et al., 2010).  

          De forma geral e resumida, um espectrômetro de FT-IR é composto da fonte de 

radiação eletromagnética na região do infravermelho, interferômetro, porta amostra, detector, 

amplificador de sinal, conversor de sinal analógico para digital e o computador. O princípio 

físico deste equipamento baseia-se no interferômetro de Michelson, quando um feixe de 

radiação atinge um espelho semitransparente, dá origem a dois feixes perpendiculares, como 

exemplificado na Figura 3. Estes feixes são refletidos, pelos espelhos 1 e 2, e ao se 

combinarem produzem interferências construtivas ou destrutivas, em função do deslocamento 

de um dos espelhos. Quando este feixe é transmitido através da amostra, o espectro é 

calculado pela transformada de Fourier (STUART, 2004; YOUNG; FREEDMAN, 2009). 
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Figura 3: Figura esquemática representativa de um Interferômetro de Michelson 

 
Fonte: Young e Freedman, (2009); Halliday e Jearl  (2009). 

 

Esta técnica foi bastante utilizada por profissionais na área da química orgânica, 

principalmente nos produtos de sínteses, depois os pesquisadores utilizaram o potencial da 

técnica para a área de Engenharia Biomédica e Saúde. Buscando-se relação de estudos com o 

tema desta tese, destaca-se o de Cohenford e Rigas (1998), que por meio de espectros de FT-IR 

de células esfoliadas de mulheres mostrou que alterações espectrais poderiam ser vinculadas a 

citologia normal ou com displasia ou que apresentavam câncer cervical. 

Posteriormente, o estudo de Schubert et al. (2010) realizado com células classificadas 

como normais, mas com mudanças espectrais, sugeriu que um dos fatores associados a estas   

alterações espectrais poderia ser a presença do vírus HPV.  

Kelly et al. (2010), também reforçou que diferenças espectrais em amostras de mulheres 

entre 20 e 30 anos, do mesmo grau citológico e tipo de HPV, poderiam ser explicadas pela 

infecção persistente de HPV. Os espectros de FT-IR também evidenciaram alterações 

espectrais correlacionadas com o câncer do colo uterino e no diagnóstico precoce para 

identificação de pacientes com grande risco de progredir para lesões cervicais de alto grau. 

Lyng et al. (2015) descreveram que o FT-IR pode ser tão eficaz quanto a 

histopatologia, considerada atualmente como padrão-ouro, com grande capacidade para que 

essa técnica seja utilizada como opção ou auxílio aos métodos atuais de triagem de citologia. 

Entre as vantagens destacadas estão o aumento de precisão e a chance de detecção precoce do 

câncer do colo uterino para um melhor prognóstico à portadora do deste câncer.  

O primeiro estudo que demonstrou a técnica de FT-IR como importante para auxiliar 

na detecção de alterações causadas pelo HPV foi realizado por Rymsza et al. (2018). Estudos 

anteriores aplicaram o FT-IR em pesquisa com cultura e evidenciaram modos vibracionais 
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dos compostos principais, de células normais e tumorais. A tabela 2 reúne os principais 

autores e avanços expressos em suas pesquisas. 

 

Tabela 2: Estudos sobre FT-IR, em relação ao Autor, Ano e principais Resultados. 

Autor/Ano Principais Resultados  

MORRIS et al., 

1995 

O estudo mostrou completa concordância entre os achados espectrais e o resultado 

histopatológico no caso de NIC III, em que o HPV 18 estava presente. As diferenças 

espectrais reveladas pela FT-IR caracterizam anormalidades moleculares nas células 

cervicais durante a progressão para o câncer podendo ter potencial para auxiliar na 

tomada de decisão clínica. 

OSTROWSKA et 

al., 2010 

A técnica espectroscópica vibracional para a triagem cervical não só pode distinguir as 

células cervicais com  base no conteúdo bioquímico, mas também pode elucidar o efeito 

do HPV nas células. 

OSTROWSKA et 

al., 2011 

Espectros de FT-IR revelaram diferenças no conteúdo de ácido nucléico, lipídeo e 

proteína entre as linhas celulares para o câncer cervical com o número de cópias do 

HPV, quando as intensidades de pico exibiram tendência crescente nos níveis de ácidos 

nucléicos e tendência decrescente nos níveis de lipídeos com o número crescente de 

cópias de HPV. 

MFOUMOU et 

al., 2012 

A espectroscopia FT-IR pode ser usada para identificar modos vibracionais de alguns 

compostos principais, em tecidos normais e tumorais das células, como a identificação 

de vários componentes biomoleculares da célula, como também  monitorar as mudanças 

nas características das composições moleculares e estruturas que acompanham as 

alterações resultantes de infecções virais ou transformações do estado normal da célula 

para o maligno. 

RYMSZA et al., 

2018 

O método ATR-FT-IR provou ser bem sucedido e pode ser um método promissor no 

futuro para auxiliar na detecção de HPV 

Fonte: o autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrowska%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20967345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrowska%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20967345
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística 

 

Trata-se de um estudo experimental, ou seja, quando se determina um objeto de estudo 

e selecionam-se as variáveis que seriam capazes de influenciá-lo, definem-se as formas de 

controle e de observação dos efeitos que a variável produz no objeto (GIL, 2008). 

Este estudo seguiu as normas de Biossegurança e foi realizado após a aprovação pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Universitário UNINOVAFAPI, com protocolo nº 

2.434.076 (ANEXO 1), atendendo à Resolução CNS/MS 466/2012. A coleta das amostras foi 

realizada nas Unidades Básicas de Saúde (UBS) da Estratégia Saúde da Família (ESF), após 

terem sido especificadas as informações sobre a pesquisa a cada participante e esta ter 

manifestado espontaneamente o aceite em participar, mediante assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - ANEXO 2) e da autorização da instituição 

coparticipante (ANEXO 3). 

A participação, de caráter estritamente voluntário, deu-se mediante o consentimento 

livre e esclarecido das mulheres, tendo sido assegurado a essas, o sigilo dos dados obtidos, 

garantido o anonimato e as participantes foram identificadas como número ordinal.  

 

4.2 Pacientes e coleta das amostras  

 

Um total de 50 amostras cervicais foi obtido de pacientes que realizam exame 

ginecológico de rotina na UBS da Estratégia Saúde da Família (ESF) de Teresina – Piauí, no 

período de maio a setembro de 2018.  

Participaram do estudo mulheres que atenderam aos critérios de inclusão estabelecidos 

no estudo ao quais foram: pacientes com idade entre 18 e 65 anos de idade, cadastradas no 

SUS, mulheres com vida sexual ativa, mulheres com suspeita clínica de HPV e/ou com lesão 

cervical; bem como pacientes sem nenhum problema ginecológico, com hábitos de tabagismo 

(aqueles que já fumaram 100 ou mais cigarros durante a vida e que continuavam fumando – 

INCA, 2001) e alcoolismo (segundo OMS (2003), acima de 30 gramas de álcool/dia). Os 

critérios de exclusão para coleta das amostras foram: mulheres no período menstrual, 

mulheres com neoplasia uterina maligna pré-existente e doenças infectocontagiosas; pacientes 
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portadoras de outras Infecções Sexualmente Transmissíveis (IST’s) já confirmadas, tais como 

o HIV e pacientes grávidas.  

Inicialmente foi aplicado um questionário (versão em português adaptado de Carrano e 

Natarajam, 1988). (APÊNDICE 1) às pacientes para coleta de dados sociodemográficos e 

realização de um levantamento estatístico em relação aos principais fatores que podem 

ocasionar a infecção por HPV.  Os dados clínicos das pacientes foram coletados observando-se 

seus prontuários na Unidade Básica de Saúde (UBS), no momento da aplicação do 

questionário.  

A coleta do material para citologia oncótica foi realizada após solicitação na consulta 

médica e/ou de enfermagem. Primeiramente foi coletado material da endocérvice e 

armazenado em tubos de coleta e para análise de PCR (Figura 4). Para a coleta das amostras 

de citologia oncótica utilizou-se a espátula de Ayre e escova endocervical cytobrush (Figura 

5), para confecção de lâmina para estudo citopatológico. 

 
Figura 4: Fotografia do material utilizado para coleta de fluido para  PCR 

 
Legenda: escova cytobrush;  tubo de coleta  para análise  de PCR. 

Fonte: Rimsza et al. (2018). 

 

 

                    Figura 5: Fotografia do material utilizado para coleta de citologia oncótica 

 
Legenda: especulo vaginal;lâmina para citologia; escova cytobrush;  

espátula de Aire; luvas de procedimento. 

Fonte:  O cuidar em enfermagem, 2019. 
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Quatro scrapes cervicais foram realizados em cada paciente. O primeiro scrape foi 

utilizado para realização da análise molecular (PCR), em que o material foi acondicionado em 

uma solução tampão, o kit de coleta Universal Colection Médium – Digen (Figura 4), e 

posteriormente armazenado em temperatura -20° C. O segundo scrape representativo do 

raspado ectocervical (espátula de Ayre) e o terceiro scrape representativo do escovado 

endocervical (escova cytobrush) foram utilizados para a confecção das lâminas do esfregaço 

citológico pela técnica de Papanicolaou. O terceiro scrape do escovado endocervical , após a 

confecção da lâmina para a citologia oncótica, também foi acondicionado em um tubo 

Neogene, sem qualquer solução e armazenado à temperatura de -20°C, para a posterior 

análise do FT-IR. O quarto scrape, representativo do raspado da ectocérvice com a escova 

cytobrush, foi acondicionado em um tubo Neogene, com  solução alcoólica a 100%  e 

armazenado à temperatura de -20°C, para realização do teste de MN, realizado no Laboratório 

de Biologia Celular e Molecular do Centro Universitário Santo Agostinho, sendo o Prof. Dr. 

Nelson Jorge o responsável.  O material destinado à análise molecular e espectroscopia FT-IR 

foi analisado no Laboratório de Biologia Molecular e Laboratório Central Analítica, 

respectivamente, pertencentes ao Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do 

Vale do Paraíba.   

 

4.3 Citologia Oncótica Papanicolaou 

 

Após a coleta das amostras para citologia oncótica, as mesmas foram encaminhadas 

para o Laboratório de Anatomia Patológica e Citopatologia Raul Bacelar, localizado em 

Teresina, Piauí (Brasil), para realização da análise microscópica das lâminas e dois 

patologistas, que cumprem escala no laboratório mencionado realizaram estas análises para 

evitar resultados falsos negativos (Figura 6). 
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Figura 6: Esquema descritivo da coleta e preparo de lâmina para citologia oncótica Papanicolaou. 

 
        Fonte: o autor 

 

 

4.4 Análise Molecular pela PCR 

 

Com o material coletado da endocérvice de cada paciente e armazenado em tubos de 

coleta foi realizada a análise molecular para detecção do HPV. O protocolo de purificação de 

ácidos nucléicos virais QIAamp® Virus Spin kit (Qiagen) foi usado para a extração de DNA 

de amostras ectocervicais e endocervicais para detecção molecular do HPV. A eletroforese em 

gel de agarose (2,0%) foi utilizada para avaliar a qualidade do DNA e os perfis de integridade. 

A quantificação e qualidade do DNA foram avaliadas por espectroscopia de absorção 

ultravioleta em NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade), que mede sua 

absorbância a 260 nm. A razão obtida a partir da quantificação de 260/280 de DNA foi 

utilizada para avaliar a pureza das amostras em relação à contaminação por proteínas, 

enquanto a razão 260/230 foi utilizada para avaliar a pureza das amostras em relação à 

contaminação com reagentes. Os valores utilizados como referência foram de 1,8 a 2,0 e 1,7 a 

2,2 respectivamente. 

Todas as amostras foram submetidas à PCR do gene L1, que é a região mais 

conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV utilizando-se os iniciadores MY09 (5’-

CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC-3’) e MY11 (5’-GCM CAG GGW CAT AAY AAT 

GG-3’)  (Tabela 3).  
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Tabela 3: Tamanho das sequências amplificadas (amplicons) para os iniciadores MY09/MY11 de diferentes 

tipos de HPVs. 

Tipos de  

HPV 
 

Tamanho dos Amplicons iniciadores 

MY09/11 (em pares de bases) 

6b  449 

11  448 

13  - 

16  452 

18  455 

31  - 

32  449 

33  449 

34  458 

35  452 

39  455 

40  455 

42  449 

45  455 

51  452 

52  449 

53  448 

56  449 

58  449 

61  455 

66         449 
      Fonte: Peter et al., (1990); Gravitt et al., (2000). 

 

Cada sistema de amplificação de DNA foi realizado com um volume final de 25 μl, 

consistindo em KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl2 4 mM, trifosfato de 

desoxinucleotídeo 200 mM (dNTP), 50 pmol de cada primer e 2U de Easy Taq DNA 

Polymerase, em tubos de 200μl que foram transferidos para o termociclador (termociclador 

Veriti ™). A amplificação foi realizada nas seguintes condições: 35 ciclos consistindo cada 

ciclo de uma desnaturação de 45 segundos a 94 °C, anelamento de 45s a 58 °C e extensão de 

45s a 72 °C, seguidos por cinco minutos a 72 °C. 

Para confirmar e validar os resultados obtidos as reações de PCR foram realizadas, 

com seis amostras de controle positivo (CP) juntamente com as 50 amostras do estudo. As 

amostras CP foram constituídas por DNA extraído do líquido cervical de pacientes que foram 

previamente analisadas pela PCR em um estudo prévio do grupo com os iniciadores MY09/ 

MY11 (RYMSZA et al., 2018) e deram resultados positivos quanto à amplificação do gene 

L1 do HPV. 

Adicionalmente, dois controles internos da PCR foram utilizados em cada reação: um 

controle negativo (CN1), que consiste em um tubo com ausência de DNA para controle de 

contaminação da reação e outro controle negativo (CN2) composto por DNA humano extraído 
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de uma pessoa sem evidência de infecção pelo HPV, confirmado pelas análises citológicas e 

testes clínicos realizados previamente.  

Para analisar os produtos amplificados por PCR foi realizada a eletroforese em gel de 

agarose a 2% em Tris ácido bórico EDTA (TBE) 1X corados com brometo de etídio (3 μg/mL) 

e visualizados sob luz ultravioleta usando um marcador de peso molecular de 100 pb. 

 

4.5 Teste de Micronúcleo 

 

Com o material coletado da cérvice uterina foi realizado um esfregaço em lâmina de 

vidro, a qual foram adicionadas duas gotas de solução de soro fisiológico (NaCl a 0,9%). A 

fixação do material foi feita em solução de metanol/ácido acético (3:1) e após 24h, as 

preparações foram coradas pelo método de Feulgen e Rossenbeck (1924) e  contra 

coradas  com Fast  Green a 1%, em álcool absoluto,  por 1 min. 

As lâminas com o material coletado secaram à temperatura ambiente, e foram fixadas 

com fixador Saccomanno, em solução de metanol/ácido acético na concentração de 3/1. 

Transcorridas 24 horas foi realizada a hidrólise em solução de ácido clorídrico (5N), por 15 

minutos, seguindo-se lavagem em água destilada por três vezes. A coloração foi feita 

utilizando-se o reativo de Shiff e a contra-coloração, com Fast Green a 1%. As lamínulas foram 

montadas com Entellan®. A análise citológica foi realizada sob microscopia óptica (1000x) e 

em teste cego em relação aos dados obtidos no questionário. Foram analisadas 2.000 células 

por paciente (1000 por lâmina) (Figura 7). 

Os critérios de identificação de MN adotados foram os descritos por Tolbert, Shy e 

Allen (1991; 1992), considerando MN, estruturas arredondadas e distintamente separadas do 

núcleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do núcleo e 

apresentado em relação a este, estrutura cromatínica e coloração similar, além de serem 

visualizados no mesmo plano.    
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Figura 7: Fluxograma descritivo das etapas do preparo de lâminas para análise do MN. 

 

Coleta de fluido cervical 

 

 

Preparo da lâmina (esfregaço) + 2 gotas de NaCl 0,9%                  Fixação              após 24h  

 

 

Corada (Feugen e Rossenberck) 

contracorada (Fast Green a 1%) 

 

 

Lâminas secaram à temperatura ambiente e fixadas com Saccomanno 

  

 

                       Após 24h - Hidrólise (HCl-15’) - Lavagem em H2O destilada 3X 

 

Etapa de coloração 

Lamínulas (Entellan) 
 

                                             Análise citológica/microscópio ótico 

                                                         1000X/2000 células 

 

Fonte: o autor 

 

4.6 Espectroscopia FT-IR 

 

Para a análise de espectroscopia FT-IR, as amostras foram divididas com base no 

resultado da análise de PCR em dois grupos, um grupo constituído por amostras positivas 

para o HPV (sete amostras mais as seis amostras CP analisadas em estudo anterior (RYMSZA 

et al., 2018) e um grupo constituído de amostras negativas para o HPV (43 amostras). Cada 

amostra foi inicialmente diluída em 0,5 ml de solução salina e centrifugada por 2 min a 4000 

rpm, seguida da adição de 1 ml de solução de lise de glóbulos vermelhos (tampão SLH) e 

centrifugado por 15 min a 5000 rpm. Após esse procedimento, 1 ml de solução salina foi 

adicionado e centrifugado por mais 15 minutos a 5000 rpm e, em seguida, o sobrenadante foi 

removido. Este passo foi repetido mais duas vezes. 

A aquisição dos espectros foi realizada pelo equipamento Spectrum 400 (Perkin 

Elmer) equipado com um microscópio (Spotlight Perkin Elmer 400, EUA) e Spectrum Image, 
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Spotlight 400, na versão de software 3.6.2 foi usado para coletar os espectros. O sistema foi 

purgado com ar seco sem CO2 (Parker Purifier, EUA) durante 2 horas antes da aquisição 

espectral. Os 20 µL de cada amostra purificada foram depositados nas janelas de fluoreto de 

cálcio (CaF2) e secos para formar uma película fina sob vácuo por 30 min. A análise foi 

realizada em dez pontos aleatórios na superfície do filme fino, cada ponto com uma média de 

32 varreduras na faixa espectral entre 750 e 4000 cm-1 usando 4cm-1 de resolução. 

 

4.7 Análise Estatística 

 

Os dados coletados foram transferidos da ficha de captação dos dados para a planilha 

Microsoft Excel, e em seguida exportados para o programa IBM SPSS Statistics 21.0. A 

análise estatística foi realizada pela leitura das frequências absolutas (N) e relativa (%) para 

variável descritiva e para variável quantitativa foram calculadas as medidas de média e desvio 

padrão e aplicado o teste de associação qui-quadrado (X
2
). Antes da aplicação deste teste, as 

medidas foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk (LE BOEDEC, 2016), para a verificação 

de normalidade, por ser um teste adequado para pequenas amostras, bem como ao teste não 

paramétrico de Mann-Whitney (TORMAN; COSTER; RIBOLDI, 2012). O nível de 

significância estabelecido foi de 5% (p < 0,05).  

Para a análise dos espectros de FT-IR, todos os espectros foram normalizados e 

centralizados em torno da média. As componentes principais foram calculadas por meio da 

matriz de covariância utilizando toda a faixa espectral. As análises de discriminantes Linear e 

Quadrática foram realizadas por meio dos resultados da PCR, no programa Minitab. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise Clínica das Pacientes 

 

A análise do teste de citologia oncótica Papanicolaou demonstrou a ausência de 

alteração citológica em 100% das amostras coletadas das pacientes do estudo.  

Dentre as características avaliadas neste estudo, apenas a idade da paciente e a idade 

da primeira relação sexual (sexarca) foram estatisticamente significativas quando relacionadas 

com a presença ou ausência de infecção pelo HPV, identificado pela análise molecular (teste 

X
2 

p < 0,05).  Foi observado que a infecção pelo HPV foi diagnosticada com frequência 

significativamente maior nas pacientes mais jovens quando comparadas com as pacientes com 

idade superior a 30 anos (p = 0,0005). Além disso, a frequência de infecção também foi 

significativamente maior nas mulheres que tiveram a primeira relação sexual antes dos 20 

anos em relação àquelas com primeira relação sexual após os 20 anos de idade (p= 0,0268). 

Quanto à multiplicidade de parceiros não foi detectada diferença significativa em 

relação à infecção pelo HPV, onde das sete mulheres com diagnóstico molecular positivo para 

o HPV, três (42,86%) possuem apenas um parceiro, quatro (57,14%) possuem dois parceiros 

e nenhuma delas teve três ou mais parceiros sexuais (p= 0,7736).    

Em relação ao tabagismo e consumo de álcool, nenhuma paciente HPV positivo era 

fumante e 42,86% eram pacientes que nunca usaram qualquer tipo de álcool, enquanto as 

demais (57,14%) consumiam álcool pelo menos uma vez por mês, no entanto, não houve 

diferença estatisticamente significativa na prevalência de HPV entre usuários e não usuários 

de álcool (p= 0,4500) e tabagismo (p= 0,2497). 

Embora não sendo estatisticamente significativo, a relação entre nível educacional e a 

presença da infecção pelo HPV, foi observada maior prevalência de HPV entre os estudantes 

de maior escolaridade (Tabela 4). 
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Tabela 4: Características clínicas e comportamentais das pacientes e sua  relação com a infecção pelo HPV. 

Características HPV + % HPV - % p valor 

Idade da paciente     0.0005*** 

 30 anos 7 100.00 13 30.23  

 30 anos 0 0.00 30 69.77  

Idade da primeira relação 

sexual (sexarca) 
    0.0268* 

 20 anos 4 57.14 8 18.60  

 20 anos 3 42.86 35 81.40  

Multiplicidade de 

parceiros sexuais 
    0.7736

ns
 

1 3 42.86 23 53.49  

2 4 57.14 19 44.19  

3 ou mais 0 0.00   1 2.33  

Tabagismo     0.2497
ns

 

Sim 0 0.00 7 16.28  

Não 7 100.00 36 83.72  

Uso do álcool     0.4500
ns

 

Sim 4 57.14 18 41.86  

Não 3 42.86 25 58.14  

Grau de escolaridade     0.6328
ns

 

Educação Elementar 

incompleta 
0 

0.00 4 9.30 
 

Educação Elementar 

complete 

0 0.00 6 13.95 
 

Educação Secundária 

incompleta  

Educação Secundária  

1 14.29 5 11.63 
 

Completa 

 

3 42.86 19 44.19 
 

 Educação Superior 
3 42.86 8 18.60 

 

 Educação Superior 

Incompleta 

0 0.00 1 2.33 
 

Legenda: HPV-: amostras com ausência de HPV pelo teste molecular HPV+, amostras com presença de HPV pelo teste 

molecular; *: p < 0,05; ***: p < 0,001; ns: não estatisticamente significativo. 

Fonte: o autor.   

 

5.2 Análise Citológica 

 

O resultado da análise de citologia oncótica mostrou que 100% das amostras de 

fluidos cervicais das pacientes analisadas foram negativas para a presença de alterações 

citológicas. 
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5.3 Análise molecular 

 

Na análise de quantificação do DNA de todas as amostras foram observados valores 

de concentração que variaram de 15 ng/μl a 651,85 ng/μl, com uma concentração média de 

142,59 ng/μl. Em relação à contaminação com reagentes e proteínas foram observados valores 

ótimos da razão 260/280, que devem estar entre 1,8 e 2,0, e da razão 260/230 que devem estar 

entre 1,7 e 2,2 (APÊNDICE 2).  

Na análise da eletroforese de DNA genômico das 50 amostras de fluido cervical das 

pacientes foi observado integridade do DNA em todas as amostras analisadas.  

No presente estudo, foi observado que sete amostras foram positivas para infecção 

pelo HPV, mostrado por meio da visualização em eletroforese em gel de agarose da 

amplificação de sequência do gene L1. Todas estas sete amostras HPV positivas apresentaram 

diagnóstico citopatológico negativo pelo método de citologia oncótica Papanicolau (Tabela 

5).  

 

Tabela 5: Resultados das análises de citologia oncótica e PCR do gene L1 do HPV em 50 amostras de fluido 

cervical de pacientes submetidas ao exame ginecológico. 

Amostras Citologia oncótica Molecular (PCR) 

1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 

17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 

29, 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 

43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50  

Negativo para malignidade Negativo  

2, 4, 14, 20, 30, 32, 34 Negativo para malignidade Positivo  

Fonte: o autor 

 

Na figura 8 está apresentada a eletroforese em gel de agarose da amplificação do gene 

L1 do HPV utilizando os iniciadores MY09 e MY11 de amostras de DNA do fluido cervical, 

mostrando as sete amostras positivas para infecção viral (HPV +) detectadas no presente 

estudo, duas amostras de controle positivo obtidas de estudo anterior do nosso grupo 

(RYMSZA et al., 2018) e amostras de HPV negativo. Vale ressaltar que a sensibilidade da 

PCR foi extremamente alta, sendo capaz de amplificar a região flanqueada pelos primers 

mesmo em amostras com concentrações muito baixas de DNA, como a amostra 20 que 

apresentou apenas 15,00 ng/μL de DNA. 
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Figura 8: Imagem obtida por Eletroforese em gel de agarose (2,0%) da amplificação do gene HPV L1 utilizando 

os iniciadores MY09 e MY11 de 17 amostras de DNA do fluido cervical, mostrando sete amostras 

positivas para infecção viral (HPV +). 

 
Legenda: M: Padrão de peso molecular (50 pb); CP: Controle Positivo (amostra HPV + 

obtida de estudo anterior); Amostras HPV +: 02, 04, 20, 32, 14, 30 e 34; Amostras 

HPV-: 06, 19, 22, 25, 33, 35 e 38, CN1: sem amostra de DNA (controle negativo); 

CN2: DNA de pessoa de saúde sem evidência de infecção pelo HPV por testes clínicos 

e laboratoriais (controle negativo). 

Fonte: o autor. 

 

5.4 Análise pelo Teste de MN  

 

Das 50 amostras de fluido cervical analisadas, 23 (46%) apresentaram presença de 

MN nas células, sendo sete dessas amostras HPV positivo detectadas em nosso estudo pela 

técnica de PCR (VIANA et al., 2019- ANEXO 4) e 27 (54%) não apresentaram a formação de 

MN. Na Figura 9 são mostradas algumas células superficiais, parabasais e basais observadas 

na análise, tanto com presença quanto com ausência de MN, de amostra de fluido cervical, 

citologia de meio líquido, 1000X.  
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Figura 9: Imagem obtida por análise de microscopia óptica mostrando células superficiais, parabasais e basais, 

com presença e ausência de MN obtidas de fluido cervical, citologia de meio líquido, 1000X. 

 
Legenda: A: Célula superficial de paciente HPV negativo e ausência 

de micronúcleo; B, C, D: Células superficiais de pacientes HPV 

negativo e presença de micronúcleo; E: Célula parabasal de paciente 

HPV positivo e presença de MN e F: Célula  basal de paciente HPV 

positivo com presença de MN. 

Fonte: o autor. 

 

Na comparação da frequência de MN das células entre as amostras HPV positivo e 

HPV negativo, observou-se uma média de 20,71 (18,22-23,20) por lâmina no grupo das sete 

amostras HPV positivo, detectadas previamente pelo teste molecular, e uma média de 0,76 

micronúcleos (0,41-1,12) por amostra, no grupo das 43 amostras HPV negativo. A 

comparação entre as médias da frequência de micronúcleos entre estes dois grupos analisados 

foi estatisticamente significativa, sendo superior nas amostras HPV positivo em relação às 

amostras não infectadas pelo vírus (HPV negativo) (teste Mann-Whitney, p<0,0001) (Tabela 

6, Figura 10). 
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E F 
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Tabela 6: Frequência de MN observada, com valores de média e desvio padrão, na comparação entre os grupos 

de pacientes HPV positivo e HPV negativo. 

  

  

 
HPV Positivo HPV Negativo 

 

  Média (IC - 95%) 

Desvio 

padrão Média (IC - 95%) 

Desvio 

padrão p-valor 

Micronúcleo 20,71 2,69 0,76 1,15 <0,0001 

 

Fonte: o autor 

 

Figura 10: Gráfico do tipo BoxPlot dos resultados das amostras de fluido cervical HPV positivo e HPV negativo 

pelo teste molecular, em relação ao número de micronúcleos. 
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Legenda: HPV-: amostras com ausência de HPV pelo teste molecular HPV+: 

amostras com presença de HPV pelo teste molecular, n: número total de 

amostras *** (1000 células por lâmina) valor estatisticamente significativo (teste 

Mann-Whitney, p<0,05).  

Fonte: o autor. 

 

A relação da frequência de micronúcleos com os fatores de risco para a infecção de 

HPV mostrou diferença estatisticamente significativa entre a frequência de micronúcleos e a 

idade da paciente, abortamento e o uso de bebida alcoólica, sendo este último fator de risco 

para o desenvolvimento de câncer (SEITZ, 2017) (Tabela 7).  

A maior frequência de micronúcleos foi observada em amostras de pacientes que 

tiveram a primeira relação sexual com idade menor que 20 anos, porém não apresentou 

evidência estatisticamente significativa.  

Em relação à quantidade de parceiros sexuais, o uso de contraceptivo oral e o hábito 

tabagista, não foi observado diferença estatisticamente significativa quando comparado estes 

fatores com a frequência de micronúcleos observada nas células de fluido cervical das 

pacientes.  
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Tabela 7: Relação de fatores de risco para câncer de colo de útero com e frequência de micronúcleos analisados 

em células de fluido cervical de 50 pacientes submetidas ao exame ginecológico. 

Fatores Grupo 

definido 
Amostras Frequência 

MN 

MN 

(%) 

(Média ± Desvio 

Padrão) 

Valor 

de P 

Idade 

< ou = 30 

anos 
20 120 85,7 (70,0±70,7)*** 

0,0001 

> 30 anos 30 41 25,4 (35,5±7,7) 

Idade da primeira 

relação sexual 

< ou = 16 

anos 
36 160 68,6 (98,0±87,6) 

0,73 

>  16 anos 14 73 31,3 (43,5±41,7) 

Parceiros 

1 26 76 40,8 (26,0±35,3) 

0,10 2 23 90 48,3 (23,0±47,3) 

3 ou + 1 20 10,7 (1,0±13,4) 

Contraceptivo 

oral 

Sim 7 8 4,4 (7,5±0,70) 

0,23 

Não 43 173 95,6 (108,0±91,9) 

Abortamento 

Sim 43 33 18,5 (38,0±7,07)*** 

0,0001 

Não 7 145 81,5 (76,0±97,5) 

Tabagismo 

Sim 22 92 51,6 (57,0±49,4) 

0,4237 

Não 28 86 48,3 (57,0±41,0) 

Alcoolismo 

Sim 10 10 5,7 (10,0±0,0)*** 

0,0039 

Não 40 165 94,2 (102,5±88,3) 

Legenda: MN: micronúcleo. Teste de X2, p 0,05);  ***valor estatisticamente significativo.  

Fonte: o autor. 

 

Na Figura 11 está representado o gráfico de dispersão do número de micronúcleos por 

célula de amostras de fluido cervical de 50 pacientes, onde a cor azul representa as sete 

amostras HPV positivo pelo teste molecular, e que apresentaram mais de dois micronúcleos e 

a cor vermelha representa as 43 amostras HPV negativo, onde foram observadas células com 

menos de dois micronúcleos. Na figura 12 estão ilustrados os resultados da curva ROC 

(Receiver Operating Characteristic) baseada nos resultados do teste de MN celular utilizada 

para identificar as células com presença de HPV. Os resultados da curva ROC mostraram 

100% de acurácea na identificação do HPV, com 100% de sensibilidade e especificidade 

quando confrontado com os resultados obtidos da análise molecular por PCR. 
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Figura 11: Gráfico de dispersão do número de MN por célula em 50 amostras de fluido cervical analisadas. As 

diferentes cores são utilizadas para diferenciar os resultados obtidos da PCR, amostras HPV positivo e 

HPV negativo. 

 
                           Fonte: o autor   

 

Figura 12: Gráfico de classificação de sensibilidade e especificidade, ROC comparando os resultados da 

frequência de MN entre amostras HPV positivo e HPV negativo pela análise molecular. 

 
Fonte: o autor  

 

5.5 Análise dos espectros de FT-IR 

 

Na figura 13 estão apresentados os resultados de 50 amostras com laudo citológico 

normal, sendo sete amostras HPV positivo pelo resultado da análise molecular. Neste gráfico 
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a linha na cor cinza ao redor das linhas preto e vermelho representa o desvio padrão, 

indicando sobreposições dos espectros na faixa total estudada, realçando as diferenças entre 

os grupos (Figura 13A). As segundas derivadas dos espectros de FT-IR foram calculadas por 

meio dos espectros médios dos grupos (Figura 13B). 

 
Figura 13: Comparação entre os espectros de amostras negativas para HPV (vermelho) e amostras positivas para 

HPV (preto), sendo: A) os espectros e B) segunda derivada espectral 
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     Fonte: o autor 

 

Foram demonstradas poucas diferenças entre os espectros com a análise dos dados, 

considerando o desvio padrão e sua sobreposição, onde a comparação entre as médias pode 

ajudar a entender as principais regiões espectrais. Considerando também que, o vírus HPV 

está apenas adicionado ao material genético das células, a diferença na segunda derivada   do 

grupo HPV pode ser a atribuição de modos vibracionais (cm
-1

), conforme Tabela 8.          
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Tabela 8: Diferença na segunda derivada do grupo HPV pela atribuição dos modos vibracionais e picos de 

absorção. 

 

  Modo Vibracional                                                                    Pico de absorção (cm
-1

)                             

δ(NH2) ou (C = N)                                                                       ~1593 

Base do anel  ou δ(C-H) desoxirribose                                           ~1558         

Amida II (acoplada) ou (C-N)                                                       ~1409 

(C-N) adenina ou (C-O) ribose                                                      ~1168 

3(PO4
-3

)                                                                                         ~1074 

(C-O)                                                                                             ~1025 

Deformação do anel, δ(N-C-N) adenina                                            ~941 

Deformação do anel, δ(N-C-N) citosina                                            ~900 

Desoxirribose,  (C-O-C)                                                                   ~880 

δ(C-H)                                                                                                ~854 
 

Fonte: o autor  

 

As análises discriminantes Linear (LDA) e quadrática (QDA) foram realizadas com 

base na Análise de Componentes Principais (PCA) utilizando toda a faixa espectral. Para 

aumentar a taxa de classificação correta, as análises foram feitas com validação cruzada 

leave-one-out, levando a uma estimativa mais precisa. O melhor resultado do LDA para a 

proporção geral correta foi de 76,8% usando as primeiras 10 PCs, acumulando 97,0% da 

covariância dos dados. No entanto, o mesmo resultado foi alcançado para o QDA usando as 

primeiras quatro PCs mostrando mais eficiência na extração de informações de dados, usando 

84,6% da covariância dos dados (Tabela 9). A proporção entre o número correto pelo número 

total do grupo, significa para taxa verdadeira positiva, a sensibilidade (76,9%) e para taxa 

verdadeira negativa, a especificidade (76,7%). 

 
Tabela 9: Análise discriminante quadrática com validação cruzada baseada na Análise de Componentes 

Principais usando toda a faixa espectral. 

 
Resumo de classificação  do QDA com validação cruzada 

 

 

Grupos 

       Grupo      Verdadeiro 

              H                         N 

H                                                                            10                         10 

N                                                                              3                         33 

Númer Número total                                                          13                        43 

Númer Número Correto                                                     10                        33 

Propor Proporção                                                               76,9%                 76,7% 
                 Legenda: N = 56, N correto = 43, Proporção correta= 76,8% 

Fonte: o autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O vírus HPV está geralmente associado ao surgimento de tumores que podem ser 

benignos e malignos e neste último caso o câncer cervical, conforme relatado por alguns 

estudos (NAKAGAWA; SCHIRMER; BARBIERE, 2010; MOURA et al., 2014; 

MACHADO, 2015). Ao infectar uma célula, o DNA deste vírus incorpora ao genoma do 

hospedeiro (CROSIGNANI et al., 2013). Vários fatores podem ser associados à presença do 

HPV em infecção genital, tais como os relacionados ao comportamento sexual, primeira 

relação sexual (sexarca), o número de parceiros sexuais, a escolaridade e o nível sócio-

econômico (OLIVEIRA et al., 2013). 

Em nosso estudo apenas a idade da paciente e a idade da primeira relação sexual 

(sexarca) foram estatisticamente significativas quando relacionadas com a presença ou 

ausência de infecção pelo HPV, onde a infecção pelo HPV foi diagnosticada com frequência 

significativamente maior nas pacientes mais jovens quando comparadas com as pacientes com 

idade superior a 30 anos e maior nas mulheres que tiveram a primeira relação sexual antes dos 

20 anos.  

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que mostraram que a 

prevalência da infecção pelo HPV é maior em mulheres mais jovens (SUDENGA et al., 

2017), entre 15 e 19 anos, com de  28% de mulheres infectadas por HPV (RIBEIRO et al., 

2013). O estudo de Adenis et al. (2017) revelou que mais de 50% das pacientes HPV positivo 

iniciaram suas práticas sexuais antes dos 16 anos de idade,  o que pode sugerir que a 

prevalência da infecção pelo HPV encontra-se na população mais jovem,  e que a regressão 

das alterações ocasionadas por este vírus pode ou não acontecer, tornando importante um 

acompanhamento especializado apropriado.  

O estudo de Campos et al. (2008) evidenciou que diversos fatores influenciam direta e 

indiretamente o desenvolvimento do câncer do colo do útero relacionado ao HPV, tais como a 

idade, o número de parceiros sexuais, a idade de início das relações sexuais, o hábito de 

utilizar bebidas alcoólicas frequentemente, o hábito de fumar e o uso de contraceptivos orais. 

A utilização de anticoncepcionais orais, destacado no estudo de Shapiro, Rosenberg e 

Hoffman (2003), pode interferir na resposta eficiente das lesões causadas pelo vírus no colo 

uterino de mulheres jovens, pelo aumento da atividade de transformação dos vírus 

oncogênicos do HPV. Para Edouard (2005), o uso de contraceptivos hormonais propiciaria o 

aumento do risco de infecções cervicais pela indução ao aumento do pH vaginal e integração 

do DNA viral no genoma hospedeiro, proporcionando a progressão das lesões pré-malignas. 
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Contudo, em nosso estudo estes fatores não tiveram relação com a infecção pelo HPV nas 

amostras analisadas.  

Quanto à escolaridade, não foi possível observar relação entre a infecção pelo HPV e o 

baixo nível de escolaridade das pacientes deste estudo, considerando que 42,86% das 

pacientes HPV positivo possuíam ensino médio completo  e superior incompleto, resultado 

que contrasta com os estudos de Ribeiro et al. (2013) e Abreu et al. (2018), que evidenciaram 

relação entre o HPV e baixa escolaridade, fator associado à falta de conhecimento e de 

informações básicas necessárias para a adoção de medidas de prevenção de IST’s. Esperava-

se que as mulheres com um melhor nível educacional e cultural,  vivendo em uma área 

geográfica com serviços públicos mais acessíveis tivessem menor probabilidade de contrair 

este vírus, considerando o maior nível de esclarecimento e melhor alcance ao serviço público 

de saúde para o rastreamento de lesões pré-cancerosas, bem como para a promoção, 

prevenção e recuperação da saúde. Esperava-se também que a maior taxa de infecção fosse na 

população menos informada. 

Na comparação entre os fatores de risco para infecção de HPV com a frequência de 

micronúcleos analisadas nas células dos fluidos cervicais das pacientes foi observado 

diferença estatisticamente significativa apenas com relação à idade da paciente, realização de 

aborto e o uso de bebida alcoólica. Em relação ao tabagismo, não foi observada diferença 

significativa de número de micronúcleos de fluido cervical entre mulheres fumantes e não 

fumantes. Estes resultados são divergentes do estudo de Cerqueira et al. (1998), que 

evidenciaram maior número de MN em células cervicais esfoliadas nas pacientes fumantes. 

Assim, embora se saiba que a exposição direta do DNA no epitélio cervical à nicotina e à 

cotinina, e a exposição aos produtos resultantes das reações de outros componentes de 

cigarros são considerados como os mecanismos principais pelos quais o tabagismo pode 

contribuir para o aparecimento do câncer cervical (SIMONS; PHILIPS; COLEMAN, 1993; 

TELES; MUNIZ; FERRARI, 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018), com os 

nossos resultados obtidos, não foi possível estabelecer a relação do cigarro com o aumento da 

frequência de micronúcleos.  

Alguns estudos também relacionam o início e desenvolvimento do câncer de colo 

uterino, com outros fatores além do cigarro, tais como, a precocidade no início das relações 

sexuais, multiplicidade de parceiro, uso de hormônios para a contracepção por muito tempo, 

abortamentos, o uso de álcool e o hábito de fumar, dentre outros (FRIGO; OLIVEIRA, 2015; 

MELO et al., 2016). Vale ressaltar que todas as pacientes do estudo apresentavam citologia 
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cervical normal e, portanto, a relação desses fatores de risco com o desenvolvimento do 

câncer de colo de útero não foi possível ser realizada neste estudo. 

A análise de citologia oncótica Papanicolau, embora seja amplamente aplicada e 

considerado o teste padrão ouro, pode apresentar alta taxa de erros na interpretação do grau de 

diferenciação celular e na avaliação da morfologia cervical, levando a resultados falso-

negativos e à necessidade de estudos e implementação de novas técnicas diagnósticas. 

O avanço na área de biologia molecular que utiliza técnicas extremamente sensíveis na 

detecção direta e específica do HPV, detectando muitas vezes alterações moleculares antes 

que as alterações celulares se tornem visíveis e progridam para o câncer (KITCHENER et al., 

2011; SILVA et al., 2015), tem cada vez possibilitado o barateamento e a sua aplicação na 

rotina clínica.  

A amplificação gênica por PCR, segundo Coser et al. (2011),  tem sido realizada com 

alta precisão e consiste na amplificação do DNA viral (HPV), utilizando iniciadores nas 

sequências conservadas do gene L1 do HPV sendo utilizada, principalmente, para comprovar 

a existência ou não do DNA do vírus HPV (NONNENMACHER et al., 2002). Com a 

aplicação desta técnica é possível identificar o DNA do HPV em 99,7% dos tipos de câncer 

do colo do útero invasivo (OLIVEIRA, 2013), que é primordial para estabelecer o genótipo 

do vírus que está presente nas amostras de fluidos ou mucosas genitais e assim auxiliar na 

escolha do tratamento mais adequado para pacientes infectados por este vírus 

(SERRAVALLE, 2015).  

Neste estudo, das 50 amostras de fluido cervical de pacientes com resultado da 

citologia oncótica normal de pacientes analisadas por esta técnica, apenas em sete foram 

detectadas como positivas para a infecção pela presença de HPV pela análise molecular da 

PCR, técnica considerada padrão ouro (COSER et al., 2011). Este resultado confirma a alta 

sensibilidade da PCR quando comparada com a análise citológica, pois nas pacientes com 

citologia normal foi detectada a presença do genoma do HPV. 

Um estudo prévio de nosso grupo (RYMSZA et al., 2018) comprovou a eficácia e 

sensibilidade do teste molecular pela PCR no diagnóstico do HPV, comparando-o com a 

citologia oncótica (Papanicolaou). Outro estudo realizado em Bangladesh (2019) evidenciou a 

eficácia do uso do emprego desta técnica de PCR na detecção do HPV em mulheres, que 

revelou que, de um total de 141 mulheres pesquisadas, 52 (36,9%) apresentaram resultado 

positivo para DNA do vírus, a presença do HPV (NAHAR et al., 2019). Porém, apesar de se 

considerar a eficácia da técnica de PCR, tanto quanto a sua especificidade quanto 
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sensibilidade, conforme descreve Brustoloni et al., (2007), a mesma ainda apresenta a 

desvantagem de possuir um custo mais elevado quando comparado com a análise citológica. 

A realização do teste de MN neste estudo foi considerada, pois é um método já 

estabelecido na literatura, de baixo custo, sensível, rápido, de fácil manipulação, e que pode 

ser aplicado em larga escala, porém apresenta escassez de estudos atuais que abordem a 

relação aplicada por nós, tornando nosso estudo um dos poucos que relata a temática.  

As pacientes que realizaram este teste foram identificadas quanto à idade, idade de 

início das relações sexuais, número de parceiros, uso de contraceptivo oral, hábito de fumar e 

hábito alcoólico, por serem fatores que mantém estreita relação com o aumento da frequência 

de MN (FERNANDES, 2005; CAMPOS et al., 2008; AMBROISE; BALASUNDARAM; 

PHANSALKAR, 2013). Em nosso estudo, das 50 amostras de fluido cervical analisadas, 23 

(46%) apresentaram presença de MN nas células, sendo sete dessas amostras HPV positivo 

detectadas em nosso estudo pela técnica de PCR.  A maior frequência de MN nas amostras 

HPV positivas em relação às amostras não infectadas pelo vírus (HPV negativo) sugere a 

relação da presença de infecção pelo vírus e a consequente formação de micronúcleos nas 

células. 

Além disso, com base em nossos resultados sugere-se que mesmo em amostras com  

citologia normal, para as lesões intra-epiteliais, existem falhas na divisão celular e alterações 

cromossômicas que ocasionam a formação de micronúcleos. Os resultados do presente estudo 

estão de acordo com  Doorbar (2005), que mostrou que no vírus existem fatores oncogênicos 

que provocam alterações citogenéticas nas camadas celulares da cérvice uterina e induzem a 

replicação de células imaturas, dificultando sua maturação e diferenciação, ocasionando a 

descontinuação da replicação, tendo como consequência várias anormalidades genéticas, tais 

como a formação de MN, que podem ser verificadas pelo teste de MN. Também concorda 

com o estudo de Vilanova et al. (2012) que observaram maior frequência de MN em pacientes 

portadoras do HPV, e que com a realização do teste de micronúcleo, é possível identificar 

anomalias nucleares em tecidos que são alvos específicos de agentes carcinogênicos e 

genotóxicos, onde os carcinomas se desenvolvem.  

A inclusão de outras técnicas que possam superar as desvantagens dos testes 

moleculares e o teste de MN sempre pode beneficiar o paciente no sentido de trazer um 

diagnóstico mais preciso e confiável. A técnica de espectroscopia FT-IR pode trazer algumas 

vantagens, tais como o requerimento mínimo de preparo de amostras e a rapidez dos 

resultados. 
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Na literatura há poucos estudos da análise FT-IR para fins diagnósticos em câncer de 

colo uterino e o presente estudo é um dos primeiros, juntamente com o nosso estudo prévio 

publicado (RYMSZA et al., 2018) que relaciona a técnica de FT-IR com a infecção pelo HPV 

em amostras de pacientes com citologia cervical normal.  

As primeiras investigações de células esfoliadas cervicais utilizando FT-IR foram 

realizadas no início dos anos 90 e diferenças significativas entre amostras normais, pré-

cancerígenas e cancerígenas foram evidenciadas pela publicação de artigos desta época 

(FUNG et al., 1997). No estudo de Ellis et al. (2013), a espectroscopia FT-IR é descrita como 

uma técnica extremamente sensível que tem sido utilizada na detecção de vários tipos de 

cânceres, como o câncer de colo uterino, em que todos os constituintes bioquímicos de uma 

determinada amostra analisada são determinados. O estudo de Cohenford e Rigas (1998) 

mostrou alterações espectroscópicas nos espectros de FT-IR de células esfoliadas 

morfologicamente normais de mulheres com displasia ou câncer, diferenciando deste estudo 

apenas em relação a mulheres com displasia ou câncer. Para o diagnóstico de câncer, o estudo 

de Raniero et al., (2011) e Backer et al., (2008) comparou o tecido normal e anormal feito 

com vários grupos de pesquisa, os quais revelaram diferenças entre os modos de vibração dos 

espectros principalmente atribuídos às variações de lipídios e proteínas. 

Neste estudo a classificação citopatológica foi normal em todas as amostras coletadas, 

então se utilizou a técnica PCR  para rastrear o DNA do HPV nas células cervicais e estes 

resultados foram usados para discriminar a Análise de Componentes Principais calculada 

através dos espectros de FT-IR, que demonstraram resultados de especificidade e 

sensibilidade em torno de 76%, o que poderia ser explicado pelo grande desvio padrão e sua 

sobreposição.  

As segundas derivadas dos espectros médios dos grupos mostraram variações nos 

modos vibracionais do DNA que poderiam ser atribuídos à presença do vírus. A deformação 

angular de δ(NH2) tem absorção nesta região espectral, formando uma sobreposição de 

bandas. A região espectral de 1409 cm
-1

 dos modos amida II também tem deformação 

angular. A banda encontrada a 1168 cm
-1

 foi atribuída como (C-N) de adenina, conforme a 

banda de 1074cm
-1

, pode ser designada como amida III, 3(PO
-3

4). O pico de absorção 941 

cm
-1

 foi atribuído como uma deformação do anel de adenina δ(N-C-N) (DHAOUADI et al., 

1993; CHENG et al., 2005; FAGUNDES et al., 2014).  

Sugere-se que a menor carga viral muitas vezes reduzida na infecção ao paciente, bem 

como o número de pares de bases do pequeno tamanho do genoma viral do HPV, 

provavelmente não apresentaram diferenças significativas para possibilitar a discriminação 
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das amostras por FT-IR nos grupos HPV positivo e HPV negativo, obtidos pela análise de 

PCR. Porém, o estudo de Rymsza et al. (2018) revelou mudanças espectrais por FT-IR em 

células citológicas normais obtidas do esfregaço cervical, provavelmente devido à infecção 

pelo HPV. Entretanto, este estudo evidenciou que, de fato, a ausência de agrupamento por 

Análise de Componentes Principais (PCA) ocorreu porque 100% das amostras estudadas 

foram diagnosticadas como HPV positivo pela de PCR. Assim, não houve base estatística 

significativa para a espectroscopia de FT-IR apresentar este potencial. 

Para o nosso conhecimento, um estudo recente realizado por Mo et al. (2020) utilizou 

o FT-IR em células esfoliadas cervicais combinadas com análise multivariada em grupos de 

amostras positivas para HPV e amostras normais e demonstrou diferença óbvia no espectro 

infravermelho entre os dois grupos, mostrando que a combinação da espectroscopia FT-IR 

com análise discriminante linear por análise de componentes principais tem um grande 

potencial para a triagem da presença do vírus HPV, com resultados de especificidade e 

sensibilidade em torno de 98%, o que difere do nosso estudo por não apresentar nível de 

especificidade e sensibilidade tão altos assim.  

Considerando as técnicas abordadas e os resultados obtidos nos laudos de citologia não 

possibilita determinar se as amostras tinham a presença do HPV, o que foi possível pela 

realização da análise de PCR, em que foi verificado que era HPV positivo ou não. Portanto, já 

se pode destacar a discrepância entre os resultados do laudo de citologia e os resultados do 

PCR. Por outro lado, o FT-IR mostrou um resultado de baixa sensibilidade e especificidade 

em função da baixa carga viral ou baixa alteração proteica.   

Portanto, torna-se imprescindível a realização de novos estudos, com um maior 

número amostral, incluindo amostras com citologia cervical alterada, no sentido de se 

estabelecer técnicas de diagnóstico que se complementem com resultados rápidos e precisos, e 

consequentemente eficácia na prevenção de lesões uterinas e tratamento das pacientes. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Com a realização deste estudo foi possível atingir os objetivos propostos, pela 

comparação dos resultados da análise molecular pela PCR, com os resultados do MN e 

técnica de FT-IR, em que se observou que o exame citopatológico das amostras analisadas 

não evidenciou alterações citológicas indicativas da presença do vírus HPV.  

A presença de infecção por este vírus, evidenciada pela PCR em algumas amostras 

com citologias normais, confirma a hipótese de que o HPV pode estar presente no colo 

uterino, mesmo sem manifestação clínica. É importante ressaltar que a detecção molecular do 

HPV é fundamental no diagnóstico precoce e prognóstico clínico de lesões pré-cancerosas, 

possibilitando melhor tratamento para a paciente, como poder ser utilizada como um 

mecanismo alternativo de vigilância para a triagem citológica de rotina. A técnica de PCR 

pode ser considerada padrão ouro para a detecção do HPV pela sua alta sensibilidade. 

Sugere-se que o aumento da frequência de MN observado neste estudo em amostras 

infectadas pelo HPV, pode ser devido a instabilidade genômica causada pela presença do 

vírus. Dessa forma, pode-se considerar o teste de MN como um teste de rastreamento de 

infecção pelo HPV e que possui o potencial de atuar como um exame preventivo, pois é um 

método prático, simples, de baixo custo e não invasivo que monitora o efeito de fatores 

carcinógenos na célula.  

A espectroscopia FT-IR comparada com a PCR foi menos efetiva, sendo menos 

precisa e direta, pois a PCR é específica na detecção do genoma do vírus. Apesar da 

espectroscopia FT-IR apresentar grande potencial, por ser um teste de alta sensibilidade e 

especificidade no rastreamento do câncer cervical, não demonstrou ser eficiente na 

discriminação de amostras infectadas pelo HPV.   

Observando-se a comparação entre as técnicas utilizadas neste estudo, destaca-se a alta 

sensibilidade da técnica molecular de PCR, que apesar da sua alta sensibilidade e ser  

considerada padrão ouro, apresenta certa dificuldade de ser implementada na rotina clínica 

devido ao seu alto custo.  
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APÊNDICE 1 

 

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAÍBA-UNIVAP 

INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO-IP&D  

PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA BIOMÉDICA 

PROGRAMA DE DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMÉDICA 

 

QUESTIONÁRIO DE DADOS SOCIODEMOGRÁFICOS 

Data:   /   /  

 

1. Participante número:  
2. Idade:_______anos   /  Peso:_______Kg  /  Altura:______cm / Cintura:______cm 

3. Data de nascimento:___/____/___  

4. Menarca: _____anos;  Sexarca:____anos: Última menstruação: ___/____/___ 

5. Cidade onde nasceu e onde vive:__________________________________________ 

6. Grupo étnico: (  ) branco; (  ) pardo; (  ) negro; (  ) amarelo; (  ) indígena 

7. Qual a situação conjugal? (  ) casada/companheiro  (  ) separada/divorciada (  ) solteira  

(   ) viúva 

8. Número de filhos naturais:________ 

9. Até que série você completou com aprovação? 

( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo 

( ) 2° grau incompleto ( ) 2° grau completo 

( ) superior incompleto ( ) superior completo 

( ) pós-graduação   ( ) ignorado 

10. Qual o seu trabalho atual? ___________________________________________ 

11. Há quanto tempo você exerce essa função?______________________________ 

12. Qual a sua jornada de trabalho semanal? ________________________________ 

13. Quantas horas de sono você dorme em média por dia?______________________ 

14.  No seu trabalho atual já se expôs a alguma dessas substâncias? 

( ) derivados do petróleo (horas/semana: _________) 

( ) tintas/corantes (horas/semana: ________) 

( ) solventes (horas/semana: ________) 

( ) pesticida/herbicida(horas/semana: ________) 

( ) mercúrio/vapores de outros metais pesados(horas/semana: ________) 

( ) outras substâncias químicas – quais? _______(horas/semana: ________) 

15. No seu emprego anterior, já se expôs a alguma dessas substâncias? (Informe tempo de 

exposição em horas/semana): 

( ) derivados do petróleo (horas/semana: _________) 

( ) tintas/corantes (horas/semana: ________) 

( ) solventes(horas/semana: ________) 

( ) pesticida/ herbicida(horas/semana: ________) 

( ) mercúrio/ vapores de outros metais pesados(horas/semana: ________) 

( ) outras substâncias químicas – quais? _______(horas/semana: ________) 

16. Você utiliza equipamento de segurança em seu trabalho? Com qual frequência? 

(  ) sim (  ) não  (  ) sempre (  ) quase sempre ( ) pouco 

17. Você pratica algum exercício físico? (  ) sim ( ) não 

18. Se sim, qual? 

( ) musculação ( ) corrida ( ) pilates ( ) futebol/vôlei (  ) outro:_______ 

19. Qual a frequência? 

(  ) 1vez/ semana  ( ) 2 vezes/ semana ( ) 3 vezes/ semana ( ) 4 vezes/ semana ou mais 

20. Você fuma ou já fumou? ( ) sim  ( ) não - Se não, vá para a questão 25 

21. Se sim, quantos cigarros fuma por dia e há quanto tempo? ______ (número de cigarros); 

______ ( ) meses / ( ) anos 
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22. Fuma também: ( ) cigarro de palha ( ) cachimbo  ( ) outros: ______Quantas vezes ao dia? 

____________ 

23. Se parou, durante quanto tempo você fumou? _______ (número de cigarros) 

24.  Quantos cigarros fumava por dia? _________________ (número de cigarros) 

25. Medicamentos utilizados rotineiramente (indicar a frequência em vezes/dia): 

( ) hormônios ____________________________________________________ 

( ) vitaminas e/ou suplementos ______________________________________ 

( ) comprimidos para pressão ________________________________________ 

( ) antibióticos ____________________________________________________ 

( ) insulina _______________________________________________________ 

( ) tranquilizantes _________________________________________________ 

( ) relaxantes musculares __________________________________________ 

( ) outros – quais? ________________________________________________ 

26. Está fazendo algum tratamento de saúde? (por ex: coluna, gripe, alergia, dores, etc...) 

      ( ) sim  ( ) não Qual? ___________ Tempo do tratamento:________________ 

27. Fez algum raio X no último ano? ( ) sim ( ) não- Quanto tempo? _____________ 

28. Com que frequência você consome bebidas alcoólicas? 

( ) nunca- vá para a questão 32 ( ) uma vez ou por mês ou menos ( ) 2 a 4 vezes ao mês 

( ) 2 a 3 vezes por semana   ( ) 4 ou mais vezes por semana 

29. Quais bebidas você consome? ( ) somente cerveja     ( ) somente vinho   ( ) somente destilados     

( ) cerveja e vinho  ( ) cerveja e destilados ( ) vinho e destilados ( ) cerveja, vinho e destilados 

30. Nas ocasiões em que bebe, quantas doses ( ), copos ( ), ou garrafas ( ). Você costuma tomar? ( ) 1 

ou 2   ( ) 3 ou 4  ( ) 5 ou 6   ( ) 7 a 9 ( ) 10 ou mais 

31. Com que frequência você toma seis ou mais doses em uma ocasião? 

( ) nunca ( ) menos de uma vez ao de  mês ( ) uma vez ao mês ( )uma vez por semana

 ( ) todos os dias ou quase todos 

32. Quantas e quais refeições você faz por dia? _____________ 

33. Ingere frutas e verduras? Se sim, indique a frequência (em dias/ semana) 

( ) não ( ) sim  ( ) 1 a 2       ( ) 3 a 4  ( ) 5 a 6   ( ) todos os dias 

34. Ingere carnes? ( ) sim  ( ) não/ Se sim, com que frequência você come: 

Dias por semana 

 1 a 2 3 a 4 5 a 6 Todos os dias 

Carne Bovina ( ) ( ) ( ) ( ) 

Peixe ( ) ( ) ( ) ( ) 

Frango ( ) ( ) ( ) ( ) 

Porco ( ) ( ) ( ) ( ) 

Outras ( ) ( ) ( ) ( ) 

35. Você já teve/tem alguma dessas doenças? 

( ) câncer- Qual? ___________ Idade:_________ 

( ) AIDS ( ) anemias ( ) doenças cardíacas – Idade: _____ ( ) esclerose múltipla – Idade: 

___________ ( ) diabetes- Idade: __________ ( ) outras – quais e que idade apresentou? ________ 

36. Alguém da sua família já teve/tem alguma dessas doenças? (indicar o grau de parentesco ao 

lado): _______________________________________  

( ) doenças cardíacas______________  ( ) esclerose múltipla _________ ( ) diabetes 

____________ Em que idade? _________ ( ) outras – quais? 

37. Casos de câncer na família: ( ) não  (  ) sim 

38.  Quais os tipos de câncer? (indicar o grau de parentesco ao lado): 

( ) pele: ___________________ ( ) mama: ___________________ ( ) leucemia:_________________ ( 

) esôfago: ___________________________   

( ) outros: _____________________________________________________ 
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39. Tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou doença hereditária que afetem seus 

pais, irmãos ou cônjuges? 

( ) não  ( ) sim – qual?_______________________________________ 

40. Histórico de aborto espontâneo? ( ) não   ( ) sim – quantas vezes? __________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

 

APÊNDICE 2 

 

TABELA DE CONCENTRAÇÕES DE DNA EXTRAÍDO E  RAZÕES DE 

PUREZA DAS AMOSTRAS DE DNA 

 

AMOSTRA [  ] ng/ul 260/280 260/230 

1 108.91 2.37 0.39 

2 97.72 2.89 0.41 

3 142.74 2.42 0.3 

4 112.72 2.39 0.44 

5 133.47 2.56 0.51 

6 327.56 3.19 1.36 

7 58.41 2.79 0.16 

8 117.06 2.48 0.36 

9 62.85 3.13 0.33 

10 104.60 2.41 0.56 

11 108.16 2.19 0.51 

12 92.52 2.29 0.43 

13 111.40 2.4 0.45 

14 163.80 3.21 0.85 

15 37.24 3.48 0.13 

16 91.70 2.05 0.39 

17 125.85 2.38 0.49 

18 156.40 1.76 0.68 

19 129.69 2.85 0.65 

20 15.00 2.61 0.09 

21 113.23 2.35 0.35 

22 651.85 2.06 1.57 

23 124.55 2.16 0.6 

24 103.02 2.58 0.53 

25 297.38 2.82 1.14 

26 113.27 2.13 0.53 

27 118.81 2.48 0.57 

28 117.45 3.03 0.38 

29 106.11 3.25 0.45 

30 190.53 1.38 0.65 

31 104.00 2.69 0.29 

32 117.25 2.69 0.58 

33 342.90 2.65 1.28 

34 322.60 2.74 1.15 
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35 266.89 3.08 1.13 

36 97.76 2.56 0.39 

37 119.62 2.54 0.39 

38 180.60 2.03 0.72 

39 49.66 2.89 0.2 

40 324.68 3.24 1.25 

41 72.84 3.15 0.19 

42 68.31 2.26 0.49 

43 37.66 3.48 0.12 

44 117.35 2.8 0.47 

45 117.03 2.81 0.38 

46 124.03 2.55 0.61 

47 175.63 2.82 0.68 

48 94.03 2.7 0.27 

49 160.50 2.26 0.7 

50 404.01 3.25 1.48 

Fonte: o autor 
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ANEXO 2 

 

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAÍBA-UNIVAP  

INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO-IP&D  

PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA BIOMÉDICA 

PROGRAMA DE DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMÉDICA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Título do Projeto: Correlação entre o diagnóstico do Papilomavírus via teste Molecular com 

a Espectroscopia FT-IR e teste do Micronúcleo. 

Pesquisador Responsável: Magda Rogéria Pereira Viana 

Instituição a que pertence o Pesquisador Responsável: Universidade do Vale do Paraíba 

Telefones para contato: (86) 9 99878400   

 

Nome do voluntário:_____________________________________________________  

Idade:_____anos  R.G. __________________________ 

 

A Sra. está sendo convidada a participar do projeto de pesquisa tendo como título 

“Correlação entre o diagnóstico do Papilomavírus via teste Molecular com a Espectroscopia 

FT-IR e teste do Micronúcleo”, de responsabilidade da pesquisadora Magda Rogéria Pereira 

Viana. 

Antes de concordar em participar e responder esta entrevista, é muito importante que 

você compreenda as informações e instruções contidas neste documento. Os pesquisadores 

deverão responder todas as suas dúvidas antes de você se decidir a participar. Você tem o 

direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e 

sem perder os benefícios aos quais tenha direito.  

O câncer de colo uterino é um problema de saúde pública em que os dados 

estatísticos evidenciam o aumento da incidência do contágio pelo vírus HPV e dos casos 

diagnosticados de câncer de colo uterino, consequência, dentre outros fatores, do início da  

vida sexual cada vez mais precoce,  do grande número de parceiros sexuais e pela prática do 

sexo desprotegido. 

A infecção por tipos oncogênicos de  HPV é o principal fator de risco associado ao 

câncer cervical, suas lesões precursoras e lesões intra-epiteliais escamosas de baixo e alto 

grau. O  teste citopatológico do Papanicolaou é preconizado pelo MS para detecção de lesões 

causadas pela presença do HPV, sendo altamente subjetivo e incapaz de identificar o tipo do 

vírus presente na amostra, além disso  em muitos casos, este teste apresenta baixa 

sensibilidade e especificidade. Deste modo,novas técnicas de diagnóstico, tais como o teste de 

Micronúcleo e a técnica de PCR e  FT-IR, tem sido pesquisadas com o objetivo de auxiliar a 

análise citopatológica e melhorar a qualidade do rastreamento do câncer cervical. Embora 

haja relatos na literatura que utilizaram estas técnicas para a identificação da infecção pelo 

HPV, não há estudos que associam o uso de ambas para a identificação deste vírus e em um 

grande tamanho amostral.  

A avaliação da freqüência de MN em células cervicais pode ser um critério adicional 

para estabelecer o risco de câncer cervical, porque a detecção do aumento da frequência  de 

MN pode indicar a pesença de lesão intraepitelial. A aplicação da técnica de PCR irá detectar 

a presença do vírus HPV no fluido cervical e FT-IRpara estudar as características de cepas de 

HPV é importante, porque a presença deste vírus pode causar alteração vibracional nos 
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espectros.Vale ressaltar que ambas as técnicas não são caras, são rápidas e possíveis de serem 

desenvolvidas em um laboratório de análise clínicas.  
O objetivo geral do estudo é comparar resultados de PCR, em fluido cervical de 

pacientes submetidas ao exame citopatológico, com os resultados obtidos pelo teste do 

micronúcleo e pela técnica de FT-IR. 

Trata-se de um estudo experimental, que seguirá as normas de Biossegurança e 

somente será realizado após a aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

do Vale do Paraíba que segue a Resolução CNS/MS 466/2012. A coleta das amostras será 

realizada nas Unidades Básicas de Saúde (UBS) da Estratégia Saúde da Família (ESF) de 

Teresina (PI), após ter sido especificadas informações sobre a pesquisa a cada paciente e esta 

manifestar espontaneamente o aceite em participar, mediante assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da autorização da instituição coparticipante, no 

período de janeiro a março de 2018. 

A participação,  de caráter estritamente voluntário,  dar-se-á  mediante 

o consentimento livre e esclarecido das mulheres, tendo sido 

assegurado a  todas  sigilo  dos  dados  obtidos. Será garantido o anonimato e as participantes 

serão identificadas como “participante número”. Será aplicado um questionário para 

caracterização das pacientes para coleta de dados. Participarão do estudo mulheres com idade 

entre 25 e 65 anos de idade, conforme preconiza o MS, com vida sexual ativa, cadastradas no 

Sistema Único de Saúde (SUS); mulheres com suspeita clínica de HPV e/ou com lesão 

cervical; bem como pacientes sem nenhum problema ginecológico. Um total de 100 amostras 

cervicais serão obtidas de pacientes que realizarão exame ginecológico de rotina no período 

de janeiro a março (2018), mediante a autorização da  Comissão de Ética e Pesquisa da 

Fundação Municipal de Saúde da cidade de Teresina. 

Haverá risco mínimo às participantes, entretanto existe a possibilidade de ocorrer 

danos emocionais decorrentes de perguntas direcionadas às participantes e coleta da citologia, 

que poderão causar desconforto, constrangimento e medo da possibilidade de vazamento de 

dados. Ressalta-se que a possibilidade é mínima, devido à característica da pesquisa em que 

preservará o anonimato. Para minimizar este risco as participantes serão entrevistadas e o 

exame será feito em um local reservado e confortável de forma individual, segura para 

garantir todo o sigilo das informações coletadas, além disso, serão esclarecidos à mesma os 

objetivos do estudo, bem como a forma de coleta do material. Todas as participantes terão seu 

anonimato assegurado, e serão esclarecidas quanto ao direito de retirar o consentimento a 

qualquer tempo sem qualquer ônus. 

Os benefícios diretos se apoiam na possibilidade que no momento do questionário e 

exame, a participante possa ser ouvida atentamente, promovendo um conforto e bem-estar 

para a mesma, pois somente com perguntas feitas com profundidade é possível chegar mais 

próximo do que a participante pensa e assim poder confortá-la ainda mais. Acredita-se que 

este estudo poderá trazer também benefícios, que irão enriquecer a literatura científica acerca 

da temática e permitirá ter uma visão mais ampla de um cenário. E ainda os resultados finais 

desta pesquisa irão enriquecer a literatura científica acerca da temática através da divulgação 

dos resultados ao público em revistas cientificas, contribuindo assim, para a construção de 

novos conhecimentos. 

As entrevistas serão transcritas e armazenadas, em arquivos digitais, mas somente 

terão acesso a estes os pesquisadores. É garantida a indenização relacionada a qualquer dano 

associado ou decorrente da pesquisa - agravo imediato ou posterior, direto ou indireto, ao 

indivíduo ou à coletividade, decorrente da pesquisa. Os dados obtidos a partir da participante 

do estudo não poderão ser usados para outras finalidades não previstas neste protocolo e/ou 

consentimento. Ao final da pesquisa todo material será mantido em arquivo, por pelo menos 5 

anos, conforme Resolução 466/12. 
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Caso aceite participar do estudo, por favor, assine este documento, autorizando sua 

participação na pesquisa, que está em duas vias (uma delas é sua e a outra é do pesquisador 

responsável) do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Durante todas as etapas do 

estudo todos os pesquisadores respeitarão impreterivelmente a Resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde que trata da ética de pesquisas que incluem, sejam de forma direta ou 

indiretamente os seres humanos.  

Em caso de dúvida quanto à condução ética do estudo, entre em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa do UNINOVAFAPI, no endereço: Rua Vitorino Orthiges 

Fernandes, 6123 – Uruguai, CEP: 64073-505 - Teresina – Piauí, Tel - (086) 2106-0738, e-

mail: cep@uninovafapi.edu.br. O Comitê de Ética em Pesquisa é a instância que tem por 

objetivo defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e 

para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. Dessa forma o 

comitê tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa 

respeite os princípios éticos de proteção aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da 

não maleficência, da confidencialidade e da privacidade”.  

 

Contato com o (a) pesquisador(a) responsável: Telefone Institucional: 

(86)99878400 e-mail: magdarogeria@hotmail.com 

 

 

 

 

 

_________________________                             _______________________________ 

Magda Rogéria Pereira Viana                               Renata de Azevedo Canevari 

 

 

 

 

_____________________ 

Leandro José Raniero 

 

Teresina, 04 de Dezembro  de 2017. 
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ANEXO 4 

 

ARTIGO 1 

 

 

ANEXO 5 

SUBMISSÃO ARTIGO 2 
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