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1. Introdução 

 

 Os Papilomavírus Humano (HPVs) são vírus DNA, pequenos, pertencentes à 

família Papillomaviridae. Suas partículas medem aproximadamente 55nm de diâmetro, 

tem forma icosaédrica e não são envelopados. O DNA viral é associado com proteínas 

histone-like, possuindo aproximadamente 8000 pares de bases e é encapsulado por 

72 capsômeros1. Foram descritos mais de 120 tipos que infectam o homem e 

representam diferentes repercussões clínicas1, destes, aproximadamente 40 infectam 

especificamente o trato anogenital2,3. Os HPVs apresentam tropismo para infectar a 

camada basal de epitélios, através de micro-lesões, induzindo lesões proliferativas2. 

 

1.1. Estrutura Genética do HPV 

 A organização molecular do genoma do HPV é dividida em três domínios: 

genes precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7; genes tardios, L1 e L2 que codificam as 

proteínas do capsídeo viral, e a região LCR, controladora da expressão gênica e da 

replicação do DNA; sendo que as regiões E6, E7 e L1 se apresentam com maior 

similaridade entre os diferentes genótipos4. Os genes da região precoce E1 e E2 estão 

envolvidos na replicação e no controle da transcrição do DNA viral; E4 na maturação e 

liberação das partículas virais para o meio extracelular5 e E5, E6 e E7 na imortalização 

e transformação celular6, codificando proteínas relacionadas a funções de estimulação 

do crescimento e evasão do sistema imune7. O gene E5 aumenta a sinalização 

iniciada pelo receptor do fator de crescimento epidermal (EGF), estimulando a 

proliferação celular e a replicação viral8,9, sendo expresso somente nos estágios 

iniciais da infecção pelo HPV7. Os genes E6 e E7 são expressos na forma de um único 

RNA mensageiro (RNAm) policistrônico transcrito da região promotora E6/E7.   

 As oncoproteínas E6 e E7 ao interferirem diretamente no ciclo celular, induzem 

uma fase S alterada e conseqüente alteração da duplicação do DNA celular. A 
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proteína E6, codificada por HPV de alto risco oncogênico, é capaz de se ligar a 

proteína celular E6AP, degradando a proteína supressora de tumor p53 através da via 

da ubiquitinação10-12. A associação de E7 com a proteína pRb está bem caracterizada 

na literatura13-15. A pRb é reguladora negativa do ciclo celular que impede a entrada na 

fase S e está associada a família E2F de fatores de transcrição. A ligação E7/pRb 

libera o fator de transcrição E2F do complexo pRB-E2F levando a expressão de 

proteínas necessárias para a replicação do DNA viral13-15. Dessa maneira, E6 e E7 

contribuem para a imortalização das células infectadas pelo vírus16.  

 

1.2. Métodos Diagnósticos  

 Os métodos de diagnósticos morfológicos permitem a identificação de lesões 

HPV induzidas. Resumidamente, são disponíveis os exames clínicos (inspeção visual 

com adição de lugol ou ácido acético), colposcopia, citologia oncótica e histopatologia. 

A identificação da infecção por HPV propriamente dita é realizada por métodos de 

biologia molecular, tais como captura híbrida, hibridização in situ, análise de restrição 

de fragmentos polimórficos (RFLP) e reação em cadeia da polimerase (PCR) 17-21. Com 

a melhoria da qualidade das metodologias moleculares utilizadas para a identificação 

do DNA viral, a prevalência do HPV passou a ser detectado em 70-90% das lesões 

intraepiteliais de alto grau (LIEAG), 20-50% em lesões intraepiteliais de baixo grau 

(LIEBG), 50% das atipias de significado indeterminado em células escamosas 

(ASCUS) e em atipias de células glandulares (AGUS), 70-90% em câncer anal, 50 a 

90% em câncer de pênis e 33-72% em câncer de cavidade oral e orofaringe22-24. 

  

1.3.  Infecção pelo HPV e Genotipagem 

O primeiro passo da infecção viral ocorre com adesão da partícula viral na 

célula, interagindo com receptores, os quais permitem a entrada do mesmo, através 

do reconhecimento de proteínas produzidas pelo próprio vírus. Essa infecção está 
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relacionada com o grau de diferenciação do epitélio e ocorre nas células epiteliais da 

camada basal, através de microlesões. Após a entrada da partícula viral, há formação 

de vesículas e essas levam os vírus até o núcleo da célula. Os poros da membrana 

nuclear podem servir de porta de entrada para tais agentes, que ao entrarem no 

núcleo, fundem o seu genoma com o da célula hospedeira, utilizando a alta 

capacidade destas células de se reproduzirem, fazendo com que este produza RNAm 

para proteínas virais1. Embora o vírus possa infectar apenas as células escamosas 

imaturas, a replicação de HPV ocorre nas células escamosas em maturação 

resultando em um efeito citopático, “atipia coilocítica” que consiste em atipia nuclear e 

um halo citoplasmático perinuclear25. Nas camadas mais diferenciadas do epitélio, o 

DNA viral é empacotado em novos capsídeos e a progênie viral é liberada junto com a 

descamação das células epiteliais5.   

   Os HPVs genitais são classificados de acordo com seu potencial na indução 

do câncer: genótipos de alto risco oncogênico (16,18,31,33,35,39,45,51,52, 58 e 69) e 

genótipos de baixo risco oncogênico (6,11,40,42,43,54,61)2,14,26,27. Os HPVs de baixo 

risco oncogênicos estão predominantemente associados aos condilomas genitais 

benignos, sendo os mais comuns os genótipos 6 e 11. A infecção persistente pelos 

genótipos de alto risco oncogênicos estão associados, entre outras neoplasias, ao 

desenvolvimento das lesões precursoras e do câncer do colo do útero, causados pela 

integração do genoma viral ao DNA do hospedeiro14,28. 

 

1.4.  Lesões HPV induzidas 

 As lesões intraepiteliais cervicais abrangem o espectro de anormalidades 

epiteliais escamosas não-invasivas associadas ao HPV, que vão desde as alterações 

celulares associadas à infecção transitória pelo HPV, até as alterações celulares 

anormais que, segundo o sistema Bethesda são divididas em LIEBG e LIEAG29.  Nas 

LIEBG, evidenciam se células superficiais e/ou intermediárias com núcleos 
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aumentados de até 50% do tamanho da célula, com perfil irregular, disceratose, 

cromatina geralmente em grumos grosseiros, binucleação ou multinucleação e 

presença de coilócitos29. Estão associadas à infecção produtiva por HPV com células 

escamosas atípicas imaturas confinadas ao terço inferior do epitélio25.  Já nas LIEAG, 

observam-se alterações mais intensas como células menos maduras em relação ao 

tamanho das células parabasais, dispostas em agregados do tipo sincício ou isoladas 

e grupos celulares coesos em fileira, núcleo aumentado em até dois terços do 

tamanho da célula, hipercromático, com cromatina granulosa, multinucleação, 

contorno irregular da membrana nuclear e aumento da relação núcleo/citoplasma29. 

Nestas lesões, ocorre uma desregulação progressiva do ciclo celular pelo HPV, que 

resulta em aumento da proliferação celular, diminuição ou parada da maturação 

epitelial e menor taxa de replicação viral, com células escamosas atípicas imaturas 

expandidas para dois terços da espessura epitelial25. 

O carcinoma epidermóide invasor apresenta alterações características, tais 

como presença de número reduzido de células com macronucléolos proeminentes, 

cromatina grosseiramente irregular com aspecto de “tinta Nankin” e diátese tumoral29. 

São compostos por ninhos e projeções de epitélio escamoso maligno, queratinizado 

ou não, invadindo o estroma cervical subjacente25. É o segundo tumor maligno mais 

comum em mulheres no mundo, com aproximadamente 500.000 novos casos 

diagnosticados responsáveis por 230.000 mortes registradas a cada ano30,31, e seu 

desenvolvimento é um processo de múltiplas etapas que envolvem estágios 

precursores pré-invasivos14. Ostör32 enfatizou o conhecimento de que o carcinoma do 

colo do útero evolui a partir da lesão precursora incipiente, embora nem todas as 

lesões evoluam para carcinoma invasivo, visto que algumas lesões intraepiteliais 

regridem e em parte dos indivíduos expostos, o HPV permanece inativo na forma 

latente por um longo prazo33. Essa evolução depende também dos fatores de risco 

relacionados a características tanto do hospedeiro quanto do vírus, como exposição 

ao HPV, oncogenicidade viral, ineficiência da resposta imunológica, múltiplos parceiros 
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sexuais, idade precoce na primeira relação sexual, imunossupressão, uso de 

contraceptivos orais e tabagismo25. 

  

1.5.  Marcadores de Progressão de Lesões do Colo do Útero  

  

 Embora o genótipo viral seja importante marcador para progressão das lesões 

do colo do útero, outros preditores têm sido estudados para determinar o resultado 

clínico, principalmente de mulheres com LIEBG e infectadas por genótipos virais de 

alto risco oncogênico34. Dentre esses marcadores, o estado de incorporação do HPV e 

o aumento da carga viral relacionado com severidade das lesões cervicais têm sido 

destaque em estudos recentes34-37. O genoma do HPV pode existir em duas formas 

físicas: uma forma circular fechada epissomal ou linearizadas e integrado ao genoma 

do hospedeiro38. A forma epissomal do vírus é normalmente encontrada na infecção 

comum ou nas lesões pré-neoplásicas, já na maioria dos carcinomas, observa-se que 

o HPV encontra-se integrado ou na forma epissomal e integrada ao DNA da célula 

hospedeira35,39-41. Este estado de integração do vírus leva a disrupção ou deleção da 

ORF E2, resultando na falta de expressão da respectiva proteína e conseqüente up-

regulation das proteínas E6 e E7 que contribui para progressão das lesões e para a 

imortalização das células infectadas14,15,34. Nesse sentido, a integração dos genótipos 

de alto risco oncogênico tem sido considerada marcador para progressão ao câncer 

cervical42. 

 Em relação à carga viral, van Duin et al.43 descreveram que mulheres com 

citologia normal e carga viral superior a 2,4x104 cópias tem risco aumentado para 

desenvolverem LIEAG e entre as mulheres com citologia anormal, aquelas com carga 

viral superior a 4,3x106 cópias apresentam risco elevado para LIEAG. Nessa mesma 

linha, Monnier-Benoit et al.44 encontraram aumento na incidência de LIEAG, de 14% 

em mulheres com carga viral inferior a 200 cópias/103 células para 48% em mulheres 

com carga superior a esse limite. Entretanto, alguns estudos em relação a esses 



7 
 

marcadores ainda são controversos14,45,46 e há tentativa expressiva de se estabelecer 

um limite para  carga viral a fim de avaliar os riscos de progressão dessas lesões.  

  

1.6.  Progressão de Lesões do Colo do Útero e Resposta Imune  

 

 A resposta imune tem um papel importante na história natural da infecção pelo 

HPV na cérvice uterina, tanto na persistência viral como no desenvolvimento do 

câncer do colo do útero47,48 pois as citocinas são importantes reguladores da 

transcrição do HPV49. As citocinas são proteínas secretadas pelos leucócitos e outras 

células do organismo em resposta a diferentes estímulos. Interleucinas (IL) como IL-2, 

IL-12 e interferon (IFN-γ) encontram-se entre as citocinas produzidas por células Th1, 

sendo esta associada à resposta mediada por células, particularmente em resistência 

à patógenos intracelulares, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 são citocinas de 

perfil Th2, que estão envolvidas na resposta humoral e produção de imunoglobulina 

E50-52.  

  Muitos estudos sugerem que o padrão Th1 contribui para o estímulo da 

imunidade celular contra o desenvolvimento da neoplasia associada à infecção pelo 

HPV, e está relacionado com clearance dessa infecção. Sugerem também que o 

padrão Th2 está associado com persistência da infecção viral e com desenvolvimento 

de neoplasias53-55.  Tais estudos assumem ainda que o sistema imune do hospedeiro e 

em particular, a resposta imune local do trato genital inferior, é importante para a 

sobrevivência do HPV, relacionando-o às neoplasias do colo do útero. 

   Sharma et al.52 relataram que, em sobrenadante de cultura de células 

mononucleares do sangue periférico, o nível de IL-2 esteve significantemente reduzido 

de acordo com a severidade da lesão cervical e em mulheres com carcinoma invasor, 

enquanto que o nível de IFN-γ esteve reduzido somente em pacientes com câncer do 

colo do útero.  Ainda nesse estudo, níveis elevados de IL-4 e IL-10 foram detectados 
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em todas as pacientes com carcinoma cervical e com lesão intraepitelial de alto grau, 

quando comparados com lesão intraepitelial de baixo grau e com pacientes controles, 

sugerindo que o padrão Th1 e o Th2 estiveram significantemente correlacionados com 

a presença do HPV.  Nessa mesma linha, Tsukui et al.56 demonstraram que o padrão 

de citocinas Th1, especialmente a produção de IL-2, em resposta ao HPV16 está 

diminuída em pacientes com lesão intraepitelial de alto grau e carcinoma cervical 

comparada com mulheres com citologia normal. Estes achados são consistentes com 

a hipótese de que a produção de citocinas protetoras da imunidade mediada por 

células é deficiente em mulheres com infecção por HPV e que a progressão para 

lesões precursoras do câncer do colo do útero pode estar associada com a alteração 

do padrão Th1 para Th2, com a produção de citocinas imuno-regulatórias. Por outro 

lado, Nguyen et al.57 descreveram que citocinas de padrão Th1 (IL-2, IFN-γ, TNF-α) e 

do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) não foram induzidas significantemente no conteúdo 

vaginal de pacientes com carcinoma cervical em relação à ausência dessa condição. 

  Bais et al.58 investigando o efeito da infecção pelo HPV sobre a capacidade de 

produção de citocinas em cultura de células mononucleares do sangue periférico 

durante a carcinogênese do carcinoma cervical, observaram que as relações Th1/Th2 

diminuíram com a progressão das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC II para NIC 

III) e aumentaram de NIC III para carcinoma invasor. Segundo esses autores58, 

significantes mudanças na cinética de produção de citocinas, na resposta imune tipo 

Th2, no soro de mulheres com displasia cervical ocorrem progressivamente do estágio 

de NIC II para NIC III.  

  Tijong et al.59 avaliando níveis de citocinas no lavado cérvico-vaginal de 

mulheres com neoplasia intraepitelial cervical e com câncer cervical, relataram que os 

níveis de IL-12 p40, IL-10, TGF-β, TNF-α e IL-1β estavam significantemente elevados 

em pacientes com câncer cervical em relação às lesões precursoras, demonstrando 

alterações no ambiente imune cervical local em pacientes com câncer cervical.  
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 Em estudo recente, Song et al.47 utilizando a técnica de PCR em tempo real 

para quantificar IFN-γ, IL-10, IL-6 e TNF−α em cortes histológicos de lesão 

intraepitelial de baixo grau, sugeriram que o IFN-γ intralesional pode ser considerado 

marcador para clearance de HPV de alto risco após 12 meses de follow-up. Ainda 

segundo esses autores, outros fatores como idade, níveis de IL-10, IL-6 e TNF-α, 

hábito tabagista e uso de anticoncepcional oral não estiveram associados 

significantemente com HPV de alto risco positivo ou negativo, após 12 meses de 

follow-up, em pacientes com lesão intraepitelial de baixo grau não tratadas. 

  Considerando que o melhor entendimento do papel das citocinas no 

desenvolvimento das neoplasias cervicais teria importantes implicações nas terapias 

imunes e estratégias de vacinação, o estudo do padrão de citocinas no soro e na 

secreção cervical se justifica.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



10 
 

 
2. Referências Bibliográficas* 

 

1. Schiller JT, Day PM, Kines RC. Current understanding of the mechanism of 

HPV infection. Gynecol Oncol 2010;118:S12-7. 

2. zur Hausen H. Papillomavirus infections - a major cause of human cancers. 

Biochim Biophys Acta 1996:1288:F55-78. 

3. de Villiers EM, Fauquet C, Broker TR, Bernard HU, zur Hausen H. 

Classification of papillomaviruses. Virology 2004;324:17-27. 

4. Bernaud HU, Calleja-Macias IE, Dunn ST. Genome variation of human 

papillomavirus types: phylogenetic and medical implications. Int J Cancer 

2006;118:1071-6. 

5. Hebner CM, Laimins LA. Human papillomaviruses: basic mechanisms of 

pathogenesis and oncogenicity. Rev Med Virol 2006;16:83-97. 

6. zur Hausen H. Papillomaviruses causing cancer: evasion from host cell control 

in early events in carcinogenesis. J Natl Cancer Inst 2000;92:690-8. 

7. O`Brien PM, Saveria Campo M. Evasion of host immunity directed by 

papillomavirus-encoded proteins. Virus Res 2002;88:103-17. 

8. Straight SW, Hinkle PM, Jewers RJ, McCance DJ. The E5 oncoprotein of 

human papillomavirus type 16 transforms fibroblasts and effects the 

downregulation of the epidermal growth factor receptor in keratinocytes. J Virol 

1993;67:4521-32.  

9. Straight SW, Herman B, McCance DJ. The E5 oncoprotein of human 

papillomavirus type 16 inhibits the acidification of endosomes in human 

keratinocytes. J Virol 1995;69:3185-92. 

10. Mantovani F, Banks L. The interaction between p53 and papillomaviruses. 

Semin Cancer Biol 1999;9:387-95.  

11. Scheffner M, Werness BA, Huibregtse JM, Levine AJ, Howley PM. The E6 

oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 promotes the 

degradation of p53. Cell 1990;63:1129-36. 

12. Scheffner M. Ubiquitin, E6-AP, and their role in p53 inactivation. Pharmacol 

Ther 1998;78:129-39. 

13. Doorbar J. The papillomavirus life cycle. J Clin Virol 2005;32:S7-15. 

 

 

 

* Referências elaboradas de acordo com o International Commitee of Medical Journal Editors. Uniform 
requirements for manuscripts submitted to Biomedical Journal. Ann Intern Med 1997;126:36-47. 



11 
 

14. Yoshida T, Sano T, Kanuma T, Owada N, Sakurai S, Fukuda T, et al. 

Quantitative real-time polymerase chain reaction analysis of the type 

distribution, viral load, and physical status of human papillomavirus in liquid-

based cytology samples from cervical lesions. Int J Gynecol Cancer 

2008;18:121-7.  

15. Guo M, Sneige N, Silva EG, Jan YJ, Cogdell DE, Lin E, et al. Distribution and 

viral load of eight oncogenic types of human papillomavirus (HPV) and HPV 

16 integration status in cervical intraepithelial neoplasia and carcinoma. Mod 

Pathol 2007;20:256-66. 

16. Munger K, Howley PM. Human papillomavirus immortalization and 

transformation functions. Virus Res 2002;89:213-28. 

17. Zaravinos A, Mammas IN, Sourvinos G, Spandidos DA. Molecular detection 

methods of human papillomavirus (HPV). Int J Biol Markers 2009;24:215-22. 

18. Denny LA, Wright TC Jr. Human papillomavirus testing and screening. Best 

Pract Res Clin Obstet Gynaecol 2005;19:501-15. 

19. Cuzick J, Arbyn M, Sankaranarayanan R, Tsu V, Ronco G, Mayrand MH, et al. 

Overview of human papillomavirus based and other novel options for cervical 

cancer screening in developed and developing countries. Vaccine 2008; 26: 

K29–K41. 

20. Brink AA, Snijders PJ, Meijer CJ. HPV detection methods. Dis Markers 2007; 

23: 273-81. 

21. Milutin Gasperov N, Sabol I, Matovina M, Spaventi S, Grce M. Detection and 

typing of human papillomaviruses combining different methods: polymerase 

chain reaction, restriction fragment length polymorphism, line probe assay and 

sequencing. Pathol Oncol Res 2008;14:355-63. 

22.  Castelsagué X. Natural history and epidemiology of HPV infection and 

cervical cancer. Gynecol Oncol 2008; 110:S4-S7. 

23.  Giuliano AR, Tortorelo-Luna G, Ferrer E, Burchell  AN, Sanjose S, Kjaer SK, 

et al. Epidemiology of human papillomavirus infection in men, cancer other  

than carvical and benign conditions. Vaccine  2008; 26:K17-K28. 

24.  Hoots BE, Palesfsky JM, Pimenta JM, Smith JS. Human papillomavirus type 

distribution in anal cancer and anal intraepithelial lesions. Int J Cancer 

2009;124:2375-83. 

25. Kumar V, Abbas AK, Fausto N, Aster JC. Robbins e Cotran, Patologia: bases 

patológicas das doenças. 8ª Ed., Rio de Janeiro: Elsevier; 2010.p.1026-31. 



12 
 

26. Lorincz AT, Reid R, Jenson AB, Greenberg MD, Lancaster W, Kurman RJ. 

Human papillomavirus infection of the cervix: relative risk associations of 15 

common anogenital types. Obstet Gynecol 1992;79:328-37. 

27. Lowy DR, Kirnbauer R, Schiller JT. Genital human papillomavirus infection. 

Proc Natl Acad Sci USA 1994;91:2436-40. 

28. Schlecht NF, Kulaga S, Robitaille J, Ferreira S, Santos M, Miyamura RA, et al. 

Persistent human papillomavirus infection as a predictor of cervical 

intraepithelial neoplasia. JAMA 2001;286:3106-14. 

29. Solomon D, Davey D, Kurman R, Moriarty A, O`Connor D, Prey M, et al. The 

2001 Bethesda System: terminology for reporting results of cervical cytology. 

JAMA 2002;287: 2114-9. 

30. Parkin DM, Bray FI, Devesa SS. Cancer burden in the year 2000. The global 

picture. Eur J Cancer 2001;37:S4-66. 

31. Pisani P, Bray F, Parkin DM. Estimates of the world-wide prevalence of cancer 

for 25 sites in the adult population. Int J Cancer 2002;97:72-81. 

32. Ostör AG. Natural history of cervical intraepithelial neoplasia: a critical review. 

Int J Gynecol Pathol 1993;12:186-92. 

33. Perez M, Gil AO, Wroclawski ER, Guidi HGC, Schiavini JL, Carvalho JJM. 

HPV no homem In: I Consenso Brasileiro de HPV. 1ª Ed., São Paulo: Editora 

BG e Produções Culturais Ltda; 2000.p.7-16. 

34. Cricca M, Morselli-Labate AM, Venturoli S, Ambretti S, Gentilomi GA, 

Gallinella G, et al. Viral DNA load, physical status and E2/E6 ratio as markers 

to grade HPV16 positive women for high-grade cervical lesions. Gynecol 

Oncol 2007;106:549-57. 

35. Peitsaro P, Johansson B, Syrjänen S. Integrated human papillomavirus type 

16 is frequently found in cervical cancer precursors as demonstrated by a 

novel quantitative real-time PCR technique. J Clin Microbiol 2002;40:886-91.  

36. Fiander AN, Hart KW, Hibbitts SJ, Rieck GC, Tristram AJ, Beukenholdt RW, et 

al. Variation in human papillomavirus type-16 viral load within different 

histological grades of cervical neoplasia. J Med Virol 2007;79:1366-9. 

37. Moberg M, Gustavsson I, Gyllensten U. Real-time PCR-based system for 

simultaneous quantification of human papillomavirus types associated with 

high risk of cervical cancer. J Clin Microbiol 2003;41:3221-8. 

38. Cheung JL, Cheung TH, Ng CW, Yu MY, Wong MC, Siu SS, et al. Analysis of 

human papillomavirus type 18 load and integration status from low-grade 

cervical lesion to invasive cervical cancer. J Clin Microbiol 2009;47:287-93. 



13 
 

39. Kulmala SM, Syrjänen SM, Gyllensten UB, Shabalova IP, Petrovichev N, Tosi 

P, et al. Early integration of high copy HPV16 detectable in women with 

normal and low grade cervical cytology and histology. J Clin Pathol 

2006;59:513-7.  

40. Fontaine J, Hankins C, Mayrand MH, Lefevre J, Money D, Gagnon S, et al. 

High levels of HPV-16 DNA are associated with high-grade cervical lesions in 

women at risk or infected with HIV. AIDS 2005;19:785-94. 

41. Stoler MH, Rhodes CR, Whitbeck A, Wolinsky SM, Chow LT, Broker TR. 

Human papillomavirus type 16 and 18 gene expression in cervical neoplasia. 

Hum Pathol 1992;23:117-28. 

42. Doorbar J.  Papillomavirus life cycle organization and biomarker selection. Dis 

Markers 2007;23:297-313. 

43. van Duin M, Snijders PJ, Schrijnemakers HF, Voorhorst FJ, Rozendaal L, 

Nobbenhuis MA, et al. Human papillomavirus 16 load in normal and abnormal 

cervical scrapes: an indicator of CIN II/III and viral clearance. Int J Cancer 

2002;98:590-5. 

44. Monnier-Benoit S, Mauny F, Riethmuller D, Guerrini JS, C�pîlna M, Félix S, et 

al. Immunohistochemical analysis of CD4+ and CD8+ T-cell subsets in high 

risk human papillomavirus-associated pre-malignant and malignant lesions of 

the uterine cervix. Gynecol Oncol 2006;102:22-31. 

45. Ramanakumar AV, Goncalves O, Richardson H, Tellier P, Ferenczy A, 

Coutlée F, et al. Human papillomavirus (HPV) types 16, 18, 31, 45 DNA loads 

and HPV-16 integration in persistent and transient infections in young women. 

BMC Infect Dis  2010;10:326. 

46. Cheung JL, Lo KW, Cheung TH, Tang JW, Chan PK. Viral load, E2 gene 

disruption status, and lineage of human papillomavirus type 16 infection in 

cervical neoplasia. J Infect Dis 2006;194:1706-12.  

47. Song SH, Lee JK, Lee NW, Saw HS, Kang JS, Lee KW. Interferon-gamma 

(IFN-gamma): a possible prognostic marker for clearance of high-risk human 

papillomavirus (HPV). Gynecol Oncol 2008;108:543-8. 

48. Azar KK, Tani M, Yasuda H, Sakai A, Inoue M, Sasagawa T. Increased 

secretion patterns of interleukin-10 and tumor necrosis factor-alpha in cervical 

squamous intraepithelial lesions. Hum Pathol 2004;35:1376-84. 

49. Kyo S, Inoue M, Hayasaka N, Inoue T, Yutsudo M, Tanizawa O, et al. 

Regulation of early gene expression of human papillomavirus type 16 by 

inflammatory cytokines. Virology 1994;200:130-9. 



14 
 

50. Jarnicki AG, Fallon PG. T helper type-2 cytokine responses: potential 

therapeutic targets. Cur Opinion Pharmacology. 2003;3:449-55.  

51. Spellberg B, Edwards JE Jr. Type 1/Type 2 immunity in infectious diseases. 

Clin Infect Dis 2001;32:76-102. 

52. Sharma A, Rajappa M, Saxena A, Sharma M. Cytokine profile in Indian 

women with cervical intraepithelial neoplasia and cancer cervix. Int J Gynecol 

Cancer 2007;17:879-85. 

53. Wu TC, Kurman RJ. Analysis of cytokine profiles in patients with human 

papillomavirus-associated neoplasms. J Natl Cancer Inst 1997;89:185-7. 

54. Scott M, Nakagawa M, Moscicki AB. Cell-mediated immune response to 

human papillomavirus infection. Clin Diagn Lab Immunol 2001;8:209-20.  

55. Farzaneh F, Roberts S, Mandal D, Ollier B, Winters U, Kitchener HC, et al. 

The IL-10 -1082G polymorphism is associated with clearance of HPV 

infection. BJOG 2006;113:961-4. 

56. Tsukui T, Hildesheim A, Schiffman MH, Lucci J, Contois D, Lawler P, et al. 

Interleukin 2 production in vitro by peripheral lymphocytes in response to 

human papillomavirus-derived peptides: correlation with cervical pathology. 

Cancer Res 1996;56:3967-74. 

57. Nguyen HH, Broker TR, Chow LT, Alvarez RD, Vu HL, Andrasi J, et al. 

Immune responses to human papillomavirus in genital tract of women with 

cervical cancer. Gynecol Oncol 2005;96:452-61. 

58. Bais AG, Beckmann I, Ewing PC, Eijkemans MJ, Meijer CJ, Snijders PJ, et al. 

Cytokine release in HR-HPV(+) women without and with cervical dysplasia 

(CIN II and III) or carcinoma, compared with HR-HPV(-) controls. Mediators 

Inflamm 2007;2007:1-8. 

59. Tjiong MY, van der Vange N, ter Schegget JS, Burger MP, ten Kate FW, Out 

TA. Cytokines in cervicovaginal washing fluid from patients with cervical 

neoplasia. Cytokine 2001;14:357-60. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



15 
 

 
 
 
Resumo  

Introdução: A infecção por Papilomavírus Humano (HPV) oncogênico é o fator de risco mais 

importante para desenvolvimento de lesões intraepiteliais bem como para o carcinoma 

epidermóide invasor. A resposta imune tem um papel importante na história natural da infecção 

pelo HPV na cérvice uterina estando envolvida na persistência viral e na progressão das 

lesões. As citocinas são moléculas reguladoras da transcrição do HPV, sendo que o padrão 

Th1 contribui para o desenvolvimento da imunidade celular contra a neoplasia e infecção pelo 

HPV, e está relacionado com clearance dessa infecção. O padrão Th2 está associado com a 

persistência da infecção viral e com a progressão das lesões. Objetivo: Avaliar a concentração 

de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-α na secreção cervical e no soro de mulheres 

portadoras de lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto grau 

(LIEAG) e carcinoma epidermóide invasor (CE). Pacientes e Métodos: Foram incluídas no 

estudo 109 mulheres com diagnóstico histopatológico de LIEBG (n=16), LIEAG (n=40), CE 

(n=13) e 40 mulheres com suspeita de doença HPV induzida, mas sem alterações 

histopatológicas na biópsia do colo do útero (grupo controle), atendidas no Ambulatório de 

Colposcopia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e no Ambulatório de Ginecologia 

Preventiva do Hospital Amaral Carvalho, Jaú, SP. Durante o exame especular foi coletada a 

secreção cervical com cytobrush para determinação do perfil de citocinas. O sangue periférico 

das mulheres incluídas no estudo foi colhido por punção venosa, em volume de 10mL e os 

padrões de citocinas no soro e na secreção cervical foram avaliados por ensaio 

imunoenzimático (ELISA). A pesquisa de HPV nas biópsias foi realizada empregando-se a 

técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers específicos (MY9/11 e 

GP5+/GP6+) e a genotipagem foi realizada empregando-se a técnica de PCR primers 

específicos e confirmada pela técnica de análise de restrição de fragmentos polimórficos 

(RFLP). Os dados sócio-demográficos e ginecológicos foram obtidos por entrevista no 

momento da inclusão da paciente no estudo. Resultados: Em relação às características das 

pacientes, 78,9% eram brancas, 60,5% relataram união estável, 24,8% concluíram o 2º grau, 

37,6% eram fumantes, 57,8% tiveram pelo menos 3 parceiros sexuais durante a vida, 8,3% 

relataram história de DST anterior e 36,7% usavam anticoncepcional oral. A mediana de idade 

das pacientes foi significantemente maior no grupo CE quando comparada aos demais grupos. 

DNA-HPV foi detectado em 90% das amostras do grupo controle, 93,7% no grupo LIEBG, 

100% no grupo LIEAG e 84,6% no grupo CE. O genótipo prevalente em todos os grupos 

estudados foi o HPV 16.  Os níveis de IL-4, IL-6 e IL-10 na secreção cervical estiveram 

significantemente aumentados nas pacientes com CE quando comparado com os grupos 

controle, LIEBG e LIEAG.  Já no soro, o nível de IL-6 esteve significantemente aumentado nas 

pacientes com LIEAG. Conclusão: Esses resultados corroboram o achado que o aumento de 

citocinas de padrão Th2 no soro e na secreção cervical de mulheres com LIEAG e CE está 

relacionado com a progressão das lesões intraepiteliais 
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Abstract 
 
Introduction: Infection with oncogenic types of human papillomavirus (HPV) is the most 

important factor for development of intraepithelial lesions and invasive squamous cell 

carcinoma. The immune response has an important role in the natural history of HPV infection 

in uterine cervix is involved in viral persistence and progression of lesions. Cytokines are 

molecules that regulate the transcription of HPV; the Th1 cytokine profile contributes to the 

development of cellular immunity against HPV infection and neoplasia, and is related to 

clearance of infection. The Th2 cytokine profile is associated with persistence of viral infection 

and the progression of lesions. Objectve: To evaluate the concentration of IL-2, IL-4, IL-6, IL-

10, IL-12, IFN-γ and TNF-α in cervical secretion and serum of women with low-grade squamous 

intraepithelial lesions (LSIL), high-grade intraepithelial lesion (HSIL) and invasive squamous cell 

carcinoma (EC). Patients and Methods: The study included 109 women with histological 

diagnosis of LSIL (n = 16), HSIL (n = 40), EC (n = 13) and 40 women with suspected of HPV-

induced disease, but no pathological changes on cervix biopsy (control group) attending in the 

Colposcopy Clinic of the Botucatu Medical School (UNESP) and in  the Preventive Gynecology, 

Hospital Amaral Carvalho, Jaú, SP. During speculum examination cervical secretion was 

collected with cytobrush to determining the profile of cytokines. The peripheral blood of women 

enrolled in the study was collected by venipuncture in 10 mL volume and patterns of cytokines 

in serum and cervical secretion were assessed by enzyme immunoassay (ELISA). The search 

for HPV in the fragments of the biopsies were performed using the technique of polymerase 

chain reaction (PCR) using specific primers (MY9/11 and GP5+/GP6+) and genotyping was 

performed using the technique of PCR primers specific and confirmed by the analysis of 

restriction fragment polymorphism technique (RFLP). The socio-demographic and gynecological 

were obtained by interview at enrollment of patients in the study. Results: Regarding the 

characteristics of the patients, 78.9% were white, 60.5% reported stable, 23.8% completed the 

second degree, 37.6% were smokers, 57.8% had at least three sexual partners lifetime, 8.3% 

reported a history of previous STD and 36.7% used oral contraceptives. The median age of 

patients was significantly higher in EC compared to other groups. HPV DNA was detected in 

90% of samples from the control group, 93.7% in LSIL, 100% in HSIL and 84.6% in the EC. The 

HPV type 16 was the prevalent in all studied groups. The levels of IL-4, IL-6 and IL-10 in 

cervical secretion were significantly increased in patients with EC when compared with control 

groups, LSIL and HSIL. In the serum, the level of IL-6 was significantly increased in patients 

with HSIL. Conclusion: These results corroborate the finding that the increase of Th2 cytokines 

in serum and cervical secretion of women with HSIL and EC is related to the progression of 

intraepithelial lesions. 
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1. Introdução  

O papilomavírus humano (HPV) é o principal fator de risco para 

desenvolvimento de lesões malignas genitais.  A infecção pelo HPV é transitória e sua 

resolução se dá, em média, no prazo de 8 meses a 2 anos após o contágio1. No 

entanto, em pequena fração das mulheres infectadas pelo HPV, a infecção persiste e 

pode progredir para lesões mais graves conhecidas como lesão intraepitelial de baixo 

grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto grau (LIEAG) e o próprio carcinoma 

epidermóide invasor2,3.  

Está bem estabelecido que as infecções pelo HPV, em particular os genótipos 

oncogênicos, HPV 16 e 18, desempenham papel importante na patogênese do câncer 

cervical4, enquanto que os genótipos de HPV de baixo risco são raramente 

relacionados ao câncer ou à lesões precursoras5-8. 

 Embora o genótipo viral seja importante marcador para progressão das lesões 

cervicais, outros preditores têm sido estudados para determinar o resultado clínico, 

principalmente em mulheres com LIEBG infectadas por genótipos virais de alto risco 

oncogênico9.  

Dentre estes marcadores, a resposta imune do hospedeiro está entre os 

fatores mais influentes na definição da história natural da infecção pelo HPV. Tanto a 

imunidade inata quanto a adaptativa são necessárias para reconhecer e combater as 

infecções virais7,8,10, porém o HPV tem desenvolvido vários mecanismos de escape do 

reconhecimento de ambas10,11. 

Os linfócitos T são os principais mediadores do sistema imune adaptativo, 

consistindo em dois subconjuntos principais: células CD4+ e CD8+10. As células T 

CD4+ podem ser subdivididas em dois subgrupos (Th1 e Th2) de acordo com o perfil 

da sua expressão de citocinas. As citocinas de padrão Th1 (IL-2, IL-12 e IFN-γ) 

promovem a resposta imune mediada por células contra patógenos intracelulares e 
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inibem a imunidade humoral. As citocinas de padrão Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) 

promovem resposta humoral e inibem a resposta imune mediada por células12. 

A literatura tem relatado que persistência viral está associada com falta da 

expressão e manutenção do padrão de citocinas Th1. Achados são consistentes com 

esta hipótese e com o fato de que a progressão das lesões precursoras do câncer 

cervical pode estar associada com a alteração do padrão Th1 para Th2, com a 

produção de citocinas imuno-regulatórias13-16.  

 O objetivo do presente estudo foi avaliar o padrão de citocinas no soro e na 

secreção cervical de mulheres portadoras de lesão intraepitelial de baixo grau, lesão 

intraepitelial de alto grau, carcinoma epidermóide invasor e no grupo controle.  

 
2. Pacientes e Métodos  

�
2.1. Casuística  

 Foi realizado estudo prospectivo e transversal. Para cálculo do tamanho 

amostral, considerando o erro do tipo I de 5% e erro do tipo II de 20%, e a menor 

variação da concentração de citocinas na secreção cervical e no soro que apresenta 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos estudados, além da 

variabilidade das dosagens de citocinas em cada um dos grupos, que não segue 

distribuição normal, o tamanho calculado da amostra foi de, no mínimo 40 mulheres 

por grupo.  

No período de agosto de 2008 a outubro de 2010 foram incluídas no estudo 

109 mulheres com diagnóstico histopatológico de LIEBG (n=16), LIEAG (n=40), CE 

(n=13) diagnosticadas no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de 

Botucatu (UNESP). Como grupo controle, foram incluídas no estudo 40 mulheres com 

suspeita de doença HPV induzida, mas sem alterações histopatológicas na biópsia do 

colo uterino, atendidas no Ambulatório de Colposcopia da Faculdade de Medicina de 

Botucatu (UNESP) e no Ambulatório de Ginecologia Preventiva do Hospital Amaral 

Carvalho, Jaú, SP.  Foram excluídas do estudo mulheres portadoras de doenças 
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crônicas como diabetes e hipertensão, doenças auto-imunes, em estado de 

imunossupressão, com infecções agudas no momento da inclusão no estudo e 

gestantes. As pacientes incluídas no estudo responderam o questionário com 

perguntas para obtenção de dados sócio-demográficos. Todas as pacientes 

envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto à finalidade da pesquisa e 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, tendo o projeto de pesquisa 

sido aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de 

Botucatu, UNESP (Protocolo 3162-2009) e pelo Comitê de Ética do Hospital Amaral 

Carvalho, Jaú, SP (Protocolo 181/09) (Anexos 1-4). 

 

2.2. Coleta de secreção cervical e soro  

Durante o exame especular, empregando-se o espéculo bi-valvo de Collins 

esterilizado e isento de qualquer lubrificante, foi coletada a secreção cervical com 

cytobrush para determinação do perfil de citocinas. O raspado cervical foi 

acondicionado em tubo Falcon de 15 mL com 3mL de tampão PBS, pH 7,2, 

centrifugado a 855g e 4ºC por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi armazenado a -

80ºC. 

  O sangue periférico das mulheres incluídas no estudo foi colhido por punção 

venosa, em volume de 10mL e colocados em tubos de ensaio estéreis Vacutainer 

(Beckton Dickinson, Rutherfors, NJ, USA). O tubo foi centrifugado a 1600g por 10 

minutos à temperatura ambiente. O soro obtido foi armazenado em alíquotas a -80 ºC. 

Posteriormente os padrões de citocinas na secreção cervical e no soro foram 

avaliados por ensaio imunoenzimático (ELISA).  

    A análise histopatológica e a pesquisa de HPV foram realizadas nas biópsias 

do colo uterino, obtidos através do exame colposcópico, empregando-se a coloração 

de Hematoxilina e Eosina (HE) e a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

respectivamente.  
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2.3. Análise histopatológica das biópsias do colo uterino 

 Secções das lesões sugestivas de doença HPV induzidas foram desidratadas 

em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos obtidos foram 

seccionados em micrótomo comum, obtendo-se cortes com cerca de 5μm de 

espessura que foram montados em lâminas de vidro. As lâminas foram coradas pelo 

método clássico de HE e classificadas de acordo com o Sistema Bethesda17 em 

LIEBG, LIEAG e CE (Figura 1).  

 

2.4. Pesquisa e genotipagem de HPV  

  Fragmentos das biópsias do colo uterino foram digeridos com proteinase K na 

concentração final de 400 μg/mL e incubados a 56ºC por 12 h. Após a digestão, a 

A B 

C D 

Figura 1. A) Fotomicrografia do colo do útero representando epitélio sem alterações   histopatológicas, exibindo na 
porção superficial queratinócitos com halo claro de contornos mal definidos, por vezes ocupando todo o citoplasma, 
caracterizando a presença de glicogênio. HE. 200X. B) Fotomicrografia de corte histológico do colo do útero 
representando LIEBG caracterizada por células escamosas atípicas imaturas confinadas ao terço inferior do epitélio. 
Queratinócitos com halos claros perinucleares de contornos bem definidos e núcleos com cromatina densa representam 
os coilócitos. HE. 200X. C) Fotomicrografia de corte histológico do colo do útero representando de LIEAG caracterizada 
por células escamosas  atípicas imaturas expandidas na totalidade do epitélio, associada à paraqueratose polimorfa. 
Queratinócitos atípicos com núcleos volumosos, cromatina densa e halo claro perinuclear de contornos precisos na 
porção superficial representam os coilócitos HE. 200X. D) Fotomicrografia de corte histológico do colo útero 
representando carcinoma epidermóide invasor caracterizado por blocos de queratinócitos com atipias celulares no cório 
em meio ao infiltrado linfocitário. Na superfície do epitélio observa-se queratinócitos com halo claro perinuclear e 
cromatina compacta representando os coilócitos. HE. 200X. 
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extração do DNA total foi feita usando o Kit Illustra (GE Healthcare), de acordo com as 

instruções do fabricante. A extração do DNA foi verificada através da amplificação do 

gene da �-globina, utilizando os primers GH20 e PCO418. As amostras positivas para 

�-globina foram utilizadas para análise. Inicialmente, em sala de pré-PCR previamente 

esterilizada com luz ultravioleta durante 15 minutos, todos os Master Mixes foram 

preparados, obtendo volume final de 25μL, composto por PCR Buffer 10x (Invitrogen); 

2,0μL MgCl2; 0,5μL DNTP mix 20mM; 0,25μL Taq DNA Polimerase (Platinum, 

Invitrogen); 1,25μL de cada primer na concentração de 10μM; 15,25μL de água Milli-Q 

autoclavada (Milli Q Plus, Milipore) e 2μL de cada amostra a ser analisada.  A 

incubação foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycle Personal.  

  As amostras foram testadas para presença de HPV utilizando-se a técnica de 

nested PCR. Inicialmente 2μL de cada amostra foram amplificados com os primers 

MY9/1119. A segunda PCR consistiu na amplificação de 2μL do produto da primeira 

PCR utilizando-se os primers GP5+/6+20. A ciclagem para amplificação (GP5+/6+) 

seguiu os seguintes parâmetros: 95ºC durante 45 segundos para a desnaturação, 

47,7ºC por 45 segundos para anelamento dos primers e 72ºC durante 1 minuto para a 

amplificação, seguido por outros 44 ciclos idênticos ao descrito acima, finalizando com 

extensão de 7 minutos a 72ºC e armazenamento das amostras a 4ºC. Um controle 

negativo foi utilizado em todas as reações, no qual o ácido nucléico foi substituído por 

2μL de água Milli-Q. Um controle positivo foi utilizado em todas as reações, usando 

DNA-HPV extraído de células HeLa. Os produtos amplificados foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizados e fotografados com Gel RedTM 

(BioLabs). Um marcador de DNA foi incluído no gel para ajudar na interpretação do 

tamanho do produto. Bandas foram registradas como presente (positiva) ou ausente 

(negativo). 

 Para a genotipagem dos HPV presentes nas amostras foram utilizadas as técnicas 

de PCR primers específicos seguida da técnica de análise de restrição de fragmentos 

polimórficos (RFLP) para confirmação dos resultados. Os genótipos oncogênicos 16, 

18 e 33 foram amplificados usando primers específicos conforme descrito 



22 
 

anteriormente21. Como controles positivos foram utilizados plasmídeos contendo os 

clones correspondentes dos HPV. As reações foram realizadas termociclador 

Eppendorf Mastercycle Personal. Para a confirmação por RFLP, produtos de PCR de 

450 pb foram digeridos com as enzimas de restrição: BamHI, Ddel, HaeIII, HinfI, PstI, 

RsaI e Sau3AI (BioLabs), de acordo com as instruções do fabricante. Os fragmentos 

digeridos foram detectados por eletroforese em gel de acrilamida 8% e corados com 

nitrato de prata22. Os tipos identificados foram agrupados em espécies de acordo com 

Bernard et al.23.  
 

 

2.5. Determinação de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ γ γ γ e TNF-αααα na 

secreção cervical e no soro por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Inicialmente, placas de poliestireno com 96 orifícios e fundo plano de alta 

afinidade (MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc. Maryland, USA) foram sensibilizadas por 18 

horas a 4º C, em câmara úmida, com anticorpo de captura: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-

12, IFN-γ e TNF-α, R&D Systems, DuoSet, (Minneapolis, MN) diluído em tampão PBS, 

pH 7,2. Após incubação, foram realizadas três lavagens da placa com solução de PBS 

pH 7,2 contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). Esse procedimento foi repetido em todas 

as etapas de lavagem até a fase anterior à adição do substrato. O bloqueio dos sítios 

livres da placa foi realizado com solução de PBS-T contendo leite desnatado (Molico-

Nestlé) na concentração de 5% (PBST-M) durante três horas à temperatura ambiente. 

Após a lavagem da placa, foram adicionados na primeira coluna 50μL das citocinas 

recombinantes humanas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-α, em 

concentrações indicadas pelo fabricante para obtenção da curva padrão. Nos demais 

orifícios foram distribuídos 50μL de secreção cervical ou soro com posterior incubação 

por quatro horas à temperatura ambiente. Após esse período e lavagem, foram 

adicionados 50μL de anticorpo de detecção: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-
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α e as placas foram mantidas por três horas à temperatura ambiente. Em seguida à 

lavagem, foram adicionados 50μL de estreptoavidina (Lote AEM 4907032) na diluição 

1:200 em cada orifício da placa e a reação incubada por 30 minutos à temperatura 

ambiente. Após o procedimento de lavagem, foram adicionados 50μL do substrato 

constituído de 12,5mL de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, 10mg de 

ortofenilenodiamina  (Sigma, Chemical Co, USA) e a reação incubada por 30 minutos 

à temperatura ambiente em câmara escura. A reação foi interrompida por adição de 

25μL de solução de ácido sulfúrico 2N e as densidades ópticas avaliadas em leitor 

automático de ELISA (Epoch-BioTek), em comprimento de onda de 492 nm. As 

concentrações das citocinas séricas e na secreção cervical foram calculadas sobre a 

curva padrão, obtida com diferentes concentrações das citocinas recombinantes 

humanas de interesse.  

Os coeficientes de variação intra-ensaio foram de 8,9% para IL-4, 0,15% para 

IL-6, 10,2% para IL-10, 8,1% para IL-12 e 7,9% para TNF-α. O limite de detecção dos 

ensaios para IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α foram, respectivamente, 4,2 pg/mL, 0,3 

pg/mL, 4,0 pg/mL, 14,6 pg/mL e 7,9 pg/mL.  

 

2.6. Análise Estatística 

As variáveis etnia, estado civil, escolaridade, tabagismo, número de parceiros, 

presença DST anterior e uso de anticoncepcional oral foram submetidas ao teste de 

comparação de proporção (Teste z). Os dados referentes à idade, freqüência de 

relações anteriores e as concentrações das citocinas na secreção cervical e no soro, 

entre os grupos estudados, foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskall-

Wallis para comparação entre quatro grupos, após análise da normalidade dos dados 

pelo Kolmogorov – Smirnov test (with Lilliefor’s correction). A análise estatística foi 

realizada utilizando-se software SigmaStat 3.1. (Jandel Corporation) e o nível de 

significância adotado para todos os testes empregados foi de 5%.  
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3. Resultados 

 
3.1. Variáveis sócio-demográficas e ginecológicas das pacientes  

As variáveis sócio-demográficas e ginecológicas das pacientes incluídas no 

estudo estão apresentadas na Tabela 1. Pacientes com CE apresentaram mediana de 

idade superior em relação aos demais grupos estudados além de menor proporção de 

mulheres que cursaram o 2º grau completo em relação ao grupo LIEBG. Quanto à 

referência de união estável como estado civil, houve maior proporção de mulheres no 

grupo controle em relação ao grupo LIEBG, e em relação às freqüências de relações 

sexuais/semana maior mediana no grupo LIEAG.  As demais variáveis avaliadas como 

etnia, hábito tabagista, número de parceiros sexuais durante a vida, diagnóstico de 

doença sexualmente transmissível anterior declarada e uso de anticoncepcional oral 

não apresentaram diferença estatisticamente significativa entre os grupos estudados.  

Tabela 1. Variáveis sócio-demográficas e ginecológicas das mulheres portadoras de LIEBG, 

LIEAG, CE e pacientes do grupo controle incluídas no estudo.  

      *Variáveis apresentadas em mediana (mínimo - máximo); Teste de Kruskall Wallis. 
        # Variáveis apresentadas em proporções; Teste de comparação de proporção (Teste z) 
           Letras diferentes apresentaram diferença estatisticamente significativa 

 

 

Variáveis Controle 
(N=40) 

LIEBG 
(N=16) 

LIEAG 
(N=40) 

CE 
(N=13) 

Idade* (anos) 36,5(19-70)b 28(17-51)b 32(20-57)b 61(29-72)a 

Etnia# (Branca) 32(80%)a 13(81,3%)a 32(80%)a 9(69,2%)a 

Estado Civil# (União-estável) 29(72,5%)a 6(37,5%)b 21(52,5%)a,b 10(76,9%)a,b 

Escolaridade# (2° grau completo) 11(27,5%)ab 8(50,0%)a 7(17,5%)b 1 (7,7%)b 

Tabagismo# 12(30,0%)a 5(31,2%)a 19(47,5%)a 5(38,5%)a 

Número de Parceiros (�3)# 23(57,5%)a 9(37,5%)a 27(67,5%)a 4(30,8%)a 

Relações sexuais/semana* 1(0-7)a,b 2(0-5)a,b 2(0-7)a 0(0-2)b 

DST anterior# 3(7,5%)a 1(6,3%)a 4(10,0%)a 1(7,7%)a 

Uso de anticoncepcional oral# 16(40,0%)a 5(31,3%)a 17(42,5%)a 2(15,4%)a 
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3.2. Detecção de DNA-HPV e Genotipagem   

 

 DNA-HPV foi detectado em 90,0% das biópsias do grupo controle, 93,7% do 

grupo LIEBG, 100% do grupo LIEAG e 84,6% do grupo CE.   

 Quanto à genotipagem, o genótipo viral identificado com maior freqüência foi o 

HPV16 representando 25,0% do grupo controle, 73,3% do grupo LIEBG, 90,0% do 

grupo LIEAG e 45,5% do grupo CE, seguido dos genótipos HPV18 e HPV 33, que em 

conjunto representaram 5,9% do total dos genótipos identificados, e das infecções 

mistas com HPV16/18 e HPV16/18/33, ambas representando 2,0% das amostras 

analisadas. 

 

 

 

3.3. Análise da concentração de citocinas na secreção cervical  

 As concentrações de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α, na secreção cervical das 

pacientes incluídas no estudo, estão representadas na Tabela 2 e na Figura 6. 

Nenhuma amostra de secreção cervical apresentou níveis de IL-2 e IFN-γ acima do 

limites de detecção de cada teste. Os níveis de IL-4, IL-6 e IL-10 apresentaram-se 

significantemente aumentados nas pacientes com carcinoma epidermóide invasor. Os 

níveis de IL-12 e de TNF-α não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos avaliados, pois apenas 38,5% e 11,9% das amostras 

apresentaram concentrações acima dos limites de detecção dos testes, 

respectivamente.  
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Tabela 2. Concentrações de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α (ρg/mL) na secreção cervical de 
pacientes com lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto 
grau (LIEAG), carcinoma epidermóide invasor (CE) e nas pacientes do grupo 
controle. 

. 
Citocinas 

 (pg/mL) 

Controle 

(N=40) 

LIEBG 

(N= 16) 

LIEAG 

(N= 40) 

CE 

(N= 13) 

IL-4 0(0-67,9)b 0(0-186,03)b 0(0-157,3)b (0-14,4)a 

IL-6 18,7(0-1224,3)b 2,07(0-621,8)b 0(0-1248,3)b 31,5(0-2188,6)a 

IL-10 0(0-178,2)b 19,7(0-301,9)b 0(0-498,2)b 69,9(0-220,1)a 

IL-12 0(0-546,5)a 43,0(0-131,9)a 0(0-71,8)a 37,4(14,9-155,8)a 

TNF-αααα 0(0-88,8)a 0(0-143,9) a 0(0-73,8)a 30,4(0-143,1)a 

        Variáveis apresentadas em mediana (mínimo - máximo); Teste de Kruskall Wallis. 
             Letras diferentes apresentaram diferença estatisticamente significativa.  
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Controle
LIEBG
LIEAG
CE

 

Figura 6. Concentrações de IL-4, IL-6 e IL-10, IL-12 e TNF-α (pg/mL) na secreção cervical de 

pacientes com lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto 

grau (LIEAG), carcinoma epidermóide invasor (CE) e no grupo controle. 
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3.4. Análise da concentração de citocinas no soro 

 As concentrações de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α, no soro das pacientes 

incluídas no estudo estão representadas na Tabela 3 e na Figura 7.  Os níveis de IL-6 

estão significantemente aumentados nas pacientes com LIEAG. Nenhuma amostra de 

soro apresentou níveis de IL-2 e IFN-γ acima do limites de detecção de cada teste. Os 

níveis de IL-12 e de TNF-α não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos avaliados, pois apenas 10,1% e 31,2% das amostras 

apresentaram concentrações acima dos limite de detecção dos testes, 

respectivamente.  

 

Tabela 3. Concentrações de IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α (ρg/mL) no soro de pacientes com 
lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto grau (LIEAG), 
carcinoma epidermóide invasor (CE) e nas pacientes do grupo controle. 

    
 

Citocinas 

(pg/mL) 

Controle LIEBG LIEAG CE 

IL-4 0(0-15,5)a 0(0-138,1)a 0(0-12,4)a 0(0-77,2)a 

IL-6 11,15(0-26,3)b 0(0-24,1)b 24,3(0-95,8)a 0(0-8,8)b 

IL-10 0(0-211,4)a 0(0-104,8)a 0(0-169,7)a 0(0-83,2)a 

IL-12 0a 0a 0(0-165,9)a 0a 

TNF-αααα 0(0-170,3)a 0(0-526,8)a 0(0-1061,4)a 0 (0-32,3)a 

    Variáveis apresentadas em mediana (mínimo - máximo); Teste de Kruskall Wallis. 
       Letras diferentes apresentaram diferença estatisticamente significativa.  
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Controle
LIEBG
LIEAG
CE

 

Figura 7. Concentrações de IL-4, IL-6 e IL-10, IL-12 e TNF-α (pg/mL) no soro de pacientes 

com lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto grau 

(LIEAG), carcinoma epidermóide invasor (CE) e no grupo controle.  
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4. Discussão 

 A aquisição da infecção pelo HPV no colo do útero é o principal precursor de 

uma série de eventos que leva ao câncer do colo do útero e tem sido exaustivamente 

documentado por estudos epidemiológicos e experimentais durante os últimos 15 

anos. Apenas a infecção pelo HPV não é capaz de levar a transformação maligna, 

sendo que a história natural das mulheres com diagnóstico de lesões precursoras de 

baixo grau é caracterizada por regressão espontânea, e apenas pequena 

percentagem persiste e evolui para câncer24,25. Estudos epidemiológicos indicam 

consistentemente que o risco da aquisição é fortemente influenciado por número de 

parceiros sexuais, idade em que ocorre a primeira relação sexual e comportamento 

sexual dos parceiros masculinos26.  Vários co-fatores têm sido associados com o 

desenvolvimento do carcinoma escamoso do colo do útero como paridade, uso de 

contraceptivos orais, tabagismo, imunossupressão, particularmente relatado em 

paciente com HIV, infecções com outras doenças sexualmente transmissíveis e 

deficiências nutricionais. Porém, seus verdadeiros papéis no desenvolvimento desse 

câncer permanecem obscuros27.  

Ao analisarmos as variáveis sócio-demográficas e ginecológicas das pacientes 

incluídas no presente estudo observa-se diferença estatisticamente significativa nos 

grupos estudados em relação à variável idade, estado civil, escolaridade e freqüência 

de relações sexuais. Semelhantes resultados em relação à idade foram obtidos em 

estudos realizados no Rio de Janeiro28,29, que verificaram diferença estatisticamente 

significativa entre o grupo com LIEBG com média de idade de 31,5 e o grupo com 

carcinoma cervical, cuja média de idade era de 46,9 anos28.  

A escolaridade é inversa e consistentemente associada com risco de câncer 

cervical, segundo Franceschi et al.30. Algumas variáveis como estado civil (solteira), 

idade da primeira relação sexual, número de parceiros ao longo da vida e parceiros 

com doenças sexualmente transmissíveis foram associadas por Gontijo et al.31 a risco 

elevado para infecção pelo HPV.  Ainda para esses autores, a idade, paridade e 
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métodos contraceptivos, que geralmente tem sido relacionados à infecção pelo 

HPV32,33, não se apresentaram como fatores importantes.  

Estudos epidemiológicos demonstraram claramente que a infecção pelo HPV 

de alto risco é um importante fator de risco para o desenvolvimento das lesões 

intraepiteliais de alto grau e do câncer cervical34,35. Resultados recentes estimam que 

10,4% das mulheres em todo o mundo são positivas para HPV genital36. Segundo a 

literatura, os HPV 16 e 18 foram os mais freqüentes tipos de HPV identificados nos 

cânceres invasivos (80,0%)36-38 e os 8 tipos mais comuns (HPV-16, 18, 45, 31, 33, 52, 

58 e 35) corresponderam a 89,0% dos casos de câncer cervical em todo o mundo36,39. 

Porém os padrões de distribuição dos tipos de HPV nas lesões intraepiteliais foram 

muito variados38. Esses achados estão de acordo com nossos resultados, pois no 

presente estudo, a positividade para DNA-HPV foi de 93,6% no total das amostras, e a 

maior prevalência foi do genótipo HPV16 (56%) em todos os grupos estudados. Vale 

ressaltar que 33,3% das amostras não tiveram seu genótipo descrito pois 

apresentaram discordância entre os métodos empregados. Essas amostras foram 

submetidas ao seqüenciamento gênico para elucidação da discordância da 

genotipagem. Em relação às amostras negativas para DNA-HPV (6,4%), estudos 

mostram que tal fato pode ser devido à presença de lesões focais, não presentes no 

material analisado40,41, além de possíveis genótipos indetectáveis ou um baixo número 

de cópias do DNA-HPV42. 

O sistema imune do hospedeiro, em especial o sistema imune local do trato 

genital, é importante para o combate das infecções pelo HPV relacionadas com as 

neoplasias do colo do útero, pois as citocinas regulam a resposta imunológica de 

várias maneiras. Estudos anteriores sugeriram que a diminuição da resposta Th1 e o 

aumento da Th2 estão associados com o desenvolvimento do câncer cervical43-46. 

Clerici et al.47 descreveram que aumento da secreção de citocinas de padrão Th2 e 

redução de citocinas de padrão Th1 foram associados com o desenvolvimento de 

lesões pré-cancerosas.  Welters et al.48 relataram que a infecção por HPV leva a 
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imunidade celular contra a expressão da proteína E6 durante a infecção, que é 

caracterizada pela produção de citocinas. Esses mediadores inflamatórios têm um 

importante papel na resposta imune, modulando a replicação viral e polarizando a 

resposta imune para o padrão Th1 ou Th249.  

Já está documentado na literatura que a secreção cervical de pacientes com 

infecção pelo HPV apresenta aumento de citocinas de perfil Th215,16, e que esse perfil 

também pode estar alterado no sangue periférico, como sugerido por Sharma et al.13 

após verificarem aumento de IL-4 e IL-10 e diminuição de IL-2 em cultura de células 

mononucleares de sangue periférico. No presente estudo, as concentrações de IL-4 e 

IL-6 no soro apresentaram significativamente aumentadas no grupo LIEAG, porém os 

níveis de IL-10 não diferiram entre os grupos avaliados. Em desacordo com os 

achados do presente estudo Bais et al.50, apesar de não encontrarem diferença 

significativa nas concentrações de IL-12, IL-2, IL-4 e TNF-α no plasma das pacientes 

avaliadas, encontraram aumento de IL-10 nas amostras de pacientes com LIEAG e 

carcinoma.  

No presente estudo, níveis de citocinas de padrão Th2 como IL-4, IL-6 e IL-10 

na secreção cervical apresentaram-se significativamente elevadas em pacientes com 

carcinoma epidermóide invasor. Os níveis das citocinas de padrão Th1 avaliadas não 

apresentaram diferença significativa entre os grupos. Esses resultados estão de 

acordo com estudos anteriores que demonstraram níveis aumentados de citocinas Th2 

e diminuição dos níveis de citocinas Th1 em lesões pré-malignas e malignas do colo 

do útero, o que levou à conclusão de que este tipo de dicotomia no padrão de 

citocinas pode induzir a persistência da infecção por HPV e promover a progressão 

das lesões cervicais45,50,51. 

É importante salientar que o predomínio de citocinas de padrão Th2 na 

secreção cervical de pacientes com carcinoma epidermóide invasor deve ser atribuída 

às diferentes lesões apresentadas nos grupos de estudo, uma vez que mais de 90% 

das pacientes estudadas apresentaram positividade para o DNA-HPV. Tsukui et al.14 
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foram os primeiros a demonstrar que a produção in vitro de IL-2 por linfócitos 

periféricos, que responderam aos peptídeos derivados do HPV, esteve diminuída em 

mulheres com LIEBG e LIEAG.  O achado do nosso estudo foi encontrado em estudos 

anteriores13,47,52,53, que demonstraram que a concentração de IL-4 e IL-10, citocinas de 

padrão Th2, aumentaram significativamente com a gravidade da displasia. Em estudo 

recente, Mindiola et al.54 também encontraram aumento da expressão de IL-10 em 

diferentes graus de lesão e os autores sugerem que isso poderia contribuir para o 

mecanismo de escape de queratinócitos cervicais pré-neoplásicos, uma vez que a IL-

10 é uma potente citocina imunossupressora, que inibe a ativação das células T e a 

diferenciação das células Th147. 

É importante considerar que o tamanho amostral necessário para este estudo 

não foi atingido até o momento. Isso pode explicar os resultados elevados de IL-10 no 

grupo LIEAG, mas não no grupo com CE. Este último foi o menor grupo constituído, o 

que pode estar prejudicando a análise das concentrações de citocinas, especialmente 

no soro, uma vez que na secreção a produção de citocina é local e no soro há uma 

distribuição sistêmica55. 

Em conclusão, o presente estudo mostrou aumento significativo nas 

concentrações citocinas de padrão Th2 na secreção cervical de pacientes portadoras 

de carcinoma epidermóide invasor. Isso indica que a progressão das lesões 

intraepiteliais de baixo e alto grau para carcinoma epidermóide pode estar associada 

com a predomínio do padrão Th2, reforçando a necessidade de análise aprofundada 

da desregulação imunológica nesses pacientes para resolução da infecção pelo HPV.  
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�
Questionário de coleta 

 
 

Data coleta....../...../........ 

Nº amostra............ 

Nome .............................................................................. .................................... 

RG .....................................  

Idade ............... ..................                       

Etnia:    Branca    Não-branca 

Estado civil:  União-estável    Solteira 

Escolaridade............................................ 

Fumante   Sim   Não   

Antecedentes ginecológicos: 

Número de parceiros sexuais      1      2      > 2 

Freqüência de relações sexuais............................................................ 

História de DST anterior........................................................................................ 

Métodos contraceptivos  

          DIU         Pílula/Tipo....................    Outro ........................  Não 

Resultado/ Data da COT anterior.......................................................................... 

............................................................................................................................... 
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UNIVERSIDADE ESTADUAL  PAULISTA 

         FACULDADE DE MEDICINA 
           CAMPUS DE BOTUCATU 

 
Distrito de Rubião Júnior, s/no - Caixa Postal 564 - CEP 18.618-000 - Botucatu - SP - Brasil  

(0143811-6238 - Ramais 6146/6042/6238 - Fax (014)  3815-2348  
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
 
Convidamos a senhora para participar da pesquisa intitulada “Associação de carga viral e estado de 
integração de HPV e perfil de citocinas em mulheres com neoplasia intraepitelial cervical e câncer 
cervical” que tem por objetivo avaliar o papel das proteínas responsáveis pela imunidade, na secreção 
vaginal e nas biópsias das lesões que podem originar câncer do colo do útero ou nas lesões malignas e 
associar esse padrão com a quantidade de vírus HPV, que é o vírus associado à essas lesões. Esta 
pesquisa é de responsabilidade da Mestranda Larissa Doddi Marcolino, que será realizada sob orientação 
da Profª Drª. Márcia Guimarães da Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de 
Botucatu e participação da Graduanda Danielle Ferreira e Silva do Curso de Ciências Biológicas - 
Modalidade Médica, da Doutoranda Jossimara Polettini do Programa de Pós-Graduação em Patologia da 
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, do Prof. Dr. João Manuel Grisi Candeias do Departamento 
de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências, do Prof. Adjunto Paulo Traiman do 
Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, da Profa. 
Adjunta Mariângela Esther Alencar Marques, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de 
Botucatu, UNESP, da Dra. Lenira Maria Queiroz Mauad, da Dra. Ana Lúcia Dalla Déa Trombini e das 
Enfermeiras Ana Marta B. A. Prado Auler e Célia Regina Chies Gilli do Serviço de Prevenção ao Câncer 
Ginecológico do Hospital Amaral Carvalho. No momento do exame, dentro da rotina estabelecida no 
Ambulatório, será retirado, um fragmento da lesão que será utilizado para realização dos exames para 
verificar a presença do vírus HPV, da carga viral e do estado de integração do vírus às células. A 
pesquisa das proteínas participantes da imunidade será realizada na secreção vaginal, que será colhida, 
através do exame ginecológico, em que será necessária a introdução de um aparelho de metal, estéril, 
conhecido como “bico de pato” (espéculo) e também no sangue periférico que será coletado através da 
punção da veia com seringa estéril, ambos no momento do exame. Os desconfortos desses 
procedimentos estão restritos à introdução do bico de pato na vagina e ao ardor da punção da veia para 
retirada do sangue. Além disso, tais procedimentos não precisarão de qualquer tipo de preparo anterior  e 
não trarão nenhum tipo de gasto financeiro para a paciente.  

Pelo presente instrumento, eu _____________________________________________ 
devidamente esclarecida, ciente da autorização a mim solicitada, não restando quaisquer dúvidas a 
respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as informações serão utilizadas exclusivamente 
pelas pesquisadoras, que manterão sigilo sobre minha identidade, e que as mesmas estarão disponíveis 
para responder a quaisquer perguntas e tornar de meu conhecimento os resultados dos exames e de que 
posso entrar em contato (por telefone) com as pesquisadoras quando julgar necessário e de que posso 
retirar este consentimento a qualquer hora sem prejuízo do meu atendimento neste serviço, firmo 
meu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da pesquisa proposta. 
Estou esclarecida ainda, que não receberei nenhuma gratificação financeira para participar desse estudo 
a não ser o reembolso de transporte caso tenha que comparecer no hospital somente para participação 
no estudo.  

 

Botucatu,_____ de __________________de 2009 

 

______________________________ 

Assinatura da paciente 

          

         __________________________               ______________________ 

Larissa Doddi Marcolino                          Profª. Drª. Márcia Guimarães da Silva 
Rua Prefeito Tonico de Barros, 1157      Rua Izidoro Bertaglia, 746 
Vl. Padovan, Botucatu,18607-730           Jardim Paraíso II, Botucatu, 18610-140 
Fone: (14) 38145206                               Fone: (14) 3815 24 17 
e-mail: larissadm@hotmail.com              e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br 
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