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Dedico esta tese aos pacientes com cancer.



“Toda a verdade passa por trés etapas:

Primeiro, ela é ridicularizada;

Depois, violentamente antagonizada;

Por fim, ¢ aceita universalmente como auto evidente.”

Arthur Schoppenhauer
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACO Anticoncepcional oral

CDC Center for Disease Control and Prevention
CT  Chlamydia trachomatis

DNA Acido desoxirribonucléico

dNTP Desoxinucleosideo trifosfatase

DST Doenca sexualmente transmissivel

HIV  Virus da Imunodeficiéncia Humana Adquirida
HPV Papiloma Virus Humano

HSV Virus Herpes Simples

HSV-1 Virus Herpes Simples Tipo-1

HSV-2 Virus Herpes Simples Tipo-2

IARC [International Agency for Research on Cancer
INCA Instituto Nacional do Cancer

NIC Neoplasia intraepitelial cervical

OMS Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO)

PCR Reacido de polimerase em cadeia (protein chain reaction)



INTRODUCAO

A despeito dos avangos nas ultimas décadas, o cancer de cérvice uterina
permanece sendo um problema de saude publica. Estimativas mostram que ¢ a
segunda causa de morte por cancer em mulheres no mundo, sendo em alguns paises
em desenvolvimento a principal causa de morte (Parkin, 2002).

Comparado com outros tumores, a neoplasia de cérvice uterina se caracteriza
por ser um exemplo de cancer passivel de prevencdo. A partir de 1940, com a
introdu¢do do exame de Papanicolaou (citologia cervical), pelo Dr. George
Papanicolaou, a incidéncia e mortalidade por neoplasia de cérvice uterina
diminuiram progressivamente nos paises desenvolvidos (Vizcaino, 1998). Evidéncias
cientificas indicam que a utilizagdo de exame de citologia cervical como método de
diagndstico precoce, a cada 3 a 5 anos por mulheres com idade entre 35 e 64 anos,
reduz a incidéncia de carcinoma invasor de cérvice uterina em pelo menos 80%
(IARC, 2004).

Estudos recentes demonstram que a realizacao do exame de citologia cervical
como método de diagnostico precoce ¢ efetivo tanto no tipo histoldgico
adenocarcinoma (Mitchell, 2003; Bray, 2005a), quanto no carcinoma epidermoide de
cérvice uterina (Bray, 2005b).

A infecgdo pelos tipos oncogénicos do Papiloma Virus Humano (HPV) ¢
comprovadamente um fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia invasora
de cérvice uterina (Walboomers, 1999). A identificacdo de co-fatores que aumentem

o risco para o desenvolvimento desta neoplasia em mulheres com infec¢dao pelo HPV



podera aumentar a efetividade das medidas preventivas e de diagndstico precoce
(Castellsagué, 2003; Castle, 2003b).

Os principais co-fatores estudados sdo multiparidade, fatores hormonais,
tabagismo, fatores nutricionais e imunologicos (Castellsagu¢, 2003; Castle, 2003b).
O papel da inflamagao cervical cronica ocasionada por outras doengas sexualmente
transmissiveis como co-fator na carcinogénese do HPV, também vem sendo avaliado
(Castle, 2001).

Entre as doengas sexualmente transmissiveis, o Virus Herpes Simples Tipo 2
(HSV-2) e Chlamydia trachomatis (CT) sdo causa freqiiente de cervicite cronica
entre mulheres com vida sexual ativa (Castle, 2003b). Por esta razdo, sua

importancia na carcinogénese cervical ocasionada pelo HPV esta sendo estudada.

O objetivo desta tese ¢ identificar a prevaléncia das infecgdes genitais por
Virus Herpes Simples Tipo 2 e Chlamydia trachomatis e sua importancia como co-
fatores ao HPV, aumentando o risco de desenvolvimento de adenocarcinoma de

cérvice uterina.



REVISAO DE LITERATURA

1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE CERVICE UTERINA:

1.1 Distribuigao Mundial:

O carcinoma de cérvice uterina ¢ a segunda neoplasia mais comum em
mulheres no mundo, sendo responsavel por cerca de 417.000 casos novos ¢ pelo
obito de 230.000 mulheres por ano em 2000 (Parkin, 2002). Sua incidéncia aumenta
progressivamente a partir dos 20 anos, atingindo seu pico entre 45 e 50 anos. Quase
80% dos novos casos ocorrem em paises em desenvolvimento, onde em algumas
regides, ¢ a neoplasia mais comum entre as mulheres (Parkin, 2002).

Conforme estatisticas do Center for Disease Control and Prevention (CDC),
em 2002 ocorreram 12.085 novos casos de neoplasia de cérvice uterina nos Estados
Unidos (US, 2005). As maiores incidéncias mundiais acontecem em alguns paises da
América Central e do Sul (Costa Rica, Colombia, Equador, Brasil e Argentina), € no
leste e sudeste da Africa (Parkin, 2002).

O carcinoma epidermoide ¢ o tipo histologico mais freqiiente de neoplasia
cervical, representando cerca de 75-90% dos casos de carcinoma invasor (Parkin,
2002). O adenocarcinoma de cérvice uterina ¢ um tipo histologico relativamente raro
de cancer de cérvice porém, nos Estados Unidos representa cerca de 20% dos casos
de neoplasias de cérvice diagnosticadas anualmente (Smith, 2000).

Enquanto as taxas de carcinoma epidermoide invasor mostraram um declinio
da incidéncia desta doenga ao longo dos Ultimos anos em paises que adotaram
programas efetivos de exame citoldgico preventivo (IARC, 2004), nas duas ultimas
décadas as taxas de adenocarcinoma aumentaram em relagdo ao carcinoma

epidermoide (Vizcaino, 1998; Smith, 2000; Wang, 2004; Bulk, 2005; Bray, 2005a).



1.2 Distribui¢ao no Brasil:

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para 2006, 472.050
casos de cancer de qualquer topografia. Destes, 237.480 ocorrerdo em mulheres. O
nimero esperado de novos casos de carcinoma de cérvice uterina ¢ de 19.260, com
risco estimado de 20 casos para cada 100.000 mulheres (Brasil, 2006).

Sem considerar o tumor de pele ndo melanoma, o carcinoma de cérvice
uterina ¢ a neoplasia mais incidente na regido Norte (22/100.000). Nas regides Sul
(28/100.000), Centro-Oeste (21/100.000) e Nordeste (17/100.000) representa o
segundo tumor mais freqiiente, apds neoplasia de mama. Na regido Sudeste, ¢ o
terceiro mais freqiiente (20/100.000), apds tumores de mama e colorretal (Brasil,
2006). A representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia de
cérvice esta representada na figura 1 (Brasil, 2006).

Para o estado do Rio Grande do Sul, a estimativa de novos casos de
carcinoma de cérvice uterina ¢ de 1.730 novos casos, sendo que 260 estimados para
Porto Alegre (Brasil, 2006).

Em uma série que analisou retrospectivamente 1.139 casos de carcinoma de
cérvice uterina de origem endocervical em um hospital publico de Porto Alegre,

constatou-se que 20.1% dos tumores eram do tipo histologico adenocarcinoma

(Cambruzzi, 2005).



Figura 1: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia de
cérvice uterina por 100.000 habitantes estimadas para 2006, segundo a Unidade da

Federagao (Brasil, 2006).
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1.3 Mortalidade:

O cancer de cérvice uterina ¢ responsavel por um grande niumero de mortes
por cancer entre mulheres no mundo inteiro. A Organizagdo Mundial da Satde
estima que em todo o mundo, ocorram anualmente aproximadamente 250.000 mortes
ocasionadas por carcinoma invasor de cérvice uterina (www.who.int). Nos Estados
Unidos em 2002, conforme estatisticas do Center for Disease Control and
Prevention (CDC), ocorreram 3.952 obitos por neoplasia de cérvice uterina (US,
2005).

A mortalidade por neoplasia de cérvice uterina ainda ¢ extremamente elevada
na América Latina. Em paises como Equador, México e Venezuela a mortalidade ¢
maior que 30/100.000 habitantes, enquanto que na maioria dos outros paises chega a
20/100.000 habitantes. Somente em Porto Rico as taxas de mortalidade se
assemelham as encontradas na América do Norte (4.9/100.000 e 7/100.000,
respectivamente) (Bosetti, 2005).



Porém, dados de mortalidade obtidos através de atestados de Obito tem
qualidade varidvel em diferentes paises (Bosetti, 2005). Em muitos casos ndo ¢
possivel a diferenciacdo entre neoplasia de cérvice uterina e endométrio (corpo de
utero). Entretanto, como a morte por neoplasia de endométrio é rara em pacientes
jovens, a mortalidade por cancer de utero na faixa etaria entre 35 e 64 anos reflete
provavelmente, a mortalidade por carcinoma de cérvice uterina (Bosetti, 2005).

A partir da década de 1970, observou-se um declinio lento da mortalidade por
carcinoma de cérvice uterina em paises da América Latina, principalmente em
mulheres de meia-idade, o que reflete a ado¢ao de sistemas de rastreamento (Arossi,
2003). Entretanto, as taxas de mortalidade ainda permanecem duas a quatro vezes
maior que nos paises da América do Norte, o que indica a necessidade de programas
de diagnostico precoce mais eficazes nos paises latino-americanos (Arossi, 2003).

Diferente do carcinoma epidermoéide, onde o exame de citologia cervical
diminui a morbidade e mortalidade através da deteccdo de lesdes precursoras e a
carcinoma in situ (Wang, 2004), o efeito dos métodos de diagnostico precoce ainda
nao resultou em diminui¢do das taxas de mortalidade por adenocarcinoma invasor de

cérvice uterina (Wang, 2004; Bulk, 2005; Sherman, 2005).

Embora a mortalidade por neoplasia de cérvice uterina tenha diminuido no
Pais (Brasil, 2002), no Rio Grande do Sul houve um aumento linear do coeficiente
bruto e padronizado de mortalidade por este tipo de tumor, de 5.3 mortes por
100.000 mulheres em 1979, periodo inicial da observa¢do e 9.6 por 100.000
mulheres em 1998, periodo final (Kalakun, 2005).

2 NOMENCLATURA:

O cancer de cérvice uterina representa um processo de alteragdes
progressivas do epitélio, passando através de lesdes precursoras, que s3o
identificadas através do exame de citologia cervical (Papanicolaou). Inicialmente, as
alteracdes encontradas no exame de citologia cervical eram classificadas através do

uso de diferentes nomenclaturas, dificultando o entendimento entre os especialistas.



A uniformizacdo da nomenclatura das alteragdes citoldgicas cervicais pelo
Sistema de Bethesda foi sugerida inicialmente em 1988, apds uma reunido de
consenso do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (The Bethesda
System, 1989). Este sistema, que foi revisado em 1991 e 2001, objetiva o uso de um
guia claro para o manejo clinico dos pacientes portadoras de alteragdes cervicais,
através de um diagnoéstico descritivo das alteracdes celulares e adequagdo da amostra
coletada.

O Sistema de Bethesda utiliza o termo “negativo para lesdes intraepiteliais ou
malignas” para definir condigdes como a presenca de células endometriais com
aparéncia benigna, condi¢do freqiiente quando o exame Papanicolaou ¢ coletado no
periodo menstrual; infec¢des e alteracdes celulares reacionais, que ocorrem
secundaria a utilizagdo de dispositivo intra-uterino, inflamagdes e pos radioterapia
(Wright, 2002b).

As alteragdes de células epiteliais descritas pelo Sistema de Bethesda estdo
descritas na tabela 1 e sdo subdivididas em alteracdes de células escamosas e

alteracdes de células glandulares (Solomon, 2002).



Tabela 1: Alteragdes de células epiteliais descritas no Sistema de Bethesda

(Solomon, 2002).

Alteragdes epiteliais de células escamosas

EC¢lulas escamosas atipicas

De significado indeterminado

Nao se pode excluir les@o intraepitelial escamosa de alto grau
ELesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
ELesdo intraepitelial escamosa de alto grau

ECarcinoma epiderméide invasor

Alteragdes epiteliais de células glandulares

ECélulas atipicas glandulares
ECélulas atipicas glandulares, provavelmente neoplasicas
ECarcinoma endocervical in situ

EAdenocarcinoma invasor

O sistema de Bethesda também introduziu o termo ‘“‘alteragdes de células
escamosas atipicas de significado indeterminado” utilizado para descrever a
existéncia de alteragdes citologicas insuficientes para designar outras lesdes
(Solomon, 2002). As alteracdes de células escamosas que ocorrem na zona de
transformagao cervical, classificadas previamente como condiloma, displasia ou
neoplasia intraepitelial cervical sdo nominadas como “lesdo intraepitelial escamosa”
(Solomon, 2002). As alteragdes de células glandulares sdo descritas como “células
glandulares atipicas” e classificam células endocervicais, endometriais e glandulares
atipicas (Solomon, 2002). Casos com aspecto citologico sugestivo, mas nao
suficiente para a designacdo “adenocarcinoma in situ”, sdo classificados em uma

categoria intermedidria denominada de “células glandulares atipicas provavelmente



3 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA:

3.1 Les0es precursoras

A existéncia de lesdes precursoras de carcinoma invasor ¢ descrita ha mais de
50 anos (Crum, 1999). O reconhecimento da existéncia de uma relagdo espacial e
temporal entre carcinoma in situ e carcinoma invasor foi de fundamental importancia
para a compreensao da patogénese e o desenvolvimento de medidas de diagnostico
precoce para o cancer de cérvice uterina.

As alteragdes citoldgicas presentes nas lesdes precursoras foram classificadas
de varias maneiras. O sistema mais antigo utilizava a nomenclatura
displasia/carcinoma in situ (Regan, 1956). Posteriormente, outro sistema de
classificagdo, utilizando o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) passou a ser
usado (Richart, 1969). Atualmente, o Sistema de Bethesda ¢ a classificacdo mais
utilizada e as lesdes precursoras sdo descritas como lesdes intraepiteliais de baixo e

alto grau (Solomon, 2002).

3.1.1 Lesao intraepitelial escamosa

A lesdo intraepitelial escamosa se caracteriza pela presenca de proliferacao
celular anormal, perda da maturacdo e atipias celulares. A principal caracteristica da
lesdo intraepitelial escamosa ¢ a atipia nuclear (Wright, 2002b). As lesdes
intraepiteliais escamosas sao classificadas como lesdo intraepitelial escamosa de
baixo grau e lesdo intraepitelial escamosa de alto grau.

O termos lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau e lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau correspondem aos achados anatomo-patologicos de lesdes
condilomatosas e displasia leve (NIC 1) e displasias moderada (NIC 2), severa (NIC
3) e carcinoma in situ, respectivamente.

A lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau ¢ reconhecida como sendo a
manifestagdo morfoldgica da infeccdo do epitélio escamoso pelo HPV: o efeito
citopatico, considerado a principal caracteristica citologica da lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau (Wright, 2002b). O efeito citopatico se caracteriza

citologicamente por cavitagdo perinuclear do citoplasma com diminui¢do da

espessura da membrana citoplasmatica, atipia nuclear e anisocitose. A combinacao



de atipia nuclear e cavitagdo do citoplasma ¢ conhecida como coilocitose. As lesdes
intraepiteliais de baixo grau tem baixa probabilidade de progressdo para neoplasia
invasora, representando na maioria das vezes infec¢des transitoria por HPV
(Solomon, 2002; Wrigth, 2002b).

A lesdo intraepitelial escamosa de alto grau se distingue pela presenga de
células basais imaturas e grande variabilidade do tamanho nuclear (Wright, 2002b).
Estas lesdes estdo freqlientemente associadas com infec¢do por tipos oncogénicos de
HPV, e apresentam risco elevado de progressdo para carcinoma invasor (Wrigth,

2002b).

3.1.2 Adenocarcinoma in situ
O adenocarcinoma in situ se caracteriza pela presenca de glandulas
endocervicais revestidas por células atipicas de epitélio colunar, mas sem invasao do
estroma (Crum, 1999). Estas células atipicas apresentam nucleo alongado e
hipercromico, com cromatina granular, e aumento da relacdo nucleo:citoplasma
(Wright, 2002b). Embora exista a utilizagdo do termo displasia glandular (ou atipia
glandular) ndo existem estudos que comprovem que estas lesdes sejam precursora do

adenocarcinoma invasor (Zaino, 2002).

3.2 Carcinoma invasor

Os tumores epiteliais de cérvice uterina sao classificados, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) em carcinoma epidermoide (ou escamoso),
tumores glandulares e outros tumores epiteliais (Wells, 2003). O carcinoma invasor
cervical pode se manifestar clinicamente de trés maneiras distintas: lesdo exofitica,
lesdo ulcerada ou tumor infiltrativo. A apresentacdo mais freqiiente é a exofitica,

formando uma tumorag¢ao que se projeta na mucosa cervical (Eifel, 2005).

3.2.1 Carcinoma epidermoide
A progressdo das lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau resulta no
desenvolvimento do carcinoma micro invasor, que se caracteriza por invasao do
estroma menor que 3 milimetros a partir da membrana basal do epitélio, sem

envolvimento linfatico ou vascular. O carcinoma invasor de cérvice em 98% dos



casos desenvolve-se na zona de transformagdo cervical (Wrigth, 2002a).
Microscopicamente, estes tumores se caracterizam por infiltracio do estroma
cervical por células neoplasicas poligonais com citoplasma eosinofilico, membrana
celular proeminente e multiplas mitoses.

O carcinoma epidermdide invasor representa cerca de 75% a 90% das
neoplasias invasoras de cérvice uterina (Parkin, 2002). O sistema de classificagdo
proposto pela OMS descreve oito sub-tipos histologicos de carcinoma epidermoéide
de cérvice: queratinizado, nao-queratinizado, basaldide, verrucoso, condilomatoso,

papilar, escamo-transicional e linfoepitelioma-/ike (Wells, 2003).

3.2.2 Adenocarcinoma

O adenocarcinoma invasor desenvolve-se histogeneticamente a partir das
células pluripotenciais subcolunares de reserva do epitélio colunar endocervical, e
tem como lesdo precursora o adenocarcinoma in situ (Wright, 2002a). Esta neoplasia
apresenta incidéncia varidvel conforme as séries estudadas, sendo descritas
freqliéncias de 3 a 34% dos tumores invasores da cérvice uterina (Wright, 2002a).

Pela presenca de diferentes tipos celulares e padrdes histologicos, a OMS
determina cinco subtipos histoldgicos para essa neoplasia: mucinoso, endometrioide,
de células claras, seroso ¢ mesonéfrico (Wells, 2003). Entretanto, a maioria dos casos
de adenocarcinoma de cérvice uterina sdo do subtipo mucinoso, que compreende os
padrdes histologicos endocervical, intestinal, de desvio minimo, viloglandular e
células em anel de sinete (Wells, 2003).

O adenocarcinoma mucinoso com padrdo endocervical, é caracterizado pela
predominancia de células com citoplasma eosinofilico, atividade mitotica exuberante
e presenga de corpos apoptdticos (Young, 2002). O padrio endometridide ¢
composto por células semelhantes as do adenocarcinoma de corpo uterino, com
nicleo oval, citoplasma escasso e auséncia de mucina, tendo como principal
diagnostico diferencial carcinoma endocervical pouco diferenciado e carcinoma
primario de endométrio (Wrigth, 2002a).

Os outros padrdes de adenocarcinoma mucinoso sdo raros. O padrao de
células claras corresponde a 4% dos casos e acomete principalmente mulheres com

exposicdo ao dietilestilbestrol na vida intra-uterina (Wrigth, 2002a). Na microscopia,



apresenta cé€lulas claras, com citoplasma eosinofilico, ricas em glicogénio ¢ com
nucleo evidente. O adenocarcinoma mucinoso de desvio minimo representa cerca de
1 a 3% dos casos de adenocarcinoma, sendo um tumor extremamente diferenciado,
caracterizado por glandulas neoplésicas localizadas profundamente no estroma e com
raras mitoses (Wrigth, 2002a). Os tumores com padrdo histoldégico seroso e
mesonéfrico sdo infreqilientes, sendo o primeiro, microscopicamente igual aos

adenocarcinoma de ovario e de endométrio (Wrigth, 2002a).

4 ETIOLOGIA — INFECCAO PELO PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV)

Evidéncias demonstram que a infecgdo persistente por tipos carcinogénicos
do HPV ¢ necessdria para o desenvolvimento de carcinoma cervical (Bosh, 2002) e
lesdes precursoras (Schiffman, 1993; Kjaer, 2002). Conforme demonstrado por
Walboomer e colaboradores, esta infeccdo ocorre em 99.7% dos casos de carcinoma
invasor de cérvice uterina (Walboomers, 1999), tornando a existéncia de carcinoma
epidermoéide de cérvice uterina sem a infec¢do pelo HPV extremamente incomum

(Herrington, 1999; Walboomers, 1999).

A prevaléncia da infeccao genital por HPV entre mulheres com exame
citopatologico de cérvice uterina normal, varia amplamente entre diferentes paises
(Clifford, 2005). Nos Estados Unidos, estima-se que 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas por este virus e que a cada ano 5.5 milhdes adquiram infec¢do genital pelo
HPV (Cates, 1999). No Brasil a prevaléncia desta infec¢do ¢ similar nas diferentes
regides do Pais. Na regido Nordeste, cerca de 26% das mulheres apresentam infec¢ao
por HPV (de Lima Soares, 2003). No estado do Rio de Janeiro, em mulheres com
exame citopatoldogico normal, a prevaléncia da infec¢do pelo HPV foi de 25%
(Carvalho, 2005). Em Porto Alegre, um estudo transversal conduzido por
Nonnenmacher e colaboradores, que incluiu somente mulheres assintomaticas,
demonstrou prevaléncia de infec¢dao pelo HPV em 27% dos casos (Nonnenmacher,

2002).



Diferentes técnicas laboratoriais permitiram a identificacdo de mais de 50
tipos de HPV que infectam o trato genital feminino (Altekruse, 2003). Evidéncias
epidemioldgicas indicam que os HPV tipo 16 e 18 sdo carcinogénicos € mais
comumente associados ao cancer de colo do utero. Infecgdes pelos tipos 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ou 66 também podem levar ao desenvolvimento de
neoplasia de cérvice uterina (Mufioz, 2003; IARC, 2005).

A histéria natural da infeccdo pelo HPV mostra que a exposi¢do inicial ao
virus ocorre em mulheres jovens, apos inicio da atividade sexual (Ho, 1998; Kjaer,
2001). A maioria das mulheres desenvolvem infec¢des transitorias, por um periodo
relativamente curto, e na maioria das vezes evoluem para a negativacdo do DNA do
HPV. Somente uma pequena propor¢do de mulheres expostas ao HPV tornam-se
persistentemente infectadas e continuam a ter niveis detectaveis de DNA viral no
epitélio genital (Wallin, 1999). Estas mulheres apresentam risco de evolucao para
lesdes intraepiteliais de alto grau persistentes e para carcinoma invasor.

A distribuicdo mundial da infec¢do por tipos especificos de HPV em lesdes
intraepiteliais de alto grau e carcinoma invasor foi avaliada em uma meta-analise de
85 e 52 estudos publicados, respectivamente, que incluiram 4.151 casos de lesdao
intraepitelial escamosa de alto grau e 10.058 casos de neoplasia cervical invasora
(Clifford, 2003a). Nesta meta-analise, os tipos mais comuns de HPV identificados
em carcinoma de cérvice foram, em ordem de prevaléncia decrescente, HPV 16, 18,
45, 31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6 51, 68, 39, 82, 73, 66 ¢ 70. Dois ter¢os dos casos de
carcinoma de cérvice estavam associados a infec¢do pelo HPV 16 (51%) e HPV 18
(16.2%). Os outros tipos de HPV mais encontrados foram o HPV 45 (2-8%), HPV 31
(2-7%) e HPV 33 (3-5%).

Um estudo recente avaliou a prevaléncia da infec¢do pelo HPV em casos de
citologia cervical alterada no Brasil (Schlecht, 2003). Neste estudo, a infec¢ao pelo
HPV ocorreu em 32% dos exames citologicos com presenca de células escamosas
atipicas de significado indeterminado, 61% dos exames com lesdes intraepiteliais
cervicais de baixo grau e em 71% dos casos com lesdes intraepiteliais cervicais de
alto grau (Schlecht, 2003).

No Brasil, estudos refletem o padrdo mundial no que diz respeito a relacdo do

HPV com carcinoma de cérvice. Em um estudo de casos-controle realizado em Sao



Paulo, Eluf-Neto e colaboradores demonstraram presenga do DNA do HPV em 84%
dos casos de neoplasia de cérvice, comparado com 17% nos controles (Eluf-Neto,
1994). Nesta mesma amostra, os tipos mais freqiientes foram os HPV 16, 18, 31 e 33.
Em um estudo retrospectivo conduzido no Rio de Janeiro, o DNA do HPV foi
identificado em 55.2% dos casos de carcinoma epidermdide de cérvice uterina sendo
que os tipos 16 e 18 representavam 33.6% (Cavalcanti, 2000).

A relacdo causal entre HPV e carcinoma epidermdide de cérvice uterina esta
bem estabelecida (Walboomers, 1999). Estudos demonstram que, assim como para
carcinoma epidermoide, a infec¢ao pelo HPV ¢ um fator de risco importante para o
desenvolvimento do adenocarcinoma de cérvice uterina (Walboomers, 1999; Bosch,
2002; Cambruzzi, 2005), embora a prevaléncia de HPV no adenocarcinoma seja
menor do que a reportada para carcinoma epidermodide (Iwasawa, 1996;
Walboomers, 1999; Pirog, 2000; Andersson, 2001; Zielinski, 2003; Cambruzzi,
2005). Castellsagué e colaboradores, em um estudo multicéntrico de casos-controle
conduzido pela International Agency for Research on Cancer (IARC), que avaliou
infec¢do pelo HPV por técnica de PCR em tecido congelado, demonstrou que o risco
de desenvolvimento de adenocarcinoma de cérvice uterina ¢ 81.3 vezes maior nos
casos com infeccdo pelo HPV do que nos casos sem infeccdo por este virus
(95%I1C=42.0-157.1) (Castellsagué, 2006).

A infecgdo pelos tipos oncogénicos de HPV 16 e 18 ¢ a mais prevalente em
casos de adenocarcinoma de cérvice uterina, assim como em carcinoma epidermoide
(Clifford, 2003a). Entretanto, ao contrario do descrito para carcinoma epiderméide, o
HPV 18 ¢ o tipo mais encontrado em adenocarcinoma sendo o HPV 16 menos
freqliente neste tipo histologico (Iwasawa, 1996; Andersson, 2001; Clifford, 2003b;
Muiioz, 2003; Zielinski, 2003; Bulk, 2006).

Deve ser enfatizado que embora a infecgdo por tipos oncogénicos do HPV
seja importante para o desenvolvimento de neoplasia invasora da cérvice uterina,
isoladamente ela ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento do cancer. O longo periodo
de laténcia entre a exposi¢ao inicial ao HPV e o desenvolvimento do cancer e o fato
que somente um pequeno numero de mulheres infectadas pelo HPV desenvolvem

doenca cervical, sugere que outros co-fatores sejam necessarios na patogénese desta



neoplasia, incluindo condi¢des que promovam a manuten¢ao da infecg¢do, sua

transformagdo em lesdes de alto grau e a evolugdo para neoplasia invasora.

5 CO-FATORES:

Esta estabelecido que a infec¢do por tipos oncogénicos de HPV ¢é importante
para o desenvolvimento de lesdes precursoras e neoplasia de cérvice uterina
(carcinoma epidermoéide e adenocarcinoma) (Walboomers, 1999). Entretanto como
citado anteriormente, a infec¢ao isoladamente nao ¢ suficiente para causar o cancer e
outros co-fatores devem existir para, em conjunto com o HPV, influenciar o risco da
progressdo de infec¢do para carcinoma invasor (Castellsagué, 2003). Estes co-fatores
podem ser fatores ambientais, relacionados ao hospedeiro ou relacionados ao HPV.
A identificacdo destes co-fatores ¢ importante ndo somente para um melhor
entendimento da etiologia do cancer de cérvice, mas também para o desenvolvimento
de estratégias de prevengao.

Varios co-fatores ao HPV tém sido estudados. Destes, os mais
freqiientemente descritos sdo tabagismo, uso de anticoncepcional oral e
multiparidade (Castle, 2003b). Entretanto, eles ndo sdo identificados em todos os
casos de carcinoma de cérvice, por isso outros possiveis co-fatores vem sendo
investigados, entre eles dieta, obesidade, fatores hormonais, outras doengas
sexualmente transmissiveis e historia familiar. Embora existam diversos estudos
avaliando co-fatores, muitos deles ndo foram controlados pela infec¢do pelo HPV ou
utilizaram diferentes técnicas de identificacdo da infec¢do, o que dificulta a
comparag¢ao dos resultados.

Além disto, devido a baixa prevaléncia de adenocarcinoma de cérvice uterina,
a avaliacdo de co-fatores na carcinogénese do adenocarcinoma fica restrita a sub-
analise deste tipo histologico em estudos que incluiram todos os tipos histologicos de
carcinoma cervical invasor.

Visto que o HPV tem papel central na carcinogénese tanto do carcinoma
epidermoide quanto do adenocarcinoma de cérvice uterina, possivelmente estes tipos
histologicos compartilhem alguns co-fatores, principalmente os relacionados ao

comportamento sexual (Shiffman, 2003; Berrington de Gonzales, 2004). Estudos



mostram que o numero de parceiros sexuais, multiparidade e uso de
anticoncepcionais orais sdo co-fatores compartilhados tanto por adenocarcinoma
quanto por carcinoma epidermoide de cérvice uterina (Mufioz, 2002; Altekruse,

2003; Smith, 2003; Berrington de Gonzales, 2004; Castellsagué, 2006).

5.1 Anticoncepcional Oral

Virios estudos avaliam a relagdo do uso de anticoncepcionais orais (ACO)
com risco de carcinoma de cérvice uterina. A principal hipotese para esta associacao
¢ a facilitacao da carcinogénese cervical pelo uso de ACO, através da manutengdo da
zona de transformacdao cervical na ectocérvice, aumentando assim sua
vulnerabilidade a infeccdo pelo HPV (de Villiers, 2003), e a ativagdo da regido
regulatoria do gene do HPV pela interagdo com os hormonios esterdides (Moodley,
2003).

O papel do ACO como co-fator ao HPV foi avaliado em uma meta-analise de
28 estudos publicados, incluindo 12.531 mulheres com carcinoma in situ ou invasor
de cérvice uterina (Smith, 2003). Este estudo mostrou que o risco associado ao uso
de ACO por menos de 5 anos, 5 a 9 anos € mais de 10 anos ¢ de 10%, 60% e 120%,
respectivamente. Estes resultados foram similares em carcinoma in situ e invasor,
carcinoma epidermdide ou adenocarcinoma, e permanecem mesmo apos ajuste para
infec¢do por HPV, niimero de parceiros sexuais, realizacdo de exames preventivos,
tabagismo e uso de métodos anticoncepcionais de barreira. Estes resultados sugerem
que a associacdo ¢ consistente e forte.

Um estudo ndo controlado pela infeccao pelo HPV demonstrou que o uso de
ACO se associa a um risco aumentado de adenocarcinoma de cérvice (Ursin, 1994).
Dois estudos demonstraram associa¢do significativa entre o uso de ACO e
adenocarcinoma in situ de cérvice, mas nao com adenocarcinoma invasor, apés
controle de infecgdo pelo HPV por técnica de PCR (Lacey, 1999; Madeleine, 2001).
Castellsagué e colaboradores em uma andlise conjunta de oito estudos de caso-
controle demonstraram que o risco de adenocarcinoma de cérvice aumenta com o
aumento do tempo de uso de ACO (Castellsagué, 2006).

Shields e colaboradores, em um estudo que avaliou a infec¢do pelo HPV

através de sorologia, ndo encontraram relacdo do uso de ACO com desenvolvimento



de neoplasia de cérvice (carcinoma epidermoéide e adenocarcinoma) em casos com

infec¢cdo pelo HPV (Shields, 2004a).

5.2 Multiparidade

As possiveis hipoteses para a multiparidade aumentar o risco de
desenvolvimento de neoplasia de cérvice sdo a manutencdo da zona de
transformagdo na ectocérvice por periodos prolongados, facilitando a exposi¢do ao
HPV e outros co-fatores (Autier, 1996) ¢ a modulagdo da resposta imune ao HPV
com as alteragcdes hormonais induzidas pelo aumento dos niveis de estrogénio e
progesterona na gestacdo (Sethi, 1998).

A multiparidade est4 associada com carcinoma in sifu e carcinoma invasor de
cérvice uterina em mulheres com infec¢do pelo HPV na maioria dos estudos de
casos-controle. O niimero de gestacdes a termo em mulheres com infec¢ao pelo HPV
se associou diretamente ao risco de desenvolvimento de carcinoma epidermoide de
cérvice uterina (Mufioz, 2002; Altekruse, 2003; Hinkula, 2004). Estes estudos,
demonstraram que o risco foi significativamente maior em mulheres com mais de
cinco gestacoes.

Embora os estudos citados anteriormente também tenham avaliado a
multiparidade como co-fator ao HPV no desenvolvimento do adenocarcinoma de
cérvice uterina, eles ndo demonstraram associagdo significativa (Mufioz, 2002;
Altekruse, 2003; Hinkula, 2004).

Um estudo multicéntrico que incluiu 167 casos de adenocarcinoma cervical
(67% adenocarcinoma invasor e 33% carcinoma adenoescamoso) e 1.881 controles
demonstrou que o risco de adenocarcinoma aumenta com o nimero de gestacdes
(Pyenda = 0.2) em pacientes com infeccdo pelo HPV, sendo mais importante em

mulheres com oito ou mais gestacdes (Castellsagué, 2006).

5.3 Tabagismo

O mecanismo pelo qual a exposi¢do ativa ou passiva ao tabaco aumenta a
carcinogénese cervical ¢ desconhecido, mas acredita-se que as toxinas do tabaco se
incorporem no DNA alterando os mecanismos de regulacdo das células da cérvice

uterina (Haverkos, 2003). Um estudo de coorte prospectivo demonstrou que o fumo



também promove a carcinogénese da cérvice uterina pelo aumento na duracdo e
diminui¢do da resolugdo da infeccdo pelo HPV (Giuliano, 2002), e também ¢ fator de
risco para o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau e alto
grau em mulheres infectadas pelo HPV (Harris, 2004; Mclntyre, 2005).

Dois estudos de coorte ndo controlados pela infeccio por HPV,
demonstraram existéncia de associacdo positiva entre tabagismo passivo e risco de
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais de alto grau e carcinoma invasor de cérvice
uterina (Tay, 2004; Trimble, 2005).

A associagdo entre tabagismo e carcinoma epidermoide de cérvice uterina em
mulheres infectadas pelo HPV esta estabelecida por diversos autores (Lacey, 2001;
Plummer, 2003; TARC, 2006). Estes estudos demonstraram que mulheres com
historia de tabagismo atual ou passado e infeccdo pelo HPV, apresentam risco
aumentado para carcinoma epidermoide de cérvice uterina.

Nenhuma associagdo entre tabagismo e adenocarcinoma de cérvice uterina
em casos com infec¢do pelo HPV foi demonstrada nos estudos supracitados (Lacey,
2001; Plummer, 2003; TARC, 2006). Castellsagué e colaboradores, em um estudo
multicéntrico recente, que incluiu 167 casos de adenocarcinoma de oito estudos de
caso-controle, também ndo demonstraram associacdo entre tabagismo e
adenocarcinoma invasor de cérvice uterina em casos com infeccdo pelo HPV
(Castellsagué, 2006). Neste estudo, a baixa prevaléncia de tabagismo na populacao

estudada limita o poder estatistico desta associagao.

5.4 Nutrientes

Diversos estudos avaliaram a relagdo da dieta e estado nutricional com risco
de persisténcia da infeccdo pelo HPV e desenvolvimento de neoplasia de cérvice
uterina. Evidéncias reportam um efeito protetor do folato, vitamina B12, riboflavina
e tiamina contra o carcinoma cervical (Hernandez, 2003; Powers, 2005).

Garcia-Closas e colaboradores, em uma revisdo sistematica de trinta e trés
estudos controlados pelo HPV realizados entre 1995 e 2003, categorizaram
evidéncias relacionando aspectos da dieta e estado nutricional na carcinogénese da
cérvice uterina (Garcia-Closas, 2005). Evidéncias cientificas demonstram um

possivel efeito protetor de frutas, vegetais, vitaminas C e E, caroteno (alfa e beta) e



licopeno diminuindo a persisténcia da infeccdo pelo HPV e um provavel efeito
protetor de folato, retinol e vitamina E na neoplasia invasora de cérvice (Garcia-
Closas, 2005). Esta revisdo concluiu que estudos de coorte sdo necessarios para
avaliar adequadamente a importancia da alimentagdo e nutrientes como co-fatores na

carcinogénese ocasionada pelo HPV.

5.5 Histoéria familiar

A avaliacdo da histoéria familiar como co-fator a infec¢do pelo HPV ¢ dificil
pois ndo se pode excluir a participacdo de aspectos culturais e ambientais
compartilhados pelos grupos familiares, na susceptibilidade genética para a neoplasia
e nas praticas preventivas adotadas por estas familias (Bosch, 2003).

Fatores genéticos podem conferir risco baixo ou elevado para determinado
tipo de cancer, susceptibilidade a carcindgenos ambientais e resposta a agentes
infecciosos. Estudos mostram associacdo entre alelos do antigeno leucocitario
humano e risco de desenvolvimento de lesdes neopldsicas e pré-neoplasicas de
cérvice uterina, suportando a importancia de fatores hereditarios na etiologia desta
neoplasia (Hildesheim, 2002; Wang, 2003).

Em uma revisdo de literatura que avaliou estudos publicados relacionando a
historia familiar de cancer como fator de risco para o desenvolvimento de neoplasia
de cérvice, Zelmanowicz e colaboradores concluiram que a suscetibilidade genética
pode estar associada com risco de desenvolvimento de carcinoma de cérvice uterina
(Zelmanowicz, 2004).

Weber e colaboradores avaliaram a histéria familiar de cancer em mulheres
da América Latina em um estudo que incluiu 335 mulheres com carcinoma invasor
de cérvice uterina e 335 controles sem neoplasia (Weber, 2005). Este estudo nao
encontrou associacao positiva da historia familiar de neoplasia de tutero em
familiares de primeiro grau de mulheres com carcinoma de cérvice uterina.

Um estudo recente sugere que a histéria neoplasia de cérvice em familiares
de primeiro grau estd associada a um risco aumentado de neoplasia intraepitelial e
carcinoma epidermoide cervical (Zelmanowicz, 2005). Este mesmo estudo

demonstrou que a associacdo nao foi evidente para adenocarcinoma de cérvice.



5.6 Fatores hormonais

A hipotese que hormoénios sexuais femininos teriam influéncia na
carcinogénese do HPV baseia-se no fato da cérvice uterina apresentar receptores
hormonais de estrogénio e progesterona (Ford, 1983) e também nas evidéncias que
multiparidade e uso de ACO (associados com elevacdo dos niveis de hormonios
sexuais) aumentam o risco de neoplasia de cérvice uterina. Entretanto, estudos
epidemioldgicos ndo demonstraram um efeito importante desta exposi¢ao.

Um estudo de caso-controle que mensurou niveis plasmaticos de hormonios
sexuais em mulheres pré e pds menopausicas com lesdes intraepiteliais e carcinoma
invasor, também nao demonstrou associacdo consistente entre hormonios sexuais o
desenvolvimento de neoplasia de cérvice em mulheres infectadas pelo HPV (Shields,
2004b).

Um estudo multicéntrico de casos-controle, que incluiu casos de carcinoma
de cérvice uterina (124 casos de adenocarcinoma ¢ 139 casos de carcinoma
epidermoide) e controles saudaveis, avaliou a associagdo do uso de terapia de
reposi¢do hormonal com risco de neoplasia invasora de cérvice uterina. Um excesso
de risco foi descrito relacionando a reposicdo de estrogénio sem oposicao de
progesterona com adenocarcinoma de cérvice, porém esta associacdo nao foi positiva

para carcinoma epidermoide (Lacey, 2000).

5.7 Obesidade

A obesidade estd associada ao desenvolvimento de neoplasia de mama,
vesicula biliar, rim, c6lon e reto e endométrio (Danaei, 2005). Entretanto, o impacto
da obesidade na incidéncia da neoplasia de cérvice uterina foi pouco estudado. Em
um estudo prospectivo avaliando obesidade e risco de cancer na populagdo sueca,
Wolk e colaboradores relataram uma associagao positiva entre obesidade e neoplasia
invasora de cérvice uterina (carcinoma epidermoide e adenocarcinoma) (Wolk,
2001).

Embora a associacdo entre carcinoma epidermoide de cérvice uterina e
obesidade ndo tenha sido demonstrada (Lacey, 2003), estudos evidenciaram
associagdo com adenocarcinoma cervical. Um estudo de base populacional nos

Estados Unidos, demonstrou associagdo positiva entre peso elevado e



adenocarcinoma de cérvice (Ursin, 1996). E um estudo de caso-controle que avaliou
124 mulheres com adenocarcinoma e 307 controles, demonstrou que o aumento do
indice de massa corporal e da relagdo cintura-quadril apresenta associa¢dao positiva
com adenocarcinoma de cérvice uterina (Lacey, 2003). Neste mesmo estudo, a
analise utilizando apenas controles com infeccao pelo HPV evidenciou associacao

similar.

5.8 Imunidade

Individuos com imunossupressdao causada pelo virus da imunodeficiéncia
humana adquirida (HIV) ou transplante de 6rgdos apresentam um risco aumentado
para tumores ano-genital associado ao HPV quando comparado aos individuos
saudaveis (Palefsky, 2003). A persisténcia da infeccdo pelo HPV causada pela
diminui¢do da imunidade ¢ um dos possiveis mecanismos para esta associacao
(Schiffman, 2003).

A relagdo da imunossupressdo com a carcinogénese ocasionada pelo HPV
pode ser estudada em carcinoma de dnus em homossexuais masculinos portadores da
sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida, que tem um risco fortemente
aumentado para esta doenca (Ching-Hong, 2002). A semelhanga da cérvice uterina, o
anus apresenta uma zona de transformacao suscetivel a infec¢do pelo HPV, que pode
ser identificada por PCR em 46-94% dos casos desta neoplasia (Frisch, 1999).

Um estudo recente demonstrou associagao positiva entre desenvolvimento de
lesdes intraepiteliais escamosas e imunossupressdo pelo HIV (Hawes, 2006). Nao
existem estudos avaliando a relacdio da imunossupressido com risco de

desenvolvimento de adenocarcinoma de cérvice uterina.

5.9 Co-Infecgdes

Desde a década de 1970, quando foi descrita a associacdo de doengas
sexualmente transmissiveis (DST) com cancer de cérvice uterina (Schachter, 1975;
Schmauz, 1989), varios agentes sexualmente transmissiveis foram associados a esta
neoplasia. Embora a infeccao pelo HPV seja o principal fator etioldgico para esta
neoplasia (Walboomers, 1999), estudos sugerem que outras DST possam ser um co-

fator ao HPV na carcinogénese cervical.



O papel de co-infecgdes na carcinogénese cervical ocasionada pelo HPV
ainda ¢ pouco conhecido, mas a inducdo da inflamagdo cronica da cérvice uterina
causada por outras DST ¢ um mecanismo bioldgico plausivel, pois ndo existem
evidéncias que a infec¢do pelo HPV isoladamente induza a um estado inflamatoério
da cérvice (Ames, 1995).

Existem evidéncias associando taxas mais elevadas de neoplasia de cérvice
uterina em areas com alta incidéncia de cervicite causada por DST (Castle, 2001). A
inflamacao responsavel pela sintese de prostaglandinas, vem sendo considerada fator
de risco para diferentes neoplasias, € o aumento da expressao de ciclooxigenase-2 foi
associado ao carcinoma invasor de cérvice uterina (Kulkarni, 2001), principalmente
em casos de adenocarcinoma cervical (Chen; 2003). O mecanismo através do qual as
co-infecgdes por outras DST se associam ao HPV na carcinogénese, promovendo o
desenvolvimento de lesdes pré-neopldsicas e neoplésicas da cérvice uterina ainda ¢
pouco conhecido. Entretanto, a principal hipdtese biologica estudada ¢ a facilitagcdo
da carcinogénese cervical pelas co-infec¢des genitais por HSV-2 e CT, através da
reacdo inflamatdria intensa e cronica da cérvice uterina, visto que, como citado
acima, a infecc¢ao cervical pelo HPV nao ¢ de natureza inflamatdria (Ames, 1995).

Estudos demonstram que a inflamag@o que ocorre em resposta a exposicao
cronica a agentes infecciosos ou irritativos pode estar associada ao desenvolvimento
de diferentes neoplasias malignas (O’Byrne, 2001; Chan, 2002). A producao
aumentada de mediadores da resposta inflamatoria, como a ciclooxigenase-2,
citocinas e prostaglandinas, ocasiona a supressdo da imunidade celular e promove a
angiogénese, fatores que facilitam a carcinogénese (O’Byrne, 2001).

A associacgdo da carcinogénese cervical com a inflamagdo da cérvice uterina
foi demonstrada em alguns estudos. Castle e colaboradores em 2001, em uma coorte
de mulheres da Costa Rica, demonstraram associacdo positiva entre cervicite
inespecifica e lesdes cervicais de alto grau em casos com infec¢do pelos tipos
oncogénicos de HPV (Castle, 2001). Kulkarni e colaboradores demonstraram em
cultura de células humanas, que a ciclooxigenase-2, estd superexpressa em
carcinoma de cérvice quando comparada ao tecido normal, sugerindo que a
inflamacdo mediada pela ciclooxigenase-2, esta relacionada a carcinogénese cervical

(Kulkarni, 2001). Chen e colaboradores, demonstraram que a superexpressdo da



ciclooxigenase-2 ¢ mais freqiiente em casos de adenocarcinoma do que em
carcinoma epidermoide de cérvice uterina, o que sugere uma relacdo causal (Chen,
2003).

A associacdo da infecgdo pelo HSV-2 e pela CT com a neoplasia de cérvice
uterina vem sendo estudada por muitos autores. Em revisdo no Medline os primeiros
relatos desta associagdo ocorreram na década de 1970, por Schachter e colaboradores
(Schachter, 1975). Desde entdo, estudos com diversas metodologias e diferentes
técnicas para a deteccdo destas DST vem sendo publicados.

Estudos recentes sugerem a associacdo consistente das infecgdes por Virus
Herpes Simples Tipo 2 (HSV-2) e Chlamydia trachomatis (CT) com risco
aumentado de desenvolvimento de lesdes precursoras e carcinoma cervical invasor
(Schachter, 1982; Meng, 1989; Daling, 1996; Olsen, 1998; Hakama; 2000; Koskella,
2000; Antilla, 2001; Smith, 2002a; Tamim, 2002; Wallin, 2002; Hinkula, 2004;
Smith, 2004; Golijow, 2005;Pérez, 2006).

5.9.1 Herpes Simples Tipo 2
a. Técnicas de deteccdo da infeccao

Os testes disponiveis para a detec¢do da infeccdo pelo HSV-2 sao métodos
laboratoriais, que incluem a cultura do virus e a sorologia e métodos de diagndstico
molecular, que permitem a identificacdo do 4cido desoxirribonucléico (DNA) viral.

A cultura de virus foi a base do diagnostico da infeccao pelo Virus Herpes
Simples (HSV) nas ultimas duas décadas (Scoular, 2002). Embora permita o
diagnéstico de infeccdo ativa, a identificagdo do tipo de virus e a sensibilidade aos
agentes antivirais, ¢ uma técnica lenta que tem sua sensibilidade afetada pela
evolucdo da doenga, sendo maior quando o material ¢ coletado de lesdes bolhosas e
diminuindo com a cicatrizag¢ao e formacao de crostas (Corey, 1983).

Os testes soroldgicos detectam anticorpos contra o HSV e indicam infecgado
atual ou passada. Embora as técnicas mais antigas apresentassem potencial de reagao
cruzada entre HSV-1 e HSV-2, dificultando a identificacdo do tipo viral, o
desenvolvimento dos testes especificos utilizados atualmente permite o diagndstico

etioldgico preciso da exposi¢do (Ashley, 2001).



O teste sorologico de enzima-imunoensaio especifico para identificagdo de
anticorpos para as glicoproteinas G-1 e G-2, permite a diferenciacdo entre a infecgao
por HSV-1 e HSV-2, sendo a técnica utilizada na maioria dos estudos (Ashley,
2001). Este teste apresenta como principal limitacdo a variagdo da sensibilidade na
identificacdo da infec¢do por HSV-2 entre as diferentes marcas comercializadas
(Ashley, 2001). A identificagdo soroldgica de antigenos especificos pela técnica de
western blot, ¢ o padrao-ouro utilizado atualmente para o diagnostico de infec¢ao por
HSV (Martins, 2001). Este teste permite a identificacdo do tipo viral, mas devido ao
seu alto custo e complexidade, tem seu uso limitado a laboratdrios de pesquisa.

O desenvolvimento de métodos de diagnostico molecular permite a
identificacdo do DNA viral integrado ao genoma humano pela técnica de reagdo de
polimerase em cadeia (PCR), que pode ser utilizada para avaliagdo de qualquer
material biologico que contenha DNA. O uso de seqiiéncias iniciadoras especificas
(primers) possibilita o diagndstico especifico do tipo de infeccdo (Madhavan, 2003).
Embora tenha também seu uso limitado pelo custo elevado, esta técnica apresenta
execucdo rapida e maior sensibilidade que a cultura viral, ¢ também permite a
identificacao entre os tipos de HSV (Marshall, 2001).

Por possibilitar o estudo de tecido conservado em parafina, a técnica de PCR
permite a realizagdo de estudos de prevaléncia retrospectivos (Iftner, 2003). Esta
técnica identifica o genoma do HSV-2 integrado ao genoma humano em 59 a 89%
dos casos (Scoular, 2002) e apresenta maior rapidez e sensibilidade que a cultura do
virus, sendo considerada atualmente o padrdo ouro na identificacdo da infec¢do por

HSV-2 (Slomka, 2000; Marshall, 2001).

b. Relagdo com carcinoma de cérvice uterina
O herpes genital ¢ uma doenca sexualmente transmissivel, sendo que a
infeccdo ¢ mais freqiientemente causada pelo HSV-2, embora o HSV-1 também
esteja associado na etiologia destas infecc¢des, principalmente adolescentes e adultos
jovens (Lafferty, 2000; Roberts, 2005). Apds a infecgdo inicial o HSV-2 fica latente
nos ganglios nervosos sensoriais, causando episddios intermitentes de infecc¢do

recorrente, que ocorrem por reativagdo e replicagdo viral.



A prevaléncia e incidéncia mundial da infecgdo por HSV-2 foi demonstrada
pela comparagdo direta de estudos soro-epidemioldgicos conduzidos em diferentes
paises (Malkin, 2004; Weiss, 2004). Considerando-se as variagdes de sensibilidade
entre os testes diagndsticos e as variagdes demograficas entre as populagdes
estudadas, a prevaléncia da infec¢do por HSV-2 foi maior nos paises em
desenvolvimento do que nos paises desenvolvidos. No Brasil, estudos de soro-
prevaléncia demonstram que prevaléncia da infeccdo por HSV-2 varia entre 30% e
72%, conforme as caracteristicas do grupo populacional estudado (de Sanjosé, 1994;
Smith, 2001; Smith, 2002b; Cowan, 2003).

Estudos soro-epidemiologicos realizados com testes validados especificos
para o diagnostico de infeccdo por HSV-2 enfatizam o curso relativamente
assintomatico desta infec¢do (Slomka, 2000). Por apresentar-se clinicamente de
maneiras diversas, desde infec¢do assintomatica até o quadro caracteristico com
lesdes herpéticas classicas (vesiculares ou ulceradas), a infec¢do genital por HSV-2
freqiientemente ¢ sub-diagnosticada e ndo tratada de forma adequada, o que facilita a
transmissao da doenga.

Fundamentados em estudos in vitro e culturas de c€lulas, que sugerem que o
virus herpes simples cause amplificagdo do HPV e facilite da integracdo do HPV nas
células cervicais, facilitando a carcinogénese (Hara, 1997; Di Paolo, 1998), muitos
autores avaliaram a associagdo da infec¢do pelo HSV-2 com carcinoma invasor de
cérvice uterina. Devido a variagdo entre as técnicas de detec¢do da infeccdo por
HSV-2, a associacao da infec¢do com o desenvolvimento de carcinoma cervical
difere entre os estudos publicados.

Os estudos que utilizaram a técnica de enzima-imunoensaio para
identificagdo soroldgica da infec¢do pelo HSV-2 ndo foram concordantes quanto a
existéncia de associacdo entre a infecgdo com o desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial cervical e cancer invasor de cérvice uterina. Em uma série de casos
publicada recentemente, a infeccdo por HSV-2 ndo se associou a um risco
aumentado de desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical (Castle, 2003a),
assim como descrito em dois estudos de casos-controle, que incluiram casos de
neoplasia intraepitelial cervical, carcinoma epidermdide e adenocarcinoma de

cérvice uterina (Mufioz, 1995; Lehtinen, 2002).



Em oposicao ao descrito acima, em um estudo de casos-controle que incluiu
314 casos de carcinoma epidermoide de cérvice uterina, Daling e colaboradores
relataram que a presenca de infec¢do por HSV-2, identificada por técnica de enzima-
imunoensaio estd associada a um risco aumentado de cancer somente em casos sem
infeccdo pelo HPV (Daling, 1996), enquanto Olsen e colaboradores, descreveram
existéncia de um efeito combinado entre as infecgdoes HSV-2 ¢ HPV na
carcinogénese cervical, utilizando a mesma técnica (Olsen, 1998).

Os estudos multicéntricos de casos-controle, coordenados pela International
Agency for Research on Cancer (IARC), que avaliaram a presenca de infec¢ao pelo
HSV-2 através da técnica de western blot, mostraram associagdo positiva entre a
presenga de infeccdo soroloégica por HSV-2 e risco aumentado para o
desenvolvimento de carcinoma cervical (Smith, 2002a; Castellsagué, 2006). A
analise agrupada destes estudos, demonstrou que a sorologia positiva para o HSV-2
estava associada a risco aumentado de carcinoma epidermoéide (OR=2.19; 95%
CI=1.41-3.40) e adenocarcinoma de cérvice uterina (OR=2.63; 95% IC=1.30-5.29),
em mulheres com infec¢do pelo HPV (Smith, 2002a)

Talvez por limitagdes relacionadas ao custo e necessidade de equipe técnica
treinada, poucos autores tenham utilizado a técnica de PCR para o diagnostico da
infeccdo por HSV-2 em casos de neoplasia de cérvice uterina (Meng, 1989;
Lulitanond, 1994; Yamakama, 1994; Koffa, 1995; Han, 1997; Tran-Thanh, 2003;
Yang, 2004; Pérez, 2006). Estes estudos apresentaram resultados divergentes quanto
a associacdo entre infec¢do por HSV-2 e carcinoma de cérvice uterina. A presenga do
DNA do HSV-2 em espécimes de carcinoma cervical invasor de cérvice foi
demonstrada por alguns autores (Meng, 1989; Lulitanond, 1994; Yamakama, 1994;
Koffa, 1995; Han, 1997; Pérez, 2006), entretanto estes estudos em sua maioria,
incluiram de casos de carcinoma epidermdide e adenocarcinoma de cérvice uterina.

Antes da comprovagao do papel central do HPV na carcinogénese da cérvice
uterina, Meng e colaboradores, descreveram em uma série que incluiu 49 casos de
carcinoma invasor de cérvice uterina (46 casos de carcinoma epidermoide e 3 casos
de adenocarcinoma), a presenga do DNA do HSV-2 em apenas dois casos sendo

ambos carcinoma epidemdide (Meng, 1989).



A associagao da infeccdo pelo HSV-2 com carcinoma invasor de cérvice
uterina foi descrita por Lulitanond e colaboradores, em uma série de 37 casos onde 7
apresentavam DNA do HSV-2 (Lulitanond, 1994), e também por Yamakama e
colaboradores, em outra série que incluiu 82 casos sendo que 13 (41%) apresentavam
infeccdo pelo HSV-2 (Yamakama, 1994). Os estudos conduzidos por Koffa e
colaboradores e por Han e colaboradores tembém descreveram a existéncia de uma
associagdo positiva entre infec¢do por HSV e carcinoma invasor de cérvice uterina,
entretanto estes estudos ndo utilizaram diferenciaram infeccdo por HSV-1 e HSV-2
(Koffa, 1995; Han, 1997).

Tran-Thanh e colaboradores, em um estudo retrospectivo que incluiu 50
casos de carcinoma invasor de cérvice uterina (39 casos de carcinoma epidermoide e
11 casos adenocarcinoma), ndo identificaram a presenga do DNA do HVS-2
integrado ao genoma humano em nenhum dos casos (Tran-Thanh, 2003). Este
resultado foi concordante com o descrito por Yang e colaboradores, que também ndo
identificaram a infec¢do por HSV-2 em nenhum caso, em um estudo que avaliou 27
casos de carcinoma invasor cervical, sendo 18 fixados em formalina e incluidos em
parafina (Yang, 2004).

Em um estudo que avaliou a presenca do DNA do HSV-2 em bidpsias de
lesdes intraepiteliais de baixo e alto grau e carcinoma epidermoéide de cérvice
uterina, Pérez e colaboradores identificaram a presenga da infeccdo pelo HSV-2 em
26.5% dos 35 casos de carcinoma epidermoéide de cérvice uterina (Pérez, 2006).
Neste estudo, a associagdo da infecgdo com carcinoma epidermodide nao foi
estatisticamente significante (OR=2.01; 95% CI 0.7-5.3).

Devido a baixa prevaléncia de adenocarcinoma de cérvice em relagdo ao
carcinoma epidermdide, os estudos citados previamente, em sua maioria, incluiram
os dois tipos histoloégicos e analisaram a associagdo do HSV-2 com carcinoma
invasor de cérvice no subgrupo de pacientes com adenocarcinoma (Meng, 1989;
Lulitanond, 1994; Yamakama, 1994; Muifioz, 1995; Daling, 1996; Olsen 1998;
Lehtinen, 2002; Smith, 2002a; Castle, 2003a; Tran-Thanh, 2003; Castellsagué,
2006). Destes, apenas quatro estudos utilizaram técnica de PCR para determinagao
da infeccdo por HSV-2 e incluiram casos de adenocarcinoma de cérvice uterina

(Meng, 1989; Lulitanond, 1994; Yamakama, 1994; Tran-Thanh, 2003)



As inconsisténcias descritas pelos estudos citados podem estar
relacionadas a variagdo da prevaléncia da infeccdo por HSV-2 entre as populagdes
avaliadas, utilizacdo de diferentes metodologias na condugdo dos estudos e,

principalmente utilizacdo de diferentes técnicas para o diagnostico da infecgao.

5.9.2 Chlamydia trachomatis
a. Técnicas de identificagdo da infeccao

O diagnéstico da infec¢ao por CT requer a utilizagdo de técnicas complexas e
com custo elevado, podendo ser realizado através de métodos que envolvem a
cultura da bactéria ou métodos sem a cultura da CT (sorologia, detec¢ao de antigenos
e amplificacdo do DNA).

O método diagnostico tradicional para a identificagdo da infecg¢do por CT ¢ o
cultivo da bactéria, realizada através da inoculacdo de material coletado do trato
genitourinario em meios de cultura especificos. A especificidade deste método se
aproxima a 100% quando realizado por equipe experiente e permite a realizagdo de
testes de sensibilidade a antimicrobianos (Mardh, 1977; CDC, 1993). Por apresentar
desvantagens como custo elevado, técnica de realizagdo complexa e necessidade de
microorganismos vidveis, a cultura tem seu uso limitado a situagdes especificas,
principalmente em medicina legal (Black, 1997; CDC, 2002).

O diagnéstico da infecgdo por CT através da avaliagdo do material cervical
coletado pelo raspado cervical também pode ser realizado através de testes
comerciais desenvolvidos especificamente para este fim (CDC, 2002). O uso das
técnicas de enzimo-imunoensaio ¢ de marcacdo com anticorpos fluorourecentes,
permite a detecgdo de antigenos especificos para a CT nas células epiteliais presentes
no material coletado para a citologia (Black, 1997). Estes métodos ndo necessitam a
presenca de microorganismos vidveis e tem a técnica de realizacdo padronizada pelo
fabricante, fatos que permitem seu uso em grande escala (Black, 1997). A principal
desvantagem da técnica ¢ o risco de falso-positivo, causado por reagdo cruzada com
outros microorganismos, incluindo outras espécies de Chlamydia (CDC, 2002;
Black, 1997).

Os testes sorologicos identificam a presenca de anticorpos contra a CT no

sangue, que pode significar tanto infeccdo ativa quanto passada (Black, 1997). Os



testes soroldgicos disponiveis para o diagnostico de infecgcdo por CT sdo as técnicas
de fixacdo de complemento, enzimo-imunoensaio e microimunofluorescéncia. A
fixagdo de complemento tem seu uso restrito por ndo ser especifico para nenhuma
espécie de CT (Black, 1997). As técnicas mais antigas de enzimo-imunoensaio,
detectam anticorpos contra todas as espécies de Chlamydia, podendo ocorrer reacao
cruzada e dificultando a diferenciag¢do entre as diferentes cepas desta bactéria e por
conseqiiéncia, limitando sua utilizagcdo (Black, 1997). O desenvolvimento de testes
de enzimo-imunoensaio especificos para as diferentes espécies de CT contribuiu para
a maior utilizagdo desta técnica no diagnostico da infeccdo por esta bactéria,
principalmente por ser uma técnica de realizagdo menos complexa e com menor
custo (Bax, 2003).

O método sorologico considerado o padrao-ouro no diagndstico da infecg¢ao
por CT ¢ a microimunofluorescéncia (Newhall, 1986). Esta técnica identifica a
infeccdo pelas diferentes espécies de Chlamydia e diferencia entre infecgdo atual e
passada, através da identificagdo de anticorpos IgG e IgM (Black, 1997), se
caracteriza por ser uma técnica de dificil execug@o e com custo elevado, fatores que
limitam sua utilizagdo na rotina da maioria dos laboratérios (Bax, 2003).

O desenvolvimento de técnicas de diagndstico molecular através da
amplificagdo do DNA representou um avango para a deteccdo da infec¢cdo por CT.
Estes métodos apresentam sensibilidade e especificidade elevadas quando
comparado as outras técnicas diagndsticas (Gopalkrishna, 2000; Watson, 2002;
Hadgu, 2005). Por ndo necessitar a presenca de microorganismos viaveis, as técnicas
de amplificagdo do DNA podem ser utilizadas em qualquer material bioldgico que
contenha DNA (Black, 1997).

Uma das técnica de amplificagdo do DNA mais difundidas para o diagnéstico
de infecgdo por CT ¢ a reagdo de polimerase em cadeia (PCR), que pela utilizagdo de
seqiiéncias iniciadoras especificas (primers) identifica a presenca do DNA da CT no
material analisado (Gopalkrishna, 2000), permitindo a identificagdo dos diferentes
sub-tipos da bactéria (Anttila, 2001).

Assim como citado anteriormente, a técnica de PCR possibilita o estudo de

tecido conservado em parafina, permitindo a realizagdo de estudos de prevaléncia



retrospectivos (Iftner, 2003) e a associacdo da presenca do DNA da CT com o

diagnostico de adenocarcinoma cervical e infec¢do pelo HPV.

b. Relagdo com carcinoma de cérvice uterina
A infeccido por CT, uma bactéria com comportamento intracelular
obrigatdrio, ¢ a doencga sexualmente transmissivel mais freqiiente entre homens e
mulheres em todo o mundo, representando um problema de satide publica. Conforme
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, no ano de 1999 ocorreram 92 milhdes
novos casos de infec¢ao por CT no mundo, sendo 9.5 milhdes na América Latina e
Caribe (www.who.int). No Brasil, o Ministério da Saude estimou para 2003 1.5

milhdes de casos de infec¢do por CT (www.portal.saude.gov.br).

Em cerca de 85-90% dos casos, a infeccdo por CT apresenta-se de forma
assintomatica tanto em homens como em mulheres (Stamm, 1999; Cecil, 2001). A
auséncia relativa de sintomas tem como principais conseqiiéncias a manuten¢do da
alta prevaléncia da infecgdo (Spiliopoulou, 2005) e persisténcia da doenga por falta
de tratamento adequado (Stamm, 1999).

Em mulheres, quando nao tratada, a infec¢cdo por CT pode ocasionar diversas
co-morbidades, como uretrite, cervicite, doenca inflamatdria pélvica, infertilidade,
gestacdo ectopica e dor pélvica cronica (Westrom, 1992). O risco aumentado de
desenvolvimento de neoplasia cervical invasora também foi associado a infecgao por
CT por alguns autores.

Os mecanismos pelos quais a infeccdo por CT atuaria na carcinogénese
cervical ndo estdo completamente esclarecidos. Estudos in vitro demonstram que a
infec¢do por CT causa a inibi¢ao da apoptose (morte celular programada) das células
do hospedeiro (Fan, 1998) e também pode ocasionar dano celular, favorecendo a
transformagao neoplésica do epitélio cervical, independente presenga do HPV
(Schlott, 2005).

Clinicamente, a cervicite cronica que ocorre em mulheres infectadas pela CT
ocasiona a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias pelas células da cérvice uterina
(Markowska, 1999), com conseqiiente inflamag¢ao e dano do epitélio cervical,
formacdo de atipias celulares e indu¢do da metaplasia escamosa na cérvice uterina

(Kiviat, 1985). A infec¢do pela CT também pode facilitar a persisténcia da infec¢ao



pelo HPV (Silins, 2005; Samoft, 2005), que ¢ o principal fator de risco identificado
na carcinogénese cervical (Walboomers, 1999).

Diversos autores estudaram a associagdo da infec¢do por CT e o
desenvolvimento de neoplasia invasora de cérvice uterina. Entretanto, a comparacao
entre os resultados encontrados ¢ complexa, principalmente pelas diferencas
metodologicas e entre as técnicas utilizadas para o diagnodstico da infecgao por CT,
que como foi citado anteriormente, pode ser realizado através de cultura, sorologia,
detecgdo direta de antigenos e amplificagdo do DNA.

Os estudos que avaliaram a associacao da infec¢ao por CT com carcinoma
invasor de cérvice uterina apresentam divergéncias entre seus resultados. Aqueles
que utilizaram técnica de imunofluorecéncia direta, ndo demonstraram associagdo da
infec¢do com maior risco de neoplasia intraepitelial cervical (Nunez-Troconis, 1995;
Takac, 1998; Takac, 1999), entretanto os estudos que utilizaram técnicas soroldgicas
para avaliagdo desta associacdo demonstraram a existéncia de risco aumentado para
carcinoma invasor de cérvice uterina em casos com infec¢ao por CT (Koskela, 2000;
Antilla, 2001; Reesink-Peters, 2001; Hinkula, 2004; Matsumoto, 2003; Smith, 2004).

Reesink-Peters e colaboradores, em um estudo transversal que avaliou a
presenca de anticorpos contra a CT através de técnica de enzimo-imunoensaio, nao
demonstraram associa¢do da infeccdo com a severidade de lesdes neoplésicas de
cérvice uterina (Reesink-Peters, 2001), entretanto este mesmo estudo demonstrou
que a presenca de anticorpos anti-clamidia foi maior no grupo de pacientes com
carcinoma micro-invasor de cérvice uterina que no grupo com lesdes pré-
neoplasicas, embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa
(p<0.001). Hinkula e colaboradores utilizando a mesma técnica descreveram em um
estudos de casos-controle, uma associagdo positiva entre a presenca de anticorpos
contra CT e risco aumentado de neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau e
carcinoma invasor de cérvice uterina (carcinoma epidermodide e adenocarcinoma),
que permaneceu apds ajuste pela presenca de infec¢ao pelo HPV (Hinkula, 2004).
Matsumoto e colaboradores em um estudo de casos-controle descreveram que a
infeccdo por CT, avaliada por enzimo-imunoensaio ¢ um co-fator ao HPV no

desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical (Matsumoto, 2003).



Por ser a técnica soroldgica mais sensivel, a microimunofluorescéncia foi
amplamente utilizada nos estudos que avaliaram a infec¢do pela CT como co-fator ao
HPV na carcinogénese cervical a partir de 1982, quando Schachter e colaboradores
observaram em um estudo de casos-controle, a presenga de anticorpos contra a CT
em 75.7% dos casos de neoplasia cervical e em 60.8% nos controles (P<0.0001).
Neste estudo, a infeccdo pelo HPV nao foi avaliada (Schachter, 1982).

Um estudo soro-epidemiologico prospectivo de casos-controle realizado na
Escandinavia, que incluiu 182 casos de carcinoma invasor de cérvice uterina (149
casos de carcinoma epidermdide e 32 casos de adenocarcinoma) e avaliou a presenca
de anticorpos contra CT através de técnica de microimunofluorescéncia, descreveu
que a infeccdo por esta bactéria se associa a um maior risco de carcinoma
epidermodide (OR=2.2; 95% CI=1.3-3.5), mas ndo de adenocarcinoma cervical
(OR=0.4; 95% CI=0.1-1.7) em casos com infeccdo pelo HPV (Koskella, 2000).
Outro estudo realizado por este mesmo grupo, incluindo somente casos de carcinoma
epidermoide, demonstrou que a infeccdo pela CT se associa a um aumento de 2.5
vezes o risco de carcinoma invasor cervical apos ajuste para anticorpos séricos para
HPV 16, 18 e 33 (Antilla, 2001).

Um estudo multicéntrico de casos-controle avaliou a presenga de anticorpos
contra a CT através de microimunofluorescéncia (Smith, 2004). Este estudo, que
incluiu 1.238 casos de carcinoma invasor de cérvice uterina em sete paises
demonstrou, risco aumentado de carcinoma epidermoide de cérvice uterina em
mulheres com presenga de anticorpos contra a CT (OR=1.8; 95% IC=1.2-2.7). Este
estudo, também ndao demonstrou esta associacdo nos casos de adenocarcinoma
cervical (OR=1.0; 95%CI=0.53-1.9)(Smith, 2004).

Recentemente, a andlise agrupada dos estudos multicéntricos de casos-
controle, conduzidos pela IARC e incluiu 167 casos de adenocarcinoma de cérvice
uterina, também ndo demonstrou associacdo entre a presenca de anticorpos contra a
CT, avaliada por microimunofluorescéncia e maior risco de adenocarcinoma invasor
de cérvice uterina em casos com infeccdo pelo HPV (Castellsagué, 2006), em
concordancia com o descrito pelos outros autores (Koskella 2000; Smith, 2004).

Por apresentarem sensibilidade e especificidade elevadas quando comparado

as outras técnicas e permitirem a avaliagdo de qualquer matéria bioldgico que



contenha DNA, os métodos de diagndstico molecular também sdo utilizados para o
diagnéstico de infec¢do por CT (Gopalkrishna, 2000; Markowska, 2001; Watson,
2002). A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) permite a identificagdo do DNA da
CT em material bioldgico fresco, congelado ou fixado em formalina e conservado
em parafina (Gopalkrishna, 2000; Finan, 2002; Tamim, 2002; Golijow, 2005). Por
estas razdes, a técnica de PCR também foi utilizada em estudos que avaliaram a
importancia desta infecgdo como co-fator ao HPV no desenvolvimento da neoplasia
cervical (Gopalkrishna, 2000; Antilla, 2001; Wallin, 2002; Golijow, 2005).

Em uma série de casos que incluiu mulheres assintomaticas, com neoplasia
intraepitelial cervical e carcinoma invasor de cérvice uterina, Gopalkrishna e
colaboradores descreveram a presenca do DNA da CT em 3%, 12% e 22% dos casos,
respectivamente (Gopalkrishna, 2000). Neste estudo observou-se uma maior taxa de
infeccao por CT nos casos de cancer invasor em comparagao aos casos de neoplasia
intraepitelial cervical e casos assintomaticos, indicando talvez a importincia da CT
como co-fator ao HPV na carcinogénese cervical. Em outra série, o DNA da CT foi
encontrado em 5% (4/79) dos casos de carcinoma epidermoide de cérvice uterina
conservados em parafina casos incluidos na analise (Antilla, 2001).

Em um estudo recente, que incluiu 279 casos com citologia normal, lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo e alto grau e carcinoma epidermoide de cérvice
uterina, Golijow e colaboradores demonstraram que a prevaléncia de infec¢do por
CT ¢ menor em casos com citologia normal (11.4%) em comparagdo aos casos de
lesdes intraepiteliais escamosas de baixo e alto grau (41.8% e 46.7%,
respectivamente), demonstrando a associagdo entre a presenga do DNA da CT e risco
aumentado de lesdes precursoras (Golijow, 2005). Este mesmo estudo, identificou o
DNA da CT em 20% (7/35) dos casos de carcinoma epidermoide invasor. Porém, a
prevaléncia desta infec¢do ndo foi significativamente maior que a encontrada nos
casos com citologia normal (P=0.22), ndo caracterizando nesta série, a infeccao
como co-fator ao HPV na carcinogénese cervical.

Em um estudo prospectivo de base populacional, Wallin e colaboradores,
avaliaram a presenga do DNA da CT em casos de carcinoma de cérvice uterina
desenvolvidos por mulheres participantes de um programa nacional de prevencao

(Wallin, 2002). Neste estudo, o DNA da CT foi identificado em 3 dos 118 casos de



carcinoma cervical invasor (93 casos de carcinoma epidermdide e 25 casos de
adenocarcinoma) incluidos na andlise. Embora a identificagdo da CT por PCR em
casos com infeccdo por HPV tenha se associado a um risco aumentado de
desenvolvimento de carcinoma invasor cervical, os autores nio descreveram a
associacao especifica para cada tipo histologico (Wallin, 2002).

Estes estudos apresentaram resultados diferentes, porém as séries incluiram
casos de neoplasia intraepitelial cervical, carcinoma epidermoéide e adenocarcinoma
cervical e ndo foram conduzidos com a mesma metodologia, utilizando para analise
por PCR tecido congelado (Gopalkrishna, 2000), urina (Tamim, 2002) e tecido
conservado em parafina (Antilla, 2001; Wallin, 2002; Golijow, 2005).

Embora diversos autores tenham avaliado o impacto da infec¢do por HSV-2 e
CT na carcinogénese cervical ocasionada pelo HPV, os estudos ndo foram
conclusivos quanto a existéncia de uma associacdo entre estas DST e
adenocarcinoma de cérvice uterina. A avaliagcdo por PCR quanto a presenca do DNA
do HSV-2 e da CT em casos de adenocarcinoma de cérvice uterina, com € sem
infeccdo pelo HPV e provenientes de uma mesma populagdo, podera auxiliar na
determinag¢do da importancia destes agentes na carcinogénese do adenocarcinoma

cervical.



Objetivos

Objetivo Primario:

- Determinar a prevaléncia das infec¢des por Herpes Virus Tipo 2 e
Chlamydia trachomatis, identificadas por técnica de PCR em casos de

adenocarcinoma de cérvice uterina.

Objetivo Secundario:

- Determinar a existéncia de associacdo entre as infec¢des por Herpes Virus
Tipo 2 e Chlamydia trachomatis e adenocarcinoma de cérvice uterina em casos com

e sem infec¢do pelo Papiloma Virus Humano.
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Associacao das Infecgdes por Virus Herpes Simples do Tipo 2 e Chlamydia
Trachomatis e Adenocarcinoma de Colo de Utero

Zereu M¥*; Zettler CG**; Cambruzzi E**; Zelmanowicz A***.
*Nucleo de Novos Tratamentos em Céncer; Santa Casa de Porto Alegre
**Fundac¢do Faculdade de Ciéncias Médicas de Porto Alegre

***Centro de Prevencéo; Centro de Céncer; Santa Casa de Porto Alegre

Introdugdo: O adenocarcinoma da cervice uterina (AC) ocorre em 15-20% das neoplasisas cervicais
primarias. Embora a relagdo do carcinoma invasor de cervice uterine (CC) com a infecgdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV) esteja estabelecida, diferente do que ocorre com o carcinoma
epidermdide cervical (CE), pouco se conhece sobre a importancia de co-fatores no desenvolvimento
do AC. Objetivos: Determinar a prevaléncia da infeccdo por Herpes Simples Virus Tipo 2 (HSV-2) e
Chlamydia Trachomatis (CT) em casos de AC e sua associagdo com a infecgdo pelo HPV. Material e
métodos: 206 casos de adenocarcinoma de cérvice uterina conservados em parafina foram
selecionados. As amostras foram desparafinizadas e o DNA foi extraido. A qualidade do DNA
extraido foi avaliada através da identificagdo do gene da B-globina humana e 67 foram consideradas
adequadas para analise. A reagdo de PCR foi utilizada para identificagdo da presenca do DNA do
HSV-2 ¢ da CT. A presenga do DNA do HSV-2 foi avaliada pela utilizacdo de primers que
amplificam um segmento de 391 pares de bases conforme descrito por Madhavan e cols. (2003); e a
presenca da CT foi avaliada pela utilizagdo de primers que amplificam um segmento de 281 pares de
bases da membrana protéica maior da Chlamydia trachomatis (MOMP) conforme descrito por Bobo e
cols. (1990) e realizagdo de um teste confirmatorio com primers que amplificam um segmento de 603

pares de bases do gene omp2 da



ocorrendo em 15-20% dos casos (Smith, 2000; Cambruzzi, 2005a). A despeito dos
programas de diagndstico precoce a incidéncia de AC estd aumentando em relagdo
ao carcinoma epidermdide cervical (Vizcaino, 1998; Smith, 2000; Wang, 2004;
Bray, 2005; Bulk, 2005).

A infecgdo persistente por tipos oncogénicos de HPV esté estabelecida como
causa de carcinoma epidermdide e adenocarcinoma de cérvice uterina (Walboomers,
1999; Castellsagué, 2006). Enquanto o HPV 18 ¢ principalmente um fator de risco
para o desenvolvimento do adenocarcinoma, o HPV 16 esta associado com os dois
tipos histolégicos (Bulk, 2006; Castellsagué, 2006). Estudos mostram que a infec¢ao
pelo HPV ¢, na maioria das vezes transitoria ndo sendo associada a alteracdes
citologicas detectaveis (Ho, 1998). A razdo para as variacdes na historia natural da
infecg@o ndo esta estabelecida mas acredita-se que outros fatores, ou co-fatores sejam
importantes no desenvolvimento de neoplasia invasora de cérvice uterina em
mulheres com infeccdo pelo HPV. Embora alguns co-fatores estejam associados ao
risco de desenvolvimento de carcinoma epidermodide de cérvice (Moreno, 2002;
Munoz, 2002; Smith, 2002c; Smith, 2004; IARC, 2006), o impacto na progressao de
infeccdo pelo HPV para adenocarcinoma de cérvice uterina ainda ndo esta
estabelecido.

Desde 1989 quando Schmauz e cols. demonstraram que a infec¢do por
multiplas doengas sexualmente transmissiveis (DST) seria um fator de risco para CC
(Schmauz, 1989), sugerindo que DST adicionais ao HPV poderiam agir como co-
fatores, esta associa¢do vem sendo estudada. As infec¢des por Herpes Simples Virus-
2 (HSV-2) e Chlamydia Trachomatis (CT) sdo as DST cuja importancia como co-
fator a0 HPV na carcinogénese cervical vem sendo investigada.

Para avaliar a prevaléncia das infecgdes por HSV-2 ¢ CT e sua influéncia
como co-fator ao HPV na etiologia do adenocarcinoma de cérvice uterina, avaliamos
retrospectivamente uma série de casos utilizando a técnica de PCR para identificar a
presenga do DNA do HSV-2 e da CT em casos de adenocarcinoma de cérvice uterina

conservados em parafina.

Populacao e métodos
De janeiro de 1995 a dezembro de 2003, 206 casos de AC foram diagnosticados em um

hospital publico da regido sul do Brasil. Esta série de casos foi analisada previamente em um estudo



conduzido por Cambruzzi e col. (2005b), que avaliou a prevaléncia da infeccdo por HPV, através da
identificagdo de seu DNA por técnica de PCR. Nesta série, o DNA do HPV foi identificado em
79.4% dos casos (51% HPV 18 e 34% HPV 16).

Extra¢do do DNA:

Para a realizag@o do presente estudo, procedeu-se nova extragdo de DNA das 206 amostras
de adenocarcinoma de cérvice uterina. Os espécimes foram inicialmente desparafinizados com xileno
seguido por etanol, o DNA foi isolado com a utilizagdo do kit especifico para este fim, QlAamp
Tissue Kit (QIAGEN Inc., Santa Clarita, CA, USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
O DNA foi eluido em 100 pl de solugdo e 10 pl foram utilizados para a amplificagdo. Em todas as
amostras, a qualidade do DNA extraido foi avaliada através da amplificacdo por PCR de um segmento
de 268 pares de bases do gene da beta-globina humana. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa local.

Identificacdo do DNA do HSV-2:

A técnica de PCR foi realizada conforme descrito por Madhavan e colaboradores em 2003.
Os primers utilizados foram HSV-5’-ATG GTG AAC ATC GAC ATG TAC GG-3" e HSV-2’-CCT
CCT TGT CGA GGC CCC GAA AC-3’, que amplificam um fragmento de 391 pares de bases e
identificam o HSV-2 (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Para a amplificacdo, em 80 pmol de
dNTP foram colocados 1 pmol de cada primer, 10 mM de Tris HCI (pH 8,3), 50 mM de KCl, 1,5 mM
de MgCl2, 1 unidade de Taq polimerase e 1 microlitro de DNA da amostra. O perfil térmico do
termociclador foi ajustado em um programa que consistia em desnaturag@o inicial a 94°C por dois
minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 45
segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos. Controles positivos e negativos para HSV-2 e agua
foram utilizados. O produto obtido apds a passagem pelo termociclador (aliquota 10 pl) foi avaliado
por eletroforese em gel de agarose 2%, contendo 5 pg/ml de brometo de etidio. O resultado
considerado positivo foi a identificagio das bandas de 391 pares de base equivalente ao fragmento

descrito.

Identificacdo do DNA da CT:

Foram utilizados dois primers especificos para CT. Os primers CT05 (5’-GAT AGC GAG
CAC AAA GAG AGC TAA-3") e CTO06 (5’-TTC ACA TCT GTT TGC AAA ACA CGG TCG AAA
ACA AAG-3"), que amplificam um segmento de 281 pares de bases (Bobo, 1990), e os primers CH1
5’- ATG TCC AAA CTC ATC AGA CGA G-3’ and CH2 5°- CCT TCT TTA AGA GGT TTT ACC
CA - 3’, que amplificam um segmento de 603 pares de bases (Hartley, 2001) para confirmar a
identificagdo da CT. As reagdes de PCR foram realizadas em um volume de PCR 50 pl contendo 20
nmol/L Tris-HCI (pH 8.4), 50 mmol/L KClI, 3.0 (para CHI e CH2) e 2,5 mmol/L MgCI2 (para CTO05 e
CT06), 200 umol/L ANTP, 2.5 U de Taq DNA polimerase platinum (INVITROGEN, Grand Island,
NY, USA), e 25 pmol dos primers. A reagdo de PCR foi realizada em termociclador (MJ Research



Inc., Watertown, MA, USA) em um programa que consisitia de pré-incubacdo a 94°C por cinco
minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 20 segundos a 72°C. A
extensdo final foi realizada durante 4 minutes a 72°C. O produto obtido ap[os a amplificagdo (aliquota
20ul) foi avaliado através de eletroforese em gel de agarose 2%. Controles negativos e positivos para
CT e agua para controle de contaminagdo foram utilizados O resultado considerado positivo foi a

identificagdo das bandas equivalentes aos fragmentos descritos.

Resultados

O DNA da pB-globina foi identificado em 67 dos 206 casos de
adenocarcinoma. Destes casos, 86.5% (54/67 casos) eram do tipo histoldgico
mucinoso, 10.5% do tipo histolégico endometridide, 1.5% do tipo adenocarcinoma

de células claras e 1.5% adenocarcinoma seroso.

O DNA do HSV-2 e da CT nio foi identificado em nenhuma das 67 amostras

analisadas.

Discusséo

A infecgdo pelo HPV ¢ o principal fator etioldgico para o desenvolvimento de
lesdes precursoras e invasoras da cérvice uterina (Walboomers, 1999). Embora
muitas mulheres sejam infectadas por tipos oncogénicos de HPV, apenas um
pequeno numero desenvolve neoplasia cervical invasora, sugerindo que outros
cofatores devam estar presentes para o desenvolvimento do carcinoma invasor
(Castle, 2003; Castellsague¢, 2003). A despeito da utilizagdo de programas de
diagnostico precoce, estudos demonstram aumento da incidéncia de adenocarcinoma
de cérvice uterina em relacdo ao carcinoma epidermoéide (Vizcaino, 1998; Bray,
2005; Bulk, 2005). Embora a realizagdo do exame de citologia cervical oferega
alguma prote¢do contra adenocarcinoma cervical invasor (Mitchell, 2003), a
identificacao de co-fatores ao HPV ird aumentar o conhecimento da etiologia do AC
e podera também auxiliar no desenvolvimento de medidas de preven¢do especificas
para este tipo histologico de neoplasia cervical.

A associacdo da infec¢do pelo HPV com o comportamento sexual motivou a

avaliacdo da importancia de outras doencas sexualmente transmissiveis como co-



fatores ao HPV na carcinogénese cervical. Embora alguns estudos demonstrem a
existéncia de uma associagdo positiva entre infeccdo por HSV-2 e CT e risco
aumentado de desenvolvimento de lesdes precursoras e carcinoma invasor cervical
(Lulitanond, 1994; Yamakama, 1994; Daling, 1996; Gopalkrishna, 2000; Antilla,
2001; Smith, 2002; Wallin, 2002; Hinkula, 2004; Matsumoto, 2003; Smith, 2004;
Castellsagué, 2006), outros ndo demostraram esta associacdo (Munoz, 1995;
Reesink-Peters, 2001; Lehtinen, 2002; Tran-Thanh, 2003; Yang, 2004; Golijow,
2005; Pérez, 2006). As inconsisténcias entre estes estudos podem ser resultantes da
utilizagdo de diferentes métodos de deteccdo da infecgdo, diferentes taxas de
prevaléncia das infecgdes por HSV-2 e CT entre os grupos populacionais incluidos
na analise e principalmente inclusdo de casos de lesdes precursoras, carcinoma
epidemoide e adenocarcinoma de cérvice uterina na mesma série.

Devido a baixa prevaléncia de adenocarcinoma cervical, os estudos citados
anteriormente determinaram a associacdo da infeccdo por HSV-2 e CT através da
analise do subgrupo de pacientes com adenocarcinoma cervical. Em nosso
conhecimento este ¢ o primeiro estudo, incluindo somente casos de adenocarcinoma
cervical e utilizando a técnica de PCR para avaliar a associacdo entre estas infec¢des
e risco de desenvolvimento desta neoplasia em casos com e sem infec¢ao pelo HPV.

Em nosso estudo o DNA do HSV-2 ndo foi identificado em nenhum dos 67
casos de adenocarcinoma cervical analisados. Este resultado foi concordante pelo
descrito por Meng e cols. (1989), Lulitanond e cols. (1994) e Tran-Thanh e cols.
(2003), em estudos que incluiram somente um pequeno numero de casos de
adenocarcinoma cervical (3, 6 e 11 respectivamente).

Por outro lado, Yamakawa e cols. (1994), identificaram o DNA do HSV-2
em 27% dos casos de adenocarcinoma de cérvice, em concordancia com o descrito
pelos estudos soro-epidemiologicos, que demonstraram que a presenca de anticorpos
contra HSV-2 esta associado a um maior risco de adenocarcinoma (Smith, 2002;
Castellsagué, 2006).

A auséncia do DNA do HSV-2 nos casos de adenocarcinoma ndo exclui sua
participagdo como co-fator ao ao HPV na carcinogénese cervical. Embora casos
conservados em parafina constituam uma fonte importante de material para estudos

retrospectivos, (Ifner, 2003), o processo de fixacdo e o tempo de armazenamento



podem alterar consideravelmente a qualidade do DNA extraido (Tran-Thanh, 2003;
Yang, 2004; Melo, 2005). Como nossos casos foram fixados em formalina e
conservados em parafina, consideramos a possibilidade de dano ao DNA viral,
impossibilitando sua identificagdo por técnica de PCR.

Os resultados de estudos in vitro sugerem que o HSV-2 possa interagir
diretamente com o HPV aumentando o risco de carcinoma cervical invasor
(Galloway, 1990; Di Paolo, 1998). Entretanto, ¢ mais provavel que o aumento do
risco de cancer associado a infeccdo pelo HSV-2 esteja relacionado a resposta
inflamatéria cronica e aumento da proliferacdo e reparo celular ocasionado pela
infec¢do (Kiviat, 1990). Estes resultados confirmam os estudos soro-epidemiologicos
que demonstraram associa¢do positiva entre infec¢cdo por HSV-2 e adenocarcinoma
cervical invasor (Meng, 1989; Daling, 1996; Smith, 2002; Castellsagué, 2006),
entretanto, ndo podemos estimar o impacto destes fatores no resultado em nosso
estudo.

No presente estudo, o DNA da CT nao foi identificado em nenhum dos 67
casos de adenocarcinoma cervical incluidos na analise. Este achado reforg¢a os
resultados dos estudos soro-epidemioldgicos que nao demonstraram associagdo entre
a presenga de anticorpos séricos contra CT e risco aumentado de adenocarcinoma de
cérvice uterina (Koskella, 2000; Smith, 2004; Castellsagué, 2006), embora uma
associagdo positiva com carcinoma epidermoéide cervical tenha sido demostrada por
dois autores (Antilla, 2001; Smith, 2004). Analisados em conjunto, estes dados
sugerem que a infec¢do por CT ndo esteja envolvida como co-fator ao HPV na

carcinogénese do adenocarcinoma de cérvice uterina.

Este estudo confirma a importancia da infeccdo pelo HPV na etiologia do
adenocarcinoma cervical. Porém, o papel e a magnitude das co-infec¢des por outras
DST na carcinogénese desta neoplasias ainda ndo esta esclarecido. O presente estudo
reforca os demais, que sugerem que as co-infec¢des ndo tenham importancia
significativa para o carcinoma de cérvice uterina do sub-tipo histologico

adenocarcinoma.
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Introduction: Adenocarcinoma of the uterine cervice (AC) occurs in 15-20% of primary cervical
neoplasias. Although some etiologic factors for squamous cell carcinoma are well defined, and its
relationship with sexually transmitted disease as Human Papillomavirus (HPV) is established, we still
don’t know about the causative factors of most of AC besides HPV infection. Objectives: To
determine the presence of Herpes Simplex Virus Type 2 (HSV-2) and Chlamydia Trachomatis (CT)
DNA in AC specimens, and its correlation with HPV infection. Material and methods: 206 paraffin
embedded cases of AC were selected to DNA extraction. The specimens and the DNA were isolated.
Samples were first screened for f-globin DNA sequences, and 67 cases were considered adequate to
Sfurther analysis. In a previous analysis, DNA of HPV was identified in 79.4% of specimens included
in this series (51% HPV 18 and 34% HPV 16). The local ethical committee approved the study.
Results: Al samples were negative for HVS-2 DNA and CT DNA. Conclusions: In our series HSV-2
DNA and CT DNA were not found to be integrated to the genome of adenocarcinoma of the uterine

cervix and does not seems to be a co-factor for HPV on the etiology of this histologic subtype.

Introduction

Cervical cancer (CC) is an important public health problem worldwide.
Following skin and breast carcinoma, CC is the third most common cancer among
Brazilian women (Brasil, 2006), ranking first in some developing countries (Parkin,
2002). Adenocarcinoma of the uterine cervix (AC) constitutes a relatively rare
hystologic form of cervical cancer and occurs in 15-20% of primary cervical
neoplasias (Smith, 2000; Cambruzzi, 2005a). In spite of effective cytological
screening programs, the incidence rate of AC is increasing relative to that of
squamous cell carcinoma (SCC) (Vizcaino, 1998; Smith, 2000; Wang, 2004; Bray,
2005; Bulk, 2005).



Persistent viral infection with the high-risk types of HPV is established as a
necessary cause for the development of squamous cell and the majority of
adenocarcinoma of the uterine cervix (Walboomers, 1999; Cambruzzi, 2005b;
Castellsagué, 2006). HPV 18 is a risk factor for the development of adenocarcinoma
whereas HPV 16 is associated with both histologic types (Bulk, 2006; Castellsagué,
2006). The natural history studies of HPV infection have shown that, different from
those that progress to cancer, most infections are transient and not associated with
detectable cytological abnormalities (Ho, 1998). The reasons for this variable natural
history are poorly understood but it has been generally assumed that other causes or
co-factors must be important for the development of neoplasia in HPV-infected
women. Although several co-factors have been associated with the risk of SCC
(Moreno, 2002; Munoz, 2002; Smith, 2002; Smith, 2004; ITARC, 2006), their impact
on the progression of HPV-infected cervical cells to adenocarcinoma remains
unclear.

Since 1989, when Schmauz et al. published that multiple sexually transmitted
diseases (STD) were a risk factor for CC (Schmauz, 1989), suggesting that additional
non-HPV STD may act as HPV co-factors, even after adjustment for HPV, this
association has been studied. Among other STD, Herpes Simplex Virus-2 (HSV-2)
and Chlamydia Trachomatis (CT) infection has been investigated as HPV co-factor
for cervical carcinogenesis (Smith, 2002; Smith, 2004).

To examine the prevalence of the HSV-2 and CT infection and its influence
as a co-factor of HPV in the etiology of adenocarcinoma of the uterine cervix, we
performed a retrospective study using PCR to detect the presence of HSV-2 DNA
and CT DNA in paraffin embedded cancer tissue.

Material and methods

From January 1995 to December 2003, 206 cases of AC were diagnosed in a public hospital
in the South of Brazil. In a previous study conducted by Cambruzzi et al. (2005b) the HPV DNA was
identified in 79.4% of adenocarcinoma specimens (51% HPV 18 and 34% HPV 16).

DNA extraction:
Paraffin embedded tissue was selected and DNA extraction was performed. The biopsy
specimens for DNA analysis were deparaffinize with xylene followed by ethanol, and the DNA was

isolated using the QIAamp Tissue Kit (QIAGEN Inc., Santa Clarita, CA, USA) according to the



manufacturer’s instructions. The DNA was eluted in 100 pl of elution buffer and 10 pl were used for
the amplification reaction. Samples were first screened for B-globin DNA sequences, and 67 was

considered adequate to further analysis. The local ethical committee approved the study.

HSV-2 DNA detection:

To detect HSV-2 DNA using polymerase chain reaction, a pair of primers that bracket 391
base pair segment of DNA polymerase gene was used as described by Madhavan et al. (2003). The
sequences are an upstream primer HSV-5’-ATG GTG AAC ATC GAC ATG TAC GG-3’ and one
type specific downstream primer HSV-2-5’- CCT CCT TGT CGA GGC CCC GAA AC-3’
(Invitrogen Custom Primers, Sdo Paulo, Brazil). The reaction conditions contained 1pg sample of
DNA. For amplification, a 25 pl reaction was set with 80 pmol of ANTP, 1 pmol of each primer, 10
mM of Tris HCI (pH 8,3), 50 mM of KCl, 1,5 mM of MgCI2 and 1 unit of Tag polymerase. One
microlitre of DNA was added as the template. The thermal profile consisted of denaturation at 94°C
for 2 minutes followed by 40 cycles with 45 seconds of denaturation (94°C), annealing (60°C) and
extension (72°C). Negative and positive HSV-2 controls as well as water as a negative contamination
PCR control were included in each assay. The amplified products were analyzed by gel
electrophoresis using 2% agarose containing 0.5 pg/ml of ethidium bromide. The results were

considered positive when the product that was equivalent to the fragment described was found.

CT DNA detection:

PCR primer sets specific for the CT gene were used. The primer pairs CT05 and CT06 were
designed by Bobo et al. (1990). These primers: CT05 (5’-GAT AGC GAG CAC AAA GAG AGC
TAA-3’) and CT06 (5’-TTC ACA TCT GTT TGC AAA ACA CGG TCG AAA ACA AAG-3’)
amplify a 281 bp product from the CT major outer membrane protein (MOMP) gene. To confirm CT
identification, another PCR test, with primers annealing to the Chlamydia spp, was performed. The
primers employed, CH1 5’- ATG TCC AAA CTC ATC AGA CGA G-3’ and CH2 5’- CCT TCT
TTA AGA GGT TTT ACC CA - 3’ amplify a 603 bp product from omp2 gene, designed by Hartley
et al. (2001). PCR reactions were performed in a volume of 50 pl containing 20 nmol/L of Tris-HC1
(pH 8.4), 50 mmol/L of KCl, 3.0 (for CH1 and CH2) and 2,5 mmol/L of MgCI2 (for CT05 and
CTO06), 200 pmol/L of deoxynucleoside triphophase, 2.5 U of Platinum Taq DNA polymerase
(INVITROGEN, Grand Island, NY, USA) and 25 pmol of both forward and reverse primers. PCR
was performed in a PTC — 1196 DNA thermocycler (MJ Research Inc., Watertown, MA, USA) under
the following conditions: 5 minute preincubation at 94°C, followed by 35 cycles of 30 seconds at
94°C, 30 seconds at 60°C and 20 seconds at 72°C. Final extension was performed for 4 minutes at
72°C. The amplimers were examined by electrophoresis on 2% agarose gels according to standard
procedures. Negative and positive Chlamydia trachomatis controls as well as water as a negative
contamination PCR control were included in each assay. PCR amplification was performed in
duplicate for each DNA sample. The results were considered positive when the product that was

equivalent to the fragment described was found.



Results

Overall, 67 of the 206 paraffin embedded cases of cervical adenocarcinoma
were [-globin positive and were further analyzed for the presence of HSV-2 and CT
DNA. The predominant histologic subtype was mucinous adenocarcinoma (86.5%),
followed by endometrioid adenocarcinoma (10.5%). None of the 67 cervical

adenocarcinoma cases included in our analysis contained HVS-2 DNA or CT DNA.

Discussion

HPV infection is the main etiologic factor for invasive and pre-invasive
cervical neoplasia (Walboomers, 1999; Castellsagué, 2006). However, from women
infected with high-risk types of HPV, only a small subset will develop invasive
cervical cancer, suggesting that other co-factors must be present for the development
of malignancy (Castle, 2003; Castellsagueé, 2003). In spite of utilization of high
quality cytologic screening programs, studies have reported increasing rates of
cervical adenocarcinoma relative to SCC (Vizcaino, 1998; Bray, 2005; Bulk, 2005).
Although cervical screening offers some protection against invasive carcinoma
(Mitchell, 2003), due to early detection of pre-malignant lesions, the identification of
co-fators for HPV improves the understanding of etiology of AC and may also be
useful from a prevention standpoint.

The association of HPV infection with sexual behaviour has motivated the
search for a sexually transmitted agent other than HPV, which may be a cofactor for
cervical carcinogenesis. Although some studies have found a positive association of
HSV-2 and CT and pre-invasive and invasive cervical neoplasia (Lulitanond, 1994;
Yamakama, 1994; Daling, 1996; Gopalkrishna, 2000; Antilla, 2001; Smith, 2002;
Wallin, 2002; Hinkula, 2004; Matsumoto, 2003; Smith, 2004; Castellsagué¢, 2006),
others failed to find such association (Munoz, 1995; Reesink-Peters, 2001; Lehtinen,
2002; Tran-Thanh, 2003; Yang, 2004; Golijow, 2005; Pérez, 2006). The
inconsistencies among these studies could derive from differences in the detection

methods used, differences in the prevalence of HSV-2 and CT infection among



different populations included in the analysis, and inclusion of cases of pre-invasive
cervical lesions, SCC and AC of the uterine cervix in the same series.

Because of low prevalence of cervical adenocarcinoma, studies have included
both histologic types and the association with HSV-2 and CT infection was
determinate by the analysis of the subgroup of patients with cervical AC. To our
knowledge, this is the first report using PCR, a highly sensitive diagnostic method, to
examine this association specifically in cervical AC specimens.

In our study, the HSV-2 DNA was not identified in any of the 67 cervical AC
specimens included in the analysis. This result is similar to those described by Meng
et al. (1989), Lulitanond et al. (1994) and Tran-Thanh et al. (2003), in studies that
included only a small number of cervical AC cases (3, 6 and 11 respectively).

On the other hand, Yamakawa et al. (1994), have found HSV-2 DNA in 27%
of cervical AC cases, in accordance with epidemiologic studies that showed that
HSV-2 seroprevalence was significantly higher among cases of cervical AC than
among control specimens (Smith, 2002); among HPV DNA-positive cases, HSV-2
positivity was associated with increased risk of AC (OR=2.27; 95% 1C=1.23-4.18),
after adjustment for potential confounders (Castellsagué, 2006).

The absence of HSV-2 DNA in cervical AC biopsy does not exclude its
participation as a co-factor in cervical carcinogenesis. Although archival specimens
including paraffin-embedded tissue constitute an important source of materials for
retrospective studies (Ifner, 2003), it is well known that the time of fixation and the
type of fixative used can considerably affect the quality of extracted DNA (Tran-
Thanh, 2003; Yang, 2004; Melo, 2005). As our specimens were formalin-treated and
paraffin-embedded, we considered the possibility that conditions as well as time of
storage may have affected the HSV-2 DNA stability for PCR detection.

Results of several in vitro studies in transfected cell lines suggest that HSV-2
may interact directly with HPV to increase the risk of cervical cancer (Galloway,
1990; Di Paolo, 1998). However, it is more likely that the increased cancer risk
associated with HSV-2 is the result of chronic inflammatory response and increased
epithelial cell repair and proliferation (Kiviat, 1990). These findings support

epidemiological studies that found a positive association between HSV-2 seroposity



and invasive cervical AC (Meng, 1989; Daling, 1996; Smith, 2002; Castellsagué,

2006), however we cannot estimate the impact of those factors in our results.

In the present study, CT DNA was not identified in any of the 67 cervical AC
specimens included in the analysis. This finding supports the results of the
epidemiologic studies that have shown no association between the presence of serum
antibodies to CT and higher risk of cervical AC (Koskella, 2000; Smith, 2004;
Castellsagué, 2006), although a positive association with SCC of the uterine cervix
had been shown (Antilla, 2001; Smith, 2004). Taking together, those data suggest
that CT infection may not be suggested as an HPV’s co-factor in the development of

cervical AC.

This study supports the central role of HPV on the etiology of cervical
adenocarcinoma. Our findings suggest that HSV-2 and CT infection has no effect on
cervical adenocarcinoma risk. However, the impact of sexually transmitted diseases

other than HPV in cervical carcinogenesis remains to be proved.
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ANEXO 1- Casos e Métodos

I Delineamento

- Estudo de série de casos para determinar o objetivo primario.

- Estudo transversal para determinar o objetivo secundario.

IT Descricao da Amostra

A avaliacao da prevaléncia da infeccao por HSV-2 e CT em adenocarcinoma
de cérvice uterina e sua associacdo com a infec¢do pelo HPV, foi realizada em casos
de adenocarcinoma de cérvice uterina utilizados em um estudo realizado nesta
mesma instituicdo, que avaliou a relacdo da expressdo de Ki-67 e lesdes
intraepiteliais escamosas em adenocarcinoma endocervical associado ao HPV

(Cambruzzi, 2005).

A amostra consiste em 206 casos de adenocarcinoma endocervical primarios,
fixados em formalina a 10% e incluidas em parafina, diagnosticados no periodo de
1995 a 2003, provenientes do arquivo do laboratorio de patologia de um hospital
publico de Porto Alegre. Os espécimes de cérvice uterina consistiam de bidpsia
convencional, coniza¢do, produto de curetagem uterina (somente canal cervical),
histerectomia simples e pan-histerectomia. Foram excluidos da analise os casos de
adenocarcinoma in situ, neoplasias metastaticas em cérvice uterina, neoplasias
estromais e demais tumores epiteliais do colo uterino. A avaliagdo microscopica das
lesdes do colo uterino foi realizada através da observagdo de cortes histologicos de
03 micrometros de espessura e corados por hematoxilina-eosina. Todos os
diagnosticos foram revisados por dois patologistas individualmente e em conjunto
havendo uma concordancia de 100% entre o diagnostico prévio e os dados obtidos

pelo estudo (razdo do teste de Kappa igual a +1).



De cada caso (bloco de parafina), foram selecionadas areas especificas por
meio de dissecgdo microscopica, que continham somente células glandulares
tumorais. Obtiveram-se cortes de 10 micrdmetros de espessura, sendo alocados em
tubos de eppendorf. Procedeu-se extragdo do DNA a qualidade do DNA extraido foi
verificada pela amplificacdo do gene da beta-globina humana. A identificacao do
HPV foi realizada através da técnica de PCR, que utilizou os primers GP5+/GP6+,
que amplificam um fragmento de 140 pares de base na regido L1. Primers
especificos para as seqiiéncias de oligonucleotideos das proteinas E6 ¢ E7 foram
utilizados para a diferenciacdo entre os tipos de HPV (HPV-16 ¢ HPV-18). A
infeccdo pelo HPV foi identificada em 79.48% dos casos. Destes, o HPV 18 foi
encontrado em 51.09% e o HPV 16 em 34.06% dos casos. Os casos restantes

(14.85%) correspondem a outros tipos HPV.

[T Extracdo do DNA

Para a realizacao do presente estudo, procedeu-se nova extracao de DNA das
206 amostras de adenocarcinoma de cérvice uterina. Os espécimes foram
inicialmente desparafinizados com xileno seguido por etanol, o DNA foi isolado com
a utilizacdo do kit especifico para este fim, QIAamp Tissue Kit (QIAGEN Inc., Santa
Clarita, CA, USA) de acordo com as recomendag¢des do fabricante. O DNA foi
eluido em 100 pl de solucao tampao e 10 pl foram utilizados para a realizagcao da
reacdo de amplificacdo. Em todas as amostras, a qualidade do DNA extraido foi
avaliada através da amplificagdo por PCR de um segmento de 268 pares de bases do

gene da beta-globina humana (Bauer, 1991; Coutleé, 1999).

IV Critérios diagnosticos de co-infec¢ao

a. Virus Herpes Simples Tipo 2

A técnica de PCR foi realizada conforme descrito por Madhavan e
colaboradores em 2003. Os primers utilizados foram HSV-5’-ATG GTG AAC ATC
GAC ATG TAC GG-3" e HSV-2’-CCT CCT TGT CGA GGC CCC GAA AC-3’,
que amplificam um fragmento de 391 pares de bases e identificam o HSV-2

(Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Para a amplificacdo, em 80 pmol de dNTP



foram colocados 1 umol de cada primer, 10 mM de Tris HCI (pH 8,3), 50 mM de
KCL 1,5 mM de MgCl,, 1 unidade de Taq polimerase e 1 pug de DNA da amostra. O
perfil térmico do termociclador foi ajustado em um programa que consistia em
desnaturagdo inicial a 94°C por dois minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturacao
a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por
45 segundos. Controles positivos e negativos para HSV-2 e dgua foram utilizados. O
produto obtido apds a passagem pelo termociclador (aliquota 10 pl) foi avaliado por
eletroforese em gel de agarose 2%, contendo 0.5 pg/ml de brometo de etidio. O
resultado considerado positivo foi a identificagdo das bandas de 391 pares de base

equivalente ao fragmento descrito.

b. Chlamydia trachomatis (CT)

Foram utilizados dois primers especificos para CT. Os primers CTO05 (5°-
GAT AGC GAG CAC AAA GAG AGC TAA-3’) e CTO06 (5°-TTC ACA TCT GTT
TGC AAA ACA CGG TCG AAA ACA AAG-3’), que amplificam um segmento de
281 pares de bases (Bobo, 1990), e os primers CH1 5’- ATG TCC AAA CTC ATC
AGA CGA G-3’ and CH2 5’- CCT TCT TTA AGA GGT TTT ACC CA - 3’, que
amplificam um segmento de 603 pares de bases (Hartley, 2001) para confirmar a
identificagdo da CT. As reagdes de PCR foram realizadas em um volume de PCR 50
ul contendo 20 nmol/L Tris-HCI (pH 8.4), 50 mmol/L KClI, 3.0 (para CH1 ¢ CH2) ¢
2,5 mmol/L MgCl2 (para CT05 e CT06), 200 umol/L dNTP, 2.5 U de Taq DNA
polimerase platinum (INVITROGEN, Grand Island, NY, USA), e 25 pmol dos
primers. A reacdo de PCR foi realizada em termociclador (MJ Research Inc.,
Watertown, MA, USA) em um programa que consisitia de pré-incubagao a 94°C por
cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 20
segundos a 72°C. A extensao final foi realizada durante 4 minutes a 72°C. O produto
obtido ap[os a amplificagdo (aliquota 20ul) foi avaliado através de eletroforese em
gel de agarose 2%. Controles negativos e positivos para CT e dgua para controle de
contaminagdo foram utilizados O resultado considerado positivo foi a identificagdo

das bandas equivalentes aos fragmentos descritos.

V Analise dos Resultados



Os dados sdo descritos quanto as suas medidas de freqiiéncias, tendéncia
central e dispersdo. A associacdo entre a prevaléncia das infeccdes com a freqiiéncia

do HPV ¢ descrita através da razao de prevaléncia.
VI Consideragdes Eticas

Conforme as normas do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Irmandade
Santa Casa de Misericordia, o estudo foi submetido a sua apreciagdo. Por tratar-se de
um estudo envolvendo material bioldgico conservado em parafina, o consentimento
informado nao foi aplicado. O material genético extraido das amostras sera utilizado
somente para analise dos agentes infecciosos estudados. Os resultados encontrados
serdo utilizados somente para os fins propostos no estudo, ficando a disposi¢ao para
eventuais consultas na biblioteca da Instituicdo. Este estudo foi aprovado em 4 de

maio de 2004, parecer co-substanciado nimero 141/04 (anexo 2).
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ANEXO 3 - Figuras

Figura 1: Amplificagdo por PCR do DNA do HSV-2 (linha 1 marcador de peso
molecular 100 pares de bases; linhas 2 e 3 amostras de adenocarcinoma de cérvice

uterina; linas 4 € 5 controles positivos para HSV-2 e linha 6 controle negativo).

1 2 3 456




Figura 2: Amplificacao por PCR de um segmento de 603 pares de base do DNA da
CT (linhas 1 a 30 amostras de adenocarcinoma de cérvice uterina; linhas 31 e 32
controles positivos para CT; linha 33 controle negativo e linha 34 marcador de peso

molecular 100 pares de bases).
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Figura 3: Amplificacdo por PCR de um segmento de 281 pares de bases do DNA da
CT (linhas 1 a 4 amostras de adenocarcinoma de cérvice uterina; linhas 5 e 6
controles positivos para CT; linha 7 controle negativo e linha 8 marcador de peso

molecular 100 pares de bases).
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