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RESUMO 

As lesões pré-neoplásicas e neoplásicas do colo uterino induzidas pelo 
Papilomavírus humano (HPV) estão relacionadas a falhas nos mecanismos imunes 
de apresentação antigênica. Ciente que alterações na expressão das proteínas do 
sistema HLA constituem um fator de risco para o desenvolvimento do câncer de colo 
uterino, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressão da proteína HLA-
DRB1 nas células de Langerhans em portadoras de lesões intraepiteliais cervicais, 
relacionando-a aos tipos de HPV. Este estudo foi realizado no Centro Especializado 
de Diagnóstico do Câncer do estado da Paraíba, no período de janeiro de 2009 a 
janeiro de 2010 e aprovado pelo comitê de ética. Nele foram incluídas 123 
portadoras de lesão de baixo grau e 105 de lesão de alto grau, confirmadas 
histologicamente depois de submetidas à colposcopia com biópsia e coleta de 
amostra para PCR. Obtiveram-se três secções histológicas: uma para diagnóstico 
histopatológico e duas para imuno-histoquímica usando-se o S100 e HLA-DRB1. A 
imunoexpressão foi quantificada por morfometria através de software específico e 
relacionadas ao tipo de HPV usando-se o teste U de Mann-Whitney. Para relacionar 
as atipias epiteliais ao tipo de HPV usou-se o teste qui-quadrado. Neste trabalho, 
apenas tipos virais de alto risco foram identificados predominando o 16 (48,1%), 18 
(24,6%) e 31 (19,3%), inclusive em lesões intraepiteliais de baixo grau. Constatou-se 
menor imunoexpressão da HLA-DR que da S100. As portadoras do HPV 31 
mostraram redução estatisticamente significativa da expressão de HLA-DRB1, 
contudo,não houve diferença estatísticamente significativa na expressão de HLA-
DRB1 entre lesões intraepiteliais de baixo e alto grau. As portadoras de lesão 
intraepitelial com PCR negativas igualmente apresentaram expressão de HLA-
DRB1. O presente estudo possibilitou observar que a expressão da proteína HLA-
DRB1 nas células de Langerhans se mostrou reduzida nas lesões intraepiteliais 
induzidas pelo HPV 31. 
 

Palavras-chave: Papilomavírus humano, lesão intraepitelial cervical, proteína HLA-
DR, proteína S100, apresentação antigênica. 
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MIRANDA, Wanúzia Keyla. Impact of human papilloma virus on the action of 
Langerhans cells. 2011. Tese (Doutorado em Medicina Tropical) – Universidade 
Federal de Pernambuco, Recife, 2011. 
 

 

 

ABSTRACT 

 

Cervical intraepithelial lesions induced by Human papillomavírus are related to failure 
in antigen presentation mechanisms. Aware that changes in HLA protein expression 
is a risk factor for the development of cervical cancer, the aim of this study is to 
evaluate the HLA-DRB1 expression on Langerhans cells in women with 
intraepithelial lesions and oncogenic HPV types. This study was conducted at 
Specialized Center for Cancer Diagnosis of Paraíba, during January 2009 still 
January 2010 and approved by the ethics committee. Were included 123 patients 
with low grade SIL and 105 with high-grade SIL, histopathologically confirmed after 
undergoing colposcopy with biopsy and PCR collects. Three histological sections 
were obtained: one for histolopathologic diagnostic and two for 
immunohistochemistry using S100 and HLA-DRB1. The immunostaining was 
quantified by morphometry using specific software and related to HPV type by U 
Mann- Whitney test. To relate HPV type with epithelial atypia was used qui-square 
test.  In this work, only high-risk HPV were identified, predominantly 16(48,1%), 
18(24,6%) e 31(19,3%), even in low grade intraepithelial lesions. The 
immunoexpression of S100 was higher than HLA-DRB1. There was no difference  on 
HLA-DRB1 expression between low and high grade intraepithelial lesions. The 
bearers of intraepithelial lesions with negative PCR also demonstrated HLA-DRB1 
expression. Patients with 31 HPV showed a significantly lower expression of HLA-
DRB1. Thus, this study allowed observing that the expression of HLA-DRB1 showed 
to be reduced in cervical lesions induced by 31 HPV.  
 

Key-words: Human papillomavírus, cervical intraepithelial lesions, HLA-DR protein, 
S100 protein, antigen presentation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Apesar da alta prevalência da infecção pelo Papilomavírus humano (HPV) de 

alto risco oncogênico nos diferentes estágios das lesões pré-cancerosas do colo 

uterino e vagina, a ocorrência freqüente de regressão espontânea destas lesões 

reflete o caráter transitório desta infecção (IARC, 2007), sugerindo que os tipos virais 

de alto risco, embora desempenhem importante papel na etiologia do câncer genital, 

não são suficientes para instalação da carcinogênese (ITO et al., 2010). 

A resposta imune do hospedeiro face à presença do HPV mostra-se como um 

fator determinante do curso da infecção, confrontando com a capacidade viral de 

evadir-se desta resposta imune promovendo a infecção persistente e favorecendo a 

progressão ao câncer cervical (MONSONEGO, 2010). 

As células de Langerhans, encarregadas de capturar e apresentar antígenos 

mostram-se essencias na iniciação da resposta imune celular específica por meio 

dos linfócitos T (VALLADEAU, 2010). 

Proteínas produzidas pelo sitema Antígeno Leucocitário Humano (HLA) 

classes I e II, expressas na superfície das células de Langerhans, executam papel 

crucial no modo em que peptídeos do HPV são apresentados aos linfócitos T. A 

intensa afinidade entre receptores das células T (TCR) com peptídeos antigênicos 

virais expressos na superfície das células de Langerhans é condição necessária 

para iniciar uma resposta imune (MADELEINE et al., 2008). 

A identificação dos tipos virais aponta para mulheres que terão maior risco 

para o desenvolvimento de câncer do colo uterino e que deverão submeter-se a 

seguimento mais rigoroso. A prevalência dos tipos virais em diferentes regiões é 

também um dado importante considerando-se a proposta da vacinação como 

método de prevenção contra lesões HPV induzidas (BRISMAR-WENDEL et al., 

2009).  

Diferentes tipos de HPV promovem a circulação de linfócitos T específicos, os 

quais, apropriadamente estimulados, constituem-se em células efetoras e 

importantes co-fatores na etiologia do câncer HPV-induzido (DE VOS VAN 

STEENWIJK et al., 2010).      

A proteína HLA-DRB1*0301, produzida pelos genes que compõem o sistema 

HLA, liga-se aos peptídeos antigênicos do HPV expondo-os na superfície das 

células apresentadoras de antígenos. Sem a participação desta proteína, não há 

reconhecimento antigênico e estimulação dos linfócitos capazes de suscitar uma 

resposta imune efetora T- dependente, ainda que as proteínas virais precoces E6 e 
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E7 representem um potente antígeno, expresso na maioria dos cânceres cervicais e 

lesões precursoras (WU et al., 2010). 

A integração do DNA do HPV ao DNA do hospedeiro próxima ao gene c-myc, 

pode modificar a expressão dos genes que constituem o sistema HLA e reduzir a 

expressão da proteína HLA-DR, promovendo uma deficiente resposta imune celular 

(CROMME et al., 1993). A ação do HPV sobre a expressão desta molécula de 

superfície constitui-se num mecanismo de evasão viral à resposta imune do 

hospedeiro. A interferência da infecção por diferentes tipos de HPV sobre a 

expressão da molécula HLA-DR, alvo para terapia imunomodulatória e atual fator 

imunogenético de risco para o desenvolvimento do câncer cervical, tornou-se a 

motivação maior deste estudo voltado ao complexo introsamento vírus-hospedeiro, 

refletido nas diferentes evoluções apresentadas pelas lesões HPV induzidas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Células de Langerhans 

  

O organismo dispõe de mecanismos inespecíficos e específicos que visam 

impedir a entrada de microorganismos agressores. Dentre os inespecíficos, temos 

as barreiras físicas, químicas e estruturais dos tecidos que influenciam a 

permanência do antígeno em determinados sítios (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 

2010).  

Uma linhagem especial de células de defesa denominada dendrítica compõe 

as principais vias de entrada de patógenos: a superfície mucosa, pele, trato 

gastrintestinal, respiratório, sendo também encontradas no sangue, linfa, órgãos não 

linfóides e linfóides. A denominação dendrítica é conseqüente a apresentação 

morfológica de longas protuberâncias citoplasmáticas: os dendritos. A célula 

mielóide CD34, derivada da medula óssea é a precursora das células dendríticas, de 

distribuição epitelial (células de Langerhans) e as de distribuição intersticial (VAN DE 

LAAR et al., 2011). 

Especializadas em capturar células apoptóticas, proteínas, lipídeos, 

carboidratos e oligonucleotídeos presentes em micro-organismos, as células de 

Langerhans, em meio ao epitélio de revestimento, são responsáveis por iniciar a 

resposta imune adaptativa via apresentação de antígenos as células T naïve, nos 

linfonodos periféricos (STANLEY, 2009). 

As células de Langerhans foram assim designadas em homenagem a Paul 

Langerhans que as descreveu em 1868 pensando tratar-se de uma célula nervosa 

receptora. Foram descritas como medindo de 15 m a 20 m, no maior diâmetro; 

apresentando cromatina nuclear frouxa, núcleo lobulado ou indentado, ribossomos 

livres, retículo endoplasmático rugoso, mitocôndrias proeminentes, complexo de 

Golgi bem desenvolvido, lisossomos e grânulos de Birbeck, especificos destas 

células. Não possuem tonofilamentos ou desmossomos que as interliguem à outras 

células (LINS et al., 2003). As características morfológicas e ultra-estruturais das 

células de Langerhans foram observadas, respectivamente, ao microscópico óptico 

e eletrônico. 

 Conhecidas como células apresentadoras de antígenos profissionais ou 

“sentinelas imunes”, representam 3% a 8% das células da epiderme em condições 

de normalidade (LINS et al., 2003). 

 As células de Langernhans desempenham sua função dependentes da 
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expressão na superfície de moléculas que se ligam aos peptídeos derivados do 

processamento dos antígenos capturados. Estas moléculas são heterodímeros 

polimórficos pertencentes ao complexo maior de histocompatibilidade (MHC), cuja 

expressão em humanos consiste no sistema antígeno leucocitário humano (HLA), 

cuja função é de apresentar peptídeos imunogênicos às células T (KAPLAN, 2010). 

A migração dos precursores das células de Langerhans da derme para a 

epiderme se faz em resposta à proteína inibidora da migração-3 alfa (MIP-3, fator 

de crescimento tumoral alfa (TGF-), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 

(IL-1), além de citocinas liberadas por macrófagos e células epiteliais nos tecidos em 

resposta à presença de antígenos (SANTOS, 2010). 

Imaturas, as células de Langerhans expressam marcadores de superfície 

como a proteína Langerin- CD207 responsável por interagir com açúcares que 

compõem a superfície dos antígenos, facilitando a captura destes. Está envolvida na 

formação dos grânulos de Birbeck, sendo encontrada, predominantemente, no 

compartimento endossomal destas células. Os grânulos de Birbeck estão assim, 

estreitamente relacionados à esta proteína de superfície. São morfologicamente 

semelhantes à raquetes e provavelmente derivados de invaginações da membrana 

celular. São característicos das células de Langerhans e apresentam-se como 

estruturas tubulares rígidas, de tamanhos variáveis, contendo em seu interior um 

material eletrodenso. As extremidades apresentam-se rombas e possuem estriações 

transversais. Constituem-se num compartimento de reciclagem, envolvido na 

endocitose de partículas estranhas e no processamento de antígenos (THEPAUT et 

al., 2009). 

Após a captura e internalização, inicia-se o processamento dos antígenos os 

quais são degradados em peptídeos por enzimas hidrolíticas (CHEONG et al., 

2007). Os peptídeos antigênicos degradados encontrarão as moléculas HLA-DR 

produzidas no retículo endoplasmático rugoso e apenas ligados a estas serão 

expressos na superfície das células de Langerhans, prosseguindo-se à 

apresentação antigênica aos linfócitos TCD4 naives. Portanto, a proteína Langerin 

constitui-se num receptor endocítico de antígenos (JENNY et al., 2007). Na 

maturidade, reduzem a expressão desta proteína e expressam intensamente as 

moléculas de superfície HLA-DR (KAPLAN, 2010). 

 A expressão da proteína de superfície HLA-DR demonstra uma reação das 

células de Langerhans à presença do antígeno invasor e uma intensa ação local de 

citocinas (RODRIGUES; ZERIBINI; BARBIERI, 2008). 

 O HLA representa um conjunto de genes localizados no cromossomo 6p21. 
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33 e conhecidos como complexo maior de histocompatibilidade (MHC), encontrado 

na maioria dos vertebrados, com importantes funções imunológicas. Descoberto em 

1937 por Peter Gorer, o HLA está presente em todos os tecidos do organismo, 

expressando duas classes de proteínas: HLA: I e II. A classe I está representada por 

um grupo de proteínas expressas na superfície de todas as células nucleadas. 

Dentre as moléculas da classe I, temos as denominadas HLA-A, HLA-B, HLA-C as 

quais se associam a antígenos formados no interior das células para posteriormente 

serem apresentados aos linfócitos T CD8. Exercem importante papel na 

identificação de células genótipo e fenotipicamente modificadas e por isto 

consideradas estranhas. A classe II tem sua expressão confinada à células imunes 

competentes: macrófagos, linfócitos B e células dendríticas, incluindo as células de 

Langerhans. São responsáveis pela apresentação de antígenos para os linfócitos T 

CD4 através do contato célula-célula (JORGERSEN; BUUS; NIELSEN, 2010). 

Dentre as moléculas da classe II temos as denominadas HLA-DR, HLA-DP, 

HLA-DQ, HLA-DM e HLA-DO. Destas, a mais importante é a HLA-DR, descoberta 

em 1970, cuja principal função é induzir e regular a resposta imune. A nomenclatura 

destas proteínas é baseada primeiramente no grupo de genes HLA. A segunda 

denominação tem por base o locus: DR, DP, DQ e a terceira parte da nomenclatura 

refere-se ao antígeno no locus: B1 03 01. A HLA-DR é denominado como: HLA-

DRB1*0301. O asterisco indica que a evidência desta proteína se fez através de 

métodos de biologia molecular (SANKARKUMAR et al., 2003b).  

            O polimorfismo das moléculas HLA é extremo e está relacionado com os 

diferentes peptídeos antigênicos que possam vir a encontrar. A estrutura das 

moléculas de classe II é composta por duas cadeias polipeptídicas de tamanhos 

diferentes, denominadas cadeias alfa e beta. Cada uma destas cadeias contém as 

seguintes regiões: 
 

 Região citoplasmática- contém elementos que se ligam ao 

citoesqueleto da célula. 

 Região transmembrana – contém aminoácidos hidrofóbicos através dos 

quais a molécula é ancorada na membrana celular. 

 Domínio alfa-2 – Região altamente preservada, invariável nesta cadeia 

protéica.  

 Domínio beta-2 – Igualmente se constitui numa região bem preservada, 

invariável a qual contém o sítio de ligação para o co-receptor CD4 dos 

linfócitos T. 
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 Domínio alfa-1 – Região amino-terminal da cadeia alfa que compõe 

parte da fenda de ligação a peptídeos. É uma região variável. 

 Domínio beta-1- Região amino-terminal da cadeia beta, variável, a qual 

também compõe parte da fenda de ligação aos peptídeos. Ambos os 

domínios alfa 1 e beta 1 constituem a fenda ou encaixe peptídeo-

ligante, grande o suficiente para acomodar peptídeos antigênicos 

contendo de 10 a 30 resíduos. Estas regiões variáveis determinam a 

especificidade dos antígenos (Figura 1). 

 

Os peptídeos antigênicos entram na fenda peptídeo-ligante e mantêm contato 

com as folhas das cadeias alfa 1 e beta 1. Por ser aberta em uma das extremidades, 

a fenda pode albergar peptídeos antigênicos mais longos. Estas moléculas 

influenciam o repertório da resposta imune celular através dos linfócitos T helper. 

(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). Recém formada, a proteína HLA-DR possui 

sua fenda peptídeo ligante bloqueada por uma cadeia peptídica invariável ou gama, 

cujo transporte é feito em vesículas exocíticas que se fundirão com vesículas 

endossomais contendo os peptídeos antigênicos onde a HLA-DM removerá a CLIP 

(parte da cadeia invariável gama) da molécula de HLA-DR, liberando-a para 

associar-se ao antígeno. 

 

        

                       Figura 1 - Estrutura da molécula de HLA   classe II. 
                       Fonte: Abbas et al., (2003). 
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  Após ligar-se ao peptídeo antigênico, a molécula HLA-DR forma com ele um 

complexo estável, sendo levada à superfície da célula de Langerhans. Caso não se 

associe ao peptídeo antigênico, a molécula HLA-DR vazia, apresenta-se instável e 

será degradada por proteases endossomais (ANDERS et al., 2011). 

A ligação dos linfócitos T CD4 com a proteína HLA-DR compõe a sinapse 

imunológica: local de comunicação entre células apresentadoras de antígenos e os 

linfócitos T durante o reconhecimento do antígeno (MITTELBRUNN et al., 2011). 

Para que a resposta imune ocorra, níveis de controle são obedecidos: 

 

 Nível 1 – o peptídeo antigênico tem que estar associado à molécula de 

HLA-DR para que seja reconhecido pelos linfócitos. 

 Nível 2 – As células T precisam apresentar receptor de superfície 

(TCR) que reconheça a associação peptídeo antigênico-HLA-DR a qual 

mediante passa a ser intensamente expressa na superfície das células 

de Langerhans por ação estimuladora do interferon gama.  

A ativação e sensibilização dos linfócitos T pelas células de Langerhans estão 

assim ordenadas: 

 

1- A célula de Langerhans captura o antígeno, internaliza-o, processa-o, 

degradando-o em peptídeos 

2- Os peptídeos antigênicos associam-se à molécula HLA-DR em 

vesículas endossomais no interior do citoplasma das células de 

Langerhans para que sejam levados até a superfície celular. 

3- Os peptídeos antigênicos são apresentados aos linfócitos TCD4. 

4- Os linfócitos TCD4 reconhecem os peptídeos antigênicos ancorados na 

molécula HLA-DR e são co-estimulados através das moléculas CD80 e 

CD86 também expressas na superfície das células de Langerhans. 

5- Moléculas acessórias (ICAM-I) estabilizam o contato das células de 

Langerhans aos Linfócitos T. 

6- Sinais da superfície celular são transmitidos ao núcleo dos linfócitos T 

para expansão clonal destas células. 

7- Citocinas como a interleucina-2 (IL-2) ajudam a expansão clonal dos 

Linfócitos T (MITTELBRUNN et al., 2011). 
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Diferenças morfológicas e estruturais relatam dois subtipos de células de 

Langerhans: tipo1- distribuídas nas camadas suprabasais do epitélio, cuja 

morfologia mostra proeminentes dendritos, citoplasma eletronlúcido além de 

numerosos grânulos de Birbeck e as tipo 2 – distribuídas ao longo da camada basal 

do epitélio, exibem prolongamentos citoplasmáticos pouco proeminentes, citoplasma 

eletrodenso e escassos grânulos de Birbeck.  Estas diferenças são conseqüentes à 

função e dinâmica imunes destas células (ROMANI; CLAUSEN; STOITZER, 2010). 

Apenas em 1970 as funções das células de Langerhans tornaram-se 

conhecidas, delineando o modo distinto com que elas reagem aos vários estímulos 

antigênicos. Estão amplamente distribuídas nos tecidos epiteliais e mucosas. O 

número de células de Langerhans resulta não de um processo de divisão celular, 

mas da migração de novas células oriundas da medula óssea (LINS et al., 2003). 

A expressão das moléculas HLA classes I e II, ICAM I e III, denota 

capacidade das células de Langerhans para apresentar antígenos e induzir uma 

resposta imune T dependente. Uma vez ativadas, as células de Langerhans 

respondem apenas às quimiocinas constitutivas, tais como: MIP3- alfa (CCL-20), 

leucotactin-1 (CCL15), dentre outras, cuja função é direcionar a migração destas 

células para os linfonodos, por meio da extensão e retração dos prolongamentos 

citoplasmáticos, redução na superfície das células de Langerhans de receptores 

para e-caderina, proteína responsável por manter as células de Langerhans em 

meio às células epiteliais e expressão da proteína vimentina a qual realiza a 

interação entre estas células e a matriz extra celular, favorecendo o seu 

deslocamento (GERNER, M.Y.; MESCHER, M.F. 2009). 

  A visualização das células de Langerhans não se faz por métodos usuais 

aplicados ao estudo histopatológico. A identificação de proteínas expressas na 

superfície destas células constitui-se em um recurso utilizado para observação das 

células de Langerhans e marcadores de superfície evidenciados por reação 

antígeno-anticorpo a qual destaca estas células das demais constituintes do epitélio. 

Dentre as proteínas de superfície, as relacionadas ao sistema HLA mostram-se 

como um marcador citoplasmático das células de Langerhans e compõem o primeiro 

nível de controle da resposta imune. A ausência destas proteínas demonstra 

inviabilidade das células apresentadoras de antígeno em mediar uma resposta 

imune pela sensibilização dos linfócitos T. A cadeia alfa 2 da molécula HLA-DR, por 

ser altamente preservada, possibilita fácil identificação pelo uso de marcadores de 

superfície, sevindo como identificadores de risco para o desenvolvimento de 

algumas doenças (CASHION et al., 2010). Alterações na expressão dos alelos do 
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sistema HLA, interfere de modo significante na apresentação de peptídeos 

antigênicos às células T, cuja ativação sofre modificações à depender do tipo de 

proteína HLA expressa (MADELEINE et al., 2008). 

 O marcador S-100 é uma proteína de superfície vinculada ao cálcio e 

relacionada à progressão, diferenciação e citotoxidade do ciclo celular. Também 

expressa na superfície das células de Langerhans, reage bem com 

imunomarcadores de superfície na identificação destas células nos tecidos, ainda 

que congelados ou fixados em parafina. Células melanocíticas presentes na pele e 

células interdigitantes presentes em órgãos linfóides também expressam a proteína 

S100 em sua superfície (SANTOS; MELLO; SANTOS, I.B.; SANTOS, R.A., 2010). 

A molécula CD-14 é um marcador de superfície expresso na maioria dos 

monócitos e células de Langerhans, conferindo nestas células um fenótipo de 

imaturidade (ROMANI et al., 2010). Os marcadores CD-80 e CD-86 são moléculas 

co-estimulatórias que contribuem para a ativação dos linfócitos. A ausência de 

expressão destas moléculas pode resultar em anergia ou, a depender do receptor ao 

qual se liguem nos linfócitos, levam a uma regulação negativa da resposta imune 

(HUSSAIN; DELOVITCH, 2005).   

A molécula glicoprotéica de superfície CD1a são expressas em células 

precursoras das células de Langerhans. Compõe um grupo de marcadores capazes 

de apresentar várias formas de lipídios antigênicos aos linfócitos T. O grupo II destas 

proteínas: CD1d (presentes em ratos e humanos) que apresentam antígenos para 

células Natural Killer (DE JONG et al., 2010). As proteínas de superfície CD83 e 

CD40 são expressas em células de Langerhans maduras (FUTALAN et al., 2011).  

 

2.2 Papilomavírus Humano e resposta imune celular  

 

O HPV pertence à família Papillomaviridae (VILLIERS et al., 2004; SANTOS; 

VILLELA; WIGG, 2008). A filogenia deste vírus é inferida com a análise comparativa 

dos 290 pares de base da região L1. São identificados os gêneros alfa, beta, gama e 

ômega, estando o gênero alfa envolvido em praticamente todos os casos de 

carcinoma genital. Deste, cinco espécies distintas de papilomavírus estão envolvidos 

na carcinogênese genital: a5, a6, a7, a9 e a11e dentro de cada espécie, 

comportamentos tipo-específicos de persistência e carcinogênese são observados.( 

GOTTSCHLING, 2009). Não possuem envelope, mostrando-se muito resistentes às 

condições do meio e pouco sensível ao calor. São pequenos com 52 a 55 

nanômetros de diâmetro, sendo o primeiro vírus tumogênico transmitido 
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experimentalmente de um hospedeiro para o outro (SANTOS; VILLELA; WIGG, 

2008). Possui uma cápsula protéica denominada capsídeo, constituída de 72 

capsômeros, os quais são protuberâncias vistas na superfície dos vírus não 

envelopados, cuja interação entre si se faz de modo ordenado, seguindo um eixo de 

simetria (Figura 2). O capsídeo tem a função de proteger o genoma viral, constituído 

por um DNA circular de dupla hélice (Figura 3), contendo em média 8.000 pares de 

base, estando dividido em três regiões: uma região longa de controle (LCR - Long 

Control Reagion), compreendendo cerca de 10% do genoma e as regiões precoces 

(E-Early) e tardias (L-Late). O alinhamento destas seqüências de DNA HPV revela 

uma organização genética em regiões denominadas open reading frames – ORF, as 

quais codificam proteínas virais. Nesta organização genômica, as ORF estão 

localizadas apenas em uma das fitas do DNA viral, demonstrando que somente uma 

fita serve de molde para a transcrição (MONSONEGO, 2010). 

 

                      Figura 2 - HPV constituído por      capsídeo contendo  
                                            72 capsômeros 

              Fonte: Merck Sharp and Dohme – CD Interativo. 
<www.msdonline.com.br>. 
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Figura 3 - Capsídeo envolvendo dupla hélice de DNA circular 

      Fonte: Merck Sharp and Dohme- CD Interativo.                      
<www.msdonline.com.br> 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Com base na homologia da sequência do DNA viral, são considerados da 

mesma espécie aqueles com 60-70% de identidade e do mesmo tipo, dentro de uma 

espécie, aqueles com 71 a 89% de identidade em sua seqüência genômica 

(SANTOS; VILLELA; WIGG, 2008).  

Estes vírus são classificados de acordo com a espécie de hospedeiro, 

tropismo epitelial e doença associada. Conforme o tropismo epitelial, os HPV são 

classificados em tipos mucosos, cutâneos e cutâneo-mucosos. De acordo com a 

doença associada, são classificados em alto, médio e baixo risco oncogênico 

(BARRASSO; GROSS, 1999). 

Baseado na homologia da seqüência de leitura aberta (ORF - Open reading 

frame) os genes virais são classificados em genes de expressão tardia e genes de 

expressão precoce, conforme relacionados: 

 

Genes de expressão tardia: L 1 e L 2.  

L1: proteína maior do capsídeo viral e a principal proteína estrutural do vírus. 

É a região mais conservada do genoma viral, daí ser considerada o antígeno grupo-

específico para detecção viral através da biologia molecular. Corresponde a 80 % do 

conteúdo protéico viral.  

L2: proteína menor do capsídeo responsável pela saída e transporte do DNA 

viral para o núcleo da célula. Estas proteínas estão correlacionadas mutuamente, de 

modo que a alteração estrutural de uma reflete em igual modificação na outra 

(CHEN et al., 2011). 
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Genes de expressão precoce: E1, E2, E4, E5, E6 e E7.  

E1 – Ativa a replicação viral. Possui alta afinidade pelo DNA e em conjunto 

com a proteína E2 formam um complexo de extrema importância no mecanismo de 

replicação viral.  

 E2 – Além de controlar a transcrição de outros genes virais, possui atividade 

supressora da transcrição dos genes E6 e E7. Juntamente com o gene E1, ativa a 

replicação viral. E1 e E2 constituem o ponto no qual ocorre a ruptura para 

linearização do genoma viral o que antecede a integração deste ao genoma do 

hospedeiro. Parte do E2 e genes virais adjacentes: E4 e E5, são comumente 

deletados após esta integração (BELLANGER et al., 2010). 

E4 – A sua produção está ligada a diferenciação terminal dos queratinócitos. 

É responsável pela maturação das partículas virais para formação dos vírions (ácido 

nucléico e capa protéica viral). A intrínseca relação entre a proteína E4 e as 

citoqueratinas, sugere que esta proteína está também relacionada com a formação 

da cavitação intracitoplasmática perinuclear, denominada coilócito (GAO et al., 

2008). 

E5 – Induz à proliferação celular e inibe a expressão de HLA classe-I na 

superfície da célula infectada. Tem-se atribuído o seu papel à transformação 

maligna celular e sua atuação se faz na fase inicial da infecção viral. O estímulo à 

multiplicação celular se faz pela formação de um complexo com o receptor celular 

para o fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator estimulador de colônia (CSF). 

Também está envolvido com o impedimento à apoptose das células infectadas. 

Mediante a linearização do genoma viral e integração deste ao DNA do hospedeiro, 

a proteína E5 é deletada, não participando dos eventos tardios da carcinogênese 

HPV-induzida (MUTO et al., 2011).   

E6 – Desempenha importante papel nos processos que culminam com a 

transformação celular neoplásica. Liga-se ao oncogene P53 reprimindo a sua 

atividade transcricional e promovendo a sua degradação por proteossomas. Esta 

degradação ocorre de modo proporcional ao poder oncogênico viral e promove 

impedimento ao processo de apoptose da célula hospedeira, o que garante a 

progênie viral. Também ativa a enzima telomerase, o que leva à imortalização 

celular e aumento da expressão de receptores ao fator de crescimento epidérmico 

nas células infectadas (LIU et al., 2009). Atualmente está implicada na inibição da 

resposta imune contra o HPV (HEBNER; LAIMINS, 2006). 

A função da proteína p53 é promover a parada do ciclo celular mediante a 

presença de um dano genético, objetivando reparar este dano para posterior 
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seguimento das etapas de divisão celular. Exerce um papel central na prevenção de 

tumores. Uma vez degradada, danos genéticos ocorridos passarão da célula mãe 

para as células filhas, gerando um clone de células geneticamente alteradas. A 

proteína p53 age sobre a trombospondina à medida que a sua função é 

comprometida, deflagrando o processo de neoformação vascular que dará suporte à 

tumorigênese (HU et al., 2010). 

E7 – Interage com a proteína  pRb – A proteína pRb estimula a célula para o 

processo de divisão. A ligação da proteína E7 à proteína pRb, supressora de 

tumores, promove a degradação desta através da enzima proteassomo, igualmente 

envolvida  na degradação da p53. Quanto maior o poder oncogênico viral, maior a 

afinidade do gene E7 pela proteína pRB. Está relacionada com a imortalização da 

célula e regulação das etapas tardias de diferenciação celular, produção de vírions e 

pela inibição da resposta imune contra o HPV (HEBNER; LAIMINS, 2006). A perda 

do gene pRB é indispensável para atividade das proteínas precoces do HPV. Pode 

agir isoladamente e ainda assim, é capaz de imortalizar vários tipos de células 

humanas, contudo a maior eficiência na transformação maligna celular se faz 

quando as oncoproteínas E6 e E7 agem conjuntamente (BODILY et al., 2011). 

Finalmente, a Long Control Region – região implicada no controle da 

replicação e transcrição dos genes virais (Figura 4). 

 

                   Figura 4 - Esquema da organização genômica do HPV16. 

Fonte: Monsonego, 2010. 
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A diversificação dos tipos virais se constitui num mecanismo para evasão 

destes vírus à resposta imune do hospedeiro (SANTOS; VILLELA; WIGG, 2008).  

Rompendo a integridade da pele e vencendo a barreira epitelial o HPV 

alcança a camada profunda do epitélio escamoso estratificado e liga-se ao 

queratinócito basal (adsorção viral) através de receptor de superfície presente nesta 

célula denominado integrina alfa-6, o qual reconhece proteínas da superfície viral, o 

que determina o tropismo deste vírus sobre o epitélio escamoso estratificado e 

células basais que o compõem. Este receptor de superfície encontrado no 

queratinócito basal, também é encontrado em células não escamosas, as quais 

podem igualmente ser alvo da infecção pelo HPV. Constituintes celulares essenciais 

para a síntese de partículas virais conferem permissividade à célula, o que também 

dita o tropismo viral (SANTOS; VILLELA; WIGG, 2008). 

           O HPV adentra na célula hospedeira através de endocitose mediada pelo 

provável receptor de superfície denominado integrina alfa-6 (FERRARO et al., 2011), 

dependente de clatrina, proteína presente no meio intracelular que participa na 

formação da vesícula endossomal. O desnudamento do capsídeo e a exposição do 

genoma viral se dão dentro do endossomo. A proteína de expressão tardia L2 é 

responsável pela saída e transporte do DNA viral para o núcleo da célula 

hospedeira. A transcrição viral é altamente regulada pelo estado de diferenciação 

das células do epitélio escamoso. A geração de novos vírions depende da 

maquinaria de replicação do DNA da célula hospedeira, motivo pelo qual genes 

virais induzem à mitose com proliferação das células infectadas (SANTOS; VILLELA; 

WIGG, 2008). 

Segundo a capacidade para transformação maligna das células, o HPV é 

classificado como de baixo risco oncogênico e de alto risco oncogênico. Dentre os 

de baixo risco oncogênico, são citados como mais freqüentes: 6, 11, 42, 44, 70 e 73. 

Dentre os de alto risco oncogênico, são citados como mais freqüentes: 16, 18, 31, 

33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, câncer genital, observando-se tenvolvimento d 56, 58, 59, 

66 e 68. Um grupo intermediário de HPV, ainda não tem definido o seu potencial 

oncogênico, são os tipos: 26, 54 e 70 (MONSONEGO, 2010).  

A importância clínica da identificação dos tipos virais está num seguimento 

mais rigoroso dedicado às portadoras de HPV de alto risco oncogênico e por isto 

mais propensas ao desenvolvimento do câncer genital. Também é importante a 

observação da prevalência de determinados tipos virais em diferentes regiões 

quando se objetiva a prevenção através da administração de vacina (BRISMAR-
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WENDEL, 2009). Diferentes tipos de HPV promovem diferentes efeitos citopáticos 

que podem culminar em lesões igualmente diferentes em seus aspectos e 

comportamentos (Quadros 1 e 2). 

 

Quadro 1 - Relação entre os tipos de papilomavirus humano e lesões epiteliais benignas 
HPV 1  Verrugas plantares 
HPV 2  Verrugas vulgares, verrugas filiformes, verrugas palatais 
HPV 3  Verrugas planas, verrugas juvenis, formas leves de EV 
HPV 4 Verrugas palmares, e plantares do tipo hiperceratótico 
HPV7 Verrugas vulgares da mão de açougueiros 
HPV 9, 12, 15, 19, 23, 
24, 25,47, 50 

Lesões verrucosas maculares e planas da EV 

HPV 10  Verrugas planas 
HPV 13  Hiperplasia focal epitelial na mucosa oral 
HPV 21 Lesões verrucosas planas da EV 
HPV 22     Lesões maculares da EV 
HPV 26, 27 Verrugas cutâneas (pacientes imunodeprimidos) 
HPV 28, 49              Lesões verrucosas planas cutâneas 
HPV 29, 60              Verrugas cutâneas 
HPV 32      Hiperplasia epitelial focal em mucosa oral, papiloma oral 
HPV 36 Ceratose actínica, lesões benignas da EV 
HPV 37 Ceratoacantoma (tumor benigno de pele) 
HPV 46 Lesões benignas da EV 
HPV 54 Condiloma acuminado 
HPV 60 Verrugas cutâneas 
HPV 63 Verrugas Myrmecia 
HPV 65 Verrugas pigmentadas 
HPV 70 Papiloma vulvar 
HPV 72, 73 Papilomas orais (em pacientes HIV - positivos) 
HPV 75, 76,77   Verrugas genitais de pacientes com transplante renal 
HPV 78 Verrugas cutâneas 

Fonte: Adaptado pela autora. 
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Quadro 2 - Relação entre os tipos de papilomavirus humano e lesões epiteliais pré malignas 
e malignas                                    
HPV 5 , HPV 8            Lesões maculares da EV, carcinoma de células escamosas   
HPV 6  Condiloma acuminado, NIC I – III, papilomas de laringe 
HPV 11  Condilomas, NIC I – III, papilomas de laringe, conjuntivais 
HPV 14 e 17, 20 Lesões verrucosas da EV, carcinoma escamoso 
HPV 16                     Condiloma acuminado, NIC I – III, Ca. Cervice, pênis  
HPV 18 Condiloma acuminado, NIC I – III, Ca. Cérvice, pênis 
HPV 30 Carcinoma escamoso de laringe, NIC I, II 
HPV 31,35,45, 51, 52, 56 NIC I – III, carcinoma da cérvice 
HPV 33 NIC I – III, carcinoma da cérvice 
HPV 34 Doença de Bowen, NIC 
HPV 38 Melanoma maligno 
HPV 39 Carcinoma da cérvice, NIC I, II, papulose bowenóide 
HPV 40 Neoplasia intraepitelial peniana e NIC 
HPV 41 Verrugas múltiplas planas da pele, câncer escamoso 
HPV 42 Papilomas genitais, condilomas planos, NIC 
HPV 43,44, 53,58, 59     NIC 
HPV 48                        Carcinoma de células escamosas da pele 
HPV 55 Papulose bowenóide 
HPV 57 NIC, verrugas da pele, papilomas invertidos nasais 
HPV 58 ,59     NIC 
HPV 61, 62, 64,66, 67, 
68, 69,71, 74 

Displasias, anogenitais e neoplasmas 

Fonte: Adaptado pela autora. 

 

A replicação viral é estritamente dependente do ciclo celular. Estando o 

genoma viral não integrado ao DNA do hospedeiro sob forma epissomal os genes 

oncogênicos E6 e E7 permanecem sob a ação supressora do gene E2 de modo que 

estes genes precoces apenas estimulam a proliferação das células basais levando a 

lesões de caráter benigno como: hiperplasia, acantose e papilomas (SANTOS; 

VILLELA; WIGG, 2008). 

O genoma viral pode, contudo, assumir forma linear, integrando-se ao DNA 

do hospedeiro, o que frequentemente ocorre nas infecções por tipos virais de alto 

risco oncogênico. Para linearizar-se e posteriormente integrar-se ao DNA do 

hospedeiro, o DNA viral rompe na altura das proteínas E1 e E2 do genoma. Uma 

vez ocorrida a ruptura, a proteína E2 encerra sua ação supressora sobre as 

proteínas E6 e E7, promovendo a imortalização celular (KADAJA et al., 2009). A 

integração do genoma viral ao do hospedeiro se faz de modo aleatório, o que 

permite que ocorra próxima a genes importantes, favorecendo a rápida 

transformação maligna celular. Alterado o código genético, há modificações não só 

no fenótipo, mas também nos antígenos de superfície da célula infectada (ABBAS; 
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LICHTMAN; POBER, 2010). A integração ocorrida próxima ao gene c-myc, 

responsável por regular a expressão de, em média, 15% de todos os genes, 

potencializa sua ação reguladora, reduzindo a expressão das moléculas do sistema 

antígeno leucocitário humano (HLA) na superfície das células infectadas, o que 

dificulta que sejam identificadas pelo sistema imune do hospedeiro (GONÇALVES; 

DONADI, 2004).  

O HPV parece capaz de infectar outros tipos de célula além de queratinócitos, 

contudo, não há evidencia de expressão do genoma viral e síntese protéica em 

outras células tal como ocorre em queratinócitos. As células de Langerhans, embora 

englobem partículas do HPV em seu interior, não mostram evidências de síntese 

protéica viral (STANLEY, 2009). Há controvérsias sobre o modo como as células de 

Langerhans são afetadas pelo HPV. Estudos mostram que os tipos virais de alto 

risco oncogênico inibem sinais para migração até os linfonodos e maturação das 

células de Langerhans, regulando negativamente a resposta imune (HEBNER; 

LAIMINS, 2006). 

Interferência sobre a expressão das moléculas de superfície HLA-DR das 

células de Langerhans foram relatadas quando observado aumento desta proteína 

na superfície das células de Langerhans presentes em lesões condilomatosas e 

intraepiteliais cervicais de alto e baixo graus  (GONÇALVES; DONADI, 2004). 

A resposta imune adaptativa contra a presença do HPV inicia–se com a 

captura e processamento dos antígenos virais pelas células de Langerhans, as 

quais, posteriormente, migram até os órgãos linfóides próximos ao local da infecção 

para efetuarem a apresentação dos antígenos virais aos linfócitos TCD4 e CD8. 

Sensibilizados e ativados, os linfócitos migram sob influência de uma cascata de 

quimiocinas em direção aos queratinócitos infectados com a finalidade de destruí-los 

(STANLEY, 2009) - Figura 5. 
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Figura 5 - Estágios da ativação dos linfócitos T. 
Fonte: Abbas et al., (2010). 

 

 

 

A ativação completa das células T incitando-as à resposta imune, ocorre por 

meio da ligação dos receptores TCR às moléculas HLA-DR expressas nas células 

de Langerhans e são sensibilizados pela expressão de moléculas co-estimulatórias 

denominadas CD80 e CD86. Estas moléculas devem ligar-se aos receptores das 

células T ao mesmo tempo em que a molécula HLA-DR liga-se ao TCR. Caso 

alguma destas ligações ocorra separadamente será incapaz de ativar as células T 

em resposta à presença do antígeno, fato imprescindível para a eficaz resposta 

imune celular (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).  

Monócitos e macrófagos podem albergar vírus dentro de si. A capacicade dos 

vírus de penetrar nas células do sistema imune constitui-se em meio adicional de 

evasão à resposta imune do hospedeiro contra a infecção, objetivando perpetuar 

sua progênie. Os mais freqüentes mecanismos utilizados pelos vírus para escape da 

resposta imune do hospedeiro são: 

 

 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

36

1-Interferência na expressão de genes da célula hospedeira: 

Interação viral com moléculas do sistema HLA:    

                        

 Redução da expressão das moléculas HLA classe I, tornando as 

células infectadas imperceptíveis ao sistema de vigilância imune do 

hospedeiro. 

 Degradação das moléculas HLA classe I ainda no proteassomo. 

 Remoção da molécula HLA-DM das vesículas endocíticas, 

impedindo que a fenda da molécula HLA-DRB1 seja liberada para 

ligar-se aos peptídeos antigênicos (SANTOS; VILLELA; WIGG, 

2008). 

 

2- Interação com células do sistema imune:  

                 

Albergando peptídeos virais degradados em seu interior, as células de 

Langerhans podem ter comprometido o seu papel na resposta imune. A proteína 

menor do capsídeo viral, L2 exerce papel na indução do escape à resposta imune do 

hospedeiro, agindo sobre as células de Langerhans de modo a impedir sua 

maturação funcional e fenotípica (FAHEY et al., 2009). Funções peculiares das 

células de Langerhans em induzir uma resposta imune específica das células T são 

inibidas por ação de tipos virais oncogênicos, principalmente o 16, o qual é 

responsável sozinho por 50% dos cânceres de colo do útero do mundo inteiro 

(FAHEY et al., 2009b; BOCCARDO, 2011). 

 

3- Efetuando variações antigênicas: 

                 

A plasticidade estrutural é a capacidade do vírus em tolerar diversas 

substituições de aminoácidos nas suas proteínas estruturais em resposta ao ataque 

do hospedeiro, permanecendo, contudo, ainda infecciosos. Vírus que sofrem 

mutações não são neutralizados pelos anticorpos desenvolvidos como resposta à 

infecção, a qual poderá apresentar recidiva. Estas alterações nas proteínas virais 

são denominadas variações antigênicas e podem ser discretas quando ocorrem 

durante a replicação viral num indivíduo imunologicamente competente, ou drástica, 

quando resultante da co-infecção em um hospedeiro de dois tipos virais, resultando 

num vírus híbrido que pode, temporariamente, escapar das defesas imunológicas 

(SANTOS; VILLELA; WIGG, 2008). 
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4- Mutações entre vírus - Quasispecies: 

                 

Denomina-se quasispécies um grupo de variantes virais geneticamente 

diversificados, que surgem de mutações decorrentes da quebra da cadeia genética 

pela enzima polimerase durante a replicação viral, tanto em vírus RNA quanto em 

vírus DNA, o que pode produzir erros, gerando mutantes durante a infecção. Tal fato 

é mais freqüente em vírus RNA que DNA. Contudo, as mutações têm um papel 

importante na patogênese de qualquer vírus, pois originam geração viral mais 

capacitada ao escape da resposta imune do hospedeiro, resistindo à degradação 

por proteases nos proteossomas das células fagocíticas. O potencial patogênico do 

vírus mutado é um determinante importante na doença por eles induzida (SANTOS; 

VILLELA; WIGG, 2008). 

As alterações nos mecanismos usados pelas células de Langerhans para 

apresentação antigênica resultam na não ativação e inibição da ação dos linfócitos T 

CD4 e CD8, redução de citocinas imuno-moduladoras por eles liberadas e na 

ausência de memória imune. A via citotóxica mostra-se como importante mecanismo 

para o controle e clearance viral, inviabilizando a progressão das lesões 

intraepiteliais (STANLEY, 2009). 

Os mecanismos de escape do vírus ao reconhecimento imune levam à 

infecções persistentes, acompanhadas freqüentemente por elevada carga viral, o 

que promove a exaustão e déficit da função efetora das células TCD8 e liberação de 

IL-10 (interleucina 10), citocina pelas células T regulatórias, deflagrando uma 

falência imune (BOLPETTI et al., 2010). 

A ausência de viremia, de lise celular com liberação de conteúdo da célula 

capaz de provocar a exposição do vírus ao sistema imune, somados aos demais 

mecanismos de evasão do HPV à resposta imune são fatores que favorecem uma 

infecção viral imunologicamente ignorada (BOCCARDO, 2011). 

O diagnóstico da infecção pelo HPV é feito clinicamente, por meio da 

visualizaçãos de lesões de aspecto papilar, únicas ou múltiplas, comumente 

descritas como lesões tipo couve-flor ou verrugas (PASSOS, 2002). 

Laboratorialmente, o diagnóstico das lesões clínicas e subclínicas é feito através do 

exame citopatológico e histopatológico, onde alterações características da infecção 

viral são observadas nos queratinócitos os quais apresentam cavitação 

citoplasmática perinuclear denominada coilócito, juntamente com núcleo 

hipercromático, aumentado de volume e levemente irregular em seu contorno, 
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resultantes do efeito citopático do vírus (DEMAY, 2005). As técnicas de biologia 

molecular identificam a presença de determinada sequência genômica do HPV na 

célula hospedeira ainda que não haja expressão da infecção em forma de lesão 

clínica ou subclínica, quando é chamada latente. Dentre as mais utilizadas estão a 

captura híbrida, a PCR e RNA-mensageiro. A captura híbrida (CH) possibilita a 

identificação do grupo viral (alto ou baixo risco oncogênico) e da carga viral (número 

de cópias virais por célula). O papel dos vírus de alto risco levou ao aprimoramento 

da técnica (CH-2) voltada unicamente para identificação de treze vírus pertencentes 

ao grupo de alto risco oncogênico (DUFRESNE et al., 2011). A captura híbrida, 

contudo, não identifica o genótipo viral. A PCR permite a identificação de, em média, 

36 tipos de HPV. A PCR em tempo real identifica não só o genótipo viral, mas a 

carga viral. A alta sensibilidade possibilita a contaminação com nucleotídeos não 

virais, o que requer testes de controle de qualidade que atestam a quantidade 

suficiente de nucleotídeos e a presença de nucleotídeos oriundos de DNA humano 

(BARTLETT; STIRLING; 2003). 

O RNA-mensageiro é aplicado como diagnóstico e relaciona-se ao 

prognóstico das lesões HPV induzidas, visto que a produção de RNA mensageiro 

acontece quando o genoma viral está inserido ao genoma do hospedeiro e esta 

ocorrência é freqüente nas infecções que levam a lesões intraepiteliais de alto grau 

onde a progressão ao câncer é maior (RATMAM, 2011). 

 

2.3 Carcinogênese Cervical e Sistema Imune 

  

O câncer do colo do útero é o segundo tipo de câncer mais comum entre as 

mulheres com aproximadamente 500 casos novos por ano em todo mundo. Sua 

incidência é cerca de duas vezes maior em países menos desenvolvidos e é 

responsável pelo óbito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano (BRASIL, 

2009). 

A história natural da doença é um longo processo que revela a tolerância 

imunológica ao HPV em um dado número de indivíduos. O câncer cervical tem 

origem infecciosa e leva, em média, 15 anos entre a infecção pelo HPV e as 

diferentes lesões intraepiteliais precursoras, curáveis em quase toda totalidade dos 

casos (BRASIL, 2011). 

O papel do HPV no processo da carcinogênese cervical relaciona-se à 

capacidade de alguns destes vírus, em imortalizar queratinócitos, bloquear a 

transcrição de genes supressores de tumor e interferir no ciclo celular. Moléculas 
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envolvidas na preparação do DNA para a divisão celular sofrem influência da 

infecção pelo HPV, que promove mutações e falhas no genoma do hospedeiro, cujo 

acúmulo levará à progressão da carcinogênese (MONSONEGO, 2010). 

Além dos tipos virais envolvidos nas lesões pré-neoplásicas e neoplásicas da 

cérvice, destaca-se o aspecto relevante do perfil imune do hospedeiro 

intrinsecamente relacionado à co-fatores como: status hormonal, outras infecções 

sexualmente transmissíveis associadas, idade, constituição genética, estado 

nutricional e fatores bio-comportamentais do hospedeiro43. Dentre os fatores 

biocomportamentais, o hábito de fumar, em especial, altera a função das células do 

sistema imune. A nicotina promove a liberação de citocinas por macrófagos como: 

fator de necrose tumoral (TNF) e as interleucinas 1 e 8 (IL1e IL8) que levam a um 

aumento do número de leucócitos através da estimulação da medula óssea. Embora 

quantitativamente haja um incremento nas células do sistema imune, 

qualitativamente os leucócitos mostram-se deficientes, exibindo reduzida capacidade 

migratória e baixa reação à quimiotaxia. A nicotina inibe a expressão das proteínas 

de superfície pertencentes ao sistema de antígenos de histocompatibilidade humana 

(HLA) classes I e II, impossibilitando o reconhecimento de antígenos pelo sistema 

imune e impossibilitando que células tumorais sejam detectadas pela vigilância 

imune (GIUSTI, 2007). 

A idade faz variar a prevalência da infecção pelo HPV, passando de 30% entre 

15-25 anos, para 10% após os 30 anos. A diferente prevalência está relacionada ao 

status hormonal e este ao status imune (KWAK; YEMELYANOVA; RODEN, 2011). 

 

Esteróides sexuais agem sobre receptores nucleares presentes nas células do 

sistema imune, promovendo variações no desempenho destas células conforme a 

idade do indivíduo. A senescência imune somada ao déficit hormonal pós-

menopausa, estabelece um estado de imunodeficiência nestas mulheres (BUTTS et 

al., 2011). 

As proteínas E6 e E7 dos vírus de alto risco oncogênico, superexpressas após 

ruptura do genoma do HPV nas proteínas reguladoras desta expressão, E1 e E2, 

ligam-se, respectivamente, às proteínas celulares p53 e pRb formando complexos 

de alta afinidade (Figura 6). A ligação da proteína E7 com o oncogene pRb, induz à 

transcrição de genes importantes no controle da divisão celular, atuando nas fases 

G1 e S, promovendo a progressão do ciclo celular. Ambas as proteínas virais E6 e 

E7 modulam a ação de citocinas que inibem a ação de células imunes na resposta 

contra o HPV, favorecendo a progressão da carcinogênese cervical (HEBNER; 
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LAIMINS, 2006). 

A proteína viral E5 está relacionada a interferências na produção de citocinas 

ativamente participantes da resposta imune adaptativa e inata. O beta-interferon é 

produzido em resposta à infecção por HPV. Promove aumento na expressão das 

proteínas de superfície do sistema HLA classes I e II para atuação específica dos 

linfócitos T em resposta à presença viral (MUTO et al., 2011). 

 

                        Figura 6 - Carcinogênese induzida pelo HPV. 
                        Fonte: Monsonego, 2010. 

 

As células que sofem transformação maligna passam a expressar na 

superfície, antígenos que as identificam pelo sistema imune como estranhas. Estes 

antígenos tumorais são geralmente resultantes de mutações de proteínas celulares 

normais ou ainda genes supressores tumorais envolvidos na transformação maligna 

celular (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2010). 

As alterações fenotípicas das células caracterizam as lesões precursoras do 

câncer de colo uterino, classificadas em baixo grau e alto grau, segundo preconiza a 

Sociedade Brasileira de Citopatologia e diretrizes brasileiras para o rasreamento do 

câncer do colo do útero (BRASIL, 2011). Histopatologicamente, as lesões 

intraepiteliais de baixo grau correspondem às denominadas neoplasias intraepiteliais 

grau I, efeito citopático pelo HPV e as lesões intraepiteliais de alto grau 

correspondem às neoplasias intraepiteliais graus II e III. A maioria destas lesões 

precursoras é eliminada pelo sistema imunológico. O desenvolvimento de lesões 

pré-cancerosas do colo uterino reflete um déficit imunológico frente à presença do 

HPV (MONSONEGO, 2010). 
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As lesões de baixo grau são caracterizadas por serem estritamente 

intraepiteliais, expressando atipias celulares e desorganização estrutural do epitélio 

restritas a porção inferior do mesmo. Nas camadas mais superficiais do epitélio de 

revestimento cervical, podem ser encontradas células exibindo cavitação 

intracitoplasmática perinuclear denominada coilócito, obrigatoriamente 

acompanhada de atipias nucleares em células escamosas maduras (Figuras 7 e 8). 

Estas lesões apresentam em torno de 60% de regressão espontânea, 30% de 

persistência e 10% de progressão para lesões mais graves (DEMAY, 2005). 

 
Figura 7 - Amostra citopatológica contendo           
células  escamosas características de 
lesãointraepitelial de baixo grau (NICI – HPV).  
Amostra cervico-vaginal. Microscopia óptica. Aumento 
de 400x 

                             Fonte: Demay, 2005. 
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Figura 8 - Secção histológica da cérvice uterina, 
contendo neoplasia intraepitelial grau I: 
desorganização estrutural e atipias nucleares na 
camada inferior do epitélio. Nas células da superfície, 
cavitações citoplasmáticas perinucleares (coilócitos) 
e atipias nucleares compatíveis para HPV. Avaliação 
histopatológica. Microscopia óptica. Aumento de 
100x 

                             Fonte: Barrasso e Gross, 1999.   

 

 

As lesões de alto grau são igualmente intraepiteliais, contudo exibem atipias 

celulares mais pronunciadas e a desorganização estrutural do epitélio abrange 

desde a metade até a total espessura do mesmo (Figuras 9 e 10). Há perda 

progressiva da diferenciação e polaridade celular (DEMAY, 2005). A ocorrência de 

regressão espontânea destas lesões restringe-se a 12% (MONSONEGO, 2010) 

 
Figura 9 - Amostra citopatológica cervico-
vaginal contendo células escamosas imaturas 
com alterações nucleares e citoplamáticas 
marcantes, dispostas em pseudo-sincício e 
classificadas como oriundas de uma lesão 
intraepitelial de alto grau. Microscopia óptica. 
Aumento de 400x  
Fonte: Demay, 2005. 
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Figura 10 - Secção histológica da cérvice 
uterina, mostrando desorganização estrutural e 
atipias celulares em toda espessura do epitélio, 
mantendo-se íntegra a membrana basal o que 
corresponde à neoplasia intraepitelial cervical 
grau III. Microscopia óptica. Aumento de 100x      
Fonte: Barrasso e Gross, 1999.                    

 

 

 

 

O sistema imune adaptativo provê a defesa contra tumores reagindo contra a 

presença de células não infecciosas, percebidas como estranhas pela expressão de 

proteínas em sua superfície identificadas como antígenos tumorais. Em casos de 

tumores causados por vírus oncogênicos, os antígenos tumorais são constituídos de 

peptídeos antigênicos virais (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). 

A freqüência de tumores em imunodeprimidos ressaltando-se os infectados 

pelo HIV e transplantados, evidencia a importância do papel do sistema imune na 

carcinogênese (SERRAINO; PISELLI, 2009). 

As células de Langerhans capturam antígenos tumorais expressos na 

superfície das células atípicas, apresentando-os aos linfócitos T, através das 

moléculas do sistema HLA classe II. O principal mecanismo aplicado pelo sistema 

imune para erradicação tumoral é a eliminação das células tumorais através de 

linfócitos T citotóxicos específicos para os antígenos tumorais, os quais são capazes 

de matar células tumorais, que expressam antígenos em sua superfície, resultantes 

de mutações. Este tem sido um meio estratégico para estimular a imunidade anti-

tumor, um recurso promissor por não comprometer células normais dos tecidos 

como ocorre com a radioterapia e quimioterapia aplicadas ao câncer avançado 

(OHTANI et al., 2009).  

  A superação do crescimento tumoral em relação à resposta imune pode 

ocorrer em decorrência aos antígenos tumorais serem fracamente imunogênicos, 
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pois diferem pouco dos antígenos próprios da célula normal. As células tumorais 

desviam a ação do sistema imune através das células dendríticas mielóides as quais 

secretam citocinas supressoras da inflamação e estimulam linfócitos T regulatórios a 

inibir a geração de linfócitos T efetores (PALUCKA et al., 2011). A habilidade de 

formar células de Langerhans se mantém na presença das lesões pré-neoplásicas e 

neoplásicas, graças à produção pelos queratinócitos e citocinas que exercem ação 

sobre seus precursores da medula óssea. A citocina GM-CSF (fator estimulador de 

granulócitos e mastócitos), igualmente produzidas pelos queratinócitos, age como 

estímulo quimioatrativo favorecendo a migração das células de Langerhans, 

prolongando sua sobrevida e aumentando a sua capacidade de apresentação de 

antígenos aos lifócitos através das proteínas de superfície HLA II (ABBAS; 

LICHTMAN; POBER, 2010).  

Infecção persistente por HPV com carga viral elevada estão relacionados à 

secreção de citocina da família da interleucina-10 (IL-10) pelos queratinócitos 

transformados, por linfócitos T regulatórios e pelas próprias células de Langerhans. 

Estas citocinas suprimem a resposta imune, interferindo sobre a opsonização de 

antígenos, captação antigênica pelas células de Langerhans, objetivando limitar os 

danos teciduais causados pelo HPV (OUYANG et al., 2011). 

Entretanto toda eficiente resposta imune contra vírus deriva da expressão das 

moléculas HLA nas células de Langerhans. A interação entre antígeno e proteínas 

HLA e destas com os linfócitos T, incita uma resposta contra as células 

transformadas pela infecção viral. Contudo, a forte expressão das proteínas E6 e E7 

do HPV promove deficiente apresentação dos epitopos virais pela molécula HLA, 

durante o longo período até o aparecimento do câncer. O papel destas moléculas 

em determinar uma resposta imune adaptativa, sugere-nos que as lesões pré-

cancerosas e cancerosas resultam de uma apresentação de antígeno deficiente por 

interferência do vírus na expressão das moléculas HLA classes I e II (GONÇALVES; 

DONADI, 2004). 

As diferentes evoluções observadas nas lesões induzidas pelo HPV, sugere-

nos a existência de fatores inerentes ao portador que bloqueiam ou dificultam a ação 

transformante deste vírus. Sendo a resposta imune um relevante fator regulador da 

infecção por HPV, a observação dos mecanismos de combate à presença deste 

vírus em confronto com a capacidade deste em evadir-se da resposta imune 

hospedeira, mostra-nos os possíveis alvos da falha imune contra as lesões HPV 

induzidas. 

Estando a proteína de superfície HLA-DRB1 apontada como fator 
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imunogenético de risco ao desenvolvimento do câncer cervical, a observação da 

possível interferência dos tipos de HPV sobre a expressão desta proteína durante a 

apresentação antigênica tornou-se a motivação maior deste estudo. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Determinar a expressão da proteína HLA-DRB1 em células 
de Langerhans nas portadoras de lesões intraepiteliais cervicais e tipos 

de HPV identificados. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Comparar a expressão da proteína HLA-DRB1 em células de Langerhans:  

 

 Entre portadoras de lesão intraepitelial de alto grau e portadoras de lesão 

intraepitelial de baixo grau; 

 Entre pacientes portadoras de HPV de alto risco oncogênico e aquelas 

portadoras de HPV de baixo risco oncogênico; 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

Estudo observacional tipo caso-controle, onde o grupo caso está 

representado por secções teciduais obtidas de portadoras de lesão intaepitelial de 

alto grau (neoplasia intraepitelial graus II e III) e o grupo controle representado por 

secções teciduais obtidas de portadoras de lesão intraepitelial de baixo grau 

(neoplasia intraepitelial grau I e ou efeito citopático pelo HPV). 

 

4.2 Local da Pesquisa 

 

- Centro Especializado de Diagnóstico do Câncer da Paraíba 

(CEDC): Neste local realizou-se a seleção de pacientes, coleta de 

sangue para pesquisa para HIV, exames de colposcopia, biópsia, 

cirurgia de alta freqüência bem como a avaliação histopatológica e 

análise morfométrica. 

- Laboratório de Dermatologia Tropical - Instituto de Medicina 

Tropical de São Paulo – USP: onde foi realizada a imuno-

histoquímica. 

- Setor de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco: onde foi realizada a PCR para HPV.  

 

O Centro Especializado de Diagnóstico do Câncer (CEDC) é uma instituição 

pública estadual de referência no diagnóstico do câncer de mama e colo uterino na 

Paraíba. Vinculado à secretaria de saúde do estado, é composto dos setores de 

citopatologia, histopatologia, patologia cervical e colposcopia, ultrassonografia, 

realizando consultas em mastologia, oncologia e procedimentos de conização com 

alça diatérmica, punção mamária e de tireóide e citologia endometrial. Através dos 

municípios e unidades de saúde da família, para ele são triados materiais para 

análise e pacientes dos 223 municípios do estado. O setor de citopatologia avalia 

uma média de 8.000 exames citopatológicos por mês. As portadoras de resultados  

anormais em que há indicação da colposcopia, são convocadas, por meio de carta, 

a retornar ao serviço e dar prosseguimento as investigações diagnósticas. 
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4.3 População de Estudo 

 

Pacientes apresentando lesões intraepiteliais cervicais em exame 

citopatológico, com achados anormais na colposcopia e histopatologia, cujas 

secções histológicas obtidas da cérvice foram preservadas em parafina e utilizadas 

neste estudo. 

 

4.4 Critérios de Inclusão 

 

I. Ter procurado o Centro Diagnóstico do Câncer do Estado da Paraíba 

para realização de exames preventivos; 

II. Apresentar achados anormais correlatos nos exames citopatológico, 

colposcópico e histopatológico; 

III.  Submeter-se a coleta de material cervico-vaginal para PCR – HPV; 

IV. Apresentar sorologia anti-HIV não reagente. 

 

4.5 Critérios de Exclusão 

 

I. Apresentar doenças auto-imunes; 

II. Ser infectada pelo HIV; 

III. Estar grávida; 

IV. Fazer uso de supressores ou estimuladores imunológicos; 

V. Apresentar achados colposcópicos sugestivos de neoplasia 

cervical invasiva. 

VI. Pacientes cujos fragmentos teciduais incluídos em parafina 

foram insuficientes para a efetuação de três cortes histológicos: 

um destinado ao diagnóstico histopatológico e os dois 

destinados à imuno-histoquímica. 
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4.6 Tamanho Amostral 

 

Desenho de estudo: CASO-CONTROLE 

 

 

Condições impostas para o cálculo do tamanho de amostra: 

 

 
Condições a priori: Proporção de um caso por um controle Valor 
 Testa valor do Odds Ratio sob a hipótese nula Ho: ORo = 1 
 Dois dos seguintes parâmetros devem ser conhecidos:  

Proporção de expostos entre os casos: P1* = 46,15% 
Proporção de expostos entre os controles: P2* = 30% 
Antecipado odds ratio (razão de chances)  OR = 2 

 Nível de significância (100%)   = 5% ou 1% 
 Poder do teste (1- ) 80%,  
 Hipótese alternativa (para teste bicaudal) Ha: ORa  ORo

   Fonte: Huley, 2003. 
 
 

Fórmula para o cálculo do tamanho de amostra mínimo: 
 
 

 

 
 

O tamanho amostral foi estimado em 280 fragmentos teciduais obtidos da 

cérvice uterina, sendo 131 pertencentes ao grupo caso (confirmados 

histopatológicamente como contendo uma lesão intraepitelial de alto grau) e 149 

pertencentes ao grupo controle (confirmados histopatologicamente como contendo 

uma lesão intraepitelial de baixo grau). 

 

 

 

 

 

 

 

 

        
2
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DIAGRAMA DE SELEÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

O tamanho amostral analisado igualou-se a 228 espécimes, sendo 105 

pertencentes ao grupo caso e 123 ao grupo controle. 

 

 

BANCO DE DADOS DOS LAUDOS CITOPATOLÓGICOS DE CEDC – PARAÍBA        
JAN 2009 – JAN 2010 

 
 
LESÃO INTRAEPITELIAL CERVICAL               LESÃO INTRAEPITELIAL CERVICAL 
DE ALTO GRAU (CASO) n=140                                            DE BAIXO GRAU (CONTROLE)n=140 

CRITÉRIO DE INCLUSÃO 

SOROLOGIA PARA HIV 

COLPOSCOPIA 

 

ABLAÇÃO DA ÁREA NORMAL n=257 

ACHADO ANORMAL

ESTUDO HISTOPATOLÓGICO E 
IMUNO-HISTOQUÍMICO (S 100 e HLA – DR B1) 

                                               n=228 

 
 

105 CASOS                        123 CONTROLES 

INCLUÍDOS 

EXCLUIDAS 4 
PACIENTES C/ 
SOROLOGIA 

POSITIVA PARA 
HIV 

EXCLUIDAS 19 
PACIENTES SEM 

ACHADOS 
COLPOSCÓPICOS 

ANORMAIS 

EXCLUIDOS 29 
PACIENTES CUJO 

MATERIAL FOI 
INSUFICIENTE 

OU 
INCOMPATÍVEL 

PARA LESÃO 
INTRAEPITELIAL 

CERVICAL 
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4.7 Definição das Variáveis 

 

4.7.1 Definição das variáveis 

 

Numa primeira etapa, obteve-se: 

 

Variável dependente: 

 

− Lesões intraepiteliais cervicais, categorizadas como de alto grau 

(neoplasia intraepitelial cervical grau II ou III- Carcinoma in situ). 

− Lesões intraepiteliais cervicais categorizadas como de baixo grau 

(HPV – neoplasia intraepitelial cervical, grau I). 

 

Variáveis independentes: 

 

− Expressão da proteína HLA-DRB1 nas células de Langerhans. 

− Hábito de fumar 

− Faixa etária 

− Tipo de HPV  

 

Numa segunda etapa, obteve-se: 

 

Variável dependente: 

 

− Expressão da proteína HLA-DRB1 pelas células de Langerhans. 

 

Variável independente: 

 

 Tipo de HPV. 
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Métodos de Coleta

Citologia  com  

LIE

cerv ical

E ntrevista e 
Term o de 

Con sen tim ento

So ro logia 

anti- HIV

Colposcop ia co m 
achados 
ano rm ais

M ateria l para PCR
Rem oção  achad o 
anorm al,  f ixando -
o  e m fo rm ol 1 0%

Corte tecidual 
pa ra  

Histo patologia

Quan tifica ção  
m orfom étrica d a 
e xpressão HLA -

DR

Co rte s pa ra  
Im unom arcaçã o
S 100/  HLA-DR

4.7.2 Categorização das Variáveis 

 

VARIÁVEL DEFINIÇÃO OPERACIONAL CATEGORIZAÇÃO 

Lesão intraepitelial de baixo 
grau 

Alterações em células maduras 
exibindo núcleos atípicos com 
presença ou não de cavitação 
citoplasmática perinuclear: coilócito 

NIC I / HPV 

Lesão intraepitelial de alto grau Alterações em células imaturas 
exibindo núcleos marcadamente 
atípicos com escasso citoplasma 

NICII / NICIII 

IDADE  Anos de vida completos  
TABAGISMO   

Não-fumante 
Fumante 

Expressão da proteína S100 Presença das células de Langerhs  
por mm2 de área tecidual. 

Presente 
Ausente 

Expressão da proteína HLA-
DRB1 

Ativação das células de Langerhans 
em resposta ao antígeno por mm2 
de área tecidual. 

 Presente 
 Ausente 
 

Genótipo do HPV HPV implicado em um maior risco 
para transformação maligna celular 

Alto risco 
Baixo risco 

 

4.8 Métodos de Coleta e Processamento de Dados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Recebido para colposcopia pacientes com exame citopatológico 

constando lesão intraepitelial cervical de alto ou baixo grau; 
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 Selecionadas as pacientes conforme critérios de inclusão e 

exclusão submeteram-se à entrevista em que procedeu-se a leitura 

de um questionário padrão, compondo a parte inicial do laudo 

colposcópico, bem como a apresentação e detalhamento de termo 

de consentimento o qual mediante aprovação, foi assinado pela 

paciente;  

 Coletou-se sangue para sorologia anti- HIV; 

 Procedeu-se ao exame colposcópico e diante dos achados 

anormais efetuou-se a coleta de material para PCR aplicada à 

pesquisa de HPV, por meio de escovação da ectocérvice, 

endocérvice e paredes vaginais com posterior inserção da escova 

utilizada em tubo tipo Eppendorf contendo meio fixador (UCM- 

Universal collection médium) com substância desnaturan, a qual 

facilita a desnaturação do DNA celular. 

 

Exame colposcópico 

 

 Utilizou-se colposcópio binocular DF Vasconcelos. A técnica do 

exame obedeceu a sequência preconizada pela Associação 

Brasileira de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia 

(MARTINS; RIBALTA, 2005). Foram aplicados ao epitélio da cérvice 

e vagina: ácido acético a 3%, sucedido da solução de lugol para 

teste de Schiller. Mediante a evidência de achado colposcópico 

anormal, procedeu-se à coleta de material para PCR e retirada de 

fragmento tecidual correspondente ao achado anormal observado. 

 

Biópsia da lesão cervical 

 

  Para achado colposcópico anormal totalmente estudado, com 

laudo citopatológico prévio de lesão de baixo grau, utilizou-se para 

biópsia a pinça de Gaylor-Medina, de 3 a 5mm de diâmetro. Os 

achados anormais não estudados em sua total extensão por  

adentrarem à endocérvice e/ou que estavam respaldados por 

exame citopatológico prévio constando lesão de alto grau, foram 

retirados com alça diatérmica, abrangendo canal endocervical. Os 

fragmentos teciduais foram imersos em formol a 10% tamponado e 
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encaminhados para exame histopatológico. 

Embora as diretrizes brasileiras para o rastreamento do câncer do 

colo do útero (2011) estabeleça conduta expectantante para 

portadoras de lesão de baixo grau, o não seguimento desta conduta 

nesta pesquisa, se deu pelo favorecimento da paciente com a 

realização da biópsia, estimulando a imunidade local, reduzindo a 

carga viral (BARRASSO, 1999), não trazendo danos a sua saúde 

atual e futura, nem sobrecarga ao serviço. 

 

Conização 

 

 Realizada usando-se eletrodos em alça, de numeração diversa, 

escolhido após estudo topográfico do achado colposcópico anormal 

ou laudo citopatológico prévio de lesão de alto grau. Diante de 

achados anormais não estudados em sua total extensão por 

adentrarem ao canal dendocervical, ainda que respaldados por 

exame citopatológico constando lesão de baixo grau, foi realizada 

conização com alça diatérmica para retirada da área epitelial 

anormal. Achados colposcópicos sugestivos da presença de 

neoplasia cervical invasora contra-indicaram a realização da 

ablação com alça diatémica (MARTINS; RIBALTA, 2005), motivo 

que excluía a paciente da pesquisa. A conização é um 

procedimento ambulatorial onde se efetua a anestesia local nos 

quatro quadrantes do colo uterino utilizando-se tubo de xilocaína 

acoplado à carpule. 

 Fez-se uso de espéculo específico onde se acopla o aspirador de 

vapores surgidos durante o procedimento. 

  

Processamento tecidual e Avaliação histopatológica 

 

 Os fragmentos teciduais retirados da cérvice foram fixados em 

formol a 10%, tamponado, e encaminhados para avaliação 

histopatológica. 

 Os cortes histológicos foram efetuados em micrótomo, medindo de 

4-5 micrômeros. De cada paciente foram obtidos três cortes: um 
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destinado ao diagnóstico histopatológico e os outros reservados 

para exame imuno-histoquímico. 

 As secções teciduais destinadas ao exame histopatológico foram 

postas em lâminas de vidro identificadas e submetidas à coloração 

com hematoxilina-eosina (HE), com posterior montagem em 

flamínula. 

 As secções histológicas destinadas à imuno-histoquímica foram 

postas em lâminas de vidro silanizadas, identificadas e submetidas 

a aplicação dos  marcadores S100 e HLA-DRB1. 

 

Imunomarcadores 

 

 Os imunomarcadores foram submetidos a controle de qualidade 

prévio à aplicação nos cortes teciduais destinados ao estudo. O 

controle para o imunomarcador S100 foi realizado com a aplicação 

deste sobre corte histológico oriundo de nevus. Para o 

imunomarcador HLA-DRB1, o controle foi realizado aplicado-o 

sobre cortes histológicos oriundos de tonsila.  

Morfometria 

 

 A expressão das proteínas de superfície S100 e HLA-DRB1 nas 

células de Langerhans foi quantificada por método morfométrico 

utilizando programa de software: Image J para mensuração da área 

do corte histológico, a qual foi relacionada ao número de células de 

Langerhans imunomarcadas, presentes na área tecidual. 

 

 

4.9 Qualidades dos Instrumentos de Medidas 

 

Os critérios para a classificação das anormalidades citopatológicas seguiram 

a nomenclatura preconizada pela Sociedade Brasileira de Citopatologia e diretrizes 

brasileiras para o rastreamento do câncer do colo do útero (BRASIL, 2011). 

Os achados colposcópicos foram classificados segundo nomenclatura 

internacional preconizada pela Associação Brasileira de Patologia do Trato Genital 

Inferior e Colposcopia (MARTINS; RIBALTA, 2005). 

O método utilizado para retirada das lesões, conforme o grau de 
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comprometimento epitelial seguiu as normas estabelecidas pelas diretrizes 

brasileiras para o rastreamento do câncer de colo do útero (BRASIL, 2011). 

A identificação do HPV foi realizada pela técnica de PCR, seguindo protocolo 

estabelecido por Bartlett e Stirling (BARTLETT; STIRLING, 2003).  Os tipos de HPV 

identificados foram categorizados em: baixo risco oncogênico e alto risco 

oncogênico.  Foram usados em ambos os grupos pesquisados, os primers 

consensus MY09 e MY11 bem como GP05+ e GP06+. 

As técnicas de imunomarcação seguem o procedimento padrão de 

histotecnologia, estabelecidas pelo manual de imuno-histoquímica da Sociedade 

Brasileira de Patologia (ALVES; BACCHI; VASSALO, 1999). 

A fundamentação teórica para a utilização da morfometria foi obtida do textos 

de Baak e Oort, 1993. 

 

 

4.9.1 Técnicas utilizadas 

 

I – Método Histopatológico: 

Os fragmentos teciduais oriundos da cérvice foram fixados em formalina a 

10% tamponada e encaminhados ao setor de histopatologia do Centro Especializado 

de Diagnóstico do Câncer da Paraíba. De acordo com a técnica padronizada pelo 

serviço, o material foi desidratado em álcool etílico, feito o seu clareamento pelo xilol 

e impregnação em parafina. Os blocos de parafina contendo as secções teciduais 

foram submetidos a um primeiro corte em micrótomo rotativo manual, cuja 

espessura foi de 4um, colocados em lâmina e corados com hematoxilina de Harris e 

eosina. As lâminas assim preparadas e identificadas foram, a seguir, analisadas em 

microscópio óptico binocular por médico patologista para emissão diagnóstica e 

classificação das alterações epiteliais observadas. 

Foram triados para a pesquisa as secções teciduais classificadas como lesão 

de baixo grau (neoplasia intraepitelial grau I e, ou efeito citopático pelo HPV) e lesão 

de alto grau (neoplasia intraepitelial grau II ou III- carcinoma in situ da cérvice).  

Conceitua-se como lesão de baixo grau a presença de células escamosas 

maduras exibindo núcleos atípicos, discarióticos, confinados ao terço inferior do 

epitélio de revestimento cervical. Também estão incluídas nesta categoria as atipias 

celulares resultantes do efeito citopático pelo HPV, quais sejam a presença de 

células maduras do epitélio de revestimento cervical, exibindo núcleos discarióticos, 

aliados a cavitação intracitoplasmática perinuclear, denominada coilócito. Esta 
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entidade mostra alta probabilidade de regressão espontânea, sendo freqüentemente 

eliminadas pelo sistema imune podendo ser acompanhadas sem a necessária opção 

pelo tratamento (DEMAY, 2005). 

Conceitua-se como lesão intraepitelial de alto grau a presença, em dois terços 

ou mais da espessura do epitélio de revestimento cervical, de células escamosas 

imaturas, exibindo núcleos atípicos, discarióticos, distribuídas desordenadamente, 

desestruturando a arquitetura epitelial e polaridade celular, mantendo, contudo, a 

integridade da membrana basal, não sendo, portanto infiltrantes mais apresentando 

grande probabilidade de progressão ao câncer invasivo justificando a necessidade 

de tratamento (DEMAY, 2005). 

 

 

II- Imuno-histoquímica: 

O restante do material em bloco de parafina foi encaminhado para 

processamentos aplicados à imuno-histoquímica. 

 Cada bloco foi submetido a dois cortes, um destinado à aplicação do 

marcador de superfície S100 e outro à aplicação do marcador HLA-DRB1. Cada 

corte obtido foi posto em banho-maria histológico e posteriormente depositado sobre 

lâmina silanizada, devidamente identificada e posteriormente levado à estufa a 60ºC 

por 24h. 

 A utilização do imunomarcador S100, veio da necessária comprovação da 

presença das células de Langerhans em meio à lesão intraepitelial, uma vez que na 

ausência da expressão do marcador subseqüente HLA-DRB1, teríamos a indicação 

apenas de que as células de Langerhans estariam inativadas diante da presença 

dos antígenos virais e não ausentes dos cortes teciduais. 
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Figura 11 - Corte histológico de linfonodo 
normal. Controle de qualidade para 
imunomarcador S100. Concentração de 
células de Langerhans em zona para-
cortical (seta). Microscopia óptica 400X 
Fonte: Autora da pesquisa. 

 

 

Realizou-se o controle de qualidade dos imunomarcadores previamente à 

aplicação destes nos cortes teciduais destinados ao estudo. O S100 foi aplicado 

sobre corte histológico oriundo de nevus normal por ser proteína também presente 

em células melanocíticas. O HLA-DRB1 foi previamente aplicado sobre cortes 

histológicos oriundos de tonsila por ser este um órgão linfóide, rico em células de 

Langerhans que chegam ao local expressando antígenos por meio da proteína HLA-

DRB1 (Figura 11). 

As secções histológicas obtidas a partir dos blocos de parafina contendo os 

fragmentos teciduais da cérvice foram submetidas à desparafinização em xilol a 60º 

C, por 15 minutos, seguindo-se novamente ao xilol à temperatura ambiente, por 15 

minutos. Prosseguiu-se à desidratação com etanol a 95%, a 80% e 70%, com 

posterior lavagem em água corrente e destilada, de acordo com o procedimento 

padrão em histotecnologia (ALVES; BACCHI; VASSALO, 1999). 

Procedeu-se daí à recuperação antigênica onde as lâminas foram imersas em 

banho de solução de citrato de sódio a 10mM, em pH de 6.0 e colocadas em 

microondas, na potência máxima, por duas sessões de 10 minutos cada uma e 

resfriadas por 20 minutos, seguindo-se em água corrente e destilada. 

 Para bloqueio da peroxidade endógena, fez-se uso da solução de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) a 3% (solução comercial equivalente a 10 volumes), seguindo-
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se a lavagem com água corrente e destilada em dois banhos de 10 minutos cada. 

Ambos os anticorpos foram diluídos em 1:1000 em tampão salina fosfato e 

incubados em câmera úmida a 4ºC, por 16 hs e após avados em tampão salina 

fosfato-PBS com três trocas a cada 3 ou 5 minutos cada. Após esta etapa, o 

anticorpo secundário foi incubado, diluído em PBS por 30 minutos a 37ºC, em 

câmera úmida e mais uma vez lavado com PBS efetuando-se três trocas a cada 3 

ou 5 minutos cada. Em seguida o complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP) da 

mesma espécie animal do anticorpo utilizado, foi incubado, diluído em PBS (Solução 

tampão salina fosfato) por 30 minutos em 37ºC em câmera úmida, seguindo-se, 

novamente a lavagem em PBS com três trocas a cada 3 ou 5 minutos cada. 

 Para visualização da imunomarcação foi empregado o kit de revelação Liquid 

DAB-LSAB2 – Plus e a 3’3 – diaminobenzidina 4 HCL como cromógeno onde as 

lâminas foram incubadas por 3 minutos a 37ºC ao abrigo da luz. Em seguida, 

observou-se ao microscópio nas lâminas controle-positivo o desenvolvimento de 

precipitado castanho-dourado como produto final da reação. Foram em seguida 

lavadas em água corrente e destilada por 3 minutos. 

 As preparações histológicas correspondentes a imunomarcação foram 

contra-coradas em hematoxilina de Harris por 1 minuto e depois lavadas com água 

corrente e destilada. Posteriomente foram imersas em solução aquosa de hidróxido 

de amônio a 0,5% por quatro vezes, rapidamente, lavando em seguida com água 

corrente e depois com água destilada. À seguir, as lâminas foram desidratamos em 

etanol a 50%, 80% e 95% com posterior uso do xilol, em três vezes e montadas em 

meio de montagem sintética, o entellan, contra lamínula para leitura em microscopia 

óptica comum (Figura 12). 

Figura 12 – Imunomarcação: células de Langerhans 
(seta) usando-se S100. Microscopia óptica 1000X. 
Fonte: Autora da pesquisa. 
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III- PCR  

1. Amostras 

As amostras foram coletadas a partir de raspagem da região cervical, com o 

auxílio de escova do tipo “cytobrush” em mulheres portadoras de lesão intraepitelial 

cervical em exame citopatológico prévio, segundo critérios de inclusão desta 

pesquisa. Após raspado cervical, as escovas foram imediatamente colocadas em 

tubete contendo 3,0 mL de solução fixadora Universal Collection Medium (UCM). As 

amostras foram armazenadas em temperatura ambiente por período máximo de 

quatro dias (BURGER, 1999).  

 

 

2. Extração do DNA 

A extração de DNA procedeu-se a partir de 500µl do conteúdo do tubete. Para 

esta etapa utilizou-se o kit de extração comercial “Wizard Genomic DNA Purification 

kit” (PROMEGA), seguindo as intruções do fabricante. 

 

3. Controle de qualidade da amostra 

Para certificação de que existia DNA viável nas amostras e não havia 

presença de contaminantes, recorreu-se à PCR usando o conjunto de primers 

específicos para Beta-Globina humana (seqüência gênica presente em células 

humanas) sobre 10µl das amostras. A Beta-Globina é um controle de qualidade que 

avalia celularidade, ou seja, número de nucleotídeos presentes na amostra, 

confirmando a qualidade destas. Para essa reação foi utilizado o kit “GoTaq® Hot 

Start Polymerase” (PROMEGA). O seguinte protocolo de amplificação foi utilizado: 

94ºC por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 30 segundos, 

anelamento à 55ºC por 30 segundos e extensão à 72ºC por 30 segundos, seguidos 

de uma extensão adicional à 72ºC por 8 minutos. O amplicon obtido foi de 

aproximadamente 250bp (BARTLETT, 2003). 

 

4. Reação em cadeia da polimerase – PCR 

A presença do DNA do HPV nas amostras foi observada através do uso de 

primers consensus. Para cada paciente foram utilizados os primers MY09/MY11, 

obtidos a partir de nucleotídeos degenerados e, portanto, considerados primers 

externos e os primers GP05+ e GP06+  
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Para os primeiros primers foi utilizado o kit “GoTaq® Hot Start Polymerase” 

(PROMEGA). O seguinte protocolo de amplificação foi utilizado: 94ºC por 4 minutos, 

seguidos de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 30 segundos, anelamento à 55ºC 

por 30 segundos e extensão à 72ºC por 30 segundos, seguidos de uma extensão 

adicional à 72ºC por 8 minutos. O tamanho do fragmento obtido para essa reação foi 

de 450pb. 

Para a aplicação dos primers GP05+ e GP06+ também foi utilizado o kit 

“GoTaq Hot Start Polymerase”(PROMEGA), seguindo o protocolo de amplificação: 

94ºC por 4 minutos,seguidos de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 1 minuto, 

anelamento à 40ºC por 2 minutos e extensão à 72ºC por 1,5 minutos, seguidos de 

uma extensão adicional à 72ºC por 4 minutos (BARTLETT, 2003). 

5. Nested PCR 

Para amostras em que há baixa quantidade de nucleotídeos virais, o Nested 

PCR é bem aplicado, pois amplia o que já foi ampliado, utilizando-se dos híbridos 

(amplicons) obtidos da MY09/MY11 e sobre estes a PCR com o sistema GP05+06+. 

Para realização da Nested-PCR utilizou-se 1µL do amplicon obtido através da 

PCR realizada com o conjunto de primers MY09/MY11. A amplificação foi realizada 

com os primers GP05+ e GP06+, realizada para um volume final de 15µl contendo 

1x de tampão da PCR, 200µM de cada dNTP, 3,5mM de MgCl2, 1pmol/µl de cada 

primer específico (GP05+ e GP06+), 1 U de TaqDNA polimerase e 200ng de DNA. 

Para essa reação também foi utilizado o kit “GoTaq® Hot Start Polymerase” 

(PROMEGA). Foi utilizado o seguinte protocolo de amplificação: 94ºC por 4 minutos, 

seguidos de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 1 minuto, anelamento à 40ºC por 

2 minutos e extensão à 72ºC por 1,5 minutos, seguidos de uma extensão adicional à 

72ºC por 4 minutos. 

 

6. Eletroforese dos amplicons 

A separação do produto da amplificação (híbridos) foi realizada pela 

eletroforese em gel de agarose 1,2%, corado com Blue Green Loading Dye (LGC) e 

visualizado em luz ultravioleta. Os amplicons obtidos da PCR utilizando-se o 

conjunto MY09/MY11 foram de aproximadamente 450 pb. Já os amplicons obtidos 

através do conjunto GP05/GP06+ apresentaram aproximadamente 150pb. Ambos os 

amplicons foram comparados com o marcador de peso molecular ladder 100bp 

(Promega). 
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7. Seqüenciamento dos amplicons 

Após a confirmação da positividade das amostras para HPV, os amplicons 

foram submetidos à reações de seqüenciamento utilizando-se o kit “DyEnamic ET 

Dye Terminator Cycle Sequencing kit” (GE HEALTHCARE) Para tal, foi usado 8µl do 

reagente Dye Terminator, 0,5pmol do primer MY11 ou GP05+ (escolhidos de acordo 

com o sistema com o qual o amplicon foi sintetizado) e 200ƞm do amplicon para um 

volume final de 20µl. Para a aplicação da PCR de seqüenciamento, o protocolo de 

amplificação de 30 ciclos de: 94ºC por 20 segundos, 50ºC por 15 segundos e 60ºC 

por 60 segundos. Logo após, realizou-se a reação de purificação das amostras de 

acordo com as recomendações do fabricante. Em seguida as amostras foram 

levadas ao seqüenciador automático de DNA “MegaBACE 1000 DNA Sequencer”. 

Ao final do processo os resultados encontrados foram comparados com os 

diversos genótipos virais listados na plataforma on-line BLASTn do National Center 

for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afim de 

determinar o tipo do HPV encontrado na pesquisa. 

 

IV- Quantificação da imunoexpressão da proteína HLA-DR: Análise 

Morfométrica: 

 

A expressão da proteína HLA-DR nas células de Langerhans foi quantificada 

através da técnica de morfometria com auxílio de microscópio óptico com câmera 

cuja finalidade é capturar a imagem da área tecidual sob magnificação de 400x e 

conectá-la a software, tendo por base os princípios teóricos de Oort e Baak, 1993. 

Cada lâmina contendo cortes teciduais submetidos à imunomarcação com 

S100 e com o HLA-DR foi avaliada à microscopia óptica para identificação das áreas 

de maior expressão destas proteínas. Estes campos foram localizados em primeira 

instância, com aumento de 50X, para posteriormente serem fotografados em 

aumento de 400x. De cada lâmina foram selecionados oito campos de maior 

imunoexpressão, os quais foram fotografados A imagem de cada campo fotografado 

foi passada ao software para cálculo da área ocupada pelo corte tecidual, obtida 

após delimitação, à mão livre, da extensão tecidual na lâmina. O cálculo da área em 

mm2 foi baseado na extensão tecidual previamente selecionada. Na sequência 

abaixo: 
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1- Determinação da área ocupada pelo epitélio escamoso em mm2 

(Figura13). 

2-  Seleção da área tecidual à mão livre (Figura 14). 

3-  Contagem das células imunomarcadas. 

 

 

 

 

 

Fórmula utilizada para cálculo da densidade das células de Langerhans por 

mm2: 
 

Dcl= Ncl 

         Aesc 
 

Onde: Dcl é a densidade das células de Langerhans por mm2 

Ncl é o número de células de Langerhans em oito campos examinados 

Aesc é a área ocupada pelo epitélio escamoso calculada conforme 

delimitação tecidual prévia pelo programa Image J.  

 
Figura 13 - Determinação da área histológica.  
Fonte: Autora da pesquisa. 
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Figura 14 - Seleção da área tecidual à mão livre 
Fonte: Autora da pesquisa. 

 
  

 

 

 

 

 

 

4 – Cálculo da imunoexpressão das proteínas S100 e HLA-DRB1 em planilha 

Excel (Office da Microsoft) onde o número de células marcadas é divido pela área 

tecidual quantificada através do Image J. 

 

4.10 Análises Estatísticas 

  

Foi utilizado o programa SPSS versão 13. 

Para obtenção dos resultados foram aplicados testes de significância para 

correlação de Pearson, o teste de associação de qui-quadrado, teste do coeficiente 

Kappa, teste paramétrico t, teste U de Mann Whitney. 

 

4.11 Aspectos Éticos 

 

A pesquisa desenvolvida, por envolver contato com pacientes, está 

respaldada por consentimento livre e esclarecido, devidamente assinado, seguindo 

aos termos da Resolução CNS nº 196, de 10/10/1996, do Conselho Nacional de 

Saúde sendo aprovada pelo comitê de ética e pesquisa da Secretaria Estadual de 

Saúde em 30 de setembro de 2008. 

Em todas as etapas foi mantida a confidencialidade das fontes e dados, sem 

identificação direta das participantes. 

Os resultados foram fornecidos às respectivas pacientes acompanhados de 

explicação do seu significado. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados e a discussão do presente trabalho encontram-se no formato 

de artigos. 
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RESUMO  
 
 
As lesões intraepiteliais cervicais HPV-induzidas estão relacionadas à falhas na 
apresentação antigênica através do sistema HLA. Avaliamos a expressão da HLA-
DRB1 em 123 portadoras de lesão de baixo grau e 105 de lesão de alto grau, 
relacionando-a ao tipo de HPV. As pacientes submeteram-se à colposcopia com 
biópsia e coleta para PCR. Obtiveram-se três secções histológicas destinadas ao 
diagnóstico e duas para imuno-histoquímica usando S100 e HLA-DRB1. A 
imunoexpressão foi quantificada por morfometria através de software específico e 
correlacionadas ao tipo de HPV pelo teste U de Mann-Whitney. Para relacionar as 
atipias epiteliais ao tipo de HPV usou-se o teste qui-quadrado. Apenas tipos de alto 
risco foram identificados, predominando o 16(39,5%), 18(20,2%) e 31(16,2%). A 
imunoexpressão de HLA-DRB1 foi menor que S100. O tipo 31 promoveu redução 
estatisticamente significativa da expressão de HLA-DRB1.Tais resultados sugerem 
que a expressão de HLA-DRB1 pode ser inibida por ação de alguns tipos de HPV. 
 

Palavras-chave: HPV. Lesão ntraepitelial cervical. Proteína HLA-DR. 
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INTRODUÇÃO 

 

Embora os tipos de HPV de alto risco oncogênico desempenhem um papel 

importante na gênese das lesões intraepiteliais, não são suficientes para 

desencadear a carcinogênese.1 Observa-se que a maioria das lesões por HPV, 

ainda que induzidas pelos tipos de alto risco oncogênico, regridem 

espontaneamente, refletindo o caráter transitório destas lesões2,  de maneira que 

menos de cinco por cento das infectadas por estes tipos virais, desenvolverão 

câncer de colo uterino.3 

A progressão das lesões intraepiteliais ao câncer invasor, freqüentemente 

relacionado à persistência e alta carga de DNA HPV, demonstra falha na resposta 

imune do hospedeiro em controlar a infecção4, sugerindo que antígenos virais não 

são adequadamente apresentados ao sistema imune, devido não só a mecanismos 

de evasão imune utilizados pelo HPV, mas à alterações funcionais e quantitativas 

das células de Langerhans5. 

A maioria dos cânceres cervicais e lesões precursoras expressam nas células 

tumorais peptídeos que compõem as proteínas precoces E6 e E7 do HPV as quais 

se mostram como antígenos potentes, capazes de suscitar uma eficaz resposta 

imune6 bem como alterar a expressão de genes envolvidos na resistência do 

hospedeiro à infecções4. A apresentação dos peptídeos antigênicos do HPV é feita 

por proteínas na superfície das células de Langerhans denominadas HLA-DRB1. 

São produzidas por genes que compõem o complexo maior de histocompatibilidade 

(MHC) classe II. Apenas associado a esta proteína, o antígeno é reconhecido pelos 

linfócitos T, levando a sucessivos eventos que objetivam destruir células infectadas 

pelo vírus7
. Variações ocorridas nos genes que compõem o sistema antígeno 

leucocitário humano (HLA) aumentam o risco para câncer de colo uterino e alteram a 

resposta imune mediada por células contra o HPV8. A integração do DNA do HPV ao 

DNA do hospedeiro ocorre em sítios aleatórios. Ao ocorrer próxima ao gene 

regulador c-myc, pode modificar a expressão dos genes MHC e reduzir a expressão 

dos genes HLA, promovendo uma deficiente resposta imune celular9.  

A infecção pelo HPV parece desapercebida devido a meios utilizados pelo 

vírus para livra-se da resposta imune e garantir a geração de novos vírions10, agindo 

sobre a produção de interferon pelos queratinócitos infectados, sobre a ativação das 

células de Langerhans e produção de sinais necessários para ativação dos linfócitos 

T11. Observar a interferência deste vírus sobre a expressão das moléculas HLA-
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DRB1 em lesões intraepiteiais da cérvice uterina e relacioná-la ao genótipo viral é o 

objetivo deste trabalho. 

 

MÉTODOS 

 

A amostra consta de 228 pacientes com idade média de 36± 10,4 anos, 

portando laudo citopatológico de lesão intraepitelial, 123 classificadas como de baixo 

grau e 105 como de alto grau. Todas as pacientes concordaram em participar da 

pesquisa, assinando termo de consentimento informado. Submeteram-se à 

avaliação colposcópica usando-se ácido acético 3%, seguido do teste de Schiller 

para identificar áreas epiteliais atípicas, segundo técnica preconizada pela 

Associação Brasileira de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia12. As 

portadoras de atipias colposcópicas realizaram coleta de material cervico-vaginal 

para PCR seguido de biópsia dirigida, utilizando-se pinça de Gaylor-Medina. Para 

PCR, utilizou-se primer consensus MY09/MY11 e GP5+/GP6+ em material colhido 

com citobrush e acondicionado em tubo tipo ependorff, contendo líquido que permite 

manter a integridade dos ácidos nucleicos virais. Cada amostra foi submetida a 

controle negativo para constatar ausência de contaminação e controle positivo com 

a β-globina, para atestar a suficiente celularidade13. Foram excluídas do estudo, 

pacientes sem achados colposcópicos anormais em cérvice ou vagina com 

colposcopia satisfatória, bem como aquelas sem evidência histopatológica de lesão 

intraepitelial ou cujo material foi insuficiente para obtenção dos cortes histológicos 

necessários. O laudo histopatológico foi considerado “padrão ouro” para o 

diagnóstico definitivo das lesões intraepiteliais. Utilizou-se nos laudos citopatológicos 

a nomenclatura preconizada pela Sociedade Brasileira de Citopatologia e diretrizes 

brasileiras para o rastreamento do câncer do colo do útero-201114. Os fragmentos 

teciduais preservados em parafina foram seccionados três vezes: uma para 

diagnóstico e as restantes para imunomarcação. Utilizou-se o imunomarcador S100 

para identificação das células de Langerhans e HLA-DRB1 para evidenciar ativação 

destas células. A quantificação da imunoexpressão foi realizada por análise 

morfométrica, obtida com uso de sofware específico. Para comparação entre a 

imunoexpressão dos marcadores HLA-DR e S100 fez-se uso do teste paramétrico t. 

Para correlacionar a imunoexpressão HLA-DR ao tipo do HPV identificado, utilizou-

se o teste U de Mann-Whitney. 
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RESULTADOS 

 

Identificou-se apenas um tipo viral de baixo risco oncogênico (HPV 42), 

associado a lesão intraepitelial de baixo grau e maior presença de tipos de HPV de 

alto risco: 16, 18, 31, 33, 53, 73, 45, 56 e 51, inclusive em lesões de baixo grau, com 

prevalência dos tipos 16(47,6%), 18(24,3%) e 31(19,6%) Tabela1. Constatou-se 

reduzida expressão da proteína HLA-DRB1 em relação à S100, contudo igual 

diferença não se observou na expressão de HLA-DRB1 entre lesões intraepiteliais 

de baixo e alto graus. Tabelas 2 e 3. Evidenciou-se que o tipo 31 causou redução 

estatisticamente significativa da expressão da proteína HLA-DRB1 nas células de 

Langerhans. Tabela 4.   

 

DISCUSSÃO 

 

Os tipos virais 16 e 18, segundo Pitta et al,(2010), são prevalentes em lesões 

intraepiteliais cervicais na maioria das populações humanas em todo o planeta. Este 

relato foi constatado no presente estudo em que, independente do grau de atipia 

histológica identificado, houve predomínio de tipos virais de alto risco oncogênico 

como 16, 18 e 31, conforme demonstrado na tabela 2. 

A ligação estável entre os receptores das células T e as moléculas de 

superfície HLA-DRB1 expressas na superfície das células de Langerhans é condição 

indispensável para uma efetiva resposta imune6. No presente estudo, observou-se 

menor expressão das moléculas HLA-DRB1 em relação à S100, sugerindo que 

algumas células de Langerhans presentes no sítio da lesão não expressaram estas 

proteínas. Tal evidência corrobora com Finlay & McFadden (2006). Estes autores 

relatam que o HPV promove ação regulatória sobre as moléculas HLA-DRB1, com 

alterações na apresentação antigênica, ativação e sensibilização dos linfócitos T 

CD4, como meio de evadir-se da resposta imune do hospedeiro. 

Embora a literatura não atribua maiores referências para o HPV 31 além de 

tratar-se de um tipo viral de alto risco oncogênico, nesta pesquisa, este tipo foi o 

terceiro mais prevalente entre os evidenciados, com a particularidade de ter relação 

estatisticamente significativa com a redução da imunoexpressão da HLA-DR. 

Semelhante prevalência foi observada em trabalho de Baldez da Silva et al (2009), 

considerada relevante quando relacionada à políticas públicas de vacinação  que 

não deve negligenciar os diferentes tipos virais prevalentes por região e seus 

diferentes efeitos citopáticos. 
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A imunoexpressão da proteína HLA-DRB1 nas lesões intaepiteliais cuja PCR 

foi negativa para DNA-HPV, reporta-nos à possível participação deste vírus na 

indução à carcinogênese, não permanecendo, contudo, responsável pelas demais 

etapas deste processo as quais manteriam o fenótipo maligno das células 

infectadas: efeito hit and run18. Embasado nesta possibilidade, a expressão da 

proteína HLA-DRB1 seria em resposta a peptídeos antigênicos do HPV ainda 

encontrados nas células componentes da lesão, assim como a presença de 

antígenos tumorais derivados das alterações estruturais nas células que sofreram 

transformação maligna19. 

Concluímos que alguns tipos de HPV são capazes de interferir na expressão 

da proteína HLA-DRB1 inibindo-a. Tal fato repercutirá na apresentação de 

antígenos, estimulação dos linfócitos T e efetividade da resposta imune celular, 

podendo este ser um dos meios pelo qual as lesões intraepiteliais cervicais 

conseguem evoluir, vencendo a vigilância imune. 
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RESULTADOS E ANÁLISE DOS DADOS 

 
 

Tabela 1 -  Associação do grau de alteração histopatológica e tipo de HPV 

+ Nível de significância do teste qui‐quadrado:  = 0,05 ou 5% 
 (++) Ausência de dados, não pode ser aplicado o teste de qui‐quadrado. 

 

Tabela 2 - Comparação da expressão dos marcadores HLA-DRB1 e S100.(n = 228) 

 * Resultado significativo, p-valor < 0,05;                                

 

Tabela 3 - Comparação da expressão dos marcadores HLA-DR e S100 em relação às 
alterações histopatológicas nas pacientes (n = 228) 

Imunoexpressão Exame Histológico Estatística Aprox. Sig. p-valor 
(Valores médios) Baixo Alto grau U Z (bicaudal) 
HLA-DRB1 1,67 1,80 5552,0 -1, 304 p=0, 192  
      
      
S100 – células 1,96 1,95 5960,0 -0, 466 p=0, 641 
      
      

n.s. = resultado não-significativo, p > 0,05 

 

 

 Exame Histológico  Teste de X2 
TIPO VIRAL  Baixo grau           Alto grau Total Significância
         n    %           n      %    n % p-valor 
16   30 33.3 60 66.7 90 47.6 0, 387 

18   22 47.8 24 52.2 46 24.3 0, 067 

31   11 29.7 26 70.3 37 19.6 0, 340 

33  1 9.1 10 90.9 11 5.8 0, 058 

53 4 36.4 7 63.6 11 5.8 1, 000 

73  5 55.6 4 44.4 9 4.8 0, 291 

45++     -  - 2 100.0 2 1.1 - 

56++    -  - 1 100.0 1 0.5 - 

42++    1 100.0  -  - 1 0.5 - 

51++    -  - 1 100.0 1 0.5 - 

Total 70 39.0 119 61.0 189 - -  

        Teste-t 
 (dados emparelhados) 

Imunomarcador Imunoexpressão 

Média por marcador HLA-DR (n=228) 1,75 

 S100 (n=228) 1,95 

Estatística t (g.l = 227) - t = 2, 612  
p-valor (bicaudal) - p=0, 010* 
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Tabela 4 - Comparação da expressão dos marcadores HLA-DRB1 e S100 em relação ao 
tipos virais prevalentes (n = 228) 

TIPO 
VIRAL 

Expressão Resposta (valores médios) Estatísticas Sig. p-valor 

 Ausente Presente U Aprox. Z (bicaudal) 

16 HLA-DRB1 0, 0099 0, 0064 5533,0 -1, 391 p=0, 164  

S100 0, 0072 0, 0194 5981,0 -0, 470 p=0, 638 

18 HLA-DRB1 0, 0072 0, 0194 5981,0 -0, 470 p=0, 638 

S100 0, 0130 0, 0079 4125,0 -0, 153 p=0, 879 

31 HLA-DRB1 0, 0087 0, 0077 2754,5 -2, 121 p=0, 034* 

S100 0, 0130 0, 0067 3261,0 -0, 742 p=0, 458 

* resultado significativo, p-valor < 0,05  
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RESUMO 

 

A busca em aprimorar o rastreio do câncer cervical propõe associar testes de DNA-
HPV ao exame citopatológico, restringindo a colposcopia para portadoras de HPV de 
alto risco. Objetivo: Avaliar a associação de testes DNA-HPV à citopatologia no 
rastreio do câncer e manejo das lesões de baixo grau. Método: submeteram-se à 
colposcopia com biópsia e coleta de material para PCR, 123 portadoras de laudo 
citopatológico anormal, sendo 123 de baixo grau e 105 de alto grau, confirmadas 
histopatologicamente. A concordância entre os exames citopatológico e 
histopatológico foi obtida pelo teste KAPPA. Para relacionar o tipo de lesão 
intraepitelial ao tipo de HPV, usou-se o teste qui-quadrado. Resultados: Apenas um 
tipo viral de baixo risco foi identificado(HPV 42), associado a lesão de baixo 
grau.Houve predomínio de HPV de alto risco, inclusive nas lesões de baixo grau 
com prevalência dos tipos 18(60,9%), 16(47,8) e 31(45,9%). Das lesões 
intraepiteliais de baixo grau, 26 (21,1%) foram negativas para DNA-HPV. Co-
infecção foi observada em 9% das pacientes com igual prevalência do HPV 16. O 
exame citopatológico mostrou razoável correlação com o histopatológico 
(Kappa0,44) e  isolado mostrou maior sensibilidade na identificação das lesões de 
baixo grau (83,1%), observando-se 49(35,3%) subdiagnósticos e 15(16,9%) 
sobrediagnósticos. Conclusão: Constatada a importante prevalência de HPV de alto 
risco em lesões de baixo grau, a introdução do teste de DNA-HPV ao rastreio, 
promove sobre tratamentos em lesões com freqüente regressão espontânea. 
 

Palavras-chave: Rastreio. Câncer cervical. HPV. Exame citopatológico. DNA-HPV. 
Tipagem viral. Lesão intraepitelial de baixo grau. 
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INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, o rastreio do câncer de colo uterino se faz pelo exame 

citopatológico voluntário, realizado em intervalo trienal após dois exames anuais 

sem anormalidades. Prioriza-se as idades entre 25 a 64 anos.1 Constatou-se, no 

entanto, que a cobertura na realização deste exame preventivo permanece baixa, 

principalmente nas camadas sociais desfavorecidas, em mulheres com mais de 50 

anos e pós-menopausadas.2O exame citopatológico mostra considerável incidência 

de resultados falso-negativos principalmente ao tratar-se de lesões de alto grau3. 

Admitindo-se que o Papilomavírus humano (HPV) é o agente etiológico do câncer 

cervical, a identificação deste vírus, por meio de exames de biologia molecular, teria 

sua importância como etapa inicial, para o rastreio desta neoplasia4. Tal 

procedimento apresenta um valor preditivo negativo de 99%, com sensibilidade de 

95%. Contudo, ainda que tipos de HPV de alto risco oncogênico desempenhem um 

importante papel na gênese das lesões intraepiteliais, não são suficientes em si, 

para desencadear a carcinogênese5, portanto, não demonstram a presença de 

lesões intraepiteliais. 

A proposta derivada de estudos em outros países é a realização da 

citopatologia somente quando o teste de DNA-HPV for positivo para tipos de alto 

risco oncogênico6, ressaltando-se que os custos com este exame seriam 

minimizados pela possibilidade de aumentar o intervalo do rastreio7. Esta opção 

confronta com a realidade dos países em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil, 

onde não existe um rastreio organizado e as divergências sócioeconômicas 

dificultam a aplicação dos testes moleculares, de alto custo, contrapondo-se à 

avaliação morfológica por meio da citopatologia sucedida ou não da colposcopia, 

uma prática de baixo custo e que identifica a presença das lesões cervicais.¹ A 

tipagem viral tem sido opção para portadoras de resultados citopatológicos 

ambíguos, bem como no seguimento das lesões de baixo grau não tratadas8. A 

possibilidade de auto-coleta tem difundido este método como meio pelo qual 

aumentar-se-ía a cobertura populacional no rastreio do câncer.9 

No Brasil, as lesões de baixo grau correspondem ao segundo diagnóstico 

citopatológico mais freqüente, precedido pela categoria ASC-US (Atipias escamosas 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

85

de significado indeterminado, provavelmente não neoplásica).1 Não há 

recomendação oficial para o uso do teste DNA-HPV como primeira etapa no rastreio 

das neoplasias cervicais ou associado ao exame citopatológico ou diante de 

resultados ambíguos. No Brasil, a recomendação para portadoras de lesão de baixo 

grau, acima de 20 anos, é repetir o exame citopatológico seis meses após o 

primeiro. Persistindo a anormalidade, a colposcopia é indicada, procedendo-se à 

realização da biópsia quando evidenciado um achado colposcópico anormal. 

Confirmando-se uma lesão de baixo grau, esta poderá ser acompanhada 

semestralmente por citopatologia e colposcopia. Esta conduta está embasada na 

freqüente regressão espontânea destas lesões cujo risco de agravamento em 

dezoito meses não se mostrou diferente entre mulheres tratadas ou apenas 

seguidas pelos exames citopatológico e colposcópico10. Avaliar a contribuição da 

identificação do genótipo do HPV associado ao exame citopatológico na prevenção 

do câncer cervical e manejo das lesões de baixo grau é o objetivo deste trabalho. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

 

O estudo foi realizado no período de janeiro de 2009 a janeiro de 2010, no 

Centro Especializado para o Diagnóstico do Câncer do Estado da Paraíba, região 

nordeste do Brasil, local de referência para os exames citopatológicos, 

colposcópicos e histopatológicos daquele estado. Foram incluídos 228 pacientes 

com laudos citopatológicos constando lesão intraepitelial cervical, entre as quais 123 

classificadas como de baixo grau e 105 como de alto grau. Todas as pacientes 

concordaram em participar da pesquisa, assinando termo de consentimento 

informado. A seguir, foram submetidas à avaliação colposcópica usando-se ácido 

acético 3%, seguido de teste de Schiller para evidência das áreas epiteliais 

alteradas, conforme técnica preconizada pela Associação Brasileira de Patologia do 

Trato Genital Inferior e Colposcopia.11 As pacientes  com achados colposcópicos 

anormais, foram submetidas a coleta  de material cervico-vaginal para PCR, seguido 

de biópsia dirigida,  utilizando-se pinça de Gaylor-Medina. Para PCR, utilizou-se 

primer consensus MY09/MY11e GP5+/GP6+ em material colhido com citobrush, 

posteriormente acondicionada em tubo tipo ependorff, contendo líquido fixador para 

manter a integridade dos ácidos nucleicos virais. Durante a realização da técnica, as 

amostras foram submetidas à controle negativo para constatar ausência de 

contaminação, controle positivo com a β-globina, para atestar a celularidade 

suficiente das amostras e ao nested PCR, uma segunda ampliação mais específica 
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da sequência genômica desejada, objetivando a correção de possíveis erros na 

primeira ampliação do DNA.12 Foram excluídas do estudo,  as pacientes  que não 

apresentaram achados colposcópicos anormais em cérvice ou vagina, apesar  da 

colposcopia satisfatória. Os resultados da histopatologia, considerada “padrão ouro” 

para o diagnóstico definitivo das lesões intraepiteliais, foram comparados aos 

achados citopatológicos, utilizando-se o coeficiente de concordância KAPPA. Foram 

demonstrados ainda, a sensibilidade e especificidade dos testes morfológicos para 

constatação de lesões de baixo grau. Para avaliar a relação entre os tipos de HPV e 

as alterações citopatológicas, utilizou-se o qui-quadrado com níveis de significância 

de 0,05. A nomenclatura utilizada nos laudos citopatológicos é preconizada pela 

Sociedade Brasileira de Citopatologia e divulgada nas novas diretrizes brasileiras 

para o rastreamento do colo do útero.1  

 

RESULTADOS 

 

A idade média das pacientes foi 36 ± 10,4 anos. Apenas 13,6% das pacientes 

da pesquisa eram fumantes. Foram identificados os tipos virais de alto risco 16, 18, 

31, 33, 53, 73, 45, 56, 51, com prevalência dos tipos 18 (60.9%), 16 (47.8%) e 31 

(45.9%), inclusive nas lesões de baixo grau. Apenas um tipo viral considerado de 

baixo risco oncogênico foi identificado (HPV 42), associado a lesão de baixo grau. 

Tabela 1 e 2. 

Co-infecção foi identificada em 17 (9%) das pacientes, mostrando igual 

prevalência do HPV 16 e 18, cuja combinação esteve presente em 10 das 17 co-

infecções. Tabela 3. 

Das 228 lesões intraepiteliais identificadas, 39 não apresentaram DNA-HPV. 

Destas, 26 (21.1%) corresponderam a lesão intraepitelial de baixo grau e 13 (12,3%) 

a lesão de alto grau. Tabela 4. 

            O exame citopatológico isolado demonstrou maior sensibilidade na 

identificação das lesões de baixo grau (83,1%), 49 (35,3%) de subdiagnósticos - 

lesões de alto grau identificadas como baixo grau  e 15(16,9%) de sobrediagnósticos 

- lesões de baixo grau, identificadas como de alto grau. A concordância entre os 

exames citopatológico e histopatológico mostrou-se razoável pelo teste Kappa 

(0,44). Tabela 5. 
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DISCUSSÃO 

 

Contrariando as afirmativas de que lesões de baixo grau associam-se à HPV 

de baixo risco, a maioria das lesões de baixo grau contém HPV de alto risco 

oncogênico1, em concordância com o demonstrado nesse estudo, cuja prevalência 

foi de 78% de HPV de alto risco nas lesões de baixo grau classificadas pelo exame 

citopatológico. A alta prevalência da infeção por HPV de alto risco oncogênico foi 

também constatada nos estudos de Oliveira, 2010 e relatada por Monsonego, 2010, 

como sendo os tipos presentes em 83% dos casos de lesão intraepitelial de baixo 

grau. 

 Os tipos virais 16 e 18 são os mais prevalentes em lesões intraepiteliais 

cervicais na maioria das populações humanas em todo o planeta14 o que foi 

evidenciado neste estudo, nas infecções por um único tipo de HPV bem como nos 

casos de co-infecção por até três tipos virais oncogênicos. Igual prevalência também 

foi constatada nos casos de co-infecção nos estudos de Rousseau, 2003. A co-

infecção com outros tipos de HPV de alto risco oncogênico ocorreu em 9% dos 

casos incluídos nesta pesquisa. A prevalência dos tipos oncogênicos, mostra-se 

relevante, considerando-se a tendência da prevenção primária através das vacinas 

contra o HPV16 além do fato da resposta imune do hospedeiro apresentar variações 

tipo-específicas17. 

A classificação citopatológica das lesões é estabelecida pela evidência de 

alterações morfológicas celulares, o que torna o exame subjetivo, gerando 

significativa incidência de resultado falso-negativo3. Os testes para detecção do 

HPV, embora reprodutíveis e sensíveis, demonstram que os tipos de HPV não são 

suficientes para consumar a carcinogênese5. Apesar da subjetividade, o exame 

citopatológico permanece como estratégia mais adotada para rastreamento do 

câncer de cervical, compondo o diagrama que orienta as etapas do rastreio iniciado 

por teste viral8. 

 Com a constatação da prevalência de tipos virais de alto risco oncogênico em 

lesões de baixo grau, a real conseqüência dos testes para tipagem viral seriam os 

sobretratamentos designados a lesões com freqüente regressão espontânea, 

resultando em vários efeitos adversos de ordem psíquica, física e possíveis danos 

ao futuro obstétrico de pacientes jovens15. 
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Constatou-se neste estudo que das lesões intraepiteliais confirmadas pela 

histopatologia, 26(21,1%) lesões de baixo grau e 13 (12,3%) lesões de alto grau, 

mostraram ausência de DNA HPV com PCR negativa. Para Woodman, 2001, esta 

ocorrência é muito rara, principalmente em se tratando de lesões de alto grau. 

Higgins et al., (1991), atribui pior prognóstico para lesões intraepiteliaisem que a 

participação do HPV não é evidenciada e Barrasso, 1999, atribui ação de iniciação à 

carcinogênese pelo HPV, sem que permaneça responsável pelas etapas posteriores 

de manutenção do fenótipo maligno (hit and run). Autilização de primers consensus 

possibilitou a detecção de diferentes tipos de HPV em uma única reação, com 

controle positivo e negativo em todas as amostras, além do nested PCR, corrigindo 

erros na amplificação do DNA, de amostragem ou técnica12. 

A concordância entre os achados citopatológicos e histopatológicos 

evidenciada pelo teste de Kappa, mostrou-se razoável (kappa 0,44), demonstrando 

a difícil reprodutibilidade interobservadores no diagnóstico citopatológico de lesão de 

baixo grau1. A associação do teste DNA-HPV ao exame citopatológico não aprimora 

esta discordância e conforme a prevalência e os tipos virais oncogênicos 

identificados no presente estudo, levaria a indicação de colposcopia nas portadoras 

de lesão de baixo grau e não a expectação.  

O aumento no intervalo de rastreio para compensação dos custos com o uso 

do teste viral, não ocorreria, considerando-se o cauteloso seguimento designado às 

portadoras de HPV de alto risco. A presença de vírus oncogênicos, acarretaria 

indicações freqüentes à colposcopia e sobretratamentos por superestimação dos 

achados colposcópicos, aumentando a morbidade em pacientes jovens. Tais fatos 

levam-nos a concluir que a utilização dos testes de DNA-HPV no rastreio do câncer 

cervical não aprimora a detecção ou manejo das lesões intraepiteliais cervicais. 

 

CONFLITOS DE INTERESSE 

 

Não há conflitos de interesse por parte de nenhum dos autores. 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradecemos à coordenação do Departamento de Medicina Tropical da 

Universidade Federal da Paraíba pelo apoio a esta pesquisa. 

 

 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

89

 

 

 

 

REFERÊNCIAS 

 

1- Instituto Nacional de Câncer, Coordenação Geral de Ações Estratégicas, Divisão 

de Apoio à Rede de Atenção Oncológica. Diretrizes Brasileiras para 

orastreamento do câncer de colo do útero- 2011; Rio de Janeiro- Brasil. 

 

2- Ministério da Saúde. Instituto Nacional de Câncer. Estimativa 2010: incidência de 

câncer no Brasil. 2009; Rio de Janeiro- Brasil.  

 

3- Moysés N, Balthazar DS, Afonso LA, Oliveira LHS, Cavalcanti SMB. Evaluation 

of the Combined use of Papanicolaou Screen Test and The Polimerase Chain 

Reaction for the identification of Patients at Risk of Cervical Cancer . DST- J bras 

Doenças Sex Transm 2008; 20: 99-103. 

 

4- ArbynM, SasieniP, Meijer CJ et al. Clinical applications of HPV testing: A 

summary of a meta-analyses. Vaccine 2006; 21:578-89. 

 

5- Ito MM, Vargas SM, Suzuki LE, Merlin IC. Dimensão da participação do 

Papilomavírus humano (HPV) na evolução do câncer cervico-vaginal. Rev Bras 

de Analises Clínicas. 2010; vol. 42: 127-129. 

 

6- Schiffman M, Wacholder  S. From India to the Wolrd- A Better Way to Prevent 

Cervical Cancer. N Engl J Med. 2009; 360:1453-5. 

 

7- Cox JT. History of the use of HPV testing in cervical screening and in 

management of abnormal cervical screening results. J ClinVirol. 2009; 45: 3-12. 

 

8- Monsonego J.  Infecções e Doenças Genitais Causadas por HPV- Diagnóstico e 

Tratamento 2010; Rio de Janeiro; Ed. Revinter Ltda; 2010. 

 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

90

9- Gök M. HPV testing on self collected cervico vaginal lavage specimens as 

screening method for women who do not attend cervical screening: cohort study 

J Bras Med 2010; 340:1040. 

 

10- Elit et al. Expectant management versus immediate treatment for low grade 

cervical intraepithelial neoplasia: a randomized trial in Canada and Brazil. Cancer 

2011; 117: 1438-45. 

11- Martins NV, Ribalta JCL. Patologia do Trato Genital Inferior: Diagnóstico e 

Tratamento. 1a Ed. Rocca; São Paulo, 2005 

 

12- Bartlett MS, Stirling D. Methods in Molecular Biology.PCR Protocols, 2nd Ed. V 

226, Glasgow- UK, 2003. 

 

13- Oliveira LHS, Ferreira MDPL, Augusto EF, Melgaço FG, Santos LS, Cavalcanti 

SMB, Rosa MLG. Human papillomavirus genotypes in asymptomatic young 

women from public schools in Rio de Janeiro, Brazil. 2010, Rev. Soc. Bras Med 

Trop 2010; 43: 4-8. 

 

14- Pitta DR, Campos EA, Sarian LO, Rovella MS, Derchain SFM. Prevalência do 

HPV 16, 18, 45 e 31 em mulheres com lesão cervical. Rev Bras. Ginecol e 

Obstet. 2010. 31: 315-320. 

 

15- Rosseau MC, Villa LL, M Abrahamovick, Rohan TE, Franco E. Ocorrência de 

infecção cervical com vários tipos de papilomavírus humano é associado a idade 

e anormalidades citológicas. Sex Transm Dis 2003, 30: 581-7  

 

16- Baldez da Silva MFPT, Chagas BS, Guimarães V, Katz LMC, Felix PM, Miranda 

PM, Lima AA, Arraes LC, Martins DBG, Lima Filho JL, Stocco RC, Crovella S, 

Freitas AC, Beçak W. HPV 31 and 33 incidence in cervical samplesfromwomen 

in Recife, Brazil. Genetics and Molecular Research 2009; 8: 1437-1443 

 

17- Arbyn M, Kirgiou M, Simoens C, Raifu AO, Koliopoulus G, Martin-Hirsch P, 

Prendinville W, Paraskevaidis E. Perinatal mortality and other severe adverse 

pregnancy outcomes associated with treatment of cervical intraepithelial 

neoplasia: meta-analysis. J Bras Med  2008; 337: 1284-1287. 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

91

 

18- Woodman CB, Collins S, Winter H. Natural History of Cervical Human 

Papillomavirus Infection in Young Women; A Longitudinal Cohort Study. Lancet. 

2001; 357: 1831-1836 

 

19- Higgins GD, Davy M, Roder D. Increased Age and Mortality Associated with 

Cervical Carcinomas Negative for Human Papillomavirus RNA. Lancet. 1991; 

338: 910-913 

 

20- Barrasso R, Gross GE. Infecção por Papilomavírus Humano: Atlas clínico de 

HPV. 1a Ed. Artes Médicas, Porto Alegre, RS-Brasil; 1999. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

92

 

 

 

 

RESULTADOS E ANÁLISE DOS DADOS 

 
Tabela 1- Distribuição das variáveis Idade, Tabagismo, Tipo Viral Prevalente e média da 
expressão da HLA-DRB1 segundo lesões intraepiteliais pelo exame citopatológico. 

 Exame Citológico Teste de 
VARIÁVEIS Baixo grau Alto grau Qui-quadrado
 n % n % Sig. p-valor 

IDADE   
  ≤ 30 anos 50 40,7 28 26,7 p = 0,027* 
>30 anos 73 59,3 77 73,3  

TABAGISMO  
Sim 108 87,8 89 84,8 p = 0,504  
Não 15 12,2 16 15,2  

TIPO VIRAL PREVALENTE   
16     
Presente 43 47.8 47 52.2 p = 0,353  
Ausente 54 54,5 45 45,5  

18    
Presente 28 60.9 18 39.1 p = 0,136 
Ausente 69 48,3 74 51,7  

31     
Presente 17 45.9 20 54.1  
Ausente 80 52,6 72 47,4 p = 0,466 

Total 97 51,3 92 48,7  
  
  
HLA – DR (allelo b)     
Duas amostras Média: 1,76 Média: 1,73 +t = 0,000 , g.l = 226
Independentes (médias) D Padrão: 0,650  D Padrão: 0,613  p = 0,699 n.s.  

(
)PCR+, n = 189 pacientes                                        
() Igualdade de variâncias assumida                    (*) Resultados significativos, p-valor < 0,05 

(+)Teste t para comparação das médias de expressão entre a imunoexpressão dos 
marcadores HLA-DRB1 e S100 
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Tabela 2: Distribuição do tipo de HPV nas lesões intraepiteliais pelo exame citológico. 
 
 Exame Citológico  Teste de 2

TIPO VIRAL Baixo grau Alto grau Total Significância

  n % n % n % p-valor 
16   43 47.8 47 52.2 90 47.6 0,353 
18  28 60.9 18 39.1 46 24.3 0,136 

31  17 45.9 20 54.1 37 19.6 0,466 

33  4 36.4 7 63.6 11 5.8 0,306 

53  6 54.5 5 45.5 11 5.8 0,826 

73  7 77.8 2 22.2 9 4.8 0,171 
45 

++
1 50.0 1 50.0 2 1.1 - 

56 ++  -  - 1 100.0 1 0.5 - 

42 ++ 1 100.0  -  - 1 0.5 - 

51 ++  -  - 1 100.0 1 0.5 - 

Total 97 53.9 92 46.1 189 - - 
(+)  Nível de significância do teste:   = 0,05 ou 5% 
(++)  Ausência de dados, não pode ser aplicado o teste de qui-quadrado. 
 

                    
Tabela 3 - Co-infecção -combinação de tipos virais. 

 
Tipo viral 

co-infecção  No.  Pacientes Percentual(%) 
16-18 10   5,3 (59,0) 

16-31-33 1 0,5 (7,8) 
16-31 1 0,5 (7,8) 
16-53 1 0,5 (7,8) 

16-56-73 1 0,5 (7,8) 
18-31 2   1,1 (12,0) 
31-33 1 0,5 (7,8) 
Total 17  9% (100) 
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Table 2. Distribution of PCR results according to the risk level of intraepithelial cervical 

lesions, as determined by cytological tests, in a population of women from northeastern Brazil 

(n = 228) 

 

PCR  

Classificação citopatológica 

Lesão de baixo grau  Lesão de alto        

grau 

 Total 

n %  n %  n % 

DNA-HPV 

positive 97 78.9  92 87.7  189 82.9 

DNA-HPV 

negative 26* 21.1  13* 12.3  39 17.1 

Total 123 100.0  105 100  228 100.0 

 
 
 
 
Table 3. Concordância entre exame citopatologico e histopatologico determinado pelo 

coeficiente Cohen's kappa κ 

Exame 

Citologicoão de 

baixo grau  

Exame Histopatologico  

Valor estatístico 
Lesão de baixo 

grau 

Lesão de alto grau Total  

n % n % n % 

Lesão de 74 83.1 49 35.3 123 53.9  

κ = 0.448 

P = 0.000* 
Alto grau 15 16.9 90 64.7 105 46.1 

Total  89 100 139 100 228 100 
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6- CONCLUSÕES: 

 

1- A redução estatisticamente significativa da expresão da proteína HLA-

DRB1 em células de Langerhans relacionada à presença do HPV 31, 

sugere-nos que esta proteína possa ser alvo da ação citopática viral para 

evadir-se da resposta imune hospedeira. 

2- Não houve diferença estatísticamente significativa na expressão da 

proteína HLA-DRB1 entre lesões intraepiteliais cervicais de baixo e alto 

graus bem como nas diferentes faixas etárias.Este achado pode ter 

decorrido pela elevada prevalência de HPV de alto risco oncogênico em 

ambas as lesões intraepiteliais e diferentes idades.  

3- Apenas um tipo viral de baixo risco foi identificado (HPV 42). Prevalência 

de tipos de HPV de alto risco oncogênico foi observada inclusive em 

lesões de baixo grau, fazendo-nos repensar as indicações para o uso dos 

testes DNA-HPV, a proposta de inseri-los no rastreamento das lesões pré-

cancerosas do colo uterino e o manejo preconizado para portadoras deste 

tipo de lesão. 
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7 RECOMENDAÇÕES 

 

A proteína HLA-DR mostra-se, nos dias atuais, como um dos alvos da 

imunogenética para demonstrar risco ao desenvolvimento de câncer cervical, 

podendo expressar variações nos genes do sistema de Antígenos Leucocitário 

Humano através de imunomarcadores específicos. Pesquisas voltadas para a 

imunogenética poderão apontar fatores de risco inerentes ao hospedeiro, 

provavelmente contribuindo mais que a identificação de tipos de HPV para a 

prevenção, diagnóstico e seguimento da terapia de lesões intraepiteliais e outras 

igualmente induzidas por vírus oncogênicos. As dificuldades técnicas atuais, 

principalmente relacionadas com os custos, poderão ser minimizadas no futuro, 

contribuindo para a redução das neoplasias cervicais. 
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Apêndice 1 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 
Título da Pesquisa: 
 
  

Impacto do Papiloma Virus Humano sobre a ação das Células de Langerhans. 
 
 
Investigador: Dra. Wanúzia Keyla Miranda – Departamento de Citopatologia do 
Centro Especializado de Diagnóstico do Câncer da Paraíba – Fone (83)3218-5369. 
 
 
Justificativa: Avaliar possíves interferências da infecção pelo Papiloma Virus 
Humano (HPV) sobre as células de defesa, produzindo deficiência na resposta 
imune celular do hospedeiro contra a ação viral. 
 
Objetivos: O estudo investiga o estado das defesas do organismo na infecção pelo 
HPV. 
 
Procedimentos: 

 Concordando em participar deste estudo: 
* Responderei algumas questões sobre minha história clínica. Isso levará 
cerca de 15 minutos. 
* Farei uma coleta de sangue para pesquisa do Vírus da Imunodeficiência 
Adquirida (HIV). O procedimento causa um desconforto que não dura mais 
que 1 minuto. Eventualmente podem ocorrer hematomas locais. 
* Farei um exame especular e será retirado conteúdo do meu colo uterino e 
vagina usando uma escova, para pesquisar a presença e o tipo do 
Papilomavirus humano que possuo. Isso durará 5 minutos e não causará 
dores. 
* Usando um aparelho (colposcópio) será observado a presença ou não de 
áreas anormais em colo uterino ou vagina que correspondam ao resultado do 
meu exame citológico. 
* Diante de um achado colposcópico anormal, se em meu exame citológico 
constar lesão de baixo grau, farei a retirada indolor de pequenos fragmentos 
do tecido alterado, usando uma pinça específica.   
* Mediante achado colposcópico anormal, se em meu exame citológico 
constar uma lesão de alto grau, será realizada a retirada da parte do colo que 
contém a lesão indentificada (conização), aplicando-se anestésico local. 
Poderá ocorrer a sensação de cólica uterina.  
* Após a conização usarei um tampão vaginal de gase que será retirado 24 hs 
após o procedimento cirúrgico e receberei instruções dos cuidados devidos a 
serem por mim tomados (anexo 3). 
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Benefícios: 
 
 

1- Estarei pesquisando a presença do HIV e meu perfil imune. 
2- Estarei ciente da presença e tipo viral do HPV que possuo no 

momento. 
3- Expandirei a prevenção ao câncer genital realizando colposcopia 

adicional ao exame citológico. 
4- Através da biópsia ou conização, reduzirei a minha lesão, minha 

carga viral e estimularei minha resposta imune contra a presença do 
HPV. 

 
Riscos: 

 
 Como a resposta cicatricial após a conização, varia para cada paciente, 

poderei ter: um aplanamento do colo em relação às paredes vaginais pós conização, 
estenose do orifício cervical externo sem visualização da junção escamo-colunar em 
colposcopias futuras. O aplanamento do colo, não oferece danos às avaliações, 
exames e gestações futuras. Contudo, técnicas utilizadas recentemente tem 
minimizado estes tipos de ocorrência pós cone. A coleta para citológico realizada 
com escova nos dá um parâmetro sobre a sanidade do epitélio endocervical caso 
este não seja visto em colposcopias futuras. 
 
Compensações:  
 

Estarei inserida no seguimento periódico da infecção por HPV, com 
avaliações citológicas e colposcópicas gratuitas realizadas no Centro Especializado 
de Diagnóstico do Câncer do Estado da Paraíba por dois anos. 
 
 
Confidencialidade:  
 

Os resultados dos exames realizados e as informações do meu estado de 
saúde serão confidenciais, só usadas para fins de pesquisa. Minha identidade será 
mantida em segredo de acordo com o que a lei permitir. 
 
 
Questionamentos: 
 

Caso tenha perguntas adicionais poderei contatar Dra. Wanúzia Miranda pelo 
fone (83) 3244-7226. 
 
 
Direito de recusa ou desistência: 
 
 Minha participação é voluntária podendo recusar ou abandonar a pesquisa, 
sem pôr em risco futuros atendimentos médicos que precisar. 
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Consentimento: 
 
 Concordo em participar deste estudo. Recebi cópia do presente termo de 
consentimento e tive a oportunidade de esclarecer minhas dúvidas. 
 
 
 
Assinatura do paciente  
                                                                                        
                                                                                        Impressão doctiloscópica 
_____________________                                         

               ________________________ 
 
 
Data: 
_____________________ 
 
Assinatura do Médico 
______________________ 
 
 
Testemunhas: 

_______________________ 

_______________________ 
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Apêndice 2 

Pesquisa: IMPACTO DO PAPILOMAVÍRUS HUMANO SOBRE  

A AÇÃO DAS CÉLULAS DE LANGERHANS 

  Centro Especializado de Diagnóstico do Câncer da Paraíba (CDC): 

 
                                              Formulário de colposcopia 

 

Data____/____/_____   Nome:_________________________________ 

Reg.________________  Idade:_______anos 

Citológico prévio: (   ) SIM=1                (   ) NÃO=2  

Dados:_______________________ 

Colposcopia prévia:           (    ) SIM=1                         (   ) NÃO=2 

Dados:_______________________ 

Biópsia cervical prévia:     (    ) SIM =1                         (   ) NÃO=2   

Resultado:__________________________________________________ 

Cauterização:     (   ) SIM=1                 (   ) NÃO=2 

Fuma:                (    ) SIM=1                 (   ) NÃO=2        _____Cigarros/dia 

Medicação de uso diário___________________________________________________ 

 
EXAMES ADICIONAIS: 

Hiv positivo:            (    ) SIM=1                           (    ) NÃO=2 

PCR: (    ) POSITIVO=1                (    ) NEGATIVO=2 

Tipo Viral                (    ) BAIXO RISCO=1         (     ) ALTO RISCO=2 

 
EXAME MACROSCÓPICO: 

Colo:    (     ) PEQUENO=1      (     ) MÉDIO=2       (     ) GRANDE=3      (      ) AUSENTE=4   

             (     ) NÃO VISUALIZADO=5 

Mácula rubra:          (      ) SIM=1              (     ) NÃO=2 

Orifício cervical externo: (    ) CIRCULAR=1      (    )FENDA TRANSVERSA=2       

                                         (    ) IRREGULAR=3    (    ) PUNTIFORME=4  (    ) NÃO VISÍVEL=5 

Conteúdo vaginal:________________________ 

Quantidade:    (     ) DISCRETA=1    (     ) MODERADA=2      (     ) ABUNDANTE=3 

 
EXAME COLPOSCÓPICO: 

Colo uterino: 

Zona de transformação:    (    ) TIPO I=1     (    ) TIPO II=2      (    ) TIPO III=3 

Última glandula_______   Junção escamo-colunar:_______________________ 

Zona de transformação incipiente:   (     ) SIM=1         (     ) NÃO=2 

Epitélio escamoso em toda cérvice/vagina:   (     ) SIM=1           (   ) NÃO=2 
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ACHADOS ANORMAIS: 

Epitélio aceto-branco:   (     ) PLANO=1                (     ) MICROPAPILAR=2   (    ) DENSO=3 

              pontilhado:      (     ) FINO=1                    (     ) GROSSEIRO=2  

              mosaico:         (     ) REGULAR=1           (     ) IRREGULAR=2 

Atipia vascular:            (     ) SIM=1                       (     ) NÃO=2 

Área iodo negativa:      (     ) SIM=1                       (     ) NÃO=2 

 

TOPOGRAFIA: 

Margens:     (    ) REGULAR=1                  (     ) IRREGULAR=2 

Localização: (    ) FORA DA ZT=1             (      ) DENTRO DA ZT=2 

 

ACHADOS INSATISFATÓRIOS 

(     ) COLO NÃO VISÍVEL=1 

(     ) JEC NÃO VISÍVEL=2 

(     ) ATROFIA INTENSA=3 

(     ) COLPITE INTENSA=4 

 

ACHADOS SUGESTIVOS DE INVASÃO: 

(    ) VASOS ATÍPICOS=1 

(    ) DESTACAMENTO EPITELIAL ESPONTÂNEO=2 

(    ) PERDAS TECIDUAIS (NECROSE)=3 

CONDUTA:_____________________________________________ 

OBS:______________________________________ 
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Anexo 1: Certidão do Comite de Ética  
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Anexo 2: Laudo Histopatológico Sistema Único de Saúde 
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Anexo 3: Laudo de avaliação citopatológica (SUS) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

116

InstructionsforAuthors

T heJournal ofGyn eco log icOn colog y(JGO), th e official jou rnal o f the A s ian Society
of Gynecologic Onco lo gy and the K orean So ciet y of Gynecolog ic Oncology and
Colp oscop y, publishes t he highes tq ualitymanu scrip tsdedicat ed t ogynecolo gic
oncolog y. P ublished f our times per year in Mar ch, June, Sep tem ber and Decem -
ber, the journal aims at pub lishing evidence-based, s cie ntifically writ ten ar tic les,
inclu ding origina l articles , review articles , case r eport s, and select ed edit orials .

J GO has th e online sub mission and editor ial sys tem .M anuscript s sho uld b e
sub mitt ed online at ht tp://mc.manu scrip tcentr al. com /jgo .

A uth ors who ar e unable t o submit online sho uld con tact t he Edito rial Office:

Jour nal of Gynecolo gic Oncolog y
As ian Society o f Gyn eco logic Oncolo gy, Kor ean Society o f Gynecologic
Onco logy and Colp osco py
• 102-ho, 55- 5 Nonhyeo n-d ong, Gang nam-gu, Seo ul 135- 010 ,Ko rea
• Tel: +82 -2- 512- 5915
• Fax: +82- 2- 512-5421
• E-m ail:g yncan cer @gyncancer.or.kr

Man uscr ipt C ate goi res

Or igin alar ticle sar epaper scont ainingr esult so fbas icandclinicalinves tigat ions ,
wh ich ar e su ffic iently well d ocument ed t o be acceptab le to cr itical reader s.
Maximum length of m anuscr ipt is3,50 0 wo rds of body t ext , exclud ing t he abs tr act ,
refer ences , fig ures , and t ables. Th ese ar tic lesar e limited to 4 0 refer ences.

R eview ar t iclesar e usually so licit ed by t he Edit or- in- Chief and describe co ncise
review on subjects of impo rtance t o med ical r esear chers . Aut hor swho wish to
sub mit an u nso licit ed r eview sho uld con tact th e Edito r- in -C hief t o deter mine
the app rop riateness of t heir r eviewf or p ublication in JGO. These art icles are
lim ited t o 4,500 wor ds of b ody text, excluding t he abs tract, r eferences , figu res ,
and tab les. The Ed itor salso sugg est a limit o f 150 r eferences .

Case r epo rt sas well as brief com municat io ns describe up to thr ee cases of a
part icular co nditio n t hat is unusual and also pro vides new insig hts int o diag no-
sis or clinical m anagemen t. Maximu m leng th o f manuscript is 1,500 word s, 10
refer ences , and at otal o f 3 imag es ( up to four pub lished pag es).

C or re sp on den ce (Let ters to t he Edit or) m ay be in r esp onse to ap ublished artic le,
or a short , free- s tanding piece expr ess ing an opinio n. If t he Co rrespo ndence is
in response t o a pub lished art icle, th e Edito r- in-C hief m aycho ose to in vit e th e
article’s au thor s to writ e a Cor respond ence rep ly.C orr esp onden ce should be no
longer than 1 ,5 00 words in leng th.

Edit or ial is an invited perspect ive in gynecolog ic oncolo gy, dealing on very active
areaso f research, fr esh insig hts and debat es.

Edit or ial Po licies fo rAuthor s

Au tho rsh ip
In a ccor dance with t he IC MJE, each aut hor sho uld have part ic ipat ed suffic ient ly
in the wor k to t ake public re spo nsib ility fo r t he content . All o ther co ntrib uto rs
wh o do n ot m eet sufficient criter ia for autho rsh ip should be no ted in the A ck-
nowledgm ents sect ion. Th e numb er of autho rs list ed on the m anuscr ipt sho uld
not exceed seven fo r reg ular ar tic les ( except in th e case of cooper ative gr oup or
multi- center trials ); five fo r Review A rtic les or C ase R epor ts ; and t hree fo r Co rres -
pond ence.

Con flict of int ere st
A ll co ntr ibuto rs to JGOar e requ ired t o dis close financial and oth er relat ionships
wit h entit ies t hat have inves tm ent, licens ing, o r ot her com mercial int eres ts
in the subject matt er und er cons ider ation in their art icle. These disclosures
sho uld include, but are not limited to, re lat ionships with pharm aceu tical and
biotechn ology co mpanies , device m anufactur ers , or o ther co mmer cial entities
wh ose prod ucts or services are r elat ed t o the subject mat ter of the subm iss ion.
Th e co nflict o f inter est for m m ayb e sub mitt ed in several ways : 1) Do wnload
the fo rm, have all aut hors p lace an o ffic ial dig ital s ignatu res on t he for m, and
upload it to yo ur subm iss ion; or 2) d ownload the fo rm, p rint it out , hand s ign it,
scan t he sig ned f orm ,an d uplo ad th e scanned file t o your sub miss ion.

Ethics
For clinical tr ials, det ailso f ethical com mitt ee appr oval and t he typ e of inf orm ed
co nsen t should be s tate d. Patient s’ and volunt eers ’ names , initials , and h ospital
numb ers sho uld n ot b e used . We en dorse t he pr in cip les embo died in t he Decla-
ratio n of Hels inki and expect that a ll in ves tig ations invo lvin g hu man m aterials have
been per for med in accor dance with these pr in cip les. Fo r animal exper iment s, it is
exp ect ed th at inves tigat ors will adher e to t he “Guid e for the C are and Use of Labo -
rato ryAn im als.”

Cop yr ight and perm iss io ns
Upon acceptan ce of an ar ticle, autho rs will b e asked to t rans fer co pyright . This
trans fer will ensur e the wide st poss ib le dis sem ination of in form ation . If excerpt s
from oth er copyr ig hted works are included , the autho r(s ) mu st obt ain writt en
perm iss ion f rom the cop yr ight owners and cr edit t he source(s ) in the ar tic le.

Eviden ce-b asedm edicin e
J GO has incor pora ted specific g uidelines fo r rep ort ing ra ndom ized contr olled
trials (i.e.,C ONSORT), m eta- analyses and sys temat icr eviews of rand omized con -
tro lled trials (ie, PRI SMA ), meta -analysesan d sys tem atic reviews of o bservation al
st udies (i.e., M OOSE), observat ional s tud ies ( i.e., STR OBE), st udies of diagno st ic accu-
racy( i.e., STA RD), and t umo r mar ker pr ogno st ic st udies (i.e., REMARK ).In your
co ver letter , be sure t o indicate that yo u have follo wed the CONSORT, PR ISMA ,
MOOSE, STROBE, STA RD , or R EMA RK g uidelines , asap pro priat e.Th e checklis ts
and guid elines are available on our web sit e (htt p://www.ejgo .o rg) .

Clin ical tr ial r egist rat ion
JGO has endor sed the stat ement fro m the ICM JE th at all clinical t rials mus t b e
enrolled in a central r egis try in ord er to be cons idered for pub licat ion. This req uire-
ment will les sen the chance of pu blicat ion bias by making all t rials (pub lished
or unp ublished) available to clinic ians , inves tigat ors , and t he pu blic, even tho se
that ar e negative o r ref lect unfavor ably on a research spon sor ’s prod uct.

Fo r the p olicie so n the research and publicatio n eth ics no t s tated in this ins tru c-
tions , ‘Go od P ublication Practice Guidelines fo r M edical Jou rnals (ht tp:/ /kamje.
or.kr/ publishing _et hics.ht ml)’, o r ‘Guidelines on goo d pub licat ion ( http ://www.
publicatio nethics .o rg.uk/ gui deline)’ can be app lied.

Ma nuscr ipt P re par atio n Guid elin e

J GO will cons ider manuscript s prep ared in accor dance with t he “ Unif orm
Requir ement s f or M anuscr ipts Su bmitt ed t o Biom edical Jo urnals .”

Titl e pag e
Th e firs t pag e of t he manu scrip t m ust co ntain the f ollowing in form ation:
(1) succinct tit le o f th e repo rt; (2 ) autho r lis t of 7 or fewer names ; (3) na mes
of each aut hor’s ins titu tions an d an ind icat ion o f each auth or’s affiliatio n; (4)
ackno wled gemen ts of r esea rch su ppor t; (5 ) name, add ress, t elephone and fax
numb ers , and e-mail addr ess o f the cor respond ing author ; (6) r unning head o f
fewer than 50 character s ( inclu ding sp aces ); (7 ) list of wher e and when t he s tudy
hasb een pr esent ed in p art elsewhere, if applicable; and (8) dis claimers , if any.

Ab st r act
Ab st racts are limit ed to 250 word san d must a ppear af ter t he tit le page. A bst racts
must be f orm atted accor ding to t he follo win g head ings : (1) Object ive, ( 2) Met hods ,
(3) Results , and (4) Co nclusio n. A non- st ructur ed abs tract is app lied to case rep ort s.
Abs tr act isn ot r equired for edito rials or fo r cor respond ence. At the b ott om o f
abs tract pag e, up to six keywor ds sho uld b e list ed to be used as index t erms .
Fo r the selection of keywor ds , refer to M edical Subject Heading ( MeSH) in In dex
Medicus .

Text
Organ ize t he manu scrip t int o fo ur ma in heading s: ( 1) Intr oductio n, (2 ) Mater ials
and Me thod s, (3 ) Results , and ( 4) D is cus sion . Other descr iptive headings and su b-
headings m ayb e used if ap pro priate. The b ody o f manu scrip t should be writ ten
asconcisely asp ossible and m ust not exceed the m anuscr ipt cat egor y wo rd lim its
descr ibedher ein.Allpag eso fasubmiss ionsho uldben umb eredan ddo ublespaced
wit h a marg in of 2.5 cm (1 inch) o n every s ide. Line num bers should be includ ed
thro ugho ut t he main b ody o f the m anuscript. Ar ial an d Times New Rom an at 10
pt s ize are recom mended fo nts for all text.

In tro duction sh ouldor ientt hereade rtot hep urpo sesof thes tu dyandsho uld

Anexo 4: Normas da Revista 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

117

b e asconcise as possib le, withou t subhead ings.
Mater ialsandMeth ods should be sufficiently detailed to enab le the exper i-
ments to be reprodu ced . Appro priate IR B or IACUC appr oval for the r esear ch
shou ldbe obtained . Also, the st atist ical analysis and sof tware p rogr ams used
shou ldbe d escrib ed. Asfo r case repor ts, Case Repo rt section comp risin g
case hist ory or case descr iption rep laces th e Mat erialsan dMet hod ssection
as well asR esult s sectio n.
R esult sshou ldp resent d etailed descript ion of th e finding s in the t ext and/
o r tables and figur es. B ut, excessive rep etition of t ables and fig ure cont ents
shou ldbe avoid ed.
Discu ssion should appraise imp licat io ns of t he find ings and place them in the
con text of prio r rep ort s. Speculat ion is permitt ed, but itmu st be suppo rted
b yt he pr esen ted d ata of au thor s andbe well fo unded .

Conflict of intere st
Under a subhea ding “Co nflict o f Int erest statement,” allau thor s must d isclose
any financial andp ersonal r elationships with oth er peo ple or org anizat ions tha t
co uld inapp rop riately in fluence t heirwor k.

Acknowledgments
All p ersons whohave made substantial co ntrib ution , but who are n ot eligib le
asaut hors ar en amed in acknowledgmen t.

References
References mu st be listed and numbered after the body text in the o rder in
wh ich t hey are cited in th e text. Pub lished manu scrip ts andmanuscr ipts t hat
have been accepted and ar e pending pu blicat ions (in press) sh ould be cited
in the r eference list. When a r eference is an abstr act or sup plement , itmust be
identified as such in paren theses at the en dof the r eference. When a r eference
isunpublished data, a manu scrip t in p repar ation ,o r a man uscrip t subm itted but
not in p ress, it sh ould b e included in par entheses in the body o f the text, and
not cited in th e refer ence list .
Abb reviation so fmed ical p eriod icals should conformt o th ose used in th e latest
edition of Ind ex Medicus and onMEDLINE. The “List of J ourn als In dexed in In dex
Medicus” in clud es the lat est abbr eviations. List all autho rs up to six. If more than
six, list the fir st six an d add “et al.”

R eference St yle

• Jo urnal articles wit hmo re than six aut hor s
P ark B, Park S, Kim TJ, Ma SH, K im BG, KimYM, et al. Epidem iological char ac-
t eristicso f ovar ian cance r in K orea. JGynecol Oncol 2010;21:241 -7.

• Bo ok
Hay R, Par k JG,GazdarA. At laso f human tumor cell lines. SanDiego:
Academic Pr ess; 1994 .

• Bo ok chapter
Husain A, Dr uzin M. Cancer and preg nancy. In: Berek JS, HackerNF, edit ors.
B erek & Hacker’s gynecologic oncolog y. Philadelph ia: Lippincot tWillians
& Wilkins; 2010. p. 65 4-69 .

• Confer ence/meet ing presentat ion
Mor row GR, Ryan J L, Ko hli S. Modafinil f or p ersist ent p ost -t reatment
f atigue: an o pen lab el st udy of 82 women wit h br east can cer . MASCC
in ternat ional sympo sia 2 006, Ab st ract 11-070.

• Int ernet resource
Amer ican Cancer So ciet y. Cancer facts & figur es [Inter net]. Atlan ta, GA:
Amer ican Cancer So ciet y; c2011 [cited 2011 Feb 20 ].Available fr om:
h ttp :/ /www.can cer .org/Research/Can cer Fact sFig ures/in dex.

Tabl es
Tables must b e cit ed in t he or der in which they app ear in t he text using Ar abic
numer als. Table f oot notes should be ind icat edwith sup erscript symbols in
sequ ence: *, † ,‡ , §, ?, ¶, ** , †† ,‡ ‡. The t able’s legend may include any
pert inent no tes andmust include definit io ns of all ab breviat ions andacro nyms
that have b een used in t he tab le. Tables submitt edwithmultiple part swill be
renumbered .

Figu res
Figu res must be cit ed in t he ord er t hey appear in the t ext usingArabic numerals.
Fig ure leg ends sh ould appearwit hin the documen t in a separ ate sect ion ju st befor e
the ref erences. Figure leg ends are r equir ed for all article typ es. A ll relevant a nd
exp lanator y information extran eous to t he actual f igure, includ ing f igure part
labels, fo otn otes, abbr eviations, acron yms, a rrows, and levels of magnificatio n

in inset s, sho uld b e defined in the legend t ext . Figure le gends mu st not exceed
55 words per figur e. Formats accept edo n first subm ission are .eps, .pdf, .tif , .jp g,
andPower Point . Photo grap hs (rad iograp hs, CT/MRI scans, and sca nned images)
must have a resolut ion of at least 3 00 dpi. Figur e par tssho uld no t have fig ure n um-
bers or let ters embedded in th e phot ogr aphs. Labels may be p laced on to pof
the imag e or set o utside o f each par t.

Editorial and Pee rReview Proce ss
Th e editor select sp eer ref erees by recommend ation of t he Edito rial Bo ard
members or fr omt he specialist dat abase ownedby t he Edito rial Bo ard.
Accep tance of the manuscr ipt isd ecid ed, basedo n the crit iques and recom-
mended decisio n of the r eferees. Ar eferee’s decisio n is mad e as“accep tance
wit hout revisio n,” “accep tance aft ermin or r evision ,” “ review after revisio n” and
“rejectio n.” If there ismarkedd iscrepan cy in the d ecisions b etween two refer ees
or in o pinions b etween th e autho r and refer ee(s) , the Edit ormay send the manu-
scrip t to anothe r ref eree for add it ional comment sa nd recommend eddecision.
Three rep eated decision so f “ review after revisio n”ar e regarded as “ rejection.”
The reviewedmanuscr ip ts are r etur nedb ack t o the co rrespon ding autho rwith
commen ts and recommend ed r evisions. A final decision on acceptance o r rejec-
tion fo rpu blication isfo rward ed to the cor respond ing au thor fromth e Edito rial
Office.
The peer review pro cess takes usually fou r to eight weeks aft er th e manuscript
submission .
Revisions are usually req uested t o take account of cr iticism and comment s made
by refer ees. Failure to r esubmit the r evisedmanuscr ipt wit hin t wo mon ths is
regar ded as a wit hdr awal. The cor respon ding autho rmu st indicate clear ly what
alterat ions have beenmade in r esp onse to t he ref erees’ comments poin t by po int.
Acceptab le reasons sh ould be given f or no ncomp lian ce with any r ecomme ndatio n
of th e refer ees.

How to Submi ta Manuscrip t

JGO has the on lin e submission an dpeer review system .Manuscript s sho uld b e
submitt ed onlin e at ht tp://mc.manu scrip tcentr al. com/jgo . Aut hors maysubmit
manuscript san d tr act their progress to t he final d ecision.

Formatting
To facilitat e the r eviewp rocess, manuscr ipts must be inMicrosoft Word format
(.doc). Donot reveal your ident ity anywhere in the document .

Submitting
Register asa n ewu ser or log in to htt p://mc.manuscript central.com/jg o. At th e
initial scr een, click o n “Aut hor Center .”And t hen, click o n th e "Submit a Manusc-
ript " link to su bmit a new manuscript and f ollow steps 1-7.

St ep 1. Man uscrip t Typ e,T it le andAbstr act
Sele ct manuscript type, and enter your title, ru nning head, and abst ract
in to t he appr opr iate bo xes.

St ep 2. Classif icat ion ofManuscr ipt
Sele ct one o rmor e classification( s) of the manuscr ipt f rom the list

St ep 3. Au thor s and Instit ution s
Enter t he co-au thor s' in formation in th e "Add a New Co -Auth or" box and
click "Add toMy Aut hors."

St ep 4. Reviewers and E ditor s
To indicate t he pr eferre d or non-pref erred reviewers, enter the inf orma-
tion int o th e textbo xesan d click t he app rop riate designat ion butt on.

St ep 5. Details andComments
Att ach the cover letter file by clicking "At tach this Co ver Lett er"o r ent er th e
content so f the co ve r lett er in th e "Cover Let ter" box. In ad dition , enter the
manuscript informatio n and answer r emaining questio ns appr opr iately.

St ep 6. File Up load
Uplo ad and select t he corr ect file designat ion for each. Main do cument
fileintextfo rmat (.doc)an dconflicto fint erestfo rminpdff ormatareman-
dator y.Accep table f ilesf or fig ures include .eps, .t if , .jp g, .pdf , and .ppt .

St ep 7. Review and Submit
Reviewt he pd f version o f manu scrip t, and t hen click "Su bmit."

Proofs
P roof swill be sent to t he corr esp onding aut hor via e-mail as a pdf file. The
co rrected pro of shou ld be r etur ned t o the p ublisher, p refer ably by email, within
twodays of r eceip t.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Miranda, W. K.                                                                        Impacto do Papilomavírus Humano... 
 

118

 

 
 
Author Guidelines 

Immunology publishes papers on fundamental aspects of immunology including: cellular immunology; 
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subjects of topical interest to immunologists. The editors are also prepared to consider unsolicited review 

suggestions in the form of submitted abstracts. Immunology is essential reading for workers in all areas 

of immunological research. Please note that excessively long manuscripts and unnecessary data will slow 
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and provided they have not been and will not be published elsewhere, in whole or in part. 
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Pre-submission English-language editing. If you are not a native English speaker, we strongly 

recommend that you have your manuscript professionally edited before submission. A list of companies 

that will edit your manuscript for a fee can be found here 

http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. Professional editing is not compulsory, 

but will mean that reviewers are better able to read and assess your manuscript. Use of one of these 

companies does not guarantee acceptance or preference for publication in this journal. 

Important note before you submit. Immunology aims to publish scientific research of the highest 

standard, and clarity of language is of vital importance in conveying scientific meaning. Once accepted 
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for publication, your article will be checked by a copy editor, and may be returned to you for further 

editing if it is felt that the text needs further clarification prior to proofing – with resultant delays to the 

schedule. We therefore recommend that before submission, please ensure that your article is given a 

final read-through for clarity and syntax, by a colleague, or native English speaker (if possible). 

Disclosures. For each author, disclose potential conflicts of interest, including all relevant financial 

interests (e.g. employment, significant share ownership, patent rights, consultancy, research funding) in 

any company or institution that might benefit from the publication (or state 'none'). Authors do not need 

to report the sums concerned. 

Publication EthicsClinical and Experimental Immunology is a member of the UK Committee on 

Publication Ethics and subscribes to its recommendations (Committee on Publication Ethics [COPE]: 

guidelines on good publication practice, www.publicationethics.org.uk). Best Practice Guidelines on 

Publication Ethics are also available from http://www.blackwellpublishing.com/publicationethics/ (Graf C, 

Wager E, Bowman A, et al., Int J Clin Pract 2007; 61 [suppl 152]: 126). The Editors reserve the right to 

reject a paper on ethical grounds. 

Formatting your manuscript. Manuscripts should be formatted with double spacing using a general 

font such as Times Roman/New Roman, Arial or Helvetica throughout; preferably with a 3-cm margin 

(Far Eastern/Asian fonts may create problems during PDF conversion). When adding symbols, e.g. Greek 

characters, the degree symbol etc. you should use the Symbol font. Alternatively, you may wish to write 

out any unusual characters/symbols in full. The manuscript should be prefaced by a covering page, 

bearing the full title of the article; a short title; name, postal and e-mail address of the corresponding 

author (together with the name of the institute where the work was done), and also the email address of 

the senior author. The paper should be divided into the following parts, in the order indicated. (1) 

Summary/abstract: this should not be longer than 250 words (for tips on how to optimize your abstract 

for search engines go to http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/seo.asp). (2) Introduction: this 

should give the reasons for doing the work, but not an extensive review of previous work in the area. (3) 

Materials and Methods: these should be concise but sufficient detail must be included to allow the work 

to be repeated; where appropriate, reference to previously published methodology should be made in 

place of experimental detail. (4) Results: these should be as concise as possible; the use of tables and 

figures to illustrate the same results will only rarely be allowed. (5) Discussion: this section must be used 

for discussion of the significance of the results only, not for reiteration of results. (6) Acknowledgments: 

must also include details of financial support. (7) References: see below. The author should keep a copy 

of his/her manuscript. The Editor reserves the right to make literary corrections. The Editor’s decision 

concerning acceptance or rejection will normally be made approximately 30 days after receipt of the 

manuscript. Appeals regarding decisions made by the Editors regarding the suitability of manuscripts for 

publication should be directed to the Editors. Accepted papers will normally be published online within 4–

6 weeks and in print within 2 months. 

References. We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference 

management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here: 

http://www.endnote.com/support/enstyles.asp. Reference Manager reference styles can be searched for 

here: http://www.refman.com/support/rmstyles.asp. References should be numbered sequentially as 

they appear in the text; those cited in figure legends and tables should be numbered according to the 
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position of the citation of the figure or table in the text. In the text, use superscripted numbers (with no 

brackets) for references, with the reference number appearing outside punctuation, but inside 

parentheses. The numerical list of references to articles and papers at the end of the paper should show 

the full title of the paper with first and last page numbers. The journal name should be abbreviated 

according to the system adopted by IndexMedicus. In papers with 8 authors or less, all author names 

should be listed. In papers with more than 8 authors, please list the first three names followed by et al. 

For example: 

Oyaizu N, Adachi Y, Hashimoto F, McCloskey TW, Hosaka N, Kayagaki N, Yagita H, Pahwa S. Monocytes 

express Fas ligand upon CD4 cross-linking and induce CD4+T cells apoptosis: a possible mechanism of 

bystander cell death in HIV infection. J Immunol 1997; 158:2456–63. 

Cheng J, Zhou T, Liu C et al. Protection from Fas-mediated apoptosis by a soluble form of the Fas 

molecule. Science 1994; 263:1759–62. 

When the reference is to a book, the following forms should be used: 

Virella G, Goust JM, Fudenberg HH. Introduction to Medical Immunology, 2nd edn. New York: Marcel 

Dekker, 1990. 

Specific chapter/section in book: 

Kearse KP, Kaplan AM, Cohen DA. Role of cell surface glycoproteins in the formation of T-cell: APC 

conjugates. In: Schook LB, Tew JG, eds. Antigen Presenting Cells: Diversity, Differentiation, and 

Regulation. New York: Alan R. Liss, 1988:221–34. 

Only papers that have been published or accepted for publication (in press) should be listed in the 

references. Unpublished observations and personal communications should be cited as such in the text 

only. Work listed as ‘in press’ in the reference list should include the target journal.  

Word 2007. Authors please note that Word 2007 is not yet compatible with journal production systems. 

Unfortunately, the journal cannot accept Microsoft Word 2007 documents until such time as a stable 

production version is released. Please use Word’s ‘Save As’ option to save your document as an older 

(.doc) file type.  

Figures and diagrams should be referred to as ‘Figs’ and given Arabic numbers. Although low-res 

image files embedded within the manuscript document are acceptable for review purposes, once your 

article is accepted it will be necessary to supply high-quality versions. For production purposes, it is best 

if you supply digital versions of your figures in TIFF or EPS format; however it is also possible to use 

Illustrator or Photoshop files saved in the format “.eps” or “.tif”. Other formats such as Powerpoint or JPG 

may be acceptable depending on the quality. If you are unable to provide these specified formats, please 

provide the figures in as many different file formats as possible. As a guide, the ideal figure 

resolution/specification for various types of original figures, at their final published size, is as follows: 

Line art – minimum 600 dpi, or a vector image with no bitmapped elements. 

Halftone (i.e. both B/W and colour photographs) – minimum 300 dpi. 

Line and tone (line art and halftone combined) – minimum 600 dpi. 

E.g. a photograph (halftone) that will be printed at single column width, 3 inches across, should have 

³900 pixels across at 1:1 resolution (this means that the figure should not be created at a smaller size 

and simply enlarged, it must be created at this size). As a guide, if the electronic files are viewed at 

400% on the computer screen and they look pixellated in any way then they will probably not be of 

sufficient quality for printing. 
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Photographs should be well contrasted on glossy paper, and be about the same size as the finished block 

final published image would be. Masking instructions or lettering, arrows etc., can, if necessary be 

indicated on an overlay. Paper printouts are acceptable for line diagrams providing that the quality is 

good: the lines should be solid, the text in a standard font and not blurred, and the overall image should 

be sharp and clear. The author’s name, manuscript number and figure number should be given on the 

back of each hardcopy figure. Where there is any possible doubt as to the orientation of an illustration, 

the top should be marked with an arrow. 

Avoid using tints where possible: if they are essential to the understanding of the figure, try to make 

them coarse. 

Detailed information on our digital illustration standards is available at: 

http://www.blackwellpublishing.com/authors/digill.asp 

Ideally, if authors have doubts about the quality of electronic figures, they should also send high-quality 

printed versions of the figures to the editorial office once their manuscript has been found to be 

acceptable for publication. Manuscripts will NOT BE ACCEPTED and sent to the publishers until suitable 

quality productions files/good quality hard copies of the figures have been received by the Editorial 

Office. 

Legends should be separate from the figures and included in the main text of the manuscript. A 

statement of magnification should be included for drawings and photographs. In the full-text on-line 

version of the journal, figure legends may be truncated in abbreviated links to the full-screen version. 

Therefore, the first 100 characters of any legend should inform the reader of the key aspects of the 

figure. 

Colour artwork. Reproducing artwork in colour in the print journal incurs a cost. Authors will be 

expected to pay for all aspects of the colour reproduction and should complete a colour-work agreement 

form after acceptance (www.blackwellpublishing.com/pdf/SN_Sub2000_F_CoW.pdf). However, 

Immunology offers free colour reproduction for all figures within a given manuscript, if a figure from 

that manuscript is chosen for the front cover image. Alternatively, in the event that an author is unable 

to cover the costs of reproducing colour figures in colour in the print version of the journal, Immunology 

also offers authors the opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online version of 

the article (they will still appear in black and white in the print version). For those authors whose papers 

were submitted with colour figures; once your manuscript has been accepted for publication, we strongly 

encourage you to complete and return the colour work agreement form – even if you have decided to 

present your figures in black & white in the published version. The form allows you to specify black & 

white reproduction for all of your figures, and thus streamlines the administration associated with article 

processing, and reduces the possibility of error. The form, of course, also allows you to specify 'colour in 

print' for all, or selected, images (and indicates the associated costs); as well as free 'online only' colour 

reproduction for all images. If an author wishes to take advantage of the free colour-on-the-web service, 

or has any other questions relating to colour artwork, they should liaise with the Editorial Office 

(s.tobin@immunology.org) to ensure that any necessary documentation is completed satisfactorily for 

the Publisher. 

Tables should be provided as one table per page, and should be given Arabic numbering. The 

approximate position in the text should be indicated. Units should appear in parentheses in the column 
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headings, but not in the body of the table. Both figures and tables should be comprehensible without 

reference to the text. 

Ethical issues. If the work involves experimentation on living animals, authors must provide evidence 

that it was performed in accordance with local ethical guidelines. In the case of work involving human 

beings, evidence must be provided that it was performed with the approval of the local ethical 

committee. 

Abbreviations. The journal recognizes the abbreviations given in the Instructions to Authors 

Biochemical Journal. Abbreviations not listed there may be used for unwieldy terms, when these occur 

frequently. These abbreviations and their meanings should be listed on a separate page and the list will 

appear as a footnote on the first page of the article. 

Display of Sequences. Prepare sequences as figures, not tables. This will ensure that proper alignment 

is preserved.Submission of sequences to GenBank. Original DNA sequences reported in Clinical and 

Experimental Immunology must also be submitted to GenBank. Instructions for submission can be found 

at the following address: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/. An accession number should be 

supplied parenthetically at a relevant location in the text.  

Human and Murine Genes. For human genes, use genetic notation and symbols approved by the 

HUGO Nomenclature Committee. Approved gene symbols should be obtained prior to submission from 

the HUGO Nomenclature Committee, nome@galton.ucl.ac.uk. For nomenclature guidelines, see White et 

al., 'Guidelines for Human Gene Nomenclature' [Genomics, 45, 468-471 (1997)]. The Gene Name 

Proposal form may be completed on the Nomenclature Web page: http://www.genenames.org. Use ISCN 

nomenclature for cytogenetics notation [Mitelman, F. (ed.) ISCN 1995: An International System for 

Human Cytogenetic Nomenclature, S. Karger, Basel]. Human gene names and loci should be written in 

uppercase italics and Arabic numerals. Protein products are not italicized. CD nomenclature is to be used 

for all cell differentiation antigens, with or without alternative names which give information about the 

molecule’s function. Complement receptors should be named CR1 etc., followed by the correct CD 

terminology in parentheses: CR1 (CD35); CR2 (CD21); CR3 (CD11b, CD18); CR4 (CD11c, CD18). 

For mouse strain and genetic nomenclature, refer to the International Committee on Standardized 

Genetic Nomenclature for Mice: http://www.informatics.jax.org/nomen/. New symbols and names for 

genes should be obtained prior to submission through the online symbol registry form at: 

http://www.informatics.jax.org/ 

nomen/nomen_submit_form.shtml.  

Clinical Trials Registry. In accordance with the guidelines published by the International Committee of 

Medical Journal Editors (ICMJE), Immunology will require, as a condition of consideration for publication, 

that all clinical trials be registered in a public trials registry (for example, at www.clinicaltrials.gov ). 

Trials must register at or before the onset of patient enrollment. For more information, see 

www.icmje.org and go to Section III.J.  

Microarray Databases. Immunology supports the efforts of the Microarray Gene Expression Data 

Society to standardize the presentation of microarray data, and we recommend that authors follow their 

guidelines and checklist (http://www.mged.org/ 
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Workgroups/MIAME/miame_checklist.html). In addition, the journal strongly recommends the 

supplemental microarray data be deposited in a public database such as Gene Expression Omnibus (or 

GEO, at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) or Array Express (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) or 

submitted for peer-review with the initial submission of the manuscript.  

Data Sharing. Immunology supports the efforts to encourage open sharing of publication-related data. 

Clinical and Experimental Immunology adheres to the beliefs that authors should include in their 

publications the data, algorithms, or other information that is central or integral to the publication or 

make it freely and readily accessible; use public repositories for data whenever possible; and make 

patented material available under a license for research use. For more information, see the NAS website: 

http://books.nap.edu/books/0309088593/html/1.html  

Distribution of Reagents. The Editors of Immunology have adopted the policy that any readily 

renewable resources mentioned in a journal article not already obtainable from commercial sources shall 

be made available to all qualified investigators in the field. The policy stems from the long-standing 

scientific principle that authenticity requires reproducibility. Publication in Immunology constitutes a de 

facto acceptance of this policy. Included are reagents that can be easily provided; specifically, nucleic 

acid sequences, cDNA and genomic clones, cell lines, and monoclonal antibody clones. Small amounts 

(sufficient for the replication of any in vitro work reported) of novel protein reagents are also considered 

easily transferable.  

Although the Editors appreciate that many of the reagents mentioned in Immunology are 

proprietary or unique, neither condition is considered adequate grounds for deviation from this 

policy. Suitable material transfer agreements can be drawn up between the provider and requester, 

but if a reasonable request is turned down and submitted to the Editor-in-Chief, the corresponding 

author will be held accountable. The consequence for noncompliance is simple: the corresponding 

author will not publish in Immunology for the following three years.  

CD nomenclature to be used for all cell differentiation antigens, with or without alternative names 

which give information about the molecule’s function. Complement receptors should be named CR1 etc., 

followed by the correct CD terminology in parentheses: CR1 (CD35); CR2 (CD21); CR3 (CDIIb, CD18): 

CR4 (CDIIc, CD18).  

SI units. The journal recognises the adoption of the Système International d’Unitès (SI units) proposed 

in Units, Symbols and Abbreviations (1972), published by the Royal Society of Medicine, 1 Wimpole 

Street, London, W1M 8AE. Other abbreviations should be used only for unwieldy names and only when 

they occur frequently. Where such non-standard abbreviations are used, a glossary should be provided. 

Protein sequences determined by direct sequencing must be submitted to SWISSPROT (European 

Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Genome Campus, Hixton, Cambridge CB10 1SD, UK; E-mail: 

data subs@ebi.ac.uk), who do not provide accession numbers in advance for protein sequences that are 

the result of translation of nucleic acid sequences. These translations will automatically be forwarded 

from the EMBL nucleotide database and are assigned SWISS-PROT accession numbers on incorporation 

into TrEMBL. Results from characterization experiments should also be submitted to SWISS-PROT 

(update@ebi.ac.uk).  
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Required forms. Upon submission, every author is required to complete the author’s declaration form 

(www.blackwellpublishing.com/ 

pdf/imm_author_declaration_online.pdf). In addition, once accepted, papers become copyright of 

Blackwell Publishers and authors are then required to complete an exclusive licence form 

(www.blackwellpublishing.com/pdf/imm_elf.pdf ). Copyright licensing is a condition of publication and 

papers will not be passed to the publisher for production unless copyright has been licensed (papers 

subject to government or Crown copyright are exempt from this requirement. Note that a completed 

colour-work agreement form (www.blackwellpublishing.com/pdf/SN_Sub2000_F_CoW.pdf), as referred 

to in the relevant section above, will also be required after acceptance.  

Online submission. All manuscripts should be submitted online as this enables the Editorial Office to 

process manuscripts in the most efficient way. New manuscripts should be submitted as a single 

Word/RTF/PDF file containing the complete manuscript i.e. text, tables and figures. If your manuscript is 

subsequently found to be acceptable for publication, separate figure files of appropriate quality will be 

required for production purposes, as detailed in the section related to figures and diagrams above. 
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