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APRESENTAÇÃO

Farmácia e Biomedicina integram o time das ciências da saúde que constituem 
nas áreas que estudam sobre a vida, a saúde e a doença. No qual focam na manutenção 
e na melhoria da saúde para o indivíduo, grupos específicos e comunidades.  

A obra “Biomedicina e Farmácia: Aproximações” consiste de uma série de livro 
(E-book) de publicação da Atena Editora, em seus 28 capítulos de artigos científicos 
do volume I, a qual abordam temáticas atualizadas de diferentes âmbitos que vão 
desde relatos de casos até a análise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre 
outros.

Sendo assim, almejamos que este livro possa contribuir com informações 
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da área de farmácia e 
biomedicina, oportunizando a ampliação dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Letícia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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RESUMO: O câncer do colo do útero é 
o segundo mais comum no mundo e o 
Papilomavírus Humano (HPV) está presente 
em 99% dos casos. O estudo de variantes 
moleculares assume grande importância, uma 
vez que dados epidemiológicos e moleculares 
sugerem que variantes de alguns tipos de 
HPV podem apresentar risco patogênico 
diferenciado. Buscou-se identificar a 
variabilidade genética do gene L1 do HPV-16, 
-53 e -66 em amostras oriundas de Alagoas. 
Foram obtidas vinte e quatro amostras de 
HPV provenientes de esfregaços cervicais de 
mulheres com diagnóstico positivo para HPV 
atendidas em um Hospital Universitário de 
Alagoas. Destas, dez isolados foram de HPV-

16, seis de -53 e oito de -66. Foi amplificado 
um trecho hipervariável do gene L1 do HPV, 
utilizando 35 ciclos de Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR). Todos os 24 isolados de 
HPV-16, -53 e -66 previamente genotipados 
por Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP), tiveram os tipos virais confirmados 
pelo sequenciamento do fragmento da região 
L1. Foram identificados dois variantes, sendo 
um do HPV-53 e um do HPV-66. Em relação 
ao HPV-53, o variante foi identificado em quatro 
das seis amostras analisadas. Em relação ao 
HPV-66, o variante esteve presente nos oito 
isolados analisados. Os três agrupamentos 
distintos formados pelos isolados de HPV-16, 
-53 e -66, mostraram valores significativos de 
bootstrap, 91%, 99% e 100%, respectivamente. 
A presenta de variantes HPV-53 e -66    em 
Alagoas sugere a realização de estudos mais 
abrangentes entre a expressão de proteínas e 
sua associação com o possível efeito clínico.
PALAVRAS-CHAVE: Papillomaviridae. Gene 
L1. Neoplasisas do colo do útero. Filogenia.

ABSTRACT: Cervical cancer is the second 
most common in the world and the human 
papillomavirus (HPV) is present in 99% of 
cases. The study of molecular variants assumes 
great importance, since epidemiological and 
molecular data suggest that variants of some 
types of HPV can introduce pathogenic risk. We 
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sought to identify the genetic variability of gene L1 of HPV-16,-53 and 66-in samples 
from Alagoas. Have been obtained twenty-four samples of HPV cervical smears 
from women with positive HPV diagnosis met in a University Hospital in Alagoas. Of 
these, ten were isolates of HPV-16, six-and eight of 53-66. Was amplified an excerpt 
hipervariável HPV L1 gene, using 35 cycles for polymerase chain reaction (PCR). All 
the 24 isolates of HPV-16,-53 and 66-genotipados by Restriction Fragment Length 
previously Polymorphism (RFLP), had confirmed viral types by sequencing of the 
fragment of the region L1. Two variants were identified, being one of the HPV-53 and 
one of the HPV-66. In relation to HPV-53, the variant was identified in four of the six 
samples analysed. In relation to HPV-66, the variant was present in the eight isolates 
examined. The three distinct groupings formed by isolates of HPV-16,-53-66, and 
showed significant bootstrap values, 91%, 99% and 100%, respectively. The presents of 
HPV variants-53 e-66 in Alagoas suggests broader studies between protein expression 
and your association with the possible clinical effect.
KEYWORDS: Papillomaviridae. L1 Gene. Cervix Neoplasias. Phylogeny.

1 | 	INTRODUÇÃO

O câncer do colo do útero é o segundo tipo de câncer mais comum no mundo, e 
o Papilomavírus Humano (HPV) está presente em 99% dos casos. A persistência viral 
por HPV de alto risco é considerada a principal causa para desenvolvimento deste 
câncer (IARC, 2006; BOUVARD et al., 2009).

Estima-se que existam mais de 200 tipos de HPV, sendo apenas 110 descritos até 
o momento. Entre cerca de 50 tipos de HPV que infectam os humanos, a International 
Agency for Research on Cancer (IARC) classificou 13 tipos como carcinogênicos, uma 
vez que eles estão associados epidemiologicamente ao desenvolvimento de câncer 
anogenital (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, e -66) (IARC, 
2006). 	

A taxonomia do HPV é baseada na sequência nucleotídica do gene L1 
(BERNARD et al., 2006). Estudos filogenéticos mostraram que os papilomavírus 
podem ser agrupados dentro de gênero, espécies, tipos, subtipos e variantes (DE 
VILLIERS et al., 2004). Os HPV que infectam humanos pertencem ao gênero Alpha-
papillomavirus, que estão associados a lesões mucosas e cutâneas em humanos e 
primatas, ainda podendo ser classificados em alto e baixo risco oncogênico. Essa 
classificação é baseada na frequência em lesões neoplásicas e no potencial de invasão 
do epitélio infectado. Os HPV de alto risco oncogênico estão associados a neoplasias 
intraepiteliais cervicais e ao carcinoma invasor. Enquanto os HPV de baixo risco 
são encontrados mais comumente em lesões benignas, como papilomas e verrugas 
simples, principalmente em condilomas (SILVA; AMARAL; CRUZ, 2003; IARC, 2006). 

Os variantes são reconhecidos quando diferem menos que 2% na sequência 
das regiões codificadoras E6, E7, L1 e L2 e até 5% na região não codificadora Long 
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Control Region (LCR) (BERNARD et al., 1994; DE VILLIERS et al., 2004).  O estudo 
de variantes moleculares assume atualmente grande importância, uma vez que dados 
epidemiológicos e moleculares sugerem que variantes de alguns tipos de HPV são 
biologicamente distintos e podem apresentar risco patogênico diferenciado (DE BOER 
et al., 2005; BERNARD et al., 2006; SICHERO et al., 2007). Além disso, a associação 
do HPV com neoplasias benignas e malignas tem levado a uma intensa pesquisa para 
compreender o impacto da diversidade genética desses vírus na carcinogênese, de 
modo que o diagnóstico, tratamento e controle das infecções possam ser otimizados.

Os tipos de HPV de alto risco envolvidos na carcinogênese anogenital estão 
classificados dentro de três grupos filogenéticos, denominados “Espécie”, dois dos 
quais estão associados com o HPV-16 e HPV-18 (Espécie 9 e 7, respectivamente), 
e o terceiro que inclui tipos pouco estudados, HPV-30, -53, -56 e -66 (Espécie de 
HPV 6) (DE VILLIERS et al., 2004). De acordo com Prado et al., (2005), é necessário 
investigar se os modelos de diversificação intra-tipos de HPV, construída em grande 
parte, sob os paradigmas do HPV-16 e -18, possivelmente apoiado pelo HPV-31 e -35, 
seria aplicável a todos os HPV genitais. Além disso, é importante o estabelecimento de 
uma base de dados para o futuro, envolvendo estudos epidemiológicos, etiológicos, 
farmacêuticos e de vacinação, com intuito de entender melhor como a diversidade 
genética afeta a oncogenicidade viral.

O presente estudo teve como objetivo identificar a variabilidade genética do gene 
do capsídeo viral L1 dos HPV-16, -53 e -66 em amostras de Alagoas, Brasil.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	Amostras clínicas

As amostras incluídas no estudo foram obtidas de esfregaços cervicais de 
mulheres com diagnóstico citomorfológico e/ou histopatológico positivo para HPV, 
atendidas no Hospital Universitário, em Maceió, Alagoas. A coleta foi realizada com 
uma escova ginecológica, e em seguida a amostra foi estocada em uma solução 
tampão (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8). O DNA genômico foi extraído utilizando 
o illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo 
com as instruções dos fabricantes.

2.2	Amplificação da região L1 com primers degenerados e genotipagem viral

Fragmentos de cerca de 450pb do gene L1 de dez isolados de HPV-16, seis de 
HPV-53 e oito de HPV-66, foram amplificados com os primers degenerados MY09 e 
MY11 (Bernard et al., 1994). A reação de PCR continha 1µM de cada primer, 0,2mM 
de cada DNTP, 3mM de MgCl2, 20mM de tampão (pH 8), 1U de Taq DNA Polimerase 
(Ludwig Biotec, Rio Grande do Sul, Brasil) e 40ng de DNA. Trinta e cinco ciclos foram 
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executados na MJ Research PTC-100 Thermocycler com 94°C de desnaturação (30 
segundos), 55°C de pareamento (60 segundos), 72°C de extensão (60 segundos) e 
ainda uma extensão final por 10 minutos. Os amplicons produzidos pela PCR foram 
analisados em gel de agarose 1,2%, em seguida, os que apresentaram o tamanho 
esperado foram analisados por Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
para identificação do tipo viral (BERNARD et al., 1994).

2.3	Análise dos variantes de HPV

Os produtos de PCR de tamanho esperado foram automaticamente sequenciados 
no sequenciador Megabace System 500 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, 
NJ) usando o Kit DYEnamicTM ET Dye Terminator (MegaBACETM Amersham Pharmacia 
Biotech), sendo obtidas as duas sequências de DNA, senso e anti-senso. As amostras 
foram sequenciadas diretamente sem haver necessidade de clonagem. 

As sequências foram comparadas em relação à diversidade genética com outras 
sequências depositadas no GenBank e com as sequências de referência de cada 
tipo viral: HPV-16 (N° de acesso: U31794), -53 (N° de acesso: X74482) e -66 (N° de 
acesso: K02718). As sequências foram alinhadas utilizando a ferramenta Blast (basic 
local alignment search tool) (Altschul et al., 1997) seguida pelo alinhador mútiplo 
CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994). 

Para identificação de mutações no HPV-16, -53 e -66, as sequências foram 
comparadas com outras já descritas na literatura e disponíveis no GenBank (WHEELER 
et al., 1997; CERQUEIRA et al., 2003; PRADO et al., 2005). Todas as sequências foram 
depositadas no GenBank, com os seguintes números de acesso: HQ437997 (isolado 
Mac-215); HQ437998 (isolado Mac-223); HQ437999 (isolado Mac-225); HQ438000 
(isolado Mac-253); HQ438001 (isolado Mac-261); HQ438002 (isolado Mac-263); 
HQ438003 (isolado Mac-274); HQ438004 (isolado Mac-284); HQ438005 (isolado 
Mac-297); HQ438006 (isolado Mac-339); HQ438007 (isolado Mac-208); HQ438008 
(isolado Mac-271); HQ438009 (isolado Mac-272); HQ438010 (isolado Mac-277); 
HQ438011 (isolado Mac-291); HQ438012 (isolado Mac-307); HQ438013 (isolado Mac-
321); HQ438014 (isolado Mac-332); HQ438015 (isolado Mac-173); HQ438016 (isolado 
Mac-203); HQ438017 (isolado Mac-222); HQ438018 (isolado Mac-266); HQ438019 
(isolado Mac-309); HQ438020 (isolado Mac-360).

2.4	Análise Filogenética

Árvores filogenéticas foram construídas utilizando sequências de 205pb da região 
L1 obtidas neste estudo com sequências de outras partes do mundo anteriormente 
analisadas e disponíveis no GenBank. Para construção das árvores, foram utilizadas 
no total 64 sequências, sendo 34 de HPV-16, 14 de HPV-53 e 16 de HPV-66. A análise 
filogenética foi realizada por meio do método neighbour joining utilizando o programa 
Mega 4.1 (TAMURA et al., 2007). A confiabilidade da árvore foi avaliada através da 
análise de 1000 réplicas. 
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2.5	Aspectos Éticos

O trabalho foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Federal de Alagoas, 
sob o n° 017021/2006-17, e todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (TCLE).

3 | 	RESULTADOS

3.1	Variabilidade genética

Todos os 24 isolados de HPV-16, -53 e -66 previamente genotipados por RFLP, 
tiveram os tipos virais confirmados pelo sequenciamento do fragmento da região L1 
produzido pelo par de iniciadores MY09 e MY11.

Foi analisado um fragmento nucleotídico de 205pb da região L1 de dez isolados 
do HPV-16, seis do HPV-53 e oito do HPV-66. Todos os 10 isolados do HPV-16 
mostraram 100% de similaridade em relação à sequência referência. Em relação ao 
HPV-53, foi identificado um variante em quatro das seis amostras analisadas (Tabela 
1). O variante foi caracterizado por três variações nucleotídicas pontuais em relação à 
sequência referência. Também foi identificado 1 variante nos 8 isolados analisados do 
HPV-66 (Tabela 2). Os variantes foram caracterizados por 4 variações nucleotídicas 
pontuais em relação à sequência referência. As variações nucleotídicas identificadas 
nos isolados do HPV-53 e -66 não geraram nenhuma alteração na composição de 

aminoácidos destes isolados. 

HPV-53 Gene L1

Isolados
6
7
4
0

6
7
9
7

6
9
0
8

X74482 A T G

Mac-173 G C A

Mac-266 G C A

Mac-309 G C A

Mac-360 G C A

Tabela 1. Diversidade do gene L1 de variantes do HPV-53: Mac-173, Mac-266, Mac-309 e Mac-
360.

HPV-66 Gene L1

Isolados
6
8
4
9

6
8
5
5

6
8
5
8

6
9
2
7
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U31794 T C A G

Mac-208 C A G A

Mac-271 C A G A

Mac-272 C A G A

Mac-277 C A G A

Mac-291 C A G A

Mac-307 C A G A

Mac-321 C A G A

Mac-332 C A G A

Tabela 2. Diversidade do gene L1 de variantes do HPV-66: Mac-208, Mac-271, Mac-272, Mac-
277, Mac-291, Mac-307, Mac-321e Mac-332.

3.2	Análise filogenética

A análise filogenética foi realizada através do método neighbour joining, 
utilizando as sequências nucleotídicas do gene L1 descritas no presente estudo e 
outras disponíveis no GenBank. A análise filogenética obtida com todos os tipos 
em estudo evidencia o agrupamento característicos entre os tipos -16, -53 e -66. 
Representado por triângulos cinzas estão os variantes deste trabalho, por triângulos 
pretos as sequências referências de cada tipo viral, e os demais isolados são variantes 
depositados no GenBank (Figura 1). Os clusters formados com os isolados de HPV-
16, HPV-53 e HPV-66 mostraram valores significativos de bootstrap, 91%, 100% e 
99%, respectivamente. A árvore filogenética calculada com essas sequências e outras 
obtidas no GenBank mostrou ramificações profundas.
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Figura 1. Diversidade intratipos do HPV Diversidade intra-tipos do HPV-16, -53 e -66, baseada 
em um fragmento de 205pb do gene L1. 

Na análise do HPV-16, houve a formação de quatro ramos curtos, um deles é 
formado pelos isolados clone M4, DQ155283.1, Mac-223 e Mac-263, outro é composto 
pelos isolados Mac-297 e Mac-284, e os outros dois são formado apenas por isolados 
provenientes de outros estudos. Os isolados de HPV-16 obtidos neste estudo não 
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formaram nenhum ramo característico com os variantes étnicos (Af-1, Af-2 e AA).
Entre os isolados de HPV-53, os variantes aqui obtidos não formaram ramos 

característicos com outros isolados do mundo. Os 4 variantes (Mac-360, Mac-173, 
Mac-209, Mac-266) ficaram agrupados entre si. Na filogenia do HPV-66, houve a 
formação de dois ramos curtos. Um ramo contém o HPV-66 referência e 3 variantes 
do GenBank e o outro contêm 12 isolados, sendo 4 variantes do GenBank e todos os 
8 isolados do único variante de HPV-66 aqui obtido.

 

4 | 	DISCUSSÃO

O objetivo deste estudo foi identificar mutações no gene do capsídeo viral L1, dos 
HPV-16, -53 e -66, em Alagoas, Brasil. Variações nucleotídicas são bem documentadas 
para tipos mais prevalentes como HPV-6, -11, -16 e -18. Entretanto, poucos estudos 
envolvendo variantes moleculares de HPV menos prevalentes foram publicados 
(RAIOL et al., 2009). No Brasil, a maioria dos estudos referentes à prevalência de 
HPV de alto risco é proveniente da região sudeste (OLIVEIRA-SILVA et al., 2011). Até 
o momento, na região nordeste do Brasil não existe nenhum dado sobre identificação 
de variantes moleculares de HPV de alto risco menos prevalentes.

Diversos estudos biomoleculares de HPV de alto risco, indicam que mutações na 
região de controle LCR do HPV podem alterar as propiedades intrísicas das proteínas 
E6 e E7 e seus níveis de expressão, ocasionando diferenças na patogenicidade dos 
variantes de HPV oncogênicos (BERNARD et al., 2006). Além disso, essas variações 
nucleotídicas podem afetar a montagem do vírus, a resposta imunológica, degradação 
da p53, imortalização e a regulação da transcrição (HILDESHEIM et al., 2001; PANDE 
et al., 2008).

O HPV 16 é o tipo mais comumente encontrado em câncer cervical e lesões 
intraepiteliais cervicais no mundo (50-70%) (SMITH et al., 2007). Diversos trabalhos 
no mundo evidenciam que variações genômicas no HPV-16 têm relevância na 
infectividade e patogenicidade viral (ZEHBE et al., 1998; HILDESHEIM et al., 2001; 
PANDE et al., 2008). Para Pista et al., (2007) estas variações poderiam influenciar na 
persistência da infecção e progressão para câncer invasivo, o que explicaria a alta 
prevalência do câncer cervical e suas patologias em alguns países.

O HPV-53 foi originalmente isolado de esfregaços cervicais em mulheres grávidas 
sem anormalidades clínicas e citológicas (GALLAHAN et al., 1989). Atualmente é 
encontrado associado a lesões cervicais de alto grau, e estudos epidemiológicos 
reportam prevalência de até 4,9% em neoplasias de alto grau (WHEELER et al., 
2008). O HPV-66 considerado de alto risco foi detectado originalmente em biópsias de 
pacientes com carcinoma invasivo na cérvice uterina (TAWHEED et al., 1991), e hoje 
é encontrado em lesões neoplásicas de grau II e III e cânceres cervicais. 

O variante identificado do HPV-53 neste trabalho foi caracterizado por três 
alterações nucleotídicas, sendo duas já descritas (CERQUEIRA et al., 2003; PRADO 
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et al., 2005) e uma nova mutação, no nucleotídeo 6797 (T por C). Todos os oito 
isolados do único variante de HPV-66 identificado compartilham quatro alterações 
nucleotídicas, também identificadas em outros variantes do mundo (CERQUEIRA et 
al., 2003; PRADO et al., 2005).

A análise filogenética mostrou os agrupamentos esperados, de acordo com DE 
VILLIERS et al., (2004), entre os tipos HPV-16 (Espécie 9) e HPV-53 e -66 (Espécie 
6). Filogeneticamente neste trabalho não houve a formação de dicotomia profunda, 
apenas a formação de ramos curtos, típico de alguns variantes já estudados dos HPV-
2, -5, -6, -11, -16, -18, -27 e -57 (DEAU et al., 1993; HO et al., 1993; ONG et al., 1993; 
HEINZEL et al., 1995; STEWART et al., 1996; CHAN et al., 1997; YAMANDA et al., 
1997). Em relação à etnia, os isolados aqui obtidos não se agruparam com nenhum 
dos variantes étnicos, sendo classificados, portanto, como variantes europeus pela 
sua similaridade com o isolado europeu referência do HPV-16. 

Na análise filogenética do HPV-53 e -66, os isolados não formaram ramos distintos 
com outros isolados do mundo. Todos os variantes do HPV-53 ficaram agrupados 
entre si, resultado da similaridade nucleotídica destes isolados. 

Para Calleja-Macias et al., (2005), a limitada diversidade genômica intra-tipos 
de HPV é surpreendente., Isso muito provavelmente aconteceu pelo processo de 
deriva genética e eventos de expansão/redução, típico de um gargalo evolucionário. 
Apesar do reduzido número de amostras analisadas, essa limitada diversidade pode 
ser confirmada neste trabalho, uma vez que muitos isolados compartilham as mesmas 
alterações nucleotídicas, inclusive, em comparação com diversos isolados de todo o 
mundo.

A prevalência em algumas partes no mundo do HPV-53 e -66, associada a 
neoplasias de alto grau, é de 4,9% e 2,3%, respectivamente (WHEELER et al., 2009). 
Já no Brasil, os dados referentes aos tipos menos prevalentes não são conclusivos. 
De acordo com Krambeck et al., (2008), em um estudo realizado a prevalência no 
Brasil, a prevalência dos tipos HPV-53 e -66 foi de 4,0% e 4,5%, respectivamente. 
A identificação de variantes moleculares dos tipos HPV-53 e -66 na região nordeste 
do Brasil, com mutações encontradas em várias partes do mundo, até o momento é 
inédito. Porém estudos mais abrangentes são necessários, principalmente aqueles 
que envolvam a relação entre a caracterização genética, expressão de proteínas e 
associação com o possível efeito clínico (oncogenicidade e imunização). Com intuito 
final de tentar reduzir a mortalidade por câncer cervical no mundo, especialmente no 
Brasil onde este tipo de câncer ainda é um grave problema de saúde pública.

5 | 	CONCLUSÃO

Conclui-se que em Alagoas existem variantes moleculares dos tipos HPV-53 e 
HPV-66  com mutações encontradas em várias partes do mundo. Porém estudos mais 
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abrangentes são necessários, principalmente aqueles que envolvam a relação entre 
a caracterização genética, expressão de proteínas e associação com o possível efeito 
clínico (oncogenicidade e imunização).
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