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RESUMO 

PETRINI, C. G. Perfil intralesional de citocinas em lesões intraepiteliais de 

baixo e alto grau do colo uterino. 2020. 99. f. Tese (Doutorado) – Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de são Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

A infecção persistente pelo HPV está relacionada ao desenvolvimento de lesões 

intraepiteliais de alto grau e carcinoma invasor do colo uterino. A resposta imune do 

hospedeiro desempenha um papel fundamental na eliminação ou persistência do 

HPV. A maioria dos estudos sobre a resposta imune local ao HPV realizou a coleta 

de muco cervical para a análise quantitativa de citocinas secretadas; no entanto, 

essa amostragem pode refletir apenas a resposta das células no epitélio da 

superfície, enquanto as células localizadas no interior do tecido podem liberar 

citocinas diferentes associadas à infecção pelo HPV. Este estudo teve como objetivo 

quantificar as citocinas: inrterleucina (IL-) 2, IL-4,IL-10, IL-12,IL-17A, IL-23 e  INF-γ 

em amostras de biópsias de colo uterino de mulheres com achados colposcópicos 

anormais e comparar suas concentrações entre amostras com laudo 

anatomopatológico de Lesão Intraepitelial de Baixo Grau (LIEBG), Lesão 

Intraepitelial de Alto Grau (LIEAG) e amostras de biópsias que não revelaram lesão 

intraepitelial (Ausência de Lesão Intraepitelial – ALIE). Para cumprir este objetivo foi 

realizado um estudo observacional analítico quantificando estas citocinas através do 

método Elisa Luminex em amostras de lesões de colo uterino de 141pacientes. Para 

verificar se houve diferença nos níveis de citocinas entre os grupos foi utilizado o 

teste de Kruskal-Wallis. As 141 amostras incluíram 90 LIEAG, 22 LIEBG e 29 ALIE. 

Os níveis de IL-2 foram significativamente maiores no grupo ALIE do que no LIEBG 

ou no LIEAG (p = 0,0001) e os níveis de IL-23 foram significativamente maiores no 

ALIE do que no LIEAG (p = 0,003). Nosso estudo mostrou que citocinas pró-

inflamatórias importantes, IL-2 e IL-23, são reguladas negativamente em lesões por 

HPV. Coletando amostras do ponto do local da lesão, fornecemos uma 

compreensão do mecanismo de resposta imune no microambiente das lesões 

intraepiteliais cervicais. 

Palavras-chave: Papiloma Vírus Humano. Citocinas. Colo Uterino. Lesão 

intraepitelial cervical. 



 

 

ABSTRACT 

PETRINI, C. G. Intralesional cytokine profile in low and high grade cervix 

intraepithelial lesions. 2020. 99. f. Thesis (doctorate degree) - Ribeirão Preto 

Medical School, University of  São Paulo, Ribeirão Preto, 2020.  

 

Infection with persistent high-risk HPV types is associated with high-grade 

intraepithelial lesions and invasive cervical cancer. The host immune response plays 

a key role in whether HPV clears or persists. Most studies on local immune response 

to HPV collect cervical mucus in order to quantify secreted cytokines; however, this 

sampling may reflect only the response from cells on the surface epithelium, whereas 

cells located inside the tissue can release different cytokines associated with HPV 

infection. This study aimed to measure cervical levels of cytokines interleukin (IL-) 2, 

IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 and IL-23, and interferon-γ (INF-γ), in biopsy specimens from 

women with abnormal colposcopic findings and compare their concentrations in 

histologically confirmed LSIL (low-grade intraepithelial lesion), HSIL (high-grade 

intraepithelial lesion), and specimens negative for intraepithelial lesion (no 

intraepithelial lesion, NSIL). A cross-sectional study of cervical biopsy specimens 

from 141 women with cervical lesions examined the cytokine profile, using the 

Luminex/Elisa assay. Differences in cytokine levels among the cervical lesion groups 

were assessed using the Kruskal-Wallis test. The 141 specimens included 90 HSIL, 

22 LSIL, and 29 NSIL. IL-2 levels were significantly higher in NSIL than in LSIL or in 

HSIL (p=0.0001) and IL-23 levels were significantly higher in NSIL than in HSIL 

(p=0.003). Our study showed that important pro-inflammatory cytokines, IL-2 and IL-

23, are downregulated in HPV lesions. By collecting samples from the lesion site 

point, we provide an understanding of immune response mechanism in 

microenvironment of cervical intraepithelial lesions. 

 

Keywords: Human Papilloma Virus. Cytocines. Cervix. Intraepithelial lesions. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Papilomavírus Humano (HPV) tem elevada prevalência na população 

sexualmente ativa e estima-se que em torno de 80% dessas pessoas irão adquirir 

esta infecção durante a vida (EINSTEIN et al., 2009). Existem mais de 200 genótipos 

de papiloma vírus conhecidos, subdivididos em 5 gêneros (α, β, γ, μ, ν), sendo o 

gênero α o de maior relevância para o desenvolvimento de doenças em humanos 

(VAN DOORSLAER, 2013). Este vírus possui tropismo por superfícies 

cutaneomucosas de diversas regiões corporais e está relacionado a um grande 

espectro de manifestações clínicas, sendo correlacionado ao surgimento de 

verrugas benignas e lesões malignas como câncer de colo uterino, câncer anorretal 

e alguns tipos de câncer de cabeça e pescoço (FORMAN et al., 2012).  

Alguns tipos de HPVs estão mais associados ao aparecimento de lesões 

benignas como as verrugas genitais e/ou a Neoplasia Intraepitelial Cervical de baixo 

grau (NIC I), e por isso, são chamados de HPVs de baixo risco (BR-HPV). Os HPV 6 

e 11 são os mais frequentemente associados a este tipo de lesão (LACEY; 

LOWNDES; SHAH, 2006; FORMAN et al., 2012). Outros tipos estão mais 

relacionados ao desenvolvimento de neoplasias malignas e por este motivo são 

chamados de HPVs de alto risco (AR-HPV). Estes vírus estão intensamente 

relacionados a cânceres ano-genitais, lesões pré-neoplásicas cervicais (Neoplasia 

Intraepitelial de alto grau - NIC II e NIC III) e ao câncer de colo do útero (PARKIN; 

BRAY, 2006). Foram descritos 15 tipos de HPV de alto risco, sendo que os dois 

mais prevalentes são o HPV16 e o HPV18 (BOSCH et al., 2008). 

O HPV é o segundo agente infecioso mais associado a neoplasias no mundo, 

perdendo apenas para o Helicobacter pylori. Sendo que o HPV foi responsável pelo 

surgimento de 530.000 novos casos de câncer de colo uterino no ano de 2012 no 

mundo todo (PLUMMER et al., 2016). No ano de 2018 foi estimada uma incidência 

em torno de 570.000 novos casos de câncer de colo uterino no mundo, com 

aproximadamente 300.000 mortes associadas a esta neoplasia (BRAY et al., 2018).  

Porém, este câncer se desenvolve após o curso de vários anos da infecção pelo 

HPV, sendo que as lesões pré-cancerígenas se desenvolvem antes, tendo então 
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uma lenta progressão de lesões pré-malignas para o câncer que dura em torno de 

10-20 anos (SCHIFFMAN; KJAER, 2003).  

As lesões intraepiteliais de baixo grau (LIEBG) também denominadas de 

neoplasia intraepiteliais cervicais grau I (NIC I) geralmente desaparecem 

espontaneamente, sendo consideradas alterações transitórias da infecção pelo HPV, 

porém infecções persistentes pelos AR-HPVs estão associadas ao desenvolvimento 

de lesões intraepiteliais de alto grau (NIC II e III) que podem progredir para 

carcinoma (BOSCH et al., 2002). 

Embora a infecção pelo HPV seja assintomática e transitória para a maioria 

das mulheres, um pequeno percentual de pacientes torna-se permanentemente 

infectadas por este vírus. Que pesem fatores virais que influenciam na persistência, 

certamente a resposta imune local, isto é, os fatores dependentes do hospedeiro são 

fundamentais para esta persistência. As citocinas produzidas pelas células de 

defesa estão envolvidas nesta resposta e nem sempre os níveis plasmáticos destas 

substâncias se correlacionam com nível de citocinas na mucosa cervical (CASTLE et 

al., 2002). Além disso, o HPV tem grande capacidade de gerar infecções crônicas 

sem gerar sequelas sistêmicas (DOORBAR, 2005), por isso, estudos que avaliam a 

resposta imune local tornam-se importantes para a completa compreensão da 

resposta imune ao HPV (CASTLE; GIULIANO, 2003). 

A deficiência qualitativa da resposta imunológica pode ser o motivo primário 

para o desenvolvimento de doenças e quando os esforços terapêuticos são focados 

exclusivamente para tratar as consequências dessas deficiências imunológicas 

resultam, no melhor dos casos, no controle limitado das doenças (CLERICI; 

SHEARER; CLERICI, 1998). Assim, a melhor compreensão dos fatores envolvidos 

na imunidade ao HPV pode trazer grandes contribuições para o entendimento das 

lesões intraepiteliais cervicais e fatores que levam à progressão destas lesões. 

A avaliação de marcadores imunológicos tem sido cada vez mais estudada 

em várias áreas da medicina e as terapias imunológicas têm apresentado cada vez 

mais avanços, sendo utilizadas para o tratamento de diversas doenças como 

doenças autoimunes, doenças inflamatórias crônicas ou cânceres diversos 

(DURCAN; PETRI, 2016; KJELDSEN; DONIA; SVANE, 2018; MURER; NERI, 2019). 
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Atualmente o tratamento padrão para lesões intraepiteliais cervicais de alto 

grau é a excisão cirúrgica da zona de transformação anormal (EZT), que é um 

procedimento invasivo apresentando complicações a curto e em longo prazo, como 

aumento de subfertilidade e aumento do risco de parto pré-termo em uma gravidez 

subsequente (CRANE, 2003; KYRGIOU et al., 2006; SPRACKLEN et al., 2013). A 

compreensão da imunidade local em lesões intraepiteliais cervicais pode contribuir 

para a descoberta de novos marcadores imunológicos, possibilitando no futuro, 

alternativas mais conservadoras para seu tratamento ou mesmo a descoberta de 

marcadores biológicos de prognóstico, influenciando na conduta clínica e no 

seguimento de nossas pacientes (KOENEMAN et al., 2015). 

A maioria dos estudos que avaliou a imunidade no colo uterino em mulheres 

com lesões intraepiteliais cervicais induzidas pelo HPV realizou a quantificação de 

citocinas no muco cervical ou lavado cervicovaginal (CASTLE et al., 2002; MARKS 

et al., 2011; TELESHEVA et al., 2012; SCOTT et al., 2013; EKALAKSANANAN et 

al., 2014; IWATA et al., 2015; DANIILIDIS et al., 2016; LI et al., 2019; OTANI et al., 

2019). No entanto, muitas citocinas são expressas a partir de células específicas 

que não estão localizadas na superfície do epitélio e a avaliação da secreção 

cervicovaginal estaria medindo apenas o transbordamento destas substâncias para 

o lúmen vaginal. (MARKS et al., 2012). Além disso, o perfil de citocinas nas 

secreções cervicovaginais pode sofrer influência de vários fatores como idade, 

status hormonal, infecções bacteriana, o que poderia influenciar nesta quantificação  

(KOSHIOL et al., 2014; MARKS et al., 2011, 2012). 

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de citocinas em biópsias 

cervicais, comparando amostras com diagnósticos histopatológicos de lesão 

intraepitelial de baixo grau (LIEBG), lesão intraepitelial de alto grau (LIEAG) e 

amostras de biópsias que não revelaram lesão intraepitelial (Ausência de Lesão 

Intraepitelial – ALIE).   
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 O SISTEMA IMUNE 

 

O sistema imune pode ser dividido entre sistema imune inato e adaptativo 

sendo que as células T helper (Th) CD4+, após terem sido ativadas e diferenciadas 

em diferentes subtipos, desempenham um importante papel para mediar a resposta 

imune através de citocinas específicas (LUCKHEERAM et al., 2012). As células T 

helper podem ser subdivididas em vários grupos, com funções distintas: T helper 

tipo 1 (Th1), T helper tipo 2 (Th2), T helper produtoras de IL 17 (Th17), células T 

regulatórias (Treg) e ainda novos tipos recém-descobertos como T helper produtoras 

de IL-9 (Th9) e T helper folicular (Tfh). A diferenciação de cada linhagem depende de 

fatores específicos de transcrição para cada subtipo e de uma rede complexa de 

citocinas sinalizadoras (LUCKHEERAM et al., 2012).  

Para diferenciação de células Th1, as citocinas IL-12 e INFγ desempenham 

um papel crítico. As células apresentadoras de antígenos (APC) secretam IL-2 em 

grande quantidade após sua ativação por receptores de reconhecimento de padrão 

(RRP), como por exemplo, os receptores Toll-like. Além disso, a citocina IL-12 

estimula células Natural killers (NK) a produzirem INF-γ (STEINMAN; HAWIGER; 

NUSSENZWEIG, 2003). Vários fatores de transcrição em coordenação levam a uma 

diferenciação de células Th1 sendo o fator de transcrição T-box (T-bet) o mais 

importante. Além de ativar genes que promovem a diferenciação das células Th1, ele 

também tem a capacidade de suprimir o desenvolvimento de linhagens opostas. O 

fator de transcrição T-bet aumenta significativamente a produção de IFNγ e possui 

importante papel na supressão da resposta Th2 e Th17 (LUGO-VILLARINO et al., 

2003). 

As citocinas IL-4 e IL-2 possuem grande importância para a diferenciação de 

células Th2 e um dos principais fatores de transcrição envolvido para esta 

diferenciação é o STAT6, que aumenta a expressão do regulador GATA3, 

considerado indispensável para a diferenciação das células Th2 (ZHU et al., 2001).   
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As principais citocinas envolvidas na diferenciação das células Th17 são a IL-

23, IL-21, IL-6 e TGFβ, sendo o fator de transcrição RORγt o principal regulador 

desta linhagem celular (VOLPE et al., 2008). As citocinas que caracterizam as 

células Th17 são IL-7A, IL-17F e IL-22. Estas citocinas induzem a expressão de 

quimiocinas e peptídeos antimicrobianos na superfície de células epiteliais e de 

fibroblastos, importante para as reações imunes mediadas por neutrófilos, que 

atuam, principalmente, no combate a germes extracelulares (OUYANG; KOLLS; 

ZHENG, 2008). No entanto, (LIN et al., 2009) demonstraram que na infecção pela 

bactéria intracelular Francisella tularensis a citocina IL-17A possui importante papel 

na imunidade mediada Th1, ativando diretamente macrófagos e células dendríticas 

para produzir diversas citocinas, incluindo IL-12. 

 As células Treg são células CD4+ CD25+ e a principal citocina responsável 

pela diferenciação desta linhagem é a TGFβ. O principal marcador para células Treg 

é a expressão do fator de transcrição Forkhead box P3 (Foxp3) (CHEN et al., 2003). 

Essas células, que produzem principalmente IL-10, são importantes na supressão da 

inflamação e em processos autoimunes (APETOH et al., 2010). 

Os queratinócitos possuem um importante papel como mediadores da 

resposta imune inata (NESTLE et al., 2009). Estas células possuem receptores de 

reconhecimento de padrão de patógenos (RRP), que reconhecem padrões 

moleculares associados a patógenos (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997). Os mais 

estudados destes receptores são os receptores Toll-like, e a ativação destes 

receptores leva a uma resposta predominantemente Th1 (MILLER; MODLIN, 2007). 

Os receptores Toll-like possuem grande importância para a regulação entre a 

imunidade inata e adaptativa pelas células epiteliais e estão presentes em vários 

tipos de células como no trato respiratório, trato gastrointestinal, pele e mucosa 

geniturinária (SATO et al., 2009). Receptores Toll-like podem ter sua função inibida 

diretamente pelo HPV (DAUD et al., 2011). 

Já foram descritos dez tipos de receptores Toll-like e muitos tem se mostrado 

importantes para detecção viral. Os Toll-like 3, Toll-like 7, Toll-like 8 e Toll-like 9 são 

importantes para o reconhecimento de ácidos nucléicos virais pois se localizam na 

região intracelular. Já os receptores Toll-like 2 e Toll-like 4 são encontrados na 
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superfície celular e suas implicações para o hospedeiro ainda são incertas 

(BARTON, 2007). 

 

2.2 A RESPOSTA IMUNE AO HPV 

 

Das infecções genitais por HPV, cerca de 80 a 90 % se curam 

espontaneamente (MOSCICKI et al., 2006). As infecções persistentes podem levar 

ao aparecimento de lesões intraepiteliais cervicais de alto grau (LIEAG) e a um 

aumento do risco de desenvolvimento de câncer do colo uterino (ZUR HAUSEN, 

2009). 

  Alguns estudos indicam que a regressão de lesões associadas à infecção por 

HPV estão relacionadas a uma resposta imune celular, geralmente acompanhada 

por maior expressão de citocinas relacionadas à resposta imune Th1 (STANLEY, 

2006; SCOTT et al., 2013; LAZARENKO et al., 2014). Já a ativação de uma resposta 

imune predominantemente Th2 está relacionada à progressão para lesões 

intraepiteliais de alto grau e câncer cervical (DE JONG et al., 2004; BAIS et al., 

2007; TORRES-POVEDA et al., 2016). 

Outro fator que indica que a imunidade celular representa grande importância 

para o clareamento de infecções pelo HPV é o fato que mulheres co-infectadas pelo 

HIV apresentam maior risco de infecção persistente pelo HPV e consequentemente 

progressão das lesões cervicais (KRIEK et al., 2016). 

 

2.3 O CICLO DE VIDA DO HPV 

 

Os HPVs são agentes infecciosos bem sucedidos na capacidade de induzir 

infecções crônicas sem que se tenham manifestações sistêmicas. Para isso eles 

possuem mecanismos de evasão da resposta imune do hospedeiro, a começar pelo 

próprio ciclo de replicação do vírus (DOORBAR, 2005; ISAACSON WECHSLER et 

al., 2012). A entrada do HPV no epitélio ocorre através de micro abrasões, que 
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permitem que o vírus infecte as células basais primitivas, assim como o processo de 

cicatrização dos queratinócitos feridos promove a ativação da divisão celular e 

permite a entrada do genoma viral no núcleo da célula hospedeira (STANLEY, 2009; 

SCHILLER; DAY; KINES, 2010; STANLEY; STERLING, 2014). No entanto, a 

montagem viral e a maior expressão de genes virais ocorrem nos queratinócitos 

maduros (CHOW; BROKER; STEINBERG, 2010), que são células descamativas 

destinadas a morrer, portanto, longe de locais de maior atividade imunológica. Desta 

maneira o HPV não produz viremia, ficando pouco exposto ao sistema imune e 

permanecendo oculto às defesas do hospedeiro por longos períodos (STANLEY; 

STERLING, 2014; SCHIFFMAN et al., 2016).  

A infecção pelo HPV é adaptada ao programa de diferenciação dos 

queratinócitos, o que leva a dificuldades para o reconhecimento imunológico.  O 

ciclo infeccioso completo do HPV dura em torno de três semanas, que é o tempo 

necessário que o queratinócito da camada basal leva para diferenciar-se 

completamente e alcançar as camadas mais superficiais do epitélio para descamar-

se. Portanto, não existe citólise ou morte citopática ocasionadas pela replicação e 

montagem viral, pois estes eventos ocorrem no queratinócito completamente 

diferenciado, que são células descamativas (STANLEY, 2012; STANLEY; 

STERLING, 2014). 

Além do mais, a infecção viral ocorre através de micro abrasões da mucosa, 

não ultrapassando a camada basal, ficando assim longe dos vasos capilares. Desta 

maneira a chegada do vírus aos nódulos linfáticos fica dificultada, não dando início à 

resposta imune adaptativa (STANLEY, 2009). 

 

2.4 RESPOSTA IMUNE INATA AO HPV 

 

A resposta imune se inicia no próprio epitélio, através dos queratinócitos, que 

são considerados como células sentinelas do sistema imune inato (NESTLE et al., 

2009).    
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 Os queratinócitos do trato genital inferior feminino expressam receptores 

capazes de reconhecer padrões moleculares comuns a patógenos, chamados 

receptores de reconhecimento de padrão de patógenos (RRP) (MEDZHITOV, 2007). 

O mais importante grupo destes receptores são os receptores Toll-like (TLR), 

localizados na superfície celular (TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6) ou na 

membrana endossômica (TLR-3, TLR-9) (NASU; NARAHARA, 2010). Após sua 

ativação, este receptor inicia a cascata de sinalização que conecta a resposta imune 

inata à adaptativa (SATO et al., 2009), promovendo a produção de citocinas INF tipo 

1 e uma resposta predominantemente Th1, criando um micro-ambiente pró-

inflamatório (MILLER; MODLIN, 2007; KAWAI; AKIRA, 2011). 

 Por se tratar de uma infecção exclusivamente intraepitelial, é necessário que 

haja a captura, processamento e apresentação de antígenos virais por células 

apresentadoras de antígenos (APCs), para que se ative a resposta imune mediada 

por células T. E, no epitélio pavimentoso, a APC responsável por esta função é a 

célula de Langherhans (LC) (STANLEY; STERLING, 2014). No entanto, as LC não 

são capazes de serem ativadas pela entrada do capsídio do HPV (FAUSCH et al., 

2002). Já as células dentríticas(DC) do estroma ou da derme são ativadas pela 

captação de partículas virais do HPV, iniciando a resposta específica por células T 

(DA SILVA et al., 2007). Por tanto, para que se tenha uma resposta imune celular 

efetiva, é necessária uma comunicação entre as LC e as DC (AMADOR-MOLINA et 

al., 2013).   

Em neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) relacionadas à infecção pelo 

HPV-16 o número de LC está significativamente reduzido, o que pode estar 

relacionado à mecanismos virais de evasão da resposta imune inata (MATTHEWS et 

al., 2003; LEONG et al., 2010). 

 

2.5 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA AO HPV 

 

Após o estímulo das células do sistema imune inato ocorre a formação de 

uma resposta imune adaptativa. A ativação das células T helper (Th) CD4+ é 

essencial para que ocorra uma resposta imune celular e humoral adequada 
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(LUCKHEERAM et al., 2012). O microambiente local de citocinas pode influenciar 

diretamente no direcionamento por parte das células T CD4 para o padrão de 

resposta Th1 ou Th2. As células Th1 promovem uma resposta imune 

predominantemente celular, enquanto as células Th2 promovem uma resposta 

predominantemente humoral (EINSTEIN et al., 2009). Sabemos que uma resposta 

celular adequada, envolvendo resposta antígeno específica às proteínas de 

replicação viral E2, E6 e E7, é essencial para que haja o clareamento da infecção 

pelo HPV (WOO et al., 2010). 

 

2.6 RESPOSTA IMUNE HUMORAL AO HPV 

 

O papel da resposta imune humoral contra o HPV ainda deve ser mais bem 

estudado, porém uma forte reposta humoral induzida é capaz de gerar proteção 

contra a infecção (SPELLBERG; EDWARDS, 2001).  

 Enquanto a resposta imune celular é antígeno específica para as proteínas 

precoces do HPV (early proteins), a resposta imune humoral que segue esta reposta 

celular leva a uma soroconversão e produção de anticorpos específicos contra a 

proteína de capsídio viral L1, não sendo capaz de eliminar a infecção intracelular.  

Devido aos mecanismos de evasão da resposta imune pelo HPV, a soroconversão 

demora a ocorrer, levando em torno de nove meses após a primeira detecção do 

vírus (STANLEY; STERLING, 2014). E quando esta resposta ocorre, ela é 

geralmente fraca, sendo que muitas mulheres não apresentam anticorpos após uma 

infecção natural pelo HPV (STANLEY, 2012). 

 

2.7 INFECÇÃO PELO HPV DE ALTO RISCO 

 

Estudos indicam que o HPV 16 é mais eficaz em provocar infecções 

persistentes, por isso, é mais prevalente em casos de câncer de colo uterino 

(SCHIFFMAN et al., 2005). 
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O HPV é um vírus de DNA que possui um genoma circular de 

aproximadamente 8000 pb, que contém uma região inicial (early region), que 

codifica as proteínas de replicação viral E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e uma região tardia 

(late region), que codifica as proteínas de capsídio viral L1 e L2 (DOORBAR, 2007). 

As proteínas de replicação viral E6 e E7 dos AR-HPVs possuem importante função 

para a entrada no ciclo celular assim como no estímulo à proliferação celular nas 

camadas basais e parabasais da mucosa (STANLEY, 2009; ISAACSON 

WECHSLER et al., 2012). 

Um dos principais mecanismos de evasão da resposta imune é a capacidade 

do HPV, principalmente os AR-HPVs, de comprometer a função dos queratinócitos 

como células sentinelas do sistema imune inato (NESTLE et al., 2009). A infecção 

pelo HPV de alto risco regula negativamente a expressão de genes para produção 

de INFα e as oncoproteínas E6 e E7 do HPV16 afetam diretamente os componentes 

da via de sinalização de interferons (ARANY; GOEL; TYRING, 1995), sendo esta 

resposta essencial para a ativação da resposta imune inata e adaptativa contra 

infecções virais (DIAMOND; FARZAN, 2013). Os HPVs 16 e 18 são capazes de 

reduzir os mecanismos relacionados à imunidade celular nos queratinócitos, inibindo 

a via de sinalização por receptores de reconhecimento de padrão de patógenos, 

interrompendo as vias ativadas por receptores interferons (KARIM et al., 2011; 

TUMMERS; BURG, 2015). Além disso, as proteínas E6 e E7 dos HPVs de alto risco 

possuem um papel fundamental para desregular o sistema imune inato, interferindo 

na expressão de receptores Toll-Like (KAWAI; AKIRA, 2009; DAUD et al., 2011). 

 

2.8 MICROBIOMA E A INFECÇÃO PELO HPV 

 

Novos fatores que influenciam na infecção pelo HPV, como o papel do 

ambiente da mucosa na modulação da resposta imune à infecção estão sendo 

estudados (SCHIFFMAN et al., 2016). As secreções, os hormônios e a microbiota 

são diferentes nas diversas mucosas do organismo, o que pode influenciar na 

persistência ou eliminação de uma infecção. As bactérias comensais da vagina, 

chamadas de microbioma vaginal (MV), podem interferir na resposta imune inata e 
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adaptativa. Desta maneira, o risco da persistência por uma infecção pelo HPV e o 

desenvolvimento de lesões intraepiteliais de alto grau podem estar associados às 

alterações do MV (BROTMAN et al., 2014).  

Existem evidências que sugerem que o tipo de MV desempenha um 

importante papel na persistência da infecção pelo HPV e consequentemente no 

desenvolvimento de LIEAG e de lesões invasivas (KYRGIOU; MITRA; MOSCICKI, 

2017). Alterações do padrão normal de MV (disbioses) estão significativamente 

relacionadas a lesões cervicais mais graves (MITRA et al., 2015).  

Existem diferenças no perfil de citocinas no colo uterino de acordo com o MV 

encontrado e a presença de algumas bactérias como a Fusobactarium spp. pode 

contribuir para uma mudança do padrão de resposta imune Th1 para o padrão Th2 e, 

desta maneira,  tornando a resposta imune ao HPV menos eficaz (AUDIRAC-

CHALIFOUR et al., 2016). 

Por outro lado, um MV com predominância de Lactobacillus spp. pode ter um 

efeito protetor. Além de inibir o crescimento de floras patogênicas, estas bactérias 

produzem menos aminas e nitrosaminas do que floras disbióticas (NELSON et al., 

2015), que são substâncias diretamente carcinogênicas (PAVIĆ, 1984). Mas 

algumas espécies de Lactobacillus, como o L.inners, também podem estar 

associadas ao desenvolvimento de lesões. Elas podem levar a uma depleção de 

glutationa reduzida, resultando em níveis mais elevados de estresse oxidativo, que 

pode gerar mais dano de DNA e assim influenciar na história natural do HPV e sua 

oncogenicidade (PIYATHILAKE et al., 2016).  

 

2.9 OUTROS FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR A RESPOSTA IMUNE AO 

HPV 

 

Existem outros fatores que podem interferir na resposta imune local e assim 

na persistência de uma infecção HPV. O tabagismo, por exemplo, é um fator que 

pode influenciar diretamente na resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro 

(BAUER et al., 2016). Mulheres tabagistas tem probabilidade de regressão de 
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LIEBG significativamente menor que não fumantes e um risco maior que duas vezes 

de uma infecção persistente pelo HPV (MATSUMOTO et al., 2010).  A exposição ao 

tabaco pode aumentar a expressão das oncoproteínas E6 e E7 dos AR-HPVs, além 

de aumentar os danos de DNA e mutações celulares, desta maneira, influenciando 

diretamente na oncogenicidade do HPV (WEI et al., 2014).  

O uso de anticoncepcionais hormonais tem sido associado ao aumento do 

risco de câncer cervical (SMITH et al., 2003; INTERNATIONAL COLLABORATION 

OF EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER et al., 2007). Um 

mecanismo possível para este aumento de risco seria as alterações que estes 

hormônios promovem no muco cervical, tornando-o escasso, espesso e altamente 

viscoso, o que poderia modular e prolongar os efeitos de agentes carcinogênicos 

(GUVEN et al., 2007). Outro estudo mostrou que o uso de contraceptivos orais tem 

um importante impacto na expressão de genes em pacientes com câncer de colo 

uterino, desta maneira, podendo estar relacionado à patogênese do câncer de colo 

uterino (GAO et al., 2014).   

A produção de hormônios esteroides também pode modular o sistema imune 

inato e adaptativo no trato genital das mulheres, e desta maneira, a imunidade pode 

variar de acordo com a fase do ciclo menstrual. Na fase secretória a imunidade está 

reduzida para aumentar a chance de sucesso para fertilização e gravidez, porém 

esta imunodepleção pode facilitar a entrada de patógenos no trato genital feminino. 

(WIRA; RODRIGUEZ-GARCIA; PATEL, 2015).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO PRIMÁRIO 

 

Comparar a concentração das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17A, IL-23 e 

INF-γ entre amostras de biópsias de colo uterino com laudo anatomopatológico de 

LIEBG, LIEAG e amostras de biópsias que não revelaram lesão intraepitelial (ALIE). 

 

3.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 

 Comparar as concentrações das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17A, IL-

23 e INF-γ entre as amostras de biópsias cervicais com laudo 

anatomopatológico de LIEBG e LIEAG e ALIE, de acordo com o resultado da 

reação em cadeia da polimerase para o HPV (PCR-HPV positivo e PCR-HPV 

negativo). 

 Avaliar a distribuição do nível das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17A, IL-

23 e INF-γ em cada grupo anatomopatológico (LIEBG, LIEAG e ALIE) e 

avaliar as diferenças entre as concentrações destas citocinas em cada grupo. 
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4 MÉTODOS 

 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Foi realizado um estudo analítico observacional transversal. 

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este projeto de pesquisa foi avaliado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão da Universidade de São 

Paulo (HC-FMRP/USP) e enquadrado na categoria APROVADO, de acordo com o 

processo (parecer nº: 1.071.278 - ANEXO A). 

O estudo foi desenvolvido no Setor de Moléstias Infectocontagiosas em 

Ginecologia e Obstetrícia (SEMIGO) do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (HC-FMRP-USP), na 

cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil, entre 2015 e 2018. Após o recrutamento das 

participantes, todos os dados foram coletados no mesmo dia, não fazendo parte do 

projeto o acompanhamento das mulheres incluídas. Esta pesquisa não interferiu na 

conduta clínica a ser adotada para as participantes do estudo. 

Todas as voluntárias incluídas neste estudo foram informadas, de forma clara e 

objetiva, sobre o propósito do estudo e o protocolo de pesquisa a ser executado, 

com adesão espontânea ao projeto sendo obtida por meio de um termo de 

consentimento livre e esclarecido (ANEXO B) e estavam cientes que o material 

biológico armazenado poderá ser utilizado em pesquisas futuras por meio da 

assinatura do termo de consentimento de biorrepositório (ANEXO C). 
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4.3 PARTICIPANTES 

 

As participantes deste estudo foram selecionadas de forma consecutiva, não 

aleatória, do Ambulatório de Moléstias Infectocontagiosas em Ginecologia (AMIG) do 

HCFMRP-USP, que preencheram os seguintes critérios:  

 Idade entre 18 e 65 anos. 

 Colposcopia com achados colposcópicos anormais. 

 Avaliação anatomopatológica da biópsia cervical com resultado de LIEAG, 

LIEBG ou amostras que não revelaram lesão intraepitelial. (DARRAGH et al., 

2012) 

 

4.4 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

 Gestantes 

 Sorologia reagente para HIV 

 Presença de outra doença imunossupressora 

 Uso de medicação imunossupressora 

 Uso de cremes vaginais nos últimos 7 dias anteriores ao exame 

 Atividade sexual há menos de 48 horas do exame 

 Avaliação anatomopatológica da biópsia cervical com resultado de neoplasia 

invasiva 

 Diagnóstico de vulvovaginite pela clínica e bacterioscopia 

 

4.5 VARIÁVEIS 

 

 Dados pessoais da paciente: Idade, cor, escolaridade, tabagismo. 
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 Antecedentes ginecológicos e obstétricos: Paridade, idade da primeira relação 

sexual, número de parceiros sexuais durante a vida e durante o último ano, 

método anticoncepcional utilizado. 

 Resultados de exames: Colposcopia, PCR-HPV.  

Para a coleta dos dados clínicos e epidemiológicos, as informações 

pertinentes às variáveis foram obtidas através do preenchimento do questionário 

padronizado do SEMIGO (ANEXO D) e de informações contidas no prontuário 

eletrônico. 

 

4.6 AVALIAÇÃO COLPOSCÓPICA 

 

Todas as pacientes incluídas no estudo realizaram colposcopia por indicação 

clínica: presença de atipias citológicas de acordo com a classificação do Sistema 

Bethesda, 2001 (LIEBG, LIEAG, ASC-US, ASC-H, AGC) ou por seguimento pós-

tratamento excisional de lesão de alto grau com cirurgia de alta frequência (CAF) 

(SOLOMON et al., 2002). 

Conforme protocolo seguido pelo SEMIGO, as pacientes foram submetidas à 

colposcoscopia, utilizando colposcópio da marca DF Vasconcelos, modelo CPM7, 

com aumento de 6, 10, 16, 24 e 40 vezes. Inicialmente, foi realizada a inspeção 

direta da vulva, vagina e colo com a luz branca. Foi retirado, quando necessário, o 

excesso de conteúdo vaginal com aplicação de soro fisiológico a 0,9% e 

visualização sob luz branca e filtro verde para evidenciar a angioarquitetura cervical 

(Teste de Kraatz). Em seguida, foi aplicado ácido acético a 3% para a identificação 

da junção escamocolunar (JEC) e da zona de transformação (ZT). Os achados 

colposcópicos foram descritos seguindo a terminologia colposcópica definida pela 

Federação Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia (IFCPC) de 2011 

(BORNSTEIN et al., 2012). 

 

4.7 COLETA DAS AMOSTRAS 
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Todas pacientes que apresentaram achados colposcópicos anormais foram 

submetidas à biópsia. As biópsias foram realizadas utilizando a pinça de Gaylor-

Medina de 3 mm, na zona de transformação anormal de colo uterino de pacientes 

que apresentaram alterações colposcópicas maiores ou menores, sendo coletadas 

duas amostras: uma para avaliação diagnóstica anatomopatológica e outra para 

análise deste estudo. As amostras encaminhadas para anatomopatológico foram 

classificadas em Ausência de Lesão Intraepitelial (ALIE), LIEBG (NIC I), LIEAG (NIC 

II e NIC III) ou carcinoma invasor (DARRAGH et al., 2012). As amostras teciduais 

coletadas para análise do estudo foram armazenadas em um microtubo de 

polipropileno tipo Eppendorf e após identificação adequada, as amostras ficaram 

estocadas em freezer a -80°C, sem adição de solução fisiológica ou formol.  

 

4.8 QUANTIFICAÇÃO DAS CITOCINAS 

 

O painel de citocinas para realização deste estudo foi escolhido de acordo 

com sua importância para a diferenciação de cada linhagem celular ou por 

representarem importante papel para cada padrão de resposta imune. Para resposta 

Th1 foram escolhidas IL-12 e INF- γ, Th2 (IL-2 e IL-4) e Treg (IL-10) e Th17 (IL-23 e 

IL-17A) (ZHU et al., 2001; STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003; 

OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008; ZHU; PAUL, 2008; APETOH et al., 2010). 

Foi realizada a quantificação das citocinas IL-2, IL-4, 1L-10, IL-12, IL-17A, IL-

23 e INF-γ, através do método Elisa Luminex, de 141 amostras de biópsia de colo 

uterino. 

As amostras foram processadas utilizando-se um micromorcelador para 

homogeneização e diluição, ficando padronizado a diluição do fragmento morcelado 

em 1 mL de solução tampão e realizado centrifugação do material para remoção de 

debris. 

Para a realização do ensaio multiplex, foram utilizados kits da Millipore® 

(Milliplex® HTH17MAG-14K). O filtro da placa foi pré-umedecido com 100 μl do 
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Tampão do Ensaio Millipore. 50 μl das beads foram adicionados e submetidos ao 

vácuo. Em seguida, foram feitas duas lavagens de 100 μl cada com o Tampão de 

Lavagem Millipore. 50 μl dos padrões foram adicionados e incubados por 30 min em 

temperatura ambiente (T/A) em agitação. As placas foram então lavadas 3 vezes e 

foram adicionados os anticorpos de detecção (25 μl/poço). A placa foi então coberta 

e foi feita a incubação de 30 min T/A em agitação. Novamente foram feitas 3 

lavagens e adicionada a estreptavidina e mais uma incubação de 10 min T/A em 

agitação. Mais 3 lavagens foram realizadas e as beads foram ressuspendidas em 

125 μl do Tampão do Ensaio Millipore. Por fim os dados foram adquiridos e 

analisados em uma plataforma Luminex (Bioplex Magpix) e os resultados foram 

expressos em pg/ml.  

Para verificação da homogeneidade das amostras, os valores quantificados 

em pg/ml foram divididos pela concentração de proteínas total em cada amostra, 

com resultados expressos em pg/ml de citocina / mg de proteína total (MARKS et al., 

2012).  

 

4.9 AVALIAÇÃO QUALITATIVA PARA PCR-HPV 

  

Para extração do DNA procedeu-se com centrifugação a 6000 x G por 1 

minuto para que as células precipitassem, retirando-se cuidadosamente a escova 

endocervical de dentro do microtubo. O DNA das amostras foi obtido por extração 

com o QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, EUA), conforme as orientações do 

fabricante.  

Para detecção da presença do material genético do HPV, foi utilizada a 

técnica convencional da PCR com utilização dos primers consensuais GP5+ e 

GP6+, que amplificam um fragmento de 150 pares de bases (bp), conforme descrito 

por de Roda Husman et al. (DE RODA HUSMAN et al., 1995). Para a tipificação do 

HPV, realizou-se a técnica de PCR multiplex, na qual são utilizados 

simultaneamente primers específicos para os HPV 6, 11, 16, 18, 31 e 33 (BERNARD 

et al., 1994; MANT et al., 1997). Os iniciadores específicos amplificam fragmentos de 
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tamanhos e regiões diferentes do genoma viral (Quadro 1). Todos os primers foram 

sintetizados pela Invitrogen Inc. (EUA).  

Como controle interno da amplificação e para avaliar a qualidade do DNA, a 

amplificação do HPV foi realizada conjuntamente com iniciadores do gene humano 

β-globina, quais sejam: S-GH20, pCO3 e pCO4 (MANT et al., 1997). A fim de evitar 

resultados falsos positivos, um controle negativo contendo apenas os reagentes da 

reação, sem DNA, foi incluído em cada amplificação. Os controles positivos foram 

amostras HPV-DNA positivas oriundas de coletas cervicais prévias. 

Quadro 1 - Sequências dos iniciadores utilizados para detecção e tipificação do HPV 

através da técnica de PCR. 

Sistema ORF# Tamanho§ Sequências Iniciadoras 

HPV GP5+ (1) L1 
150 

5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’ 

HPV GP6+ (1) L1 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’ 

vdB6 U (2) L2 
280 

5’-TAG TGG GCC TAT GGC TCG TC–3’ 

vdB6 D (2) L2 5’-TCC ATT AGC CTC CAC GGG TG-3’ 

vdB11 U (2) L1 
360 

5’-GGA ATA CAT GCG CCA TGT GC-3’ 

vdB11 D (2) L1 5’–GGA GCA GAC GTC CGT CCT CG–3’ 

vdB16 U (2) L1 
152 

5’- TGC TAG TGC TTA TGC AGC AA-3’ 

vdB16 D (2) L1 5’-ATT TAC TGC AAC ATT GGT AC-3’ 

vdB18 U (2) L1 
216 

5’- AAG GAT GCT GCA CCG GCT GA-3’ 

vdB18 D (2) L1 5’- CAC GCA CAC GCT TGG CAG GT-3’ 

vdB31 U (2) E2 
514 

5’-ATG GTG ATG TAC ACA ACA CC-3’ 

vdB31 D (2) E2 5’-GTA GTT GCA GGA CAA CTG AC-3’ 

vdB33 U (2) E1 
455 

5’-ATG ATA GAT GAT GTA ACG CC-3’ 

vdB33 D (2) E2 5’-GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG-3’ 

S-GH20 (2) NA  
286 

 

5’- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’ 

pCO3 (3) NA 5’- ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3’ 

pCO4 (3) NA 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’ 

 
#
Open Reading Frame ou Fase de leitura aberta; 

§
Em pares de bases; NA: Não se aplica. 1. de 

Roda Husman et al., 1995b; 2. Mant et al., 1997; 3. Bernard et al., 1994. 
 

A amplificação foi realizada utilizando-se 1 µL do DNA previamente extraído 

em microtubos de 200 µL devidamente numerados. As amplificações foram 

efetuadas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems; 

Foster City, Califórnia, EUA). As condições de amplificação e concentrações finais 

para cada par de iniciadores estão descritos nos quadros 2 e 3. 
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Para as reações, foi utilizado o tampão que acompanha a Taq Polimerase 

(Invitrogen, EUA), composto de 200 mM de Tris-HCl (pH 8,4) e 500 mM de KCl. 

Quadro 2 - Condições da reação utilizada para detecção do HPV, utilizando os 

iniciadores consensuais GP5+/6+. 

Reagentes 
Concentração Ciclagem 

Inicial Final  

H2O Ultra pura q.s.p 25 L 94C – 1’  

Tampão 10 X 1,4 X 94C – 30’’  

MgCl2  50 mM 3,0 mM 45C – 45’’ 37x 

dNTP 20 mM1 200 M 72C – 1’  

Iniciador 1 10 M 0,4 mM 72C – 10’  

Iniciador 2 10 M 0,3 mM   

Enzima (Taq) 5 U/L 1,25 U   

Volume do Mix - 24,00 L   

DNA 0,5 ng/L 1,0 ng   

Volume Total - 25 L   

 
Quadro 3 - Condições da reação utilizada para tipificação do HPV. 

Reagentes 
Concentração 

Ciclagem 
Inicial Final 

H2O Ultra pura q.s.p 25 L 94C – 7’  

Tampão 10 X 1,4 X 94C – 45’’  

MgCl2 50 mM 2,5 mM 57C – 30’’  

dNTP 20 mM 200 M 72C – 1’ 10x 

Iniciador 1S 10 M 0,4 mM 72C – 10’  

Iniciador 1ª 10 M 0,4 mM   

Iniciador 2S 10 M 0,4 mM   

Iniciador 2ª 10 M 0,4 mM   

Iniciador 3S 10 M 0,4 mM   

Iniciador 3ª 10 M 0,4 mM   

Iniciador 4S 10 M 0,4 mM   

Iniciador 4ª 10 M 0,4 mM   

Iniciador 5S 10 M 0,4 mM   

Iniciador 5ª 10 M 0,4 mM   

Enzima (Taq) 5 U/L 1,25 U   

Volume do Mix - 24,00 L   

DNA 0,5 ng/L 1,0 ng   

Volume Total - 25 L   
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Para análise dos produtos amplificados foi utilizado gel não desnaturante 

10%, com tamanho de 10 cm, foi utilizado para diagnosticar e/ou confirmar a 

presença do HPV-DNA nas amostras. Para a preparação deste gel, foram utilizados 

os seguintes componentes: 

 9,8 ml de água deionizada; 

 6,7 ml de acrilamida + bis-acrilamida (29:1); 

 1,4 ml de glicerol; 

 2,0 ml de tampão TBE 10X; 

 15 L de TEMED; 

 300 L de solução saturada de potássio. 

Em seguida à preparação da mistura, fazia-se a aplicação imediata do gel a 

um cassete de tamanho determinado previamente montado. Esse cassete era 

composto por duas placas de vidro colocadas sobre um suporte, separadas por 

espaçadores de teflon e presas com grampos de aço. Logo após a aplicação do gel 

entre as placas, colocava-se um pente de teflon na borda superior para formar 

sulcos, nos quais eram aplicadas as amostras posteriormente. O tempo de 

polimerização era de aproximadamente 30 minutos. 

Após a polimerização do gel, era feita a retirada do pente e montava-se o 

cassete em uma cuba de eletroforese vertical contendo tampão TBE (o mesmo 

utilizado na preparação do gel diluído mais 10 vezes) em ambos os polos.  

Para a eletroforese dos sistemas analisados, 5 L do produto amplificado 

eram misturados a 5 L do tampão da amostra. Após a mistura com o corante, as 

amostras e o controle negativo de cada reação eram aplicados diretamente nos géis. 

O equipamento era ligado a uma fonte de alta voltagem e submetido à voltagem 

constante de 220 V por 01 hora e 30 minutos. 

Após o término da eletroforese, o gel era retirado da placa, colocado em 100 

mL de solução fixadora com 1 mL de nitrato de prata a 20% e agitado por 5 minutos.  
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Depois de descartada a solução fixadora com a prata, o gel era lavado em 

água abundante. Após desprezar a água, colocava-se o gel em 100 mL de solução 

reveladora com 1 mL de formaldeído e mantinha-se em agitação até o aparecimento 

das bandas. 

Após o aparecimento das bandas, o gel era imerso em 200 mL de solução 

fixadora, sem o nitrato de prata, para interromper o efeito do revelador. Após a 

leitura, os géis de poliacrilamida eram secos e arquivados. A secagem era realizada 

colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofane embebidas em água sobre 

uma placa de vidro à temperatura ambiente por 24 horas. 

A amostra foi considerada positiva para o HPV quando havia presença de 

banda de aproximadamente 150 bp nas reações com o par de primers GP5+/6+, 

indicando a presença de DNA viral de um dos genótipos testados (HPV 6, 11, 16, 

18, 31 e 33 ). A ausência de bandas indicava que a amostra era negativa para o 

vírus. 

 

4.10 TAMANHO DA AMOSTRA 

 

O tamanho da amostra foi definido de forma não probabilística. As amostras 

foram colhidas de pacientes submetidas à colposcopia que apresentaram achados 

colposcópicos anormais de forma consecutiva, não aleatória, no Ambulatório de 

Moléstias Infectocontagiosas em Ginecologia e Obstetrícia (AMIGO) do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(HC-FMRP-USP), na cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil, entre 09/06/2015 a 

04/12/2018.  

 

4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram coletados em uma planilha eletrônica no Microsoft Excel 

(Microsoft Corp, Redmond, WA, EUA) e as informações foram analisadas utilizando-
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se o programa IBM SPSS statistics 23 (ver. 23; SPSS). As variáveis quantitativas 

foram testadas para verificar a distribuição normal, através do teste de Kolmogorov-

Smirnov. Para verificar se houve diferença dos níveis de citocinas entre os grupos 

(ALIE, LIEBG e LIEAG) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, aplicado para cada 

citocina, verificando se existiu diferença estatística entre os grupos e verificando-se 

diferença entre os grupos, foi realizado pós-teste de Dunn-Bonferroni para 

comparação entre pares. A associação entre o nível de citocinas e a presença de 

DNA-HPV foi avaliada através do teste de Mann-Whitney. Os resultados foram 

expressos em pg/ml e em pg/ml/mg e realizada uma análise exploratória de dados 

através de medidas de posição central e de dispersão, expressos em mediana e 

valor mínimo e valor máximo. Para determinar se existem diferenças entre os níveis 

detectados de citocinas para cada um dos grupos de estudo foi utilizado o teste para 

amostras dependentes Two-Way ANOVA de Friedman e após o teste de Dunn-

Bonferroni para comparação entre os pares de citocinas. Para avaliação da 

associação entre as variáveis categóricas e os grupos (ALIE, LIEBG, LIEAG) foi 

utilizado o teste estatístico 2. Foram consideradas estatisticamente significativas as 

diferenças em que a probabilidade (p) for menor que 5% (p<0,05).  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ANÁLISE DESCRITIVA 

 

Foram coletadas 148 amostras de biópsia de colo uterino de pacientes com 

achados colposcópicos anormais entre 09/06/2015 a 04/12/2018. Após avaliação 

anatomopatológica 29 tiveram resultado de ausência de lesão intraepitelial (ALIE), 

22 tiveram resultado LIEBG, 90 LIEAG (NIC II e NIC III) e 7 casos com resultado de 

carcinoma espinocelular (CEC). Todos os casos de CEC foram excluídos. Figura 1. 

Figura 1 - Fluxograma demonstrando a coleta de amostras. 

 

 

  

 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, CEC: Carcinoma espinocelular. 

 

A partir do estudo anatomopatológico das amostras de biópsia cervical as pacientes 

foram divididas em três grupos: 

GRUPO 1: Ausência de lesão intraepitelial (ALIE) 

GRUPO 2: Lesão intraepitelial de baixo grau (LIEBG) 

GRUPO 3: Lesão intraepitelial de alto grau (LIEAG) 

Conforme demonstrado na tabela 1. 

 

148 AMOSTRAS 

COLETADAS 

ALIE LIEBG LIEAG CEC 

141 AMOSTRAS 

ESTUDADAS 
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Tabela 1 - Distribuição das 141 amostras submetidas à análise histológica de acordo 

com o grupo. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

 

           LESÃO CERVICAL N % 

 

Grupo 1: ALIE 29 20,6% 

 

Grupo 2: LIEBG 22 15,6%  

 

Grupo 3: LIEAG 90 63,8% 

  TOTAL 141 100% 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, 
LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto 
grau. 

                 

A idade média das participantes do estudo foi 34,9 anos ± 9,8 DP (desvio 

padrão), com idade mínima de 18 anos e idade máxima de 65 anos. 

A idade média por grupo foi 31,1 anos (± 8,5 DP) para o grupo LIEBG, 36,1 

anos (± 10,2 DP) para o grupo LIEAG e 33,9 anos (± 10,2 DP) para o grupo ALIE, 

não havendo diferença estatística da distribuição da idade entre os grupos (p= 

0,089). 

 

5.2 AVALIAÇÃO CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICA 

 

Os parâmetros clínicos e epidemiológicos das 141 pacientes avaliadas em 

nosso estudo estão apresentados na tabela 2. 

Observa-se que os grupos são homogêneos em relação à maioria das 

variáveis analisadas. Entretanto, a escolaridade e o número de partos apresentaram 

associação estatisticamente significativa entre os grupos estudados (2 p=0,029 e 

p=0,038 respectivamente). 
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Tabela 2 - Distribuição das 141 mulheres com achados colposcópicos anormais 

submetidas à biópsia cervical de acordo com o diagnóstico histológico e os 

parâmetros clínicos epidemiológicos. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

    
N(%) 

Total 
 

ALIE LIEBG LIEAG P 

COR Branca 22(81,5%) 14(63,6%) 61(67,8%) 97(69,8%)  

 

Preta 3(11,1%) 4(18,2%) 19(21,1%) 26(18,7%) 0,546 

 

Parda 2(7,4%) 4(18,2%) 10(11,1%) 16(11,5%)  

  TOTAL 27(100%) 22(100%) 90(100%) 139(100%)  

ESCOLARIDADE Analfabeta 0(0%) 0(0%) 4(5,3%) 4(3,7%)  

 

Até 9 anos 6(37,5%) 4(25%) 38(50,7%) 48(44,9%)  

 9 a 12 anos 7(43,8%) 6(37,5%) 28(37,3%) 41(38.3%) 0,029* 

  > 12 anos 3(18,7%) 6(37,5%) 5(6,7%) 14(13,1%)  

  TOTAL 16(100%) 16(100%) 75(100%) 107(100%)  

IDADE 1ª 

RELAÇÃO 

SEXUAL 

<16 5(83,3%) 5(45,5%) 31(60,8%) 41(60,3%)  

≥16 1(16,7%) 6(54,5%) 20(39,2%) 27(39,7%) 0,309 

   TOTAL  6(100%) 11(100%) 51(100%) 68(100%)  

NÚMERO DE 

PARCEIROS 

SEXUAIS 

1 a 5 9(52,9%) 9(69,2%) 44(64,7%) 62(63,3%)  

>5 8(47,1%) 4(30,8%) 24(35,3%) 36(36,7%) 0,595 

 

TOTAL 17(100%) 13(100%) 68(100%) 98(100%)  

NÚMERO DE 

PARCEIROS NO 

ÚLTIMO ANO 

 

˂3 18(100%) 14(93,3%) 70(95,9%) 102(96,2%)  

≥3 0(0%) 1(6,7%) 3(4,1%) 4(3,8%) 0,584 

TOTAL 18(100%) 15(100%) 73(100%) 106(100%)  

NÚMERO DE  
Nulíparas 8(27,6%) 8(36,4%) 12(13,3%) 28(19,9%)  

PARTOS 1-2 16(55,2%) 8(36,4%) 43(47,8%) 67(47,5%) 0,038* 

 ≥3 5(17,2%) 6(27,2%) 35(38,9%) 42(32,6%)  

  TOTAL 29(100%) 22(100%) 90(100%) 141(100%)  

 

NÃO 24(82,8%) 17(77,7%) 55(62,5%) 96(69,1%)  

TABAGISMO SIM 5(17,2%) 5(22,7%) 33(37,5%) 43(30,9%) 0,082 

 TOTAL 29(100%) 22(100%) 88(100%) 139(100%)  

ANTICONCEPÇÃ

O 

Não hormonal 12(42,9%) 10(45,5%) 40(44,9) 62(44,6%)  

Hormonal 16(57,1%) 12(54,5%) 49(55,1%) 77(55,4%) 0,978 

 TOTAL 28(100%) 22(100%) 89(100%) 139(100%)  

 

 

 

 

    *P com significância estatística (teste 2 ˂ 0,05) 

ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, 

LIEAG: Lesão Intraepitelial 

                                                                 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau. 
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5.3 DETECÇÃO DO DNA HPV 

 

Foi observada positividade no teste de PCR-HPV em 66,7% (56/84) das 

amostras do grupo 3 - LIEAG, 33,3% (7/21) das amostras do grupo 2 - LIEBG e 

10,7% (3/28) das amostras do grupo 1- ALIE, havendo associação estatisticamente 

significativa entre a positividade do teste PCR-HPV e a gravidade do diagnóstico 

anatomopatológico (2, p<0,0001). Estes resultados estão expostos na figura 2. 

 

Figura 2 - Comparação da detecção do DNA HPV entre os grupos. 

 

Fonte: Produção do próprio autor. PCR: Reação em cadeia da Polimerase, HPV: Papilomavírus 
Humano, ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, LIEAG: 
Lesão Intraepitelial de Alto grau. 
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5.4 ACHADOS COLPOSCÓPICOS 

 

Foram observados achados colposcópicos anormais maiores em 88,5% 

(77/87) das pacientes do grupo 3 - LIEAG, 42,9% (12/28) das pacientes do grupo 1 - 

ALIE e 38,1% (8/21) das pacientes do grupo 2 - LIEBG, havendo associação 

estatisticamente significativa entre os achados colposcópicos e os grupos 

anatomopatológicos (2, p=0,0001). Estes resultados estão expostos na figura 3. 

 

Figura 3 - Comparação dos achados colposcópicos entre os grupos. 

 
Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau. 
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5.5 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS 

 

5.5.1 TAXA DE DETECÇÃO DE CITOCINAS NAS AMOSTRAS 

 

Das 141 amostras avaliadas, foi possível quantificar 131 (92,9%) das 

amostras para a citocina IL-2, 125 (88,6%) das amostras para IL-4, 132 (93,6%) das 

amostras para IL-10, 132 (93,6%) das amostras para IL-12, 132 (93,6%) das 

amostras para IL-17a, 130 (92,2%) das amostras para IL-23 e 133 (94,3%) das 

amostras para IFN- γ. 

 

5.5.2 ASSOCIAÇÃO ENTRE OS NÍVEIS DE CITOCINAS E OS GRUPOS 

 

Foi observada uma diferença estatisticamente significativa na concentração 

das citocinas IL-2 e IL-23 entre ALIE, LIEBG e LIEAG (p=0,0001, p=0,003 

respectivamente). Estes dados estão expostos na figura 4. 

As quantificações das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IL-17a e INF-y não 

apresentaram diferença com significância estatística entre os grupos de estudo 

(p=0,158, p=0,072, p=0,065, 0,327 e p=0,065 respectivamente). 
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Tabela 3 – Mediana (valor mínimo e valor máximo) dos níveis de citocinas 

(pg/ml) de acordo com os grupos. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

CITOCINA ALIE LIEBG LIEAG N Valor p 

IL-2 1,56 (0,84-4,57) 0,94 (0,24-2,28) 0,93 (0,28-2,51) 131 0,0001* 

IL-4 0,01 (0,01-0,05) 0,01 (0,001-0,03) 0,01 (0,01-0,44) 125 0,158 

IL-10 1,23 (0,27-13,94) 2,10 (0,35-8,37) 1,18 (0,27-13,37) 132 0,072 

IL-12 1,51 (1,09-4,61) 2,10 (0,06-7,61) 1,51 (0,62-8,75) 132 0,065 

IL-17A 3,48 (2,19-80,63) 4,30 (2,66-16,10) 3,91 (1,83-39,78) 132 0,327 

IL-23 0,15 (0,08-3,53) 0,13 (0,03-0,40) 0,12 (0,03-2,25) 130 0,003* 

INF-γ 2,47(1,63-14,42) 3,45 (1,83-10,23) 2,69 (0,83-6,62) 133 0,065 

 *p com significância estatística (teste de Kruskal-Wallis ˂ 0,05) 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina, INF: Interferon. 

 

Figura 4 - Nível de IL-2 (pg/ml) e IL-23 (pg/ml) entre os grupos, dados mostrados na 

forma de Box-plots (mediana, 25º - 75º percentis). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina. 
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Para as citocinas que tiveram diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos ALIE, LIEBG e LIEAG (IL-2 e IL-23) foi realizado o pós-teste de Dunn-

Bonferroni para a comparação entre pares. 

 

Tabela 4 - Comparação entre pares para as citocinas IL-2 e IL-23, avaliação em 

pg/ml. 

Comparação entre 

Pares 

IL-2 IL-23 

Valor p Valor p 

LIEBG vs. LIEAG 1,0 0,446 

LIEBG vs. ALIE 0,001* 0,659      

LIEAG vs. ALIE 0,0001*    0,003* 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina.* p com significância 
estatística (pós-teste de Dunn-Bonferroni < 0,05).  

 

Após a divisão da concentração de citocina pela quantificação de proteínas de 

cada amostra também foi observada diferença estatisticamente significativa para as 

citocinas IL-2 e IL-23 entre os grupos ALIE, LIEBG e LIEAG (p=0,001, p=0,007 

respectivamente), figura 5, e ausência de diferença para as citocinas IL-4, IL-10, IL-

12, IL-17a e INF-y (p=0,994, p=0,194, p=0,963, 0,413 e p=0,563 respectivamente). 

Tabela 5. 
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Tabela 5 - Mediana (valor mínimo e valor máximo) dos níveis de citocinas (pg/ml/mg) 

de acordo com os grupos. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

CITOCINA ALIE LIEBG LIEAG 

 

Valor p 

IL-2 0,046 (0,014-0,21) 0,031 (0,007-0,112) 0,028 (0,007-0,089) 

 

0,001* 

IL-4 0,0003 (0,0001-0,001) 0,0003 (0,0002-0,001) 0,0003 (0,0001-0,014) 

 

0,994 

IL-10 0,038 (0,007-0,296) 0,079 (0,01-0,18) 0,041 (0,005-0,70) 

 

0,194 

IL-12 0,051 (0,027-0,17) 0,046 (0,002-0,24) 0,051 (0,015-0,35)  0,963 

IL-17ª 0,112(0,053-1,36) 0,118 (0,049-0,48) 0,143 (0,028-1,62)    0,413 

IL-23 0,005 (0,002-0,088) 0,005 (0,0009-0,027) 0,004 (0,0008-0,072)  0,007* 

INF-γ 0,079(0,043-0,51) 0,097 (0,047-0,389) 0,082 (0,035-0,398)  0,563 

*p com significância estatística (teste de Kruskal-Wallis ˂ 0,05) 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina, INF: Interferon.  

 

Para as citocinas que tiveram diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos (IL-2 e IL-23) foi realizado o pós-teste de Dunn-Bonferroni para a 

comparação entre pares. 

 

Tabela 6 - Comparação entre pares para as citocinas IL-2 e IL-23, avaliação em 

pg/ml/mg 

Comparação entre 

Pares 

IL-2 IL-23 

Valor p Valor p 

LIEBG vs. LIEAG 1,0 0,679 

LIEBG vs. ALIE 0,016* 0,592 

LIEAG vs. ALIE 0,001* 0,006* 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina. * p com significância 
estatística (pós-teste de Dunn-Bonferroni < 0,05). 
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Figura 5 - Nível de IL-2 (pg/ml/mg) e IL-23 (pg/ml/mg)  entre os grupos, dados 

mostrados na forma de Box-plots (mediana, 25º - 75º percentis). 

 

 

 

 

 

 

 

 

ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, LIEAG: Lesão 

Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina. 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina. 

 

5.5.3 ASSOCIAÇÃO ENTRE OS NÍVEIS DE CITOCINAS E PCR-HPV 

 

As concentrações das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17A, IL-23 e INF-y 

não apresentaram diferença com significância estatística entre as pacientes com 

PCR-HPV positivo e pacientes com PCR-HPV negativo (p=0,182, p=0,346, 

p=0,376,p= 0,528, p=0,842, p=0,073 e p=0,612 respectivamente). 
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Tabela 7 - Mediana (valor mínimo e valor máximo) dos níveis de citocinas (pg/ml) de 

acordo com PCR-HPV. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

CITOCINA HPV-POSITIVO HPV-NEGATIVO N Valor p 

IL-2 0,94 (0,24-2,57) 1,12 (0,28-4,57) 123 0,182 

IL-4 0,01 (0,001-0,05) 0,01 (0,01-0,44) 119 0,346 

IL-10 1,23 (0,27-6,29) 1,23 (0,27-13,94) 124 0,376 

IL-12 1,51 (0,62-7,61) 1,51 (0,06-8,75) 124 0,528 

IL-17ª 3,74 (1,83-39,78) 4,04 (2,19-80,63) 124 0,842 

IL-23 0,11 (0,03-3,53) 0,15 (0,03-2,25) 122 0,073 

INF-γ 2,69 (1,54-14,42) 2,69 (0,83-13,83) 125 0,612 

Fonte: Produção do próprio autor. PCR: Reação em cadeia da polimerase, HPV: Papiloma Vírus 
Humano, ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, LIEAG: 
Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina, INF: Interferon. 

 

Após a divisão da concentração de citocina pela quantificação de proteínas de 

cada amostra as citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17ª, IL-23 e INF-y também não 

apresentaram diferença com significância estatística entre as pacientes com PCR-

HPV positivo e pacientes com PCR-HPV negativo (p=0,632, p=0,566, p=0,542,p= 

0,376, p=0,559, p=0,154 e p=0,134 respectivamente). 
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Tabela 8 - Mediana (valor mínimo e valor máximo) dos níveis de citocinas (pg/ml/mg) 

de acordo com o PCR-HPV. SEMIGO-HCFMRPUSP, 2015-2018. 

CITOCINA HPV-POSITIVO HPV-NEGATIVO N Valor p 

IL-2 0,034 (0,007-0,09) 0,033 (0,007-0,21) 121 0,632 

IL-4 0,0003 (0,0001-0,001) 0,0003 (0,0001-0,014) 115 0,566 

IL-10 0,041 (0,005-0,224) 0,041 (0,007-0,7) 122 0,542 

IL-12 0,052 (0,015-0,24) 0,046 (0,002-0,359) 122 0,376 

IL-17A 0,127 (0,028-1,24) 0,12 (0,049-1,62) 122 0,559 

IL-23 0,004 (0,0009-0,09) 0,004 (0,0009-0,072) 120 0,154 

INF-γ 0,094 (0,036-0,365) 0,078 (0,036-0,512) 123 0,134 

Fonte: Produção do próprio autor. PCR: Reação em cadeia da polimerase, HPV: Papiloma Vírus 
Humano, ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial de Baixo Grau, LIEAG: 
Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina, INF: Interferon. 

 

5.5.4 DISTRIBUIÇÃO DO NÍVEL DE CITOCINAS EM CADA GRUPO 

 

As citocinas apresentaram níveis de detecção com diferença estatisticamente 

significativa nos três grupos de estudo, com p<0,0001 para todos os grupos (figura 

6).  
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Figura 6 – Mediana em pg/ml do nível das citocinas em cada grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina. 

 

A comparação entre os pares mostrou-se diferente entre cada grupo de estudo. 

(tabela 9) 
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Tabela 9 - Comparação entre pares de citocinas para cada grupo.  

Comparação 
entre Pares 

 Valor p  

ALIE LIEBG LIEAG 

 IL-4 vs. IL-23 1,000 1,000 ,091 

IL-4 vs. IL-10 ,000 ,012 ,000 

IL-4 vs. IL-12 ,000 ,000 ,000 

IL-4 vs. IL-2 ,000 ,000 ,000 

IL-4 vs. INF-γ ,000 ,000 ,000 

IL-4 vs. IL-17A ,000 ,000 ,000 

IL-23 vs. IL-10 ,007 1,000 ,001 

IL-23 vs. IL-12 ,002 ,007 ,000 

IL-23 vs. IL-2 ,002 ,005 ,000 

IL-23 vs. INF- γ ,000 ,000 ,000 

IL-23 vs. IL-17A ,000 ,000 ,000 

IL-10 vs. IL-12 1,000 1,000 1,000 

IL-10 vs. IL-2 1,000 1,000 ,013 

IL-10 vs. INF- γ ,050 ,007 ,000 

IL-10 vs. IL-17A ,000 ,000 ,000 

IL-12 vs. INF- γ ,131 1,000 1,000 

IL-2 vs. INF- γ ,131 1,000 ,000 

IL-12 vs. IL-2 1,000 ,021 ,000 

IL-12 vs. IL-17A ,001 1,000 ,006 

IL-2 vs. IL-17A ,001 ,027 ,000 

INF- γ vs.IL-17A 1,000 1,000 ,347 

Negrito: pós-teste de Dunn-Bonferroni p < 0,05 

Fonte: Produção do próprio autor. ALIE: Ausência de Lesão Intraepitelial, LIEBG: Lesão Intraepitelial 
de Baixo Grau, LIEAG: Lesão Intraepitelial de Alto grau, IL: Interleucina, INF: Interferon. 

 

Para o grupo ALIE só não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa as citocinas IL-4 com IL-23, IL-10 com IL-12, IL-10 com IL-2, IL-12 com 

INF-y, IL-2 com INF-y e INF-y com IL-17A. As demais comparações entre pares de 

citocinas apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

Para o grupo LIEBG só não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa as citocinas IL-4 com IL-23, IL-23 com IL-10, IL-10 com IL-12, IL-10 com 

IL-2, IL-12 com INF-y, IL-2 com INF-y, IL-12 com IL17 e INF-y com IL-17A. As 

demais comparações entre pares de citocinas apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas. 

Para o grupo LIEAG só não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa as citocinas IL-4 com IL-23, IL-10 com IL-12, IL-12 com INF-y e INF-y 

com IL-17A. As demais comparações entre pares de citocinas apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Apesar de todos os esforços, o câncer de colo uterino mantém elevada 

prevalência, sendo o quarto câncer mais frequente entre as mulheres. Além disto, é 

a quarta causa de morte por câncer no mundo e a segunda causa de óbito de 

mulheres entre 15 e 44 anos (PLUMMER et al., 2016). No Brasil esta neoplasia fica 

em terceiro lugar no ranking entre as mulheres, com uma estimativa de 

aproximadamente 16.000 novos casos por ano para o biênio 2018-2019 

(INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 2018). Destaca-se que 84% dos novos 

casos de câncer de colo do útero são diagnosticados em regiões menos 

desenvolvidas do mundo (SERRANO et al., 2018).  

A prevenção secundária é uma importante intervenção para redução das 

taxas de câncer de colo uterino e consiste em uma estratégia de rastreio para 

diagnóstico e posterior seguimento e tratamento de pacientes com lesões pré-

neoplásicas como as LIEAG (BASU et al., 2018). Nosso estudo teve como objetivo a 

avaliação imunológica no microambiente tecidual de lesões intraepiteliais cervicais, 

desta maneira contribuindo para melhor entendimento da fisiopatologia destas 

lesões, possibilitando no futuro, novas alternativas eficazes para seu tratamento ou a 

descoberta de novos marcadores biológicos de prognóstico. 

A prevalência das lesões intraepiteliais cervicais e a idade em que elas mais 

incidem variam de acordo com a população estudada, devido a diferenças nos 

programas de rastreamento como idade de início do rastreio, frequência, cobertura e 

acompanhamento de mulheres com atipias citológicas (TING; KRUZIKAS; SMITH, 

2010). Em um estudo realizado na cidade de Campinas, SP, Brasil, a idade média 

de mulheres com diagnóstico de NIC I, NIC II e NIC III foi 28, 29,3 e 38,1 anos 

respectivamente (D’OTTAVIANO-MORELLI et al., 2007).  Em nosso estudo a idade 

média para o grupo de pacientes com LIEBG (NIC I) foi de 31,1 anos enquanto para 

o grupo de pacientes com LIEAG (NIC II/NIC III) foi de 36,1 anos. A idade média das 

pacientes com LIEAG está de acordo com o encontrado em estudos prévios, onde o 

pico de incidência destas lesões ocorre em mulheres com mais que 30 anos (TING; 

KRUZIKAS; SMITH, 2010; BASU et al., 2013). Entretanto, a idade média das 

pacientes com LIEBG do nosso estudo foi maior que a encontrada na literatura, que 
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apresenta pico de incidência entre mulheres com menos que 30 anos. Isto pode ser 

em decorrência de nosso serviço ser referência para encaminhamento de pacientes 

que necessitam de tratamento, sendo que para pacientes com LIEBG que 

apresentam lesões persistentes a prevalência é maior em mulheres com mais de 30 

anos (TING et al., 2015). 

Infecções persistentes por HPV de alto risco levam ao desenvolvimento de 

lesões intraepiteliais de alto grau e podem progredir para câncer do colo do útero 

(ZUR HAUSEN, 2009). Desta maneira, os fatores de risco para o desenvolvimento 

destas lesões são aqueles associados à aquisição do HPV ou ao comprometimento 

da resposta imune a este vírus (COHEN et al., 2019). Existem vários fatores de risco 

conhecidos, que impactam no aumento da probabilidade de desenvolvimento destas 

doenças, sendo o tabagismo, história de múltiplos parceiros sexuais, multiparidade, 

uso de contraceptivos hormonais, baixo nível socioeconômico e idade precoce da 

primeira relação sexual os que mais se destacam (STUMBAR; STEVENS; FELD, 

2019). 

Em nossa casuística importantes fatores de risco como tabagismo, história de 

múltiplos parceiros sexuais, idade precoce de primeira relação sexual e uso de 

contraceptivos hormonais não tiveram associação estatisticamente significativa com 

o grau da lesão cervical. Isto se deve principalmente devido a nossa amostra de 

pacientes ser pequena e não aleatória. Além disso, todas as pacientes de nosso 

estudo foram encaminhadas para realização de colposcopia por alguma indicação 

clínica seja por presença de alteração no exame citopatológico (LIEBG, LIEAG, 

ASC-US, ASC-H, AGC) ou por seguimento pós-tratamento excisional da lesão de 

alto grau com cirurgia de alta frequência (CAF), apresentando assim fatores de risco 

comuns para aquisição do HPV. 

O grau de escolaridade entre as pacientes deste estudo teve associação 

estatisticamente significativa entre os grupos de lesão cervical, sendo que o grupo 

de pacientes com lesão de alto grau apresentou maior porcentagem de 

analfabetismo e baixa escolaridade, o que está intimamente relacionado com o baixo 

nível socioeconômico, sendo este, um fator de risco associado ao câncer de colo 

uterino (BERRINGTON DE GONZÁLEZ; GREEN; INTERNATIONAL 
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COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER, 

2007). 

O número de partos teve diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos de lesão cervical, sendo o grupo de pacientes com lesão de alto grau o que 

apresentou a menor taxa de pacientes nulíparas e maior taxa de pacientes com 3 ou 

mais partos. O mecanismo que faz com que a multiparidade esteja associada a 

maior risco de câncer de colo uterino não é claro, mas possíveis explicações seriam 

as mudanças hormonais proporcionadas pela gravidez que poderiam deixar a 

mulher mais suscetível à infecção pelo HPV, ou pela imunodepressão causada pela 

gestação que poderia permitir uma janela de oportunidade para o desenvolvimento 

tumoral (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2019). 

Dentre todos estes fatores de risco o mecanismo comum para o surgimento 

do câncer de colo de útero é a infecção pelo HPV, que tem quase 100% dos novos 

casos desta neoplasia atribuídos a esta infecção (PLUMMER et al., 2016). Desta 

maneira, a prevalência da infecção pelo HPV aumenta de acordo com a severidade 

da lesão cervical, que está presente em 74,8 % das lesões cervicais de baixo grau 

(LIEBG/NIC I) e 88,9% das lesões cervicais de alto grau (LIEAG/ NIC II e III), sendo 

o HPV16 o mais prevalente nas lesões de alto grau, estando presente em 19,3% das 

lesões de baixo grau enquanto nas lesões de alto grau sua prevalência é de 45,1% 

(GUAN et al., 2012). Já na população geral, sem alterações na citologia, a 

prevalência global do HPV é de 11,7% (SERRANO et al., 2018).  

Em nosso estudo também pudemos observar a correlação entre a severidade 

da lesão intraepitelial e infecção pelo HPV, com 10,7% de positividade para DNA- 

HPV nas pacientes do grupo ALIE, 33,3% das pacientes do grupo LIEBG e 66,7% 

das pacientes do grupo LIEAG (p< 0,0001). Figura 2. A sensibilidade do método 

laboratorial utilizado e diferenças na metodologia da coleta e armazenagem do 

material podem ter influenciado nas menores taxas de prevalência de infecção pelo 

HPV nas pacientes com lesão intraepitelial de nosso estudo comparando-se com 

estudos prévios. 

A colposcopia é um exame que envolve a avaliação do colo uterino, da vagina 

e da vulva sob uma lente de aumento após aplicação de solução de ácido acético a 

3 - 5%, cujo objetivo é direcionar a biópsia para o ponto de maior gravidade da 
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lesão. O diagnóstico final da lesão observada à colposcopia só é estabelecido após 

avaliação histopatológica da amostra (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2019). Apesar 

de ser um importante pilar para prevenção do câncer de colo uterino, tendo um 

papel fundamental para redução da incidência e mortalidade desta neoplasia, a 

colposcopia possui acurácia e reprodutibilidade limitadas (KHAN et al., 2017). Em 

uma metanálise foi verificada que a colposcopia tem boa sensibilidade para 

detecção de lesões de alto grau, mas possui baixa especificidade, com taxas de 

sensibilidade de 95% e de especificidade de 42% (MUSTAFA et al., 2016). A alta 

taxa de falsos positivos, que levou à baixa especificidade da colposcopia verificada 

neste estudo, justifica o grande número de pacientes com achados colposcópicos 

maiores (sugestivos de lesão de alto grau) nas pacientes do grupo ALIE e do grupo 

LIEBG (42,9% e 38,1% respectivamente), porém o número de pacientes com 

achados colposcópicos maiores foi significativamente maior no grupo de paciente 

com LIEAG (88,5%). 

As citocinas são peptídeos ou proteínas secretadas por vários tipos de células 

em diversos tecidos, sendo importantes para o desencadeamento e eficácia da 

resposta imune, pois agem no crescimento, diferenciação ou ativação de diferentes 

tipos de células (PARADKAR et al., 2014). Dependendo do tipo de resposta imune 

gerada estas substâncias irão desempenhar papel fundamental na história natural 

da infecção pelo HPV, sendo que a falha em gerar uma resposta imune celular 

eficaz e a imunotolerância a este vírus são considerados fatores essenciais para a 

persistência da infecção viral levando ao aumento do risco de desenvolvimento de 

lesões intraepiteliais de alto grau e câncer de colo do útero (EINSTEIN et al., 2009).  

Para avaliar se a variabilidade interindividual da quantidade de amostra 

coletada poderia interferir no resultado do estudo realizou-se a análise dos valores 

de cada citocina quantificados em pg/ml comparando-se com os valores ajustados 

pela concentração total de proteínas em pg/ml/mg de proteína. Os resultados 

encontrados neste estudo pelos dois métodos foram consistentes, encontrando-se 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos para as mesmas citocinas 

(IL-2 e IL-23) em ambas as análises (Tabelas 3 e 5), o que demonstra grande 

homogeneidade entre as amostras. Comparativamente a outras técnicas de 

quantificação de citocinas, este estudo mostrou boa capacidade de detecção destas 

substâncias, sendo possível detectar a citocina IL-2 em 92,9% das amostras, IL-4 
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em 88,6% das amostras, IL-10 em 93,6% das amostras, IL-12 em 93,6% das 

amostras, IL-17A em 93,6% das amostras, IL-23 em 92,2% das amostras e INF-γ em 

94,3% das amostras, sendo que a taxa de detecção considerada aceitável para 

estudos epidemiológicos seria acima de 25% (KOSHIOL et al., 2014). 

Presume-se que a ativação de citocinas antivirais se inicie logo após o 

estabelecimento da infecção pelo HPV (SCOTT et al., 2013). No entanto, a 

associação entre a quantificação de citocinas e a gravidade da lesão cervical é 

pouco compreendida, pois existem vários fatores que podem influenciar na ativação 

destas substâncias que precisam ser mais bem conhecidos, como a história natural 

da infecção pelo HPV e a resposta imune específica do hospedeiro (OTANI et al., 

2019). 

Vários estudos correlacionaram o nível de citocinas com lesões cervicais e 

infecção pelo HPV (BAIS et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2008; PEGHINI et al., 

2012; KOSHIOL et al., 2014; HARDIKAR et al., 2015; IWATA et al., 2015; 

DANIILIDIS et al., 2016; OTANI et al., 2019). Neste estudo, avaliou-se citocinas que 

são importantes para a diferenciação de cada linhagem celular ou que representem 

importante papel para cada padrão de resposta imune, Th1 (IL-12 e INF- γ), Th2 (IL-2 

e IL-4) e Treg (IL-10) e Th17 (IL-23 e IL-17A) (ZHU et al., 2001; STEINMAN; 

HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003; OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008; ZHU; PAUL, 

2008; APETOH et al., 2010), comparando os níveis destas citocinas entre os grupos 

histopatológicos: ALIE, LIEBG e LIEAG.  

Para a avaliação da via Th1 neste estudo, foram quantificadas INF-γ e IL-12, 

sendo observados níveis mais elevados destas citocinas em tecidos com LIEBG em 

comparação com LIEAG e tecidos sem atipias (ALIE), mas sem significância 

estatística para ambas citocinas. Porém, como os valores p ficaram muito próximos 

ao limite de significância (p=0,065 para IL-12 e INF-γ), um tamanho amostral maior 

talvez pudesse levar a um resultado estatisticamente significativo.  

 Estas citocinas são importantes para iniciação da resposta imune adaptativa 

celular pela via Th1. Este padrão de resposta é crucial para induzir uma resposta 

imune antitumoral e se considerarmos a LIEBG como o processo inicial de infecção 

pelo HPV espera-se que o hospedeiro promova aumento destas citocinas pró-

inflamatórias desencadeando uma resposta imune celular efetiva contra esta 
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infecção viral. Enquanto que nas lesões de alto grau estas citocinas estariam 

supressas em decorrência da infecção persistente pelo HPV, como um mecanismo 

de evasão da resposta imune (PARADKAR et al., 2014).  

Em um estudo que avaliou o nível de INF-γ por imunohistoquímica foi 

demonstrado aumento da densidade desta citocina nos tecidos de lesões 

intraepiteliais cervicais em comparação com tecidos cervicais normais, mas há uma 

diminuição novamente em tecidos com câncer em comparação a lesão intraepitelial 

(KOBAYASHI et al., 2008). Interferons são quimiocinas essenciais para a ativação 

da resposta imune inata e adaptativa contra infecções virais direcionando a resposta 

para o padrão Th1 (DIAMOND; FARZAN, 2013) e podem ser classificados como tipo 

1 (INF-α e INF-β) ou tipo 2 (INF-γ) (PARADKAR et al., 2014).  A injeção intracervical 

de INF-α foi avaliada em pacientes com NIC II e III, com 60% destas pacientes 

apresentando resposta satisfatória ao tratamento, sendo que estas tiveram maior 

expressão de citocinas do padrão Th1 e redução da taxa de infecção pelo HPV de 

alto risco (RAMOS et al., 2010). 

Estudo realizado por Bais et al., 2007 avaliou a IL-12 demonstrando níveis 

mais elevados desta citocina em pacientes com NIC II em comparação com NIC III e 

câncer invasor (BAIS et al., 2007). Esta citocina é uma glicoproteína expressa por 

linfócitos B, células dendríticas e fagócitos, e aparenta ter um efeito protetor contra o 

câncer de colo uterino (PARADKAR et al., 2014). 

Vários trabalhos têm demonstrado que pacientes que apresentam perfil de 

citocinas com prevalência do padrão Th1 têm melhores desfechos clínicos, com 

maior possibilidade de clareamento da infecção HPV do que pacientes que 

apresentam prevalência de citocinas do padrão Th2 (SCOTT et al., 2013; 

LAZARENKO et al., 2014; STANLEY; STERLING, 2014). Desta maneira, encontrar 

preditores imunológicos capazes de identificar mulheres com potencial para infecção 

persistente e progressão para lesões intraepiteliais pode ser de grande valia para 

melhorar estratégias de prevenção do câncer de colo uterino (TORRES-POVEDA et 

al., 2018). 

Para avaliação da via Th2, foram utilizadas as citocinas IL-2 e IL-4, que são 

importantes fatores para ativação, diferenciação e proliferação de linfócitos, 

direcionando a resposta imune para esta via imunológica de resposta (ZHU et al., 
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2001). Considerando que o padrão de resposta Th2 pode favorecer o 

desenvolvimento de lesões de alto grau do colo uterino, estudos prévios 

demostraram níveis mais elevados de IL-2 e IL-4 em lesões intraepiteliais cervicais e 

em pacientes com infecção por AR-HPV (PEGHINI et al., 2012; TELESHEVA et al., 

2012; DANIILIDIS et al., 2016).  

Em oposição a este raciocínio, neste estudo verificou-se diferença 

significativa no nível da citocina IL-2 entre os grupos anotomopatológicos, sendo 

verificado nível mais elevado desta citocina no grupo ALIE em comparação com os 

grupos de lesão cervical (LIEBG e LIEAG). Porém, esse resultado é consistente com 

um estudo recente que mostrou que a gravidade da doença cervical estava 

inversamente relacionada aos níveis de IL-2 (LI et al., 2019). Apesar da IL-2 ser 

importante na via de diferenciação do padrão de resposta Th2 ela pode ser 

considerada uma importante citocina pro-inflamatória do padrão de resposta Th1 

(PARADKAR et al., 2014; SONG et al., 2015), o que justifica o achado deste estudo 

onde IL-2 estava significativamente reduzida nos casos de lesão intraepitelial 

cervical nos permitindo hipotetizar que a supressão desta citocina pode facilitar o 

desenvolvimento destas lesões. 

O desenvolvimento de terapias imunológicas tem sido uma importante 

vertente para o tratamento do câncer de colo uterino e de lesões pré-malignas 

(TIRONE; MICHELIN; MURTA, 2010; ORBEGOSO; MURALI; BANERJEE, 2018), 

sendo que a citocina IL-2 já foi testada para o tratamento de pacientes oncológicos 

(SIM; RADVANYI, 2014). Esta citocina pode ter efeitos antivirais e antitumorais, 

podendo ser benéfica para o clareamento do HPV e para a prevenção da 

progressão de lesões cervicais. Além disso, a IL-2 é uma citocina pleiotrópica, com 

múltiplas células alvo, incluindo células tumorais, podendo inibir a sua proliferação 

(VALLE-MENDIOLA et al., 2016). Desta maneira, a infecção pelo HPV pode 

promover sua regulação negativa, e assim, favorecer o desenvolvimento de lesões.  

Já a IL-4 é uma citocina anti-inflamatória que pode inibir a expressão de 

citocinas do padrão Th1 e polarizar a resposta imune para o padrão Th2 (OLVER et 

al., 2007) e sua maior expressão está associada à NIC/câncer de colo do útero 

(PEGHINI et al., 2012). Além disso, o polimorfismo no gene da IL-4, que faz com que 

a expressão desta citocina fique aumentada, está mais associado ao câncer de colo 
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uterino (TORRES-POVEDA et al., 2016). Em nosso estudo não detectamos 

diferença significativa no nível de IL-4 entre os grupos, o que pode ser em 

decorrência da concentração muito baixa desta citocina (próxima aos níveis 

inferiores da capacidade de detecção) encontrado em todas as amostras. 

Para avaliação da via Treg, foi quantificado a citocina IL-10, que tem um papel 

chave para regulação do sistema imune, inibindo a resposta inflamatória sendo que 

o aumento da produção desta citocina está associado com a sustentação de 

infecções crônicas e sua inibição promove o clareamento do patógeno (SANJABI et 

al., 2009). A função imunossupressiva da IL-10 produzida em lesões cervicais pode 

interagir com outros tipos de citocinas e enfraquecer a imunidade antitumoral, 

facilitando a progressão de lesões (BERTI et al., 2017). Neste estudo não se 

observou diferença no nível desta citocina entre os três grupos anatomopatológicos. 

Porém, vários estudos já demonstraram esta correlação, demonstrando elevados 

níveis de IL-10 em lesões intraepiteliais cervicais e câncer de colo uterino, assim 

como em infecções persistentes pelo HPV (EKALAKSANANAN et al., 2014; 

DANIILIDIS et al., 2016; LI et al., 2016). A superexpressão de IL-10 criando um 

ambiente imunossupressivo, tem sido reportada como fator determinante para a 

criação de um microambiente favorável para a progressão de lesões cervicais e 

evasão do sistema imune pelo HPV (SYRJÄNEN et al., 2009). No entanto, também 

existem estudos demonstrando correlação entre a redução de IL-10 e o 

desenvolvimento de cânceres distintos, incluindo câncer de colo uterino (BROWER, 

2005) e o aumento desta citocina em associação à eliminação do HPV (FARZANEH 

et al., 2006). Esta controvérsia aponta a necessidade de mais estudos com amostras 

maiores para esclarecer o papel desta citocina no controle da infecção pelo HPV e 

na progressão de lesões pré-neoplásicas. 

Para avaliar o padrão de resposta imune Th17, incluímos as citocinas IL-23 e 

IL17A, esta via de resposta imune possui importante papel contra algumas infecções 

bacterianas e fúngicas, na patogênese de doenças autoimunes e doenças 

inflamatórias crônicas. A IL-17 é uma das principais citocinas deste padrão de 

resposta imune, estando envolvida no desenvolvimento de inflamação e na defesa 

do hospedeiro contra infecções, induzindo a expressão de genes que codificam 

citocinas pró-inflamatórias (IWAKURA et al., 2011; MIOSSEC; KOLLS, 2012). Muitos 

estudos têm associado o aumento da concentração de IL-17 com infecções 
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persistentes pelo HPV, com lesões intraepiteliais cervicais e câncer de colo uterino 

(HOU et al., 2012; GOSMANN et al., 2014; MIRANDA et al., 2014; XUE et al., 2018). 

Os resultados deste estudo fazem oposição aos resultados obtidos em estudos 

prévios, pois não encontrou diferença na concentração de IL-17A entre os três 

grupos anatomopatológicos. Entretanto, o exato papel do padrão de resposta Th17 

na imunopatogênese tumoral permanece incerto, pois a expressão de Th17 em 

células tumorais tanto pode suprimir a progressão tumoral através do aumento da 

imunidade antitumoral quanto pode facilitar sua progressão através do aumento da 

angiogênese inflamatória (KRYCZEK et al., 2009). Se o efeito da resposta Th17 é 

pouco conhecido na resposta ao câncer, menos ainda se sabe em relação às lesões 

pré-neoplásicas cervicais.  

Outra importante citocina indutora da diferenciação da resposta Th17 é a IL-23 

que pode desempenhar um papel na resposta inflamatória do sistema imune inato 

em mucosas (CUA; TATO, 2010). No entanto, o papel desta citocina para a resposta 

imune à infecção pelo HPV ainda é pouco conhecido. No atual estudo, a citocina IL-

23 foi encontrada em concentração significativamente maior nas pacientes do grupo 

ALIE em comparação com o grupo de pacientes com LIEAG. É importante destacar 

que este estudo avaliou a concentração de citocinas no interior do tecido, através de 

biópsias. É provável que o microambiente do interior da lesão apresente níveis 

diferentes de citocinas em comparação àqueles encontrados nas secreções, já que 

a infecção pelo HPV pode promover uma regulação negativa de citocinas no interior 

da lesão, diferentemente do ambiente adjacente ao tecido infectado, que se torna 

rico em citocinas pró-inflamatórias (AMADOR-MOLINA et al., 2013). Além disto, já foi 

demostrado que as células Th17 inatas se localizam predominantemente nos tecidos 

cutâneo mucosos, onde funcionam como sentinelas do sistema imune sendo a 

citocina IL-23 uma forte indutora da produção de citocinas pró-inflamatórias (CUA; 

TATO, 2010). Em um estudo experimental foi demonstrado que ratos com 

deficiência de receptores para IL-23 têm mais risco de progressão de lesões pré-

malignas orais para câncer (CAUGHRON; YANG; YOUNG, 2018).  Desta maneira, é 

de se esperar que a infecção pelo HPV promova uma regulação negativa desta 

citocina como mecanismo de evasão da resposta imune, justificando a menor 

concentração de IL-23 encontrada no grupo LIEAG neste estudo. 
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A infecção pelo HPV de alto risco tem a capacidade de interferir nas vias de 

sinalização do sistema imune inato e adaptativo, interferindo diretamente na 

produção de citocinas (TUMMERS; BURG, 2015). Para demonstrar este efeito, 

diversos estudos avaliaram a concentração de citocinas no colo uterino em relação 

ao status de infecção pelo HPV, independente da lesão associada (TELESHEVA et 

al., 2012; LI et al., 2019; OTANI et al., 2019). Telesheva et al (2012) encontraram 

concentrações da citocina INF-γ significativamente maiores em pacientes com 

infecção transitória pelo HPV em comparação com pacientes com infecção 

persistente por este vírus. Um interessante estudo longitudinal que avaliou mulheres 

com infecção persistente por AR-HPVs demonstrou que as citocinas IL-2 e IL-6 

podem ser importantes marcadores de risco para o surgimento de lesões de alto 

grau (LI et al., 2019). 

 Neste estudo não foi encontrada diferença significativa para as citocinas 

estudadas entre as pacientes com PCR-HPV positivo e negativo, o que pode ser em 

decorrência da sensibilidade do teste utilizado, sendo que em nossa casuística 

tivemos uma porcentagem relativamente baixa de positividade para PCR-HPV nas 

pacientes com lesão intraepitelial comparando-se com o descrito na literatura (GUAN 

et al., 2012).  O que demonstra que a presença da lesão cervical pode ser mais 

importante para a avaliação de alterações na imunidade local do que a detecção da 

infecção pelo HPV, já que esta depende da sensibilidade do método utilizado. Além 

disso, a lesão intraepitelial cervical representa uma alteração causada pelo HPV, 

mesmo que este não seja detectado. 

Daniilidis et al (2015) avaliaram a diferença entre as concentrações de 

citocinas em grupos de pacientes com lesões cervicais, agrupando as citocinas por 

grupos de padrão de resposta imune: 1) Mediadores da imunidade natural, 2) 

Fatores reguladores de linfócitos e 3) Fatores reguladores da inflamação 

imunológica. Sendo encontradas distribuições de citocinas diferentes em cada grupo 

de estudo (normal, LIEBG e LIEAG). 

Em nosso estudo, ao avaliar a distribuição das citocinas em cada grupo de 

estudo, nota-se detecção da citocina IL-17A em maiores quantidades em todos os 

grupos e das citocinas IL-4 e IL-23 em menores quantidades em todos os grupos. 

Porém foram notadas diferenças nos padrões de distribuição das citocinas entre os 

grupos: ALIE, LIEBG e LIEAG (Figura 6). Sendo que o grupo LIEAG foi o único que 
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apresentou diferença significativa entre as citocinas IL-10 e IL-2 com menor 

concentração desta última e entre INFγ e IL-2, com menor concentração desta 

última. E a comparação entre as citocinas IL-12 e IL-2 mostrou diferença significativa 

entre seus níveis para os grupos LIEBG e LIEAG com níveis menores de IL-2 em 

relação a IL-12 (p=0,021 e p<0,001 respectivamente). Tabela 9. Estes achados 

demonstram que a infecção pelo HPV e as lesões causadas por ele proporcionam 

uma desregulação na produção de citocinas no microambiente destas lesões. 

O presente estudo tem como grande diferencial a técnica utilizada para 

quantificação de citocinas através de amostras de tecidos, sendo que estas 

amostras foram coletadas por um único pesquisador e conforme demonstrado em 

nosso estudo, apresentaram boa taxa de detecção para todas as citocinas 

estudadas. Além disto, nós realizamos a análise da quantificação de citocinas por 

amostra e após realizamos a metodologia de ajuste por quantificação total de 

proteínas por amostra demonstrando que nossas amostras apresentam grande 

homogeneidade interindividual, já que foram obtidos os mesmos resultados 

utilizando ambas as metodologias. 

 Este estudo, empregou um painel abrangente de citocinas para testar 

amostras do local da lesão, indicando um papel importante da IL-2 e IL-23 nessa 

região e, assim, possibilitando um melhor entendimento do mecanismo de resposta 

imune no microambiente das lesões intra-epiteliais cervicais. 

No entanto este estudo tem algumas limitações, como o fato de ter sido 

realizado em um único centro, o que pode trazer o viés de seleção por se tratar de 

um centro de referência. Outro fator negativo é o fato de este ser um estudo 

transversal, não podendo gerar conclusões concretas a respeito da relação causa e 

efeito da redução destas citocinas para estas pacientes. Desta maneira, estudos 

longitudinais e com maiores amostras avaliando a imunidade local, principalmente 

no microambiente de lesões causadas pelo HPV são necessários para melhorar 

nosso entendimento do efeito que a regulação destas citocinas pode promover na 

evolução destas lesões. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 As concentrações das citocinas IL-2 e IL-23 em amostras de biópsias de colo 

uterino de mulheres com achados colposcópicos anormais mostrou diferença 

significativa entre os grupos de estudo: ALIE, LIEBG e LIEAG. 

As concentrações das citocinas avaliadas neste estudo (IL-2, IL-4, IL-10, IL-

12, IL-17A, IL-23 e INF-γ) não apresentaram diferença significativa em relação ao 

status biomolecular do HPV, avaliado através da reação em cadeia de polimerase 

(PCR-HPV). 

 Os padrões de distribuição das citocinas testadas (IL-12, INF-γ, IL-2, IL-4, IL-

23, IL-17 e IL-10) foram diferentes entre os grupos de estudo (ALIE, LIEBG e 

LIEAG), sendo observadas diferenças estatisticamente significativas entre as 

citocinas em todos os grupos, com diferenças nas relações entre os pares de 

citocina em cada grupo.   
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ANEXO A: 

 

PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B: 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Nome da paciente:..................................................................................................... 

Data de Nascimento / Idade:..................................................................................... 

Registro HC e/ou documento de identificação: 

......................................................... 

NOME DA PESQUISA: PERFIL INTRALESIONAL DE CITOCINAS EM LESÕES 

INTRAEPITELIAIS DE BAIXO E ALTO GRAU DO COLO UTERINO  

IDENTIFICAÇÃO DA EQUIPE MÉDICA: 

Pesquisador Responsável:                                                                    

Profª. Drª. Silvana Maria Quintana 

Fones: (016) 36022804, 36022587 

Pesquisadores envolvidos: Dr. Caetano Petrini, Prof Dr. Geraldo Duarte, Profª Drª. 

Aparecida Yulie Yamammoto, Drª. Patricia Pereira dos Santos Melli, Paula Rahal 

Você está sendo convidada a participar da pesquisa PERFIL INTRALESIONAL DE 

CITOCINAS EM LESÕES INTRAEPITELIAIS DE BAIXO E ALTO GRAU DO COLO 

UTERINO e declaro que em ........./........./...........  fui devidamente informada, em 

detalhes, pela médica responsável que: 

1- O estudo implica em que eu me submeta a exames complementares e 

tratamentos devidamente planejados, conforme texto a seguir: 

“Você apresenta uma lesão no colo do útero (vagina e/ou vulva) que é 

causada pelo papiloma vírus humano. Durante o seu acompanhamento neste 

serviço, você realizará exames que definirão se esta lesão apresenta baixo risco de 

progredir para câncer ou se tem maior risco de evoluir para câncer. A conduta a ser 

tomada pela equipe de assistência dependerá destes exames, que deverão ser 

realizados independentemente desta pesquisa. O objetivo desta pesquisa é avaliar 
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como seu organismo responde a infecção que o papiloma vírus humano causa. Esta 

avaliação será realizada de duas formas: pela dosagem no seu sangue de 

substâncias envolvidas nas defesas do organismo humano. Para isto será colhido 

5ml de sangue por meio de punção de uma veia (tirar sangue) que será realizada 

durante a coleta de exames que são solicitados de rotina. A outra forma é dosar 

estas substâncias no material retirado por biópsia da lesão no colo do útero (vulva 

e/ou vagina). Estes exames fazem parte da rotina do ambulatório de moléstias 

infectocontagiosas onde você faz o seguimento e serão coletados de rotina mesmo 

que você não deseje participar do estudo, porém o compromisso é que neste caso 

os dados não farão parte da pesquisa.  

2- Você será submetida a exame ginecológico de rotina e se visualizado lesão, será 

retirado um pequeno fragmento para avaliação anatomopatológica (avaliação no 

microscópio) e para pesquisa. Este procedimento se chama biópsia e pode causar 

um pequeno desconforto durante a realização e sangramento discreto após sua 

realização, devendo-se evitar ter relação sexual no dia do procedimento. Não serão 

necessários exames adicionais para obtenção do material para pesquisa e a coleta 

do material não oferecerá risco adicional ao procedimento que já seria realizado. 

3- Você não terá gastos adicionais para o tratamento de sua lesão em decorrência 

da obtenção do material para pesquisa e não receberá pagamento pela participação 

no estudo. 

4- Você pode retirar seu consentimento a qualquer momento deixando de participar 

do projeto, sem que isso traga prejuízo à continuação do seu tratamento. Nós 

garantimos que você continuará sendo tratada como as demais pacientes do 

Hospital das Clínicas.  

5- Os pesquisadores garantem que responderão qualquer pergunta e esclarecerá 

qualquer dúvida acerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos 

relacionados à pesquisa e ao tratamento indicado para você. 

6- Os pesquisadores se comprometem a proporcionar a você informações 

atualizadas durante o estudo, garantindo acesso aos resultados da pesquisa, ainda 

que estas possam afetar a sua vontade de continuar participando da pesquisa. 
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7- Os pesquisadores se comprometem a manter o sigilo da sua participação e de 

publicar os resultados da pesquisa para a comunidade médica e científica 

pertinente. 

8- Participando desta pesquisa as pacientes estarão contribuindo para aprimorar os 

conhecimentos médicos, bem como aprimorar as condutas no seguimento das 

lesões causadas pelo HPV. 

9- Todo material que for coletado será congelado e posteriormente analisado. Caso 

seja necessário, outras dosagens poderão ser realizadas neste material. 

10- Você receberá uma via deste Termo de Consentimento assinado e rubricado em 

todas as páginas, por você e pelo pesquisador responsável. 

Tenho ciência do exposto acima e desejo participar da pesquisa da médica que 

subscreve o documento. 

Ribeirão Preto, 

Nome do participante:  

assinatura:  _________________________data:_________ 

Nome do pesquisador:  

assinatura: __________________________data:_________  

 

Para dúvidas éticas: 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto 

Endereço: CAMPUS UNIVERSITÁRIO Bairro: MONTE ALEGRE, CEP: 14.048 900  

UF: SP, Município: RIBEIRAO PRETO Telefone: (16) 3602-2228,Fax: (16)3633-1144 
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ANEXO C: 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

Eu, Silvana Maria Quintana , responsável pelo biorrepositório Banco de 

amostras do trato genital inferior de mulheres participantes da pesquisa “PERFIL 

INTRALESIONAL DE CITOCINAS EM LESÕES INTRAEPITELIAIS DE BAIXO E 

ALTO GRAU DO TRATO GENITAL INFERIOR” criado no Hospital das Clínicas de 

Ribeirão Preto com o objetivo de guardar amostras de biópsias do trato genital 

inferior para que possam ser utilizadas em pesquisas futuras, referente ao Projeto de 

pesquisa “PERFIL INTRALESIONAL DE CITOCINAS EM LESÕES 

INTRAEPITELIAIS DE BAIXO E ALTO GRAU DO TRATO GENITAL INFERIOR” , 

gostaria de convidá-la para guardar a sua amostra de biópsia do trado genital inferior 

para fins de pesquisa e análise científica. Sua participação é voluntária, tendo 

liberdade de aceitar ou não que sua amostra seja guardada, sem risco de qualquer 

penalização ou prejuízo no atendimento que lhe for prestado. A senhora também 

tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.  

Este material será coletado durante o exame ginecológico, sendo realizado 

por biópsia de lesões do trato genital inferior, guiada por genitoscopia. Após coletado 

será guardado em tubo de Eppendorf que será mantido congelado à -20 °C. 

Eu, como responsável pela pesquisa, me comprometo a identificar as 

amostras e os dados coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua 

confidencialidade, para isso a sua amostra de tecido será identificada por meio de 

registro do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. 

Quanto à coleta de material, serão coletadas duas amostras do tamanho de 

um grão de arroz. Em decorrência da coleta poderá ocorrer sangramento vaginal 

discreto, que geralmente é autolimitado e uma das amostras será encaminhada para 

análise anatomopatológica, que definirá qual o tipo de lesão que a senhora possui. 

Solicitamos também os dados de contato da senhora, para que seja possível 

encontrá-la posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as 

informações de seu interesse, além de receber eventuais benefícios provenientes do 

estudo com seu material biológico.  Também solicitaremos autorização, caso seja 
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necessário, para o descarte do material armazenado em caso de danificação do 

material, tornando-o impróprio para a análise. 

Dados do doador: 

Nome: __________________________________,RG:_________________, 

Endereço: ____________________________, nº ____, bairro ______________, 

cidade ________________, telefone ________________  

Solicitamos sua assinatura, tendo recebido as informações acima, para confirmação 

de aceitação de que sua amostra de material biológico seja armazenada no Hospital 

das Clínicas de Ribeirão Preto, sob a responsabilidade da Drª Silvana Maria 

Quintana, para fins de pesquisa e análise científica. Também afirmamos que uma 

via deste documento, devidamente assinada será entregue ao senhora. 

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsável, 

caso a senhora tenha alguma dúvida posteriormente. Para esclarecimentos de 

questões éticas, a senhora também pode entrar em contato com o Comitê de Ética 

em Pesquisa do HCFMRP-USP, que aprovou este biorrepositório, pelo telefone (16) 

3602-2228. 

Dados do pesquisador responsável: 

Nome legível: Profª. Drª. Silvana Maria Quintana 

Telefone para contato: (016) 3602-2804, 3602-2587 

Assinatura:___________________________________________Data:___________ 

 

Dados do participante (doador): 

Nome legível:___________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________ Data: _____________  

 

Dados do responsável legal pelo doador ou testemunha (caso aplicável): 

Nome legível:___________________________________________________ 

Assinatura: __________________________________ Data: ______________ 
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ANEXO D: 

PROTOCOLO DE PESQUISA PARA COLETA DE DADOS CLÍNICOS SEMIGO 

AMBULATÓRIO MOLÉSTIAS INFECTO-CONTAGIOSAS EM GINECOLOGIA (AMIG)-HCFMRPUSP 

Data:___________   Examinador:______________________   

Orientador:__________________________ 

1)IDENTIFICAÇÃO: 

Nome:_____________________________________Registro: ______________Data 

nascimento:______ 

Endereço:_______________________________________________Fone:_________ 

Cor:  branca   preta   amarela   parda 

Estado civil: casada   solteira   viúva   desquitada   amasiada 

Nº anos estudados: analfabeta  1-4  4-8   9-12 . >12/3ºgrau/técnico 

Profissão: estudante   doméstica   do lar   profissional sexo    outra________________________  

2)ANTECEDENTES GINECOLÓGICOS E OBSTÉTRICOS: 

Menarca: _______ Idade 1ª relação sexual:_________ Idade na 1ª gestação:____   

Gesta:___Para:___Aborto:___ Nº partos vaginais:___ Nº cesáreas:_______ Nº filhos vivos:______ 

Nº total parceiros sexuais:_____Nº parceiros sexuais último ano:____ Prostituição: não    sim 

Orientação sexual: homossexual   heterosexual   bissexual 

Passado DST: Não     Sim                  sífilis     gonorréia     clamídia     HPV     tricomonas      

hepatite B      Hepatite C   herpes   HIV   outra:_________________  

DIP: Não     Sim  CAUTERIZAÇÃO: Não     Sim  TATOO: Não     Sim  CIRURGIA: NÃO   SIM 

Qual:__________ 

3) ANTECEDENTES PESSOAIS: 

Uso de drogas: Não     Sim     Qual: maconha  cocaína  heroína  crack  outra:______ 

                          Via: fumo   inalação   EV   outra:________ 

Presidiária: Não     Sim 

Tabagismo: Não     Sim               <10 cigarros/dia            10-20/dia               >20/dia 
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Alcoolismo: Não     Sim                   cachaça   cerveja   uísque   outros_______________ 

Doenças sistêmicas: Não     Sim         HAS   DM   HIV   LES, transplantadas,QT)   

outras:___________ 

Sorologias: ELISA anti HIV: negativa   não realizada   diag na gravidez    positiva   <1ano 1-5a  

 >5a 

ELISA HBsAg: negativa   não realizada       diag na gravidez       positiva    

ELISA anti HCV: negativa   não realizada    diag na gravidez       positiva  

VDRL/RPR: negativo   não realizado            diag na gravidez      positivo       

4) DADOS DO PARCEIRO (ATUAL OU ANTERIOR) 

Sorologia anti HIV: Positiva   Negativa    Não sabe                   

Passado DSTNão     Sim          sífilis   gonorréia   HPV   tricomonas   hepatite B   Hepatite C   

herpes   

Orientação sexual: homossexual   heterosexual   bissexual   heterossexual hiperativo 

Alcoolismo: Não     Sim              Uso de drogas: Não     Sim               Tabagismo: Não     Sim                     

Tatuagem: Não     Sim                 Presidiário: Não     Sim 

5) DOCUMENTAÇÃO FOTOGRÁFICA: Não     Sim 

6) PACIENTE JÁ TINHA OUVIDO FALAR DE HPV: Não    Sim      Revista    jornal    TV    

médico    amiga   

7) PACIENTE SABIA QUE HPV TINHA RELAÇÃO COM CÂNCER DE COLO: Não     Sim  

8) PACIENTE SABIA TRANSMISSÃO SEXUAL DO HPV: Não     Sim 

9)MOTIVO DA CONSULTA: 

 grávida             não grávida 

HIV+     citologia alterada     colposcopia alterada      biópsia        condiloma vulvar       condiloma 

vaginal      condiloma cervical      condiloma perianal      HPV       NIC 1         NIC1-6m   

 NIC1-12m         NIC2       NIC3        Pós-CAF-7d        Pós-CAF-3m       Pós-CAF-6m       Pós-

CAF-9m       

 Pós-CAF-12m       Pós-CAF-18m           Pós-CAF-24m         Pós-CAF >24m         Pós-Laser          
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 vitimizada       prurido       corrimento       ectopia            herpes         outras_____________ 

DUM:_______________ MAC:   nada     condom    ACHO    DIU    ACHI     LT     vasectomia 

10) EXAME GINECOLÓGICO: GENITOSCOPIA 

colposcopia satisfatória – local JEC: -3     -2     -1    zero  +1     +2     +3     

colposcopia insatisfatória :  JEC não visual     atrofia     inflamação    colo não visualizado                        

Achados Normais:  Ep. Estrat. Escamoso    Ep. Cilíndrico    ZTN-UG: -3  -2  -1  0 

Achados Anormais: ZTA–UG: -3     -2     -1    zero  +1     +2     +3     

dentro ZT                   fora ZT                        MENORES      MAIORES                             

 EAB fino                                 EAB grosseiro                OGA espessados                       

 mosaico regular                      mosaico irregular 

 pontilhado regular                  pontilhado irregular 

 iodo negativo                         vasos atípicos     

Teste do IODO: iodo positivo  iodo negativo  iodo malhado   não realizado 

Achados vários:  condiloma  erosão  atrofia  leucoplasias  inflamação pólipo   outros:____ 

Achados sugestivos invasão:  vasos atípicos   erosão     tecido cerebróide   outros:_______ 

Vaginoscopia: sem lesão      lesão clínica        lesão subclínica        1/3 superior    1/3 médio    

1/3 inferior     

parede lateral D     parede lateral E      parede anterior       parede posterior     fundo saco     

posterior   fundo saco anterior    fundo saco lateral D    fundo lateral E 

Vulvoscopia: sem lesão        lesão clínica        lesão subclínica   1/3 superior    1/3 médio    1/3 

inferior     

monte de vênus     grande lábio D    grande lábio E      pequeno lábio D     pequeno lábio E      

sulco interlabial D   sulco interlabial E    intróito vaginal    carúnculas      períneo    clitóris   

uretra   

região perianal  sulco interglúteo     região inguinal D    região inguinal E    

HD colposcópica: ACN            ACA Menores                   ACA MAIORES              
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Achados vários      Achados sugestivos invasão       Lesão vaginal baixo grau     Lesão vaginal alto 

grau   Lesão vulvar baixo grau     lesão vulvar alto grau          Condilomatose genital 

Biópsia:  NÃO     SIM         LA colo      LP colo      vagina     vulva     anal       

hora:_____________       

 

 

ÍNDICE COLPOSCÓPICO DE REID                       

Margem da lesão:     

 zero: condiloma/contorno micropapilar    bordos indefinidos    bordos serrilhados ou geográfico    

lesões satélites  

 1 ponto: bordos tênues, regulares ou retos      bordos bem definidos 

 2 pontos:  "peeling"     margens internas 

Cor da lesão:     

 zero: brilhante, branco neve         branco tênue, translúcido  

 1 ponto: branco intermediário   

 2 pontos: acinzentado escuro (cinza esbranquiçado e superfície brilhante)    branco 

opaco/acetorreação persistente 

Vasos:        

 zero se: mosaico fino, regular     pontilhado fino,regular          capilares finos 

 1 ponto se: vasos não visualizados        

 2 pontos se:mosaico grosseiro        pontilhado grosseiro         vasos atípicos   

 

Subtotal: M,C,V= _________ 

Coloração pelo iodo:              

 zero se:  iodo positivo         iodo negativo área com alteração menor ( 3 )          iodo negativo 

fora ZT  

 



99 

 

 1 ponto se: iodo malhado, tigróide parcial, casco de tartaruga     

 2 pontos se: iodo negativo de lesão maior ( 3 p) 

 

Classificação total: LIEBG (___)                      LIEAG (___) 

 

11) CITOLOGIA TRÍPLICE: Não     Sim                  fora HC                HC         

satisfatória    satisfatória mas limitada       insatisfatória             BD   inflamatória   cândida   

vaginose   tricomonas   cocos   HPV   ASCUS   AGUS   NIC 1   NIC 2    NIC 3   NIVA 1    

NIVA 2     NIVA 3 

Ca Microinvasor              Ca invasor    Adenocarcinoma     

12) AP: Não     Sim               fora HC                      HC 

CCI   HPV   Condiloma   NIC 1   NIC 2    NIC 3    NIVA 1    NIVA 2     NIVA 3    NIV 1    

NIV 2     NIV 3  NIA 1    NIA 2     NIA 3      Ca Microinvasor    Ca invasor    Adenocarcinoma     

13) PCR:     Não     Sim                              negativa     positiva            alto grau       baixo grau    

 

14)TRATAMENTO: expectante         cone com CAF                cone a frio                     LLETZ     

 LASER         EC        ATA 80%         Podofilotoxina (Wartec 0,5%)       Imiquimod (Aldara)          

5FU         TDF     

15) MARGENS DA PEÇA CIRURGICA 

LIVRES     ECTO LIEBG     ECTO LIEAG     ENDO LIEBG     ENDO LIEAG 

 

 

 

 


