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RESUMO

Introdugao: Os Papillomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico sao os
agentes etiolégicos da neoplasia cervical. Contudo, a infecgao pelo HPV néao é
suficiente para a carcinogénese, e outras infecgées sexualmente transmissiveis
(IST) parecem aumentar o risco de neoplasia cervical. A significante associagao



entre o HPV e outras infecgdes sexualmente transmissiveis no desenvolvimento
de neoplasias cervicais tem sido investigada e dados mais consistentes tem
apontado para uma associagdo com a Chlamydia trachomatis (C. trachomatis). A
exata relagdo entre C. trachomatis e a infeccao por HPV ainda nédo é
completamente entendida. E possivel que a infecgdo por C. trachomatis atue
como um fator independente ou como um co-fator para o HPV no
desenvolvimento de neoplasia cervical. O objetivo deste estudo foi avaliar a
soropositividade de C. trachomatis em mulheres HPV positivas correlacionando
com a severidade do diagnédstico de neoplasia cervical em uma area central do
Brasil. Metodologia: Um total de 131 mulheres encaminhadas a Clinica de
Colposcopia, do Hospital Santa Casa de Misericordia de Goiania em Goias,
Brasil, devido a um exame citopatolégico alterado foram incluidas no estudo. A
deteccdo do DNA do HPV foi realizada por reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) utilizando os primers PGMY09/PGMY 11, e a genotipagem foi realizada por
hibridizagao reversa em pontos. A soropositividade de C. trachomatis foi avaliada
usando ELISA para deteccédo de anticorpos IgG. Resultados: A prevaléncia total
da infecgao por HPV foi 86,3% (113/131). A soropositividade de C. trachomatis foi
de 26% (34/131). Trinta e uma mulheres (27,3%; 31/113) foram positivas para
HPV e C. trachomatis. Destas, 12,9% (4/31) tinham diagnédstico histopatoldgico
negativo, enquanto, 87,1% (27/31) tinham diagndstico histolégico de NIC e
carcinomas invasivos. O tipo de HPV mais prevalente nas mulheres C.
trachomatis soropositivas foi o HPV16 (51,6%; 16/31) e nestas mulheres, este tipo
estava presente em 50% (2/4) dos casos negativos, 33,3% (3/9) dos casos de
NIC1, 53,3% (8/15) dos casos de NIC2/NIC3 e 100% (3/3) dos casos de
carcinoma invasivo. Tomando como referéncia casos negativos para HPV/ C.
frachomatis, a positividade para HPV/ C. trachomatis foi significantemente
associada com diagnostico de NIC2 ou lesdo mais severa, especialmente para os
tipos 16 e 18. Nenhuma associagao foi observada considerando outros tipos de
HPV. Nenhuma associacdo também foi observada considerando casos HPV/ C.
trachomatis positivos, pegando como referéncia casos HPV positivos e C.
trachomatis negativos. Uma significancia limitrofe foi observada quando a
referéncia foram casos HPV positivos e C. frachomatis negativos. Houve
significancia limitrofe entre outros tipos de HPV e positividade para C. trachomatis
com diagnéstico de neoplasia considerando como referéncia, casos HPV/ C.
trachomatis negativos. Conclusdo: A co-infeccdo HPV/ C. trachomatis,
especialmente para os tipos 16 e 18, foi significativamente associada com
diagnéstico de neoplasia cervical.

Palvras-Chave: Chlamydia trachomatis, HPV, neoplasia intraepitelial cervical,
carcinoma de células escamosas, esfregaco cervical, PCR e sorologia.

ABSTRACT

Background: High-risk papillomavirus (HPV) is the etiological agent for cervical
neoplasia. However, the presence of singly HPV infection is unlikely to be
sufficient for cervical carcinogenesis, and other sexually transmitted infections
(STI) may increase the risk of cervical neoplasia. The significance of the



association between the human papillomavirus (HPV) and other sexually
transmitted infections in the development of cervical neoplasias has been
investigated and the more consistent data have pointed to an association with
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis). However, the exact relationship between
C. trachomatis and HPV infection remains not completely understood. It is
possible that C. frachomatis infection may be an independent factor or cofactor for
HPV in the development of cervical neoplasia. Objective: The objective of this
study was to evaluate the seropositivity for Chlamydia trachomatis in HPV-positive
women correlating with the severity of cervical neoplasia in central area of Brazil.
Methodology: A total of 131 women referred to colposcopic clinic, in Goias, Brazil
because of an abnormal cervical smear were included in the study. HPV DNA was
detected by polymerase chain reaction using PGMY09/PGMY11 primers, and
genotyping was performed by reverse dot blot hybridization. Seropositivity for C.
trachomatis was evaluated using ELISA for the detection of IgG antibodies.
Results: The total prevalence of HPV infection was 86.3% (113/131).
Seropositivity for C. trachomatis was 26% (34/131). Thirty one women (27.4%;
31/113) tested simultaneously positive for C. trachomatis and HPV. Of these,
12.9% (4/31) tested negative at histology, while 87.1% (27/31) tested positive for
CIN and invasive carcinomas. The most prevalent HPV type in the C. trachomatis
seropositive women was HPV 16 (51.6%; 16/31) and in these women, this type
was present in 50% (2/4) of cases negative, 33.3% (3/9) of cases CIN1, 53.3%
(8/15) of cases CIN2/CIN3 and 100% (3/3) of cases invasive carcinoma. Taking
as reference cases negative for HPV/ C. trachomatis, the positivity for HPV/ C.
trachomatis was significantly associated with CIN 2 or worse diagnostic, especially
the types 16 and 18. A borderline significance was observed when the reference
was HPV positive and C. trachomatis negative cases. There was a borderline
significance between other types of HPV and positivity for C. trachomatis with
neoplastic diagnosis considering as reference HPV/ C. trachomatis negative
cases, Conclusions: C. frachomatis seropositivity was associated with severity
of cervical neoplasia in women HPV positives. Then, it may be important to screen
for the simultaneous presence of C. frachomatis which may have synergistic
pathological effects.

Keywords: Chlamydia trachomatis; HPV; cervical intraepithelial neoplasia,
squamous cell carcinoma, cervical smear, PCR, serology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer do colo uterino

O Céancer do Colo Uterino ¢ o segundo tipo de cancer entre as
mulheres (Snijders et al. 2006) sendo uma significante causa de mortalidade em
varias regides do mundo (Golijow et al., 2005). No Brasil representa o terceiro tipo
de cancer mais incidente entre as mulheres, com estimativa de 19 mil casos em
2009, perdendo apenas para os de pele ndo melanomas e o cancer de mama
(INCA, 2009).

O cancer do colo uterino, mesmo com campanhas e métodos de
diagnosticos eficazes, continua sendo a principal causa de morte entre
mulheres em paises em desenvolvimento. No mundo morrem anualmente
cerca de 230000 mulheres devido o cancer do colo de utero, dos quais 80% em
paises em desenvolvimento (Zeferino & Derchain et al., 2006). Este cancer
evolui a partir de lesbes precursoras, chamadas de neoplasias intra-epiteliais
cervicais (NIC). Estas lesdes, classificadas histologicamente com base na
atipia progressiva das células epiteliais (Steenbergen et al., 2005), sdo
usualmente pequenas e frequentemente aparecem como focos de células
atipicas que se misturam ao tecido normal, mas sem constituir uma massa

tumoral bem definida (Crum et al, 1997).

As NIC sao caracterizadas pela perda gradual de funcgbes celulares
basicas como divisdo e diferenciagdo. As células anormais perdem
gradualmente as funcbes de controle de crescimento normal, ndo se

diferenciam adequadamente e como consequéncia, ha proliferacdo



desordenada. Se a anormalidade progride, as células perdem gradativamente a
sua capacidade de diferenciacédo até que toda a espessura do epitélio seja

composta por células indiferenciadas (DeMay, 1993, Crum et al., 1997).

A NIC 1 é caracterizada por atipia nuclear minima, altera¢des celulares
restritas ao terco inferior do epitélio cervical, baixos indices de mitoses e
auséncia de mitoses bizarras ou anormais. As NIC 2 e NIC 3 sao
caracterizadas por pleomorfismo e hipercromasia mais intensa. Além disto, as
atipias chegam até o terco médio do epitélio cervical no caso das NIC 2, ou

ocupam o tergo superior do epitélio cervical nas NIC 3 (Crum et al., 1997).

As NIC podem ser diagnosticadas em exame citopatolégico de células
cervicais esfoliadas e confirmadas por exame histolégico de material cervical
(Woodman et al, 2007). Para os exames citopatolégicos € utilizada a classificagao
de Bethesda que foi criada para reduzir as categorias de diagnéstico e melhorar a
concordancia entre observadores, principalmente, relacionada a classificagdo de

NIC, até entdo também utilizada para exames citopatoldgicos.

O sistema de Bethesda adotou o termo lesdo intraepitelial escamosa
(LIE) que sao divididas em LIE de baixo grau (LIEBG) e LIE de alto grau (LIEAG)
(Solomon & Nayar 2004). O diagnéstico de LIEBG inclui os diagndsticos de NIC 1

e o diagnostico citopatologico de LIEAG do sistema de Bethesda, corresponde a

NIC 2 e NIC 3 (D’Ottaviano et al, 2004; Kurman & Solomon, 1994). A jungao entre
NIC 2 e NIC 3 na categoria LIEAG foi questionada ja que uma lesdo do tipo NIC 2
sem tratamento se aproxima mais da NIC 1 que da NIC 3, porém a distingdo de

NIC 2 e NIC 3 é pouco reprodutivel (Solomon & Nayar 2004).



A importancia de infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) no
desenvolvimento do cancer cervical e suas lesbes precursoras, ja foi
reconhecida ha mais de 20 anos (Golijow et al., 2005). A principal descoberta
em etiologia de cénceres humanos foi o reconhecimento de que o céncer do
colo uterino é consequéncia da infecgdo por alguns tipos de Papilomavirus
humano (HPV) (Bosch, 2003). Este virus esta presente em mais de 99,7% dos
casos de cancer do colo do utero (Walboomers et al., 1999) e é considerado o
agente sexualmente transmissivel mais comum em varios paises (Bosch &
Munoz, 2002).

Infecgbes persistentes por HPV de alto risco oncogénico adquiridas
durante a fase reprodutiva podem causar, o cancer do colo uterino e suas
lesbes precursoras (Herrero et al., 2005, Castle et al., 2002). Varios fatores
secundarios parecem influenciar na persisténcia da infecgdo por HPV e
aumentar o risco de progressao para neoplasia cervical, como o fumo, paridade,
o uso de contraceptivos orais (Castle et al., 2002) e outras infecgdes
sexualmente transmissiveis (ISTs). Contudo, a co-infec¢do que tem tido maior
destaque é a de HPV e Chlamydia trachomatis (C. trachomatis).

A infeccdo por Chlamydia trachomatis tem sido associada com
hipertrofia cervical e indu¢cdo de metaplasia escamosa fornecendo evidéncias
para um possivel papel da Chlamydia trachomatis na etiologia das lesdes
cervicais (Golijow et al., 2005). Além disto, a infeccdo por Chlamydia
trachomatis parece aumentar a suscetibilidade ao HPV em um nivel basal por
facilitar o acesso as células epiteliais basais por micro-abrasées ou por alterar
as caracteristicas das células epiteliais, aumentando a carga viral da infeccéo e

facilitando a persisténcia. Alternativamente, a infeccdo concorrente por



Chlamydia trachomatis pode impedir a resolugdo da infeccédo pelo HPV por

indugdo de uma mudanga no padrao da resposta imune (Samoff et al., 2005).

1.2. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

1.2.1. Biologia do virus HPV

O HPV é um virus da familia Papillomaviridae que infecta células
epiteliais, é icosaédrico, ndo envelopado e seu acido nucléico é constituido de
DNA de fita dupla circular variando de 5 a 8 Kbp de tamanho, dividido em regiao
reguladora (LCR — long control region), que contém a origem de replicagao
(ORI) e a maioria dos promotores de transcricdo. As regides codificadoras sao
denominadas ORF (open reading frames) e contém as sequéncias precoce e
tardia (Southern & Herrington, 1998) (Figura 1).

A regiao tardia (L-late), que codifica as proteinas do capsideo (L1 e L2),
€ responsavel pelas etapas finais da replicagdo do virus, como sintese de
proteinas estruturais do capsideo (Finnen et al., 2003; Florin et al., 2002).

A regiao precoce (E-early) codifica as proteinas envolvidas na
replicacdo do DNA viral e transformacgao celular, das quais destacam E1, E2, E6
e E7(Buck et al., 2008). As duas proteinas reguladoras, E1 e E2, modulam a
transcricao e replicacao (de Villiers et al., 2004) .

As oncoproteinas, E6 e E7, modulam o processo de transformacao (de
Villiers et al., 2004), alteram o metabolismo da célula hospedeira favorecendo o
desenvolvimento neoplasico. Estes dois genes causam a inativagcdo de duas
importantes proteinas supressoras de tumor — p53 e retinoblastoma (pRb)

(Rapose, 2009). Em situagdes normais, a p53 age como fator de transcricao, se



ligando a sequéncias especificas do DNA. A ativagdo da p53 induz a parada do
ciclo celular frente a fatores que danificam o material genético, permitindo o
reparo do DNA antes da progressao do ciclo celular. Em algumas condi¢des, a
ativagdo da p53 pode resultar em apoptose celular (Levine, 1991). A pRb, na
sua forma ativa, esta ligada ao fator de transcricdo E2F, inibindo a acédo
transcricional deste (Classon & Harlow, 2002; Grinstein, 2006). Esta proteina
atua na fase G1, controlando a proliferagao, a diferenciagcdo e a sobrevivéncia
da célula.

A oncoproteina E6 se liga e degrada a proteina p53 da célula
hospedeira inibindo a apoptose da célula infectada. A oncoproteina E7 se liga a
proteina do retinoblastoma (pRb) inibindo sua fungao. (Scheurer et al., 2005). A
perda da fungéo das proteinas regulatorias pode resultar na deficiéncia ou perda
do controle do ciclo celular, conduzindo a célula a um processo de proliferagao
desregulada, eventualmente propiciando o desenvolvimento de uma neoplasia
(Levine, 1991).

Atualmente sdo descritas novas fungdes destas oncoproteinas. A
oncoproteina E6 tem a funcao de ativacao da telomerase através da expressao
da subunidade catalitica da transcriptase reversa de telomerase humana
(hTERT). A hTERT & um componente da atividade da telomerase, que em
condigdes normais é expressa somente em células como as stem cells (células
tronco) . E6 promove a diminui¢do dos niveis de Notch1, gene humano que atua
no controle das decisbées do destino das células, mecanismo que tem sido
apontado como necessaria para sustentar a expressao de E6 juntamente com
E7 e para a transformagao maligna em fases tardias da carcinogénese cervical.

A baixa regulacéo de Notch1 por E6 parece levar a inibicdo da diferenciagao e



ao crescimento celular anormal. Por fim, E6 também fragmenta as proteinas
contendo o dominio PSD95/DIg/Z0-1 (PDZ) que tem o papel de manutengéo da
polaridade das células, formagdo das jungbes de aderéncia célula-célula e
organizacgao de varios complexos sinalizadores de proteinas. Esta fragmentagcao
resulta em perda da polaridade celular ou mudanga morfolégica associada com
a transicao epitélio-mesenquimal podendo, portanto, levar a transformacao e a
carcinogénese (Yugawa & Kiyono, 2009).

As oconproteinas E7 possuem regides conservadas em sua porgao
amino terminal, denominadas CR1 e CR2. CR1 é conhecida por seu papel
importante na transformacéo celular provocada por E7. Recentemente, verificou-
se que E7 interage com a proteina RB de 600 kDa, a p600, cuja fungédo é
diminuir a sinalizagcdo mediada por integrina levando a sensibilizagdo das
células a apoptose induzida pelo desprendimento celular. E7 desregula a
proteina p600 inibindo indiretamente a apoptose (Yugawa & Kiyono, 2009). .

Além disso, E7 interage com p300 fator associado (P/CAF). P/CAF é
um coativador transcricional encontrado na proteina RB acetilada, condigao
necessaria para diferenciagdo celular. P/CAF ao interagir com E7 tem sua
atividade de acetiltransferase reduzida levando a supressao da diferenciagao
dos queratindcitos e fortalecimento do crescimento celular. A expresséo de E7
promove ainda o aumento da expressao do proto-oncogene DEK através de via
dependende das proteinas da familia pRb, e a evasdo a senescéncia celular
induzida por PML (promyelocytic leukemia protein), proteina supressora de
tumor, favorecendo a transformag¢ao oncogénica (Yugawa & Kiyono, 2009).

Além disto, E6 e E7 podem causar desestabilizagdo cromossdémica (Zur

Hausen, 2000; Moscicki, 2008). A desregulacdo do complexo ciclina e E/CDK2



E7 de HPV de alto risco, mas ndo da proteina E7 de HPV de baixo risco resulta
em multiplicagdo excessiva de centrossomos multipolares aberrantes. Além
disto, E6 e E7 induzem cooperativamente aberracbes numéricas nos
centrossomos e eventuais aneuploidias em células super-expressando E6 e/ou
E7. A quebra da ponte de fusdo cromossdmica favorece rearranjos
cromossOmicos, incluindo translocacdes, adi¢cdes e exclusdes. E6 e E7 também
aumentam a expressao de genes envolvidos na transigdo da fase G a fase M do
ciclo e progressédo da mitose. Portanto, é altamente provavel que E6 e E7
causem a perda da integridade dos cromossomos a nivel numérico através de
multiplas vias, que inclui a desregulacdo da expressdo génica e mitdtica,
embora os mecanismos moleculares subjacentes precisem ser definidos com

mais detalhes (Yugawa & Kiyono, 2009)

Figur
Fonte: Wikipedia, the Free Encyclopedia e www.citocamp.com.br/hpv/hpv.html



http://www.citocamp.com.br/hpv/hpv.html
http://www.wikipedia.org/

1.2.2. Classificagdao do HPV

Mais de 200 tipos virais de HPV ja foram identificados, cerca de 40 destes
infectam o trato genital feminino (Garcia-Espinosa et al., 2009). .Estes tipos
podem ser classificados de acordo com varios critérios, por exemplo, seu
tropismo, potencial oncogénico e classificagdo filogenética. Em relagédo ao
tropismo, mais de 30 tipos sdo comumente encontrados no trato genital (Szostek
et al., 2008) isolados em lesdes genitais benignas e malignas (Carvalho et al.,
2005).

Os tipos de HPV séao divididos em subgrupos que infectam a mucosa e os
virus individuais sédo designados de alto e baixo risco oncogénico, de acordo com
a propensao das células infectadas a progressao maligna (de Villiers et al., 2004).
Os tipos de HPV considerados de baixo risco oncogénico, frequentemente
associados as NIC de baixo grau e a condilomas acuminados, séo os tipos 6, 11,
40, 42, 43, 54, 61, 70, 72, 81. Aqueles considerados de alto risco oncogénico, por
estarem frequentemente associados as NIC de alto grau e as neoplasias
invasoras sao representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 e 82 (Munoz et al. 2003).

Filogeneticamente, os HPV que infectam humanos estéo classificados
dentro dos géneros, alfa-, beta-, gama-, mu- e ni-papilomavirus. O género de
maior importancia clinica é o alfa-papilomavirus, no qual se destaca as espécies
9, 7 e 10 que incluem respectivamente os tipos oncogéncios 16 (espécie 9),18
(espécie 7), e os tipos ndo oncogénicos 6 e 11 (espécie 10) (de Villiers et al.,

2004; Hoory et al., 2008).



1.2.3. Epidemiologia da infecgao pelo HPV

Os HPVs sao epiteliotrépicos por natureza e seu ciclo de vida esta
intimamente ligado a diferenciacdo das células escamosas. No colo do utero, a
infecgcdo se inicia nas células epiteliais proliferativas através de pequenas
abrasdes no tecido ou na zona de transformacdo. Na zona de transfomacgao o
epitélio colunar se transforma em epitélio escamoso no processo denominado
metaplasia e por causas ndo completamente compreendidas, os HPVs tendem a
causar lesdes nessa area (Moscicki et al., 2006). Uma vez que o HPV penetra nas
células- alvo, pode permanecer latente ou adotar a replicagdo no nucleo, que
termina na sintese e liberacdo de particulas virais infectantes por células mais
amadurecidas (Alvarenga et al., 2000).

A curva de prevaléncia da infeccdo por HPV varia de 5 a 64%, nas
diversas regides do mundo, na dependéncia da técnica de detec¢gdo empregada,
do espécime empregado, das caracteristicas sécio-demograficas e de
comportamento sexual da populacdo estudada. A prevaléncia da infeccdo por
HPV em mulheres normais, em diferentes populagdes e sem considerar a idade,
varia entre 1,4% na Europa a 25,6% na Africa (Clifford et al., 2005). A proporcao
de mulheres portadoras do HPV é de 15 a 40% em jovens, sexualmente ativas e
de 3 a 10% em mulheres com idade igual ou superior a 35 anos. (Bosch, 2003).

O primeiro padrdo de prevaléncia da infeccdo por HPV mostra taxas
maiores em mulheres abaixo dos 25 anos, diminuindo linearmente apds esta
idade (Franco et al., 1999; Sanjose et al.,, 2003). Um segundo padrdo de
prevaléncia da infec¢do genital por HPV segue um modelo de curva bimodal em
forma de “U” com maior predominio entre as jovens, declinio na terceira década e

novo pico ao redor de 55 anos ou mais (Herrero et al., 2005; Lazcano-Ponce et
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al., 2001). Uma possivel explicagéo para este fato poderia ser uma reativagao de
infeccdes latentes e a possibilidade de alguma falha no sistema imunoldgico das
mulheres mais velhas (Giuliano et al., 2005).

Rama e colaboradores (2008), em um estudo conduzido no Brasil
encontraram uma prevaléncia de 14,3% em mulheres na faixa etaria de 15 a 65
anos, com resultado de exame citopatolégico normal. Alves, (2006) em estudo
realizado em adolescentes da regido noroeste de Goiadnia, observou uma
prevaléncia de 88,4% (107/121) de HPV de alto risco oncogénico, e de 11,5%

(14/121) de HPV de baixo risco oncogénico.

1.2.4. Tempo de resolugcao da infecgao

A infecgdo genital pelo HPV pode resultar em trés possibilidades de
manifestagédo. As infecgdes ativas clinicas que séo representadas pelas verrugas
genitais, também chamadas de condiloma acuminado. As subclinicas geralmente
associadas aos tipos de HPV de alto risco, responsaveis pelas alteragdes
celulares que podem resultar em neoplasias intraepiteliais. Sdo também
denominadas de condilomas planos e visualizadas pelo colposcopio apos
aplicacao de acido acético. Por fim, a infecgao latente ou inativa, que compreende
o periodo de incubacdo do virus e pode se estender indefinidamente. Nesta
infeccdo ndo ha alteragdes na citologia, colposcopia e histologia e € definida pela
presenca do DNA viral (Russomano et al., 1998). Contudo, a infecgéo pelo HPV
ndo é causa suficiente para o desenvolvimento do céncer cervical ja que a maioria
das infeccbes desaparece espontaneamente dentro de um a dois anos sem

manifestagdes clinicas (Zeferino & Derchain, 2006).
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Varios estudos tém demonstrado forte associagao entre o numero de
parceiros durante a vida e a aquisigdo do HPV genital. O numero de parceiro &
considerado o mais consistente fator de risco para a infecgao pelo HPV (Baseman
& Koutsky, 2005). As infecgdes persistentes com HPV de alto risco sdo as que
representam aumento no risco para as NIC e canceres invasivos (Scott et al.,
2001). Fatores como inicio precoce da atividade sexual (IAS), numero de
parceiros sexuais, tabagismo e o uso de contraceptivos orais, estdo relacionados
ao processo de aquisicdo da infeccédo por HPV e sua persisténcia.

A persisténcia de infeccido pode ser definida como a detecgdao de um
mesmo tipo de HPV duas ou mais vezes em certo periodo, ndo havendo
consenso de quanto tempo seria esse periodo (Schiffman & Kjaer, 2003). A
persisténcia da infeccdo tem sido relacionada a varios fatores, entre eles,
mecanismos de evasao a resposta imune (Stern, 2005), ja que na persisténcia da
infecgcdo e no desenvolvimento de lesdes ha diminuicdo numérica e alteracdes
morfolégicas e funcionais das células apresentadoras de antigenos com
diminuicdo numérica variavel das células T intra-epiteliais (Scott et al. 2001).

Tipos especificos de HPV determinam diferentes riscos para a
persisténcia e a progressao determinada pelo virus. O risco de carcinoma cervical
€ principalmente associado aos HPV 16, 18 e 45. Quando persiste por dois anos
o HPV 16 possui maior capacidade de causar NIC e cancer do que qualquer outro
tipo potencialmente oncogénico (Wheeler et al. 2009). Comparativamente outros
tipos tém um risco absoluto muito menor (Snijders et al. 2006).

A persisténcia também tem sido relacionada com a presenca de co-
infeccdo por outras IST (Murta et al., 2000; Samoff et al., 2005; Paba et al.,

2007). Estudos indicam que a infecgao por Gardnerella vaginalis parece favorecer
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a infeccédo pelo HPV (Murta et al., 2000) mostrando alguma associagdo com o
desenvolvimento de NIC (Platz-Christensen et al., 1994), ainda que haja
controvérsias a respeito desta associagédo. O virus herpes simples tipo 2 (HSV2)
também parece iniciar a carcinogénese em células infectadas pelo HPV, havendo
um sinergismo desta co-infecgdo na etiologia do cancer cervical (Paba et al.,
2008), particularmente dos adenocarcinomas. O foco principal destas
investigacdes tem sido a co-infeccdo com C. frachomatis como o potencial co-
fator no desenvolvimento de cancer cervical. (Antilla et al., 2001. Smith et al.,
2002). O papel da C. trachomatis tem sido relacionado com a sua natureza
assintomatica, persisténcia se nao tratada, indugdo de inflamacédo crbnica e
metaplasia (Smith et al., 2002).

A associagao entre tabagismo e cancer cervical tem sido demonstrada
por diversos estudos que reportam evidéncias do aumento do risco de
desenvolver NIC de alto grau e cancer cervical em tabagistas (Rosa et al., 2009).
A relagao entre o uso de contraceptivos e a infeccdo pelo HPV é dificultada
devido a forte e consistente associacdo entre o uso de contraceptivos orais e
atividade sexual (Baseman & Koutsky, 2005). O mecanismo pelo qual os
horménios influenciariam na carcinogénese do cancer cervical ndo esta bem
esclarecido, mas acredita-se que os hormdnios promoveriam a integracdo do
DNA do HPV no genoma do hospedeiro com desregulagdo da expressao das

proteinas E6 e E7 (Rosa et al., 2009)

1.2.5. HPV X Neoplasia cervical
Praticamente todos os casos de cancer cervical e suas lesdes

precurssoras, NIC2/3, sao precedidas por infeccdo persistente por HPV de alto
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risco oncogénico (Ho et al., 1995; Wallin et al., 1999; Kjaer et al., 2002). Stevens
et al.,(2006) avaliando 493 pecas de biopsias com diagnostico de NIC2 e NIC3 e
cancer cervical identificaram o HPV16 e HPV52 como os gendtipos
predominantes entre os casos de NIC2. Nos casos de NIC3 e cancer cervical os
genaotipos mais frequentes foram os tipos 16 e 18. Em mulheres encaminhadas
com citopatologia alterada, Stevens et al., (2009) avaliaram a distribuicdo dos
tipos especificos de HPV nos diferentes diagndsticos histopatologicos. Os HPV de
alto risco oncogénico foram os mais prevalentes, o tipo 16 foi mais frequente em
todos os diagnosticos.

Clifford et al., (2003) em uma meta-analise avaliaram a distribuicdo dos
tipos de HPV nas lesdes cervicais de alto grau e nos canceres cervicais. Estes
autores observaram que os tipos 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52 e 35 foram os mais
prevalentes e que depois dos tipos 16 e 18, o tipo mais importante parece ser o
45, seguido pelos tipos 31, 33, 58 e 52 com importancia relativa de cada um
variavel por regido. No trabalho realizado por Zuna et al.,(2007) o padrdao de
distribuicao dos tipos de HPV nas lesdes intraepitieliais foi altamente variado. Na
LIEAG-S(severa) (HSIL-S —NIC3) o tipo 16 foi o mais prevalente, seguido pelos
tipos 52, 39 e 18. Nas LIEAG-M (moderada) (HSIL-M -NIC2) e LIEBG (NIC1) foi
ampla a gama de tipos de HPV sem nenhum gendtipo dominante. Para LIEAG-M
os tipos 16, 51 tiveram a mesma prevaléncia, seguidos pelos tipos 52, 31 e 35.
Nas LIEBG o tipo mais frequente foi o HPV51, seguido pelos tipos 53 e 66 e os
tipos 16 e 56.

No estudo realizado por Pitta et al., 2009, os HPV mais prevalentes em
mulheres com diagnostico histopatologico de NIC2 e NIC3 encontraram o HPV16

como o tipo mais prevalente, seguido pelos tipos 58, 33, 52, 31, 51 e 18. A
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prevaléncia das infecgdes multiplas foi maior que as infecgdes por um unico tipo e
a associagao mais frequente de tipo nas infecgcdes multiplas foi do HPV16 com os

tipos 58, 52, 18 e 33 (Pitta et al., 2009).

1.2.6. Carga viral e estado fisico do DNA do HPV

O virus HPV penetra nas células da membrana basal do epitélio
cervical, porém estas ndo permitem sua replicacdo, portanto, sao ditas nao
permissivas. Na camada basal, permanece uma fracdo circular viral de DNA
extracromossémico denominada epissomo. A transcricdo simples do epissomo
viral restrita a camada basal fornece uma reserva de células infectadas. A medida
que se processa a maturacao do epitélio de revestimento cervical, suas células
migram para camada superficial, e progressivamente vao se tornando
permissivas, possibilitando a replicagdo independente do DNA Vviral.
Diferentemente das lesbes pré-neoplasicas que contem o DNA do HPV na forma
epissomal, muitos carcinomas parecem abrigar o DNA viral integrado ao
cromossomo da célula hospedeira. O DNA viral integrado ocorre como copias
unitarias ou amplificadas mais de 10 a 50 vezes. O virus encontrado na forma
extracromossémica pode replicar-se, porém nas células latentemente infectadas e
transformadas, a replicacdo viral ndo é permitida para a producido de virions
maduros (Alvarenga et al., 2000).

Em lesbes de pele benignas, associadas ao HPV, o genoma viral
encontra-se na forma epissomal. Nos casos que evoluem para o cancer, 0s

genomas na forma epissomal passam em algum momento, a integrar 0 genoma



15

da célula do hospedeiro, causando alteragbes morfoldgicas da célula, alterando
seu controle do ciclo celular e levando a lesdes precursoras (Rosa et al., 2009).

Estudos tém indicado que a alta carga viral € um importante fator de risco
para neoplasia do colo de utero (Schlecht et al., 2003) , contudo lesbes severas
também podem estar associadas a cargas virais baixas (Gravitt et al., 2003). A
reducdo no numero de copias virais poderia ser explicada pela interrup¢cao dos
genes virais E1/E2 por ocasido da integragdo do genoma viral no DNA celular. A
frequéncia de integracdo viral parece aumentar com o grau de severidade da
doenga, entdo potencialmente correlacionando-se com a progressdo ao cancer
cervical (Wang et al., 2003).

Contudo, a importancia biolégica da integragdo ainda é motivo de
discussédo e a maioria dos estudos indica que as formas epissomal e integrada
frequentemente coexistem e podem ser encontradas ndo s6 em lesdes de alto
grau e carcinomas invasores (Wang et al., 2003; Peitsaro et al. 2002). E possivel
que uma alta carga viral aumente a probabilidade de integracdo dentro de sitios
cromossomiais favoravelmente selecionados para adquirir vantagem de
crescimento. A integragdo ao levar a expressédo desregulada e aumentada dos
oncogens virais, favorece a selegdo de clones de células com expressao génica
otimizada. Portanto esta mistura de formas de HPV pode levar a suposi¢cado de
que existam clones de células em estagios de progresséo distintos. Dessa forma,
as células que ainda apresentam o genoma viral na forma epissomal estariam em
um estagio do processo de transformagao anterior as células que ja apresentam o
genoma do HPV integrado. De fato lesbes escamosas pré-malignas e malignas
conttm um grande numero de particulas virais epissomais associadas a

sequéncias integradas de DNA de HPV (Peitsaro et al. 2002).
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1.2.7. Diagnéstico da infecgao pelo HPV

Existem muitos métodos para detectar a infeccdo pelo HPV. Estes
podem ser classificados em indiretos (colposcopia, citologia, histologia e
sorologia) e diretos (microscopia eletronica, detecgdo do DNA por hibridizagdo —
Southern Blotting e Captura Hibrida e PCR (Gross & Barrasso, 1999; Hubbard,
2003; Molijn et al., 2005). Para a detecgao ser eficiente € necessario que o0s
testes empregados apresentem alta sensibilidade e especificidade, além de

serem seguros, reprodutiveis, de baixo custo (Cavalcanti & Carestiato, 2006).

1.2.7.1. Detecgao Clinica

O método mais simples de deteccdo da infecgdo genital pelo HPV é a
observacéo das verrugas genitais a olho nu quando a infecgdo apresenta-se na
forma clinica, porém, apenas 5% da populacao infectada pelo HPV, apresentam

condiloma acuminado.

1.2.7.2. Citopatologia

A primeira forma de deteccao de alteragcdes compativeis com a infecgao
pelo HPV foi a coloragéo feita pelo método de Papanicolaou. Ainda hoje, o teste é
utilizado no rastreamento das lesdes provocadas pelo HPV nos programas de
triagem, tendo em vista a sua abrangéncia, o baixo custo e facilidade de
execugao (Cavalcanti & Carestiato, 2006) A sensibilidade varia de 50% a 90% e a
especificidade de 70% a 90% (CDC, 2004). O método utiliza esfregagos celulares
que sao fixados em lamina e posteriormente corados. A observacao de alteracdes

celulares tipicas como coilocitose, mudancas na forma e no tamanho nuclear e na
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distribuicdo da cromatina, compativeis com a infec¢ao pelo HPV (Fehrmann et al.,

2003).

1.2.7.3. Colposcopia

E um método de ampla aceitagdo mundial para o diagndstico de
pacientes com citologia anormal, a sua pratica requer um treinamento adequado e
uma analise constante de sua qualidade. O exame é realizado por meio do
colposcopio, aparelho que tem uma lente que amplia de 4 a 40 vezes a imagem,
no qual se aplica uma solugdo de acido acético entre 3% a 5% e onde houver
anormalidades histolégicas o epitélio torna-se esbranquicado (acetobranco)
devido a precipitagao de proteinas (Cavalcanti & Carestiato, 2006).

A colposcopia apresenta como vantagem o diagndstico imediato e
como desvantagem, além do seu carater subjetivo, o custo elevado e a
necessidade de longo treinamento do profissional médico para sua interpretagao
(Wright et al., 2002). Mitchell et al (1998) relataram uma sensibilidade de 85% e
especificidade de 69% da colposcopia para distinguir colo normal e lesbes de
baixo grau das lesdes de alto grau. Sua acuracia € maior em lesdes extensas
(Pretorius et al., 2001) e em mulheres jovens (Zahm et al., 1998). A exposi¢céo da
juncdo escamo-colunar e a visualizagdo do epitélio escamoso espesso permitem
melhor avaliagdo dos critérios de gradagéo da imagem colposcépica. Entretanto,
estes critérios sdo de menor importdncia em mulheres acima de 35 anos,
possivelmente pela diminuicdo da espessura epitelial que ocorre nesta faixa etaria
(Zahm et al., 1998). Na pré e pds-menopausa, a sensibilidade €& ainda menor,
devido a possibilidade de migragdo da jungdo escamo-colunar para dentro do

canal, o que torna a avaliagéo colposcédpica insatisfatoria (Coppleson et al., 1993).
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1.2.7.4. Histopatologia

Este método nao identifica o HPV, ele apenas observa as alteracbes
patolégicas, caracteristicas da infeccédo pelo HPV, como hiperplasia, coilocitose,
disceratose, paraceratose e atipias nucleares. O resultado baseia-se na
graduagédo das lesdes cervicais (Cavalcanti & Carestiato, 2006). Dores et al
indicaram uma sensibilidade de 87,4% e especificidade de 15,1% .para o

diagnéstico de alteragdes sugestivas de infec¢ao pelo HPV .

1.2.7.5. Sorologia

Como a infecgéo pelo HPV é seguida por resposta imune humoral contra a
proteina maior do capsidio, com anticorpos detectaveis por muitos anos, a
sorologia ndo € adequada para distinguir as infecgbes presentes e passadas
(Molijn et al., 2005).

A abordagem que proporcionou um novo impulso aos estudos de
imunologia das infeccées pelo HPV, e em desenvolvimento de ensaios
sorolégicos, foi a produgdo de particulas semelhantes aos capsidios virais (VLP)
de HPV16 (Kirnbauer et al., 1994).Esta produgéo é efetuada através da infecgao
de baculovirus recombinantes com o gene L1 ou com genes L1 e L2 em células
de inseto.Estes capsidios gerados sdo semelhantes em conformacédo com os
virions selvagens infecciosos, entretanto ndo possuem o material genético,
potencialmente oncogénico, responsavel pelo estabelecimento da infecgéo viral.
Esta propriedade propicia o seu uso como antigeno viral em imunoensaios

desenvolvidos para avaliar a resposta imune humoral (RIH) contra o virions do
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HPV. Assim, a RIH contra o HPV é geralmente por ensaios inunoenzimaticos
ligados a enzimas (ELISA ou enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando
VPLs de HPV tipo-especificas adsorvidas as placas Este ensaio permite a
pesquisa da resposta imune dirigida contra epitopos conformacionais
representativos de lesdes que apresentam infecgdes produtivas de particulas
virais (Gross & Barrasso, 1999). O ensaio de ELISA com VLPs mostra
sensibilidade entre 50 e 60% e especificidade maior que 90% (Sichero et al.,
2005; Pagliusi et al., 2006). Porém, como limitagao desta técnica esta o fato que o
desenvolvimento de anticorpos detectaveis contra a VLP nem sempre ocorre
depois de uma infecgado natural pelo HPV. Em algumas mulheres, os niveis de
anticorpos ndo sdo detectaveis pelo ELISA e a sua soroconversido pode ser

perdida pelo declinio devido seu declinio (Pagliusi et al., 2006).

1.2.7.6. Hibridizagdo por Southern Blotting

Técnica de isolamento direto do DNA do HPV. Nesta técnica, o DNA é
digerido com uma ou mais enzimas de restricido e os fragmentos resultantes
separados por eletroforese em um gel de agarose. Os fragmentos de DNA fita
dupla s&o visualizados por coloragdo com brometo de etidio, desnaturados in situ
com hidroxido de sédio e transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou de
nailon por capilaridade, com o auxilio de uma solugéo de alta concentragao salina
(Murray et al., 1999). Esta é uma técnica de alta sensibilidade e especificidade,

porém laboriosa e inadequada para amplos rastreamentos (Molijn et al., 2005).
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1.2.7.7. Hibridizagao in situ

A hibridizac&o in situ € uma técnica baseada na deteccdo de pequenos
segmentos de RNA ou DNA a partir de sondas especificas. Com esta técnica, é
possivel identificar DNA do HPV em células. Entretanto, a sensibilidade do exame
€ menor com essa técnica porque o DNA viral esta presente apenas em
pequenas quantidades em cada célula. E uma técnica mais sensivel que a
himunohistoquimica, porém inferior a reagdo e cadeia da polimerase (PCR)
(Birner et al., 2001). A hibridizacdo in situ possui sensibilidade de 70% e

especificidade de e 63% (Do Carmo & Fiorini, 2007).

1.2.7.8. Captura Hibrida 2 (CH2)

E um método ndo radioativo de sinal de amplificacdo baseado na
hibridizagdo do DNA alvo do HPV marcados com sondas de RNA em solugdo. O
hibrido RNA-DNA resultante é capturado em microplacas e sao detectados por
anticorpos monoclonais especificos e substrato quimioluminescente, promovendo
uma medida semi-quantitativa do DNA do HPV. Como limitagdo esta técnica
apesar de distinguir entre HPV de alto e baixo risco oncogénico, ela ndo permite a
identificacao de tipos especificos de HPV. Esta técnica apresenta sensibilidade
superior a Hibridizacao in situ e similar a técnica de PCR (Molijn et al., 2005). O
teste de CH2 apresenta especificidade é de 97,6% e sensibilidade de 98,1%

(Stillman et al., 2009).
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1.2.7.9. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Os testes para detecgcdao do HPV usando sondas de acidos nucléicos
sdo comercialmente disponiveis desde a década de 1980. A PCR é o método
mais usado de amplificagdo usando um processo de termociclagem empregando
primers de oligonucleotideos para a regido de interesse para amplificar o DNA na
presenca de DNA polimerase termoestavel (Molijn et al., 2005). Para uma
identificacdo precisa do HPV foram necessarios diferentes estudos descrevendo
uma variedade de primers e procedimentos de PCR, cada um desses variando
em sensibilidade e especeficidade. Duas técnicas de deteccdo do DNA do HPV

por PCR sao relevantes.

1.2.7.9.1. PCR tipo especifica

Usada para amplificacdo de um unico gendtipo utilizando primers
especificos. Para detectar o DNA do HPV em amostras simples devem ser
realizadas multiplas reagées de PCR tipo especifica separadamente. E uma
técnica laboriosa, cara e o primer para cada PCR tipo especifica, deve ser

validado (Molijn et al., 2005).

1.2.7.9.2. PCR de consensus ou geral

Usada para amplificar amplo espectro de gendtipos de HPV e identificar

novos tipos virais. A regido L1 € a regido mais conservada do genoma do HPV

por isso, varios primers sdo direcionadas a esta regido (Molijn et al., 2005).
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Diferentes conjuntos de primers de consenso foram desenhados e construidos
para este propésito; entre eles: MY09/MY11 e GP5+/6+. Os primers: MY09/MY 11
e GP5+/6+ amplificam fragmentos de DNA correspondentes a sequéncia de ORF
de L1 do genoma do HPV, conservada entre os diferentes gendétipos (Tham et al.,
1991). Os primers MY09/MY 11, precisam de alta temperatura de anelamento, o
que ocasiona degeneragdo na sintese de oligonucleotideos por isso, sao
chamados de primers degenerados. Estas degeneragdes ndo permitem que a
reacao seja altamente reprodutivel e que haja variagdo nos oligonucletideos de
uma reacao para outra (Molijn et al., 2005).

Alternativamente ha alguns primers que precisam de temperatura 6tima
de anelamento, sdo os chamados primers ndo degenerados que sintetizam
oligonucleotideos com alta reprodutibilidade. S&o exemplos destes primers:
PGMY 09/11 (Molijn et al., 2005).

Atualmente existem varias modificagbes da técnica de PCR
convencional, sendo as principais a PCR em Tempo Real ou Q-PCR (PCR
quantitativa), RT-PCR (PCR por Transcricao Reversa, para se amplificar amostras
de RNA) e a PCR Multiplex, a qual pode ser aplicada para a amplificagdo de

varios loci em uma mesma reacéo (Do Carmo & Fiorini, 2007).

1.2.7.9.3. Hibridizagao reversa em pontos

A tecnologia de hibridizagdo reversa utiliza uma tira de membrana contendo
varias sondas imobilizadas como linhas paralelas, chamadas line probe assay
(LIPA); ensaio line blot (LBA) ou da matriz linear (AL) (Gravitt et al., 2000; Molijn

et al., 2005). Este método fornece uma ferramenta atraente para hibridagao
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simultdnea de um produto da PCR com multiplas sondas de oligonucleotideos, e
compreende a imobilizacdo de sondas em uma fase sodlida e do produto da PCR
em fase liquida. O produto da PCR é gerado, usando primers biotinilados. Este &
desnaturado em condicdes alcalinas e adicionado em solugdao tampao de
hibridizacdo. Apds a hibridacdo, o material é lavado, e os hibridos podem ser
detectados pela adicdo de um conjugado de estreptavidina e um substrato,
gerando cor na linha de sonda, que pode ser visualmente interpretada. Este
método permite a detecgcdo de multiplos tipos de HPV com uma alta sensibilidade
em uma unica etapa e requer somente uma quantidade limitada do produto da

PCR (Molijn et al., 2005; Gravitt et al., 2000).

1.2.8. Vacinas contra a infecg¢ao pelo HPV

A relacao causal entre a infeccao pelo HPV e a transformacédo maligna
na neoplasia cervical, favoreceu o desenvolvimento de vacinas contra o HPV. Ha
duas classes de vacinas, as terapéuticas e as profilaticas (Stern, 2005). As
vacinas terapéuticas ainda ndo sao comercializadas apesar de varios estudos
descreverem modelos pré-clinicos da vacina baseado em peptideos ou proteinas

oncogénicas, plasmidios de DNA e diferentes vetores virais (Frazer, 2004).

Ja as vacinas profilaticas ja foram aprovadas pela FDA estando duas
disponiveis no mercado. A primeira € comercializada pela Merck & Co., a
Gardasil, desenvolvida contra 4 tipos de HPV , sendo dois de baixo risco
oncogénico, os tipo 6 e 11, que causam a maioria dos casos de condiloma
acuminado, e dois de alto risco oncogénico, os tipos 16 e 18, presentes na

maioria dos casos de cancer cervical. A segunda foi desenvolvida pela



24

GlaxoSmithKline, a Cervarix, cujo alvo séo os HPV de alto risco oncogénico, tipos
16 e 18 (Franco et al., 2008). As duas vacinas utilizam particulas semelhantes a
virus (VLPs) formadas de proteinas L1 recombinantes do capsideo de diversos
tipos de HPV para prevenir as lesdes pré-neoplasicas e canceres (Crosbie et al.,
2007; Schwarz, 2007). Tanto a Gardasil como a Cervarix tém demonstrado
eficacia de 90% contra infecgbes persistentes pelos tipos 16 e 18 (Cutts et al.,
2007). A protecao para as infecgdes pelo HPV para a Cervarix demonstrou ser de

6,4 anos pos vacinagao e de 5 anos para Gardasil (Villa et al.,2006).

O conhecimento da carga de doenca, seguranga e eficacia da vacina
contra o HPV nao é suficiente para decidir a introdugao da vacina contra o HPV. A
estimativa de custos e beneficios da vacina contra HPV precisam ser comparados
aos de outras intervencdes. A magnitude do beneficio em um determinado pais
dependera a incidéncia, mortalidade, tratamento, custos atribuiveis a doenca e
aos genodtipos HPV contra as quais as vacinas proteger, bem como sobre a
eficacia da vacina, cobertura possivel e duragao de protegao (Cutts et al., 2007).
Além disso, o potencial futuro da introdugcdo das vacinas contra o HPV cria
oportunidade para fortalecimento dos sistemas de saude, de estabelecimento de
novas parcerias para produgao de vacinas e a monitorizagdo dos impactos da
vacinacgao (Cutts et al., 2007).

Estudos apontam que a vacinagao tem diminuido a incidéncia dos HPV
31, 33, 45, 52 e 58 através da protegcdo cruzada conferida pela vacina contra os
tipos 6, 11, 16 e 18. A protegdo cruzada é mais aparente e consistente para
membros da espécie 9, tipos 31, 33, 35, , 52 e 58, que para os membros da

espécie 7, tipos 39 45 e 59 (Brown et al., 2009; Massad et al., 2009).
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Para uma melhor aplicabilidade das vacinas em programas de
screening diminuindo os custos destes programs através de triagem mais tardia e
em espacos maiores de tempo, sera necessario o desenvolvimento de um
sistema de registro de vacinagédo de adultos eficaz e com ampla participagédo de
clinicas, o que atualmente ndo é adequado. Além do que esta vacinacao devera
atingir todos os niveis socioculturais para que seja real seu papel na estratégia de

prevencao do cancer cervical e de suas lesdes precursoras (Massad et al., 2009)

1.3 CHAMYDIA TRACHOMATIS

1.3.1. Caracterizagao e classificagdo da Chlamydia trachomatis

Chlamydiae sao bactérias patogénicas, com parede celular semellhante
a das bactérias gram-negativas, iméveis e parasitas. Todas as Clamidias foram
classificadas em uma unica ordem, as Chlamydiales, familia Chlamydiaceae,
dentro de um unico género Chlamydia e quatro espécies conhecidas: Chlamydia
pecorum, Chlamydia psittaci, Chlamydia trachomatis e Chlamydia pneumoniae.
Todas as espécies, exceto a C. pecorum, estdo associadas a doengas em

humanos (Smith et al., 2002).

A C. trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatéria que infecta as
células epiteliais humanas do trato genital e do tecido ocular (Golijow et al.,
2005).0 genoma da Chlamydia trachomatis € formado por cromossomo circular
com 1.042.519 bp e um plasmidio com 7493bp, o genoma €& extremamente
pequeno e completo e contém RNA ribossomal (rRNA) de 23S, 16S e 5S

(Thomas et al., 1997).
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As cepas de C. ftrachomatis sao classificadas em sorotipos ou
sorovariantes por imunotipagem usando anticorpos policlonais ou monoclonais
especificos para proteina principal da membrana externa (MOMP) depois de
cultura de cepas (Bandea; 2001). Porém na rotina dos laboratérios o diagndstico
da infecgdo tem sido feito utilizando técnicas moleculares e quando se deseja
conhecer as sorovariantes, a identificacdo é feita com base na diferenga na
sequéncia de nucleotideos do gene ompA que codifica a MOMP. Analises
filogenética do ompA divide as cepas dentro de trés principais sorogrupos e
muitas sorovariantes, incluindo o sorogrupo B que compreende as sorovariantes
B/BA, D/Da, E, L1, e L2/L2a, o sorogrupo C que compreende as sorovariantes A,
C, H, l/la, J, K e L3, e o soroprupo intermediario | que compreende as

sorovariantes F, e G/Ga (Yuan et al., 1989; Quint et al., 2007).

As sorovariantes A e B, certamente as cepas da sorovariante BA, e a
sorovariante C, sdo comumente associadas com a doenca ocular, tracoma
(Mabey & Solomon, 2003). As sorovariantes BA, D/Da, E, H, l/la, J, K, F e G/Ga
sdo comuns no trato urogenital e podem algumas vezes ser detectadas no trato
respiratorio de criangas devido a transmissdo no momento do parto (Darville,
2005). Por fim, as sorovariantes L1, L2/L2a e L3 estdo associadas com uma

especifica e distinta condi¢ao, o linfogranuloma venéreo (Mabey & Peeling, 2002).

1.3.2. Biologia da infec¢dao pela Chlamydia trachomatis

A C. trachomatis se apresenta de duas formas, uma infecciosa
extracelular, o corpo elementar (EB) de350 nm de didametro, que entra no

endossoma da célula hospedeira através de fagocitose, pinocitose ou endocitose
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mediada por receptores na superficie da célula epitelial susceptivel a infeccéo; e
uma forma replicativa metabdlica ndo-infecciosa, o corpo reticular (RB), de 800 a
1000nm de didametro. O ciclo biolégico € completado dentro do endossoma e se
organiza na forma do corpo reticular (RB), maior em tamanho e mais rico em RNA
(Hall, 1997). Aproximadamente 8 horas, o corpo reticular comeca a se dividir e em
18-24 horas, retorna a forma de corpo elementar, que € langado para o meio
extracelular, podendo iniciar um novo ciclo de infecgdo (Stamm et al., 2005)

(Figura 2).

EB: corpo elementar (forma infecciosa)

OO

Adesao

Receptor da célula
hospedeira

Células epiteliais da mucosa Lise da célula
urogenital

RB: corpo reticular
(forma intracelular)

Figura 2: Ciclo biolégico da Chlamydia trachomatis.
Fonte: www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-2444200200009

1.3.3. Epidemiologia da infecgdo pela Chlamydia trachomatis

A infecgdo por Chlamydia trachomatis apresenta altas taxas de

prevaléncia no mundo e representa um grande problema de saude publica, sendo


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-2444200200
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considerada a maior causa de morbidade em individuos sexualmente ativos, com
uma estimativa de 89 milhdes de novos casos ocorrendo anualmente em todo o
mundo, sendo que individuos nao tratados servem com reservatorio para a
transmissao da infecgdo aos parceiros sexuais (Vincellete et al., 1999; Golijow et

al., 2005).

Esta infecgdo pode ser persistente devido as muitas estratégias de
evasao ao sistema imune do hospedeiro, seja aumentando sua sobrevida dentro
e fora da célula, seja reduzindo a resposta imune adaptativa (Brunham & Rey-
Ladino, 2005). O maior impacto da infeccdo por clamidia ocorre no sistema
reprodutivo das mulheres (Kjaer et al., 2000; Da Ros & Schmitt, 2008). A
recorréncia das infecgdes € comum, especialmente nos individuos que se
infectam antes dos 20 anos e a imunidade desenvolvida é parcialmente protetora

(Seadi et al., 2002).

A infecgado por C. trachomatis, € assintomatica em mais de 70% das
mulheres infectadas, mas quando sintomatica, pode haver corrimento vaginal,
disuria e sangramento apos as relagdes sexuais (Navarro et al., 2002; Seadi et
al., 2002). A infecgcao por C. trachomatis, pode resultar em uretrite, cervicite,

endometrite, salpingites agudas ou outras sindromes (Seadi et al., 2002).

As infeccbes por C. trachomatis nao tratadas podem levar ao
desenvolvimento de doencga inflamatdria pélvica (DIP) em 10% a 40% das
mulheres infectadas, podendo resultar em infertilidade, gravidez ectdpica e dor
pélvica crénica (Navarro et al., 2002). Além disto, esta infecgdo genital pode

provocar inflamacéo cronica, dano ao tecido epitelial e tem sido clinicamente
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associada a alteragbes em esfregacos cervicais e indugdo de metaplasia (Smith

et al., 2004).

Semelhante a outras ISTs, as taxas de incidéncia e prevaléncia da
infecgdo por C. trachomatis sdo heterogénias, variando dentre 12,2% e 15,4% (Da
Ros & Schmitt, 2008). No Brasil, estudos tém encontrado prevaléncia de 11,4% a
16% em mulheres jovens (Codes et al., 2002; Miranda et al., 2004). No estudo
conduzido por Araujo et al., (2006) a prevaléncia da infecgdo em adolescentes e
mulheres jovens de Goiania entre 2000 e 2001, foi de 19,6%. No estudo de
Guimaraes et al., (2009), conduzido entre 2002 e 2003, e realizado considerando
a mesma regido mas incluindo apenas adolescentes, a prevaléncia de C.

trachomatis foi de 14,5%.

1.3.3. Diagnéstico da infecgao pela C. trachomatis

O diagndstico da infecgdo por C. trachomatis pode ser realizado por
diferentes técnicas de deteccéo direta em amostra clinica. Uma coleta adequada
€ essencial e se relaciona diretamente com a sensibilidade e a especificidade do
teste diagndstico (Seadi et al., 2002).

As técnicas soroldgicas para pesquisa de anticorpos mais comuns s&o
a fixagdo do complemento, a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o
enzimaimunoensaio heterogéneo, detectam anticorpos contra o antigeno LPS
presente nos corpos elementares ou reticulares (Shacheter et al., 1999). A
sorologia € recomendada para estudos epidemiologicos e infecgdes sistémicas,
porém, ndo é recomendada para o diagndstico de infecgdes urogenitais devido a

frequéncia de exposicao aos sorotipos da C. frachomatis e pela ocorréncia de
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reagdes cruzadas com outras espécies, especialmente a C. pneumoniae (Seadi et

al., 2002).

1.3.3.1. Cultura em células

A cultura em células pode ser feita em varias linhagens celulares, sendo
mais utilizadas as células McCoy distribuidas em monocamadas sobre
microplacas. Para verificar a positividade do teste, através da presenga de
inclusdes citoplasmaticas constituida de RB e EB, cora-se o tecido cultivado com
anticorpo monoclonal fluorescente. Apresenta como vantagem, alta especificidade
(100%) com baixa probabilidade de contaminagdo e a preservagdo do
microrganismo para estudos adicionais. Sua sensibilidade varia de 70 a 85%
(Seadi et al., 2002). Apresenta como desvantagem a necessidade de infra-
estrutura de laboratério muito onerosa, € trabalhosa e exige cuidados na

conservagao da amostra (Black, 1997).

1.3.3.2. Diagndstico Sorolégico

A deteccdo direta de antigenos pode ser realizada pela
iimunofluorescéncia direta (IFD) que avalia ao mesmo tempo a adequacéo da
amostra e a presengca de antigenos MOMP e LPS utilizando anticorpos
monoclonais fluorescentes. Apresenta sensibilidade entre 62% a 75% e
especificidade maior que 99% em relagao a cultura, quando ambas s&o realizadas
em condi¢des oOtimas. Apresenta como desvantagem, a necessidade de pessoal

treinado para interpretar os resultados (Black , 1997).
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Outra técnica de detecgcao direta de antigenos é o teste de enzima
imunoensaio (EIE) que emprega anticorpos policlonais ou monoclonais para
detectar o antigeno LPS da C. trachomatis sendo esta sua maior desvantagem, ja
que ha a possibilidade de reagédo cruzada com outras bactérias (Weinstock et al.,
1994). O EIE apresenta sensibilidade menor do que a cultura, alguns EIE utilizam
anticorpo bloqueador para re-testar amostras positivas, melhorando a
especificidade (99,5%) do teste (Weinstock et al., 1994).

Na pesquisa de anticorpos € frequente a deteccido de anticorpos
géneros-especificos, ou seja, contra o antigeno LPS presentes nos corpos
reticulares ou elementares (Shacheter et al., 1999). O titulo de anticorpos da
classe de imunoglobulinas IgG determinado em uma unica amostra nao
discrimina infeccédo passada de infecgao recente, além da possibilidade de reacéo
cruzada com outras espécies de Clamidia, especialmente C. pneumoniae. Porém,
testes mais recentes tém sido desenvolvidos utilizando peptideos sintéticos
derivados do dominio variavel da maior proteina de membrana (MOMP) de C.
frachomatis. Isto permite a triagem e o diagnéstico de infecgbes por C.
trachomatis sem interferéncia de anticorpos contra Chlamydia pneumoniae
(Verkooyen et al., 2002). Quando a prevaléncia de anticorpos na populagao ¢ alta,
o diagndstico soroldgico de infecgao recente é dificil (Shacheter et al., 1999).

A microimunofluorescéncia (MIF) é espécie e subespécie-especifica e é
a técnica de escolha para a pesquisa do anticorpo IgM no diagnéstico de
pneumonia por Clamidia no recém-nascido. E a mais sensivel entre as técnicas

sorolégicas, mas, € laboriosa e de alto custo (Shacheter et al., 1999).
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1.3.3.3. Diagndstico Molecular

A partir de 1980, a tecnologia de deteccdo de acidos nucléicos
encontrou ampla aplicagéo no diagnostico de infecgdo por Clamidia, por ser mais
rapida e sensivel e por ndo depender da viabilidade da amostra (Seadi et al.,
2002). A tecnologia de amplificacdo de acidos nucléicos foi o mais importante
avango no diagnostico de C. trachomatis desde que a técnica de cultura de
células substituiu a técnica de isolamento a partir de amostras clinicas (Kritski et
al., 1997). Este método favorece a deteccdo de pequenas quantidades de acidos
nucléicos em amostras clinicas com rapidez e permite a identificacdo de
individuos infectados assintomaticos através de coletas por técnicas nao
invasivas (Kritski et al., 1997). A especificidade e a sensibilidade da técnica de
PCR dependem dos primers utilizados, da técnica de referéncia, do tipo de
material, da populacédo a ser analisada, da preparacdo da amostra e do método
de detecgao do produto amplificado (Seadi et al., 2002). Sua sensibilidade é 20%
maior que os testes de IFD e EIE (Kritski et al., 1997).

No diagnéstico laboratorial de rotina, s&o utilizados métodos
moleculares como, PCR ou hibridizagdo de acidos nucléicos. A captura hibrida 2
(CH2) é um teste de hibridizagdo que se baseia na detec¢cdo do gene omp1 bem
como do plasmidio criptico (Quint et. al., 2007). Os métodos de deteccédo de
acidos nucléicos tém como alvo as sequéncias génicas da MOMP, do plasmidio
criptico, ou do rRNA de C. trachomais. (Black, 1997). Ha trés testes comerciais,
aprovados pelo FDA: a reacdo em cadeia da polimerase (PCR- Roche), com
sensibilidade de 90% e especificidade entre 96 a 100%. Reacdo em cadeia da

ligase (LCR- Abbott), que apresenta sensibilidade de 87% e especificidade de 99
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a 100%, atualmente, ndo esta disponivel no mercado. E por fim, a reacdo de
amplificagdo mediada pela transcricdo (TMA- Gen Probe), que apresenta
especificidade maior que 99%. O PCR e a LCR ampificam uma sequéncia de
nucleotideos do plasmidio da C. trachomatis, que esta presente em multiplas
copias em cada EB do microrganismo. O TMA é dirigido ao rRNA também
presente em multiplas copias (Caliendo 1998; Seadi et al., 2002).

A CH2 é um ensaio de hibridizacdo baseado em sonda de RNA e na
amplificacdo do sinal de detecgdo. A sonda de RNA é homodloga a sequéncia
completa do plasmidio criptico da C. trachomatis e a aproximadamente 39000pb
do genoma da C. trachomatis (Girdner et al., 1999). A sensibilidade do teste de
CH2 para C. trachomatis varia de 95,4% a 97,2% frente a cultura e PCR e a
especificidade é superior a 99% em amostras endocervicais (Girdner et al., 1999).
Apresenta como vantagem o fato de dispensar a separagéo da area de trabalho e
simplificar os aparelhos utilizados (Girdner et al., 1999)

Por fim, a técnica de hibridizacdo de acidos nucléicos utiliza uma sonda
de DNA marcado com éster de acrinidina complementar a sequéncia de RNA
ribossomal 16S do genoma da clamidia. O produto hibrido formado a partir de
uma amostra positiva € absorvido por magnetismo e a quimiluminescéncia
quantificada por um ilumindmetro (Hall, 1997). Apresenta sensibilidade mais
elevada que a cultura com a vantagem de permitir a deteccdo de Neisseria

gonorrhoeae e C. trachomatis (Dores et al., 1999).
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1.3.4. Vacinas contra a infec¢cao por Chlamydia trachomatis

O desenvolvimento de uma vacina profilatica ou terapéutica capaz de
proteger contra a infeccdo ou ao menos melhorar as doengas graves continua
sendo a mais promissora estratégia eficaz para controle da C. trachomatis que
constituem um enorme problema de saude publica devido a significativa
morbidade em todo o mundo (lgietseme et al., 2002; Igietseme et al., 2003). A
recorréncia das infeccoes € comum, especialmente nos individuos que se
infectam antes dos 20 anos, e a imunidade desenvolvida e parcialmente protetora.
Episddios sucessivos de infeccdo aumentam o risco de se desenvolver sequelas
e a chance de se contrair a infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Curta et al., 2008).

Os desafios no desenvolvimento de uma vacina contra a C. frachomatis
inclui a identificagdo dentre os elementos protetores da imunidade, um candidato
adequado a vacina, capaz de induzir imunidade protetora e o desenvolvimento de
uma resposta imunoldgica efetiva contra uma subunidade potencial do antigeno
(lgietseme et al., 2003).

Progressos na imunobiologia funcional da C. {trachomatis,
estabeleceram os paradigmas imunoldgicos essenciais para a selegao e
avaliacdo de vacinas, como a exigéncia de uma vacina capaz de induzir uma
resposta T helper 1 que controla as clamidias (lgietseme et al., 2003). Os avangos
na imunologia molecular e na biotecnologia nas ultimas décadas, levou a
mudanga nas vacinas constituidas de patégenos inativados, ou vivos atenuados,
para vacinas de subunidades. Assim, o desenvolvimento de vacinas baseadas em

componentes de subunidade clamidial € o foco atual da concepgao de uma vacina
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para Chlamydia constituindo a proteina maior da membrana externa (MOMP) um
dos principais alvos destas vacinas. Esta proteina de 40 kDa imunodominante,
tem sido bem caracterizada como uma porina, uma adesina e um fator
determinante dos géneros e especificidades das espécies de Chlamydia
trachomatis (Igietseme et al., 2003).

A MOMP induz resposta protetora através de resposta imune humoral e
celular. Além disso, os anticorpos monoclonais anti-MOMP oferecem a
capacidade para neutralizar a infectabilidade da bactéria. A fim de estimular as
respostas imunes geradas pela vacina de DNA cromossomial que codifica MOMP
foi utilizado um complexo imune-estimulante de MOMP (ISCOM) em ratos,
obtendo-se deste modo uma resposta imune mais forte. Isso foi correlacionado
com uma reducgao significada do numero inclusbes bacterianas nos pulmdes de
ratos. Infelizmente, o efeito protetor desse tipo de vacinacdo nao foi observado
nos modelos de infecgéo genital (Curta et al., 2008).

Os antigenos clamidiais em infeccdes humanas sdo sorologicamente
definidos e molecularmente caracterizados (Brunham & Peleing 1994; Jones et
al.,1996; Ward 1992) e avangos recentes no genoma clamidial apontam varias
proteinas imunogénicas (Read et al.,, 2000; Stephens, 2000) que podem servir
como candidatas a vacina como as OMPs polimérficas (Longbottom et al.,1998;
Grimwood et al.,2001; Niessner et al.,2003) e as proteinas de membrana
conservadas da familia PorB (Kubo & Stephens 2000; Kawa & Stephens 2002) e
a ADP/.ATP translocase da C. trachomatis (Read et al., 2006). Potenciais
candidatos para a vacina no complexo MOMP incluem as proteinas da membrana
externa (OMP) ricas em cisteina, OMP2 (60kDa) e OMP3 (15kDa) (Hatch et al.,

1984). A sintese e a incorporagédo da OMP2 e OMP3 coincidem com a transigéo
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do corpo reticular (RB) para corpo elementar (EB) no ciclo de desenvolvimento
(Newhall, 1987). Apesar da OMP2 apresentar 5 regides diferentes, ela € bem
conservada dentro de uma espécie de Chlamydia (Hanuka et al.,1988; Wagar et
al.,1990; Watson et al.,1991; Wagels, et al.,1994) e tem mostrado ser um
antigeno altamente imunoreativo, induzindo respostas tanto em humanos como
em animais (Wagels, et al.,1994; Watson, et al.,1994; Mygind et al., 1998).

No entanto, o desenvolvimento de um sistema eficaz que é a chave

para mudanga na vacina chlamydial ndo tem recebido atengdo adequada.

1.4. A associagdo HPV e C. trachomatis

Existe forte evidéncia epidemiolégica que sugere que HPV e Chlamydia
trachomatis desempenham um papel central na etiologia da neoplasia
intraepitelial cervical e subsequentemente no carcinoma cervical (Bulkmans et al,
2005). A forma de transmiss&o similar e fatores de risco comuns como idade, do
inicio da atividade sexual e multiplos parceiros (Navarro et al., 2002; Matsumoto
et al., 2003; Rosa et al., 2009), tem estimulado o desenvolvimento de varios
estudos com o objetivo de avaliar o efeito da infecgdo passada por HPV e
Chlamydia trachomatis e o desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC) (Tamim et al, 2002). Existem indicacbes de que a C. trachomatis pode
facilitar a infecgdo por HPV, facilitando a persisténcia viral estando associada a
gravidade da neoplasia cervical (Matsumoto et al., 2003; Anttila et al., 2001;

Koskela et al., 2000).
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A taxa de positividade para HPV e soropositividade para C. trachomatis
em um estudo com adolescentes realizado em Goiania, foi de 19% (23/121).
Contudo, a prevaléncia da infecgcado pela C. trachomatis, nao mostrou associacao
com a infeccdo pelo HPV (Alves, 2006). Por outro lado, varios estudos tem
demonstrado que ha associagcdo entre a positividade para o HPV e C.
trachomatis. Verteramo et al. (2009) observaram um aumento na taxa de infecgao
pela C. trachomatis em mulheres positivas para o HPV, especialmente para os
tipo de alto risco oncogénico pelo fato de causar microabrasées ou alteragdes nas
células epiteliais, facilitando assim, a entrada de virions. Golijow et al., (2005)
também encontraram uma alta prevaléncia de HPV de alto risco em mulheres C.
trachomatis positivas. De forma semelhante, Finan et al (2002) também
observaram essa associacao.

Infecgbes simultaneas por C. trachomatis e HPV tém sido relacionadas
com alta expressédo de Ki 67, um marcador de proliferacdo celular presente no
nucleo de células em fase de multiplicacdo, no epitélio. A infeccao por C.
frachomatis também aumenta a expressdo de HPV16 nas NIC 1 o que pode
indicar que esta infeccdo modifica a atividade do virus. Além disto, a infecgao por
C. trachomatis aumenta a expressao de receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e fator de crescimento transformante a (TGF-a) o que pode
potencializar os mecanismos envolvidos na carcinogénese cervical (Barros et al.,
2007).

Varios estudos tém demonstrado que a taxa de infecgdo por C.
frachomatis é maior em mulheres HPV positivas e esta co-infeccdo esta
relacionada com maior risco de lesdes cervicais, demonstrando mais uma vez que

a infeccao por C. trachomatis tem estreita relacdo com o HPV no desenvolvimento
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do cancer cervical (Barros et al., 2007). Muioz et al., (2006) acredita que pelo fato
de serem infeccdes relacionadas com o comportamento sexual elas atuem em
conjunto nas alteragdes no colo uterino. Fischer (2002) observou que a infec¢ao
pela C. trachomatis amplifica a expressdo das oncoproteinas virais ja que a
presenca da C. trachomatis aumentou a expressdo do HPV em mulheres com
NIC e carcinoma invasivo. Tamin et al., (2002) e Anttila et al., (2001) de forma
semelhante, observaram que a infecgédo pela Chlamydia trachomatis em mulheres

HPV positivas mostrou-se fortemente associada com alteragdes no colo do utero..
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1.5. JUSTIFICATIVA

Um melhor conhecimento dos padrdes de infecgao por tipos especificos
de HPV e sua relagdo com a soropositividade para C. trachomatis pode significar
um avango na compreensao da histéria natural da infeccdo e sua relacdo com
lesdes neoplasicas escamosas intra-epiteliais e invasoras. Além disto, propiciar o
conhecimento do perfil epidemiologico das infecgbes por HPV nas diferentes
lesdes histologicamente diagnosticadas é de fundamental importancia. Diante do
exposto, interessa analisar a prevaléncia das infecgcdes por tipos especificos de
HPV e as associagdes entre as mesmas e soropositividade para C. trachomatis

em mulheres portadoras de neoplasias cervicais.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a soropositividade de C. frachomatis em mulheres HPV positivas
associando com a gravidade do diagnoéstico de neoplasia cervical em uma area

central do Brasil

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Detectar a prevaléncia total de HPV e a soropositividade para Chlamydia
trachomatis em mulheres com exame citopatoldgico alterado.

2.2.2. Correlacionar os tipos especificos e a soropositividade para
C.trachomatis com o diagndstico histopatolégico.

2.2.3. Avaliar a associagédo entre a soropositividade para C. trachomatis em
mulheres HPV positivas e a gravidade da neoplasia cervical.

2.2.4. Avaliar a associacado entre a soropositividade para C. frachomatis em
mulheres positivas para tipos especificos de HPV e a severidade da neoplasia

cervical.
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Objective: To evaluate the association seropositivity for Chlamydia trachomatis
(C. trachomatis) in HPV-positive women and to correlate specific HPV genotypes
with the severity of cervical neoplasia. Methods: The study included 131 women
referred to a colposcopy clinic in Goias, Brazil because of an abnormal cervical
smear. HPV DNA was detected by polymerase chain reaction using
PGMY09/PGMY11 primers, and genotyping was performed by reverse line-blot
hybridization assay. C. trachomatis seropositivity was evaluated using ELISA for
the detection of IgG antibodies. Results: The total prevalence of HPV infection
was 86.3% (113/131). Seropositivity for C. trachomatis was 26% (34/131). Thirty-
one women (27.4%; 31/113) tested seropositive for both C. trachomatis and HPV.
Of these, 12.9% (4/31) had negative histology, while 87.1% (27/31) were positive
for neoplasia. The most prevalent HPV type in C. trachomatis -seropositive women
was HPV 16 (51.6%; 16/31) and this HPV type was present principally when
neoplasia was diagnosed. Positivity for HPV, particularly HPV types 16 and 18,
and C. trachomatis was significantly associated with a diagnosis of high grade
neoplasia (> CIN 2) when cases that were HPV/C. frachomatis-negative were
taken as a reference. Borderline significance was observed when the reference
was HPV-positive and C. trachomatis-seronegative cases. Borderline significance
was also found between positivity for other types of HPV, positivity for C.
trachomatis, and a diagnosis of neoplasia when HPV/ C. trachomatis-negative
cases were considered as a reference. Conclusions: C. frachomatis seropositivity
was associated with high grade neoplasia in HPV-positive women, principally
when HPV types 16 and 18 were involved.

Keywords: Chlamydia trachomatis; HPV; cervical intraepithelial neoplasia,

squamous cell carcinoma, cervical smear, PCR, serology.
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Introduction

Cervical cancer evolves from preexisting noninvasive premalignant
lesions referred to as cervical intraepithelial neoplasias (CIN) [1]. High-risk
papillomavirus (HPV) is considered the main etiological agent for cervical
neoplasia. However, the presence of a single type HPV infection alone is unlikely
to be sufficient to provoke cervical carcinogenesis, and it is assumed that other
sexually transmitted infections may contribute to an increased risk of cervical
neoplasia [2].

There is epidemiologic evidence suggesting that human
papillomaviruses and C. trachomatis play a central role in the etiology of cervical
intraepithelial neoplasia and subsequent cervical cancer [3]. However, the exact
relationship between C. trachomatis and HPV infection remains to be clarified. It
is possible that C. trachomatis infection may be an independent or coexisting
factor for HPV in the development of invasive cervical carcinoma (ICC) [3].

C. trachomatis infection may increase susceptibility to HPV by causing
micro-abrasions or alterations in epithelial cells, thus facilitating the entry of
virions. In addition, some reports have suggested that a concurrent C. trachomatis
infection may reduce the host’s ability to resolve the HPV infection [4]. In fact, C.
frachomatis induces a shift in the immune response and unresolved C.
trachomatis infections have been associated with a humoral immune response,
whereas cellular immune response is important for the clearance of HPV lesions.
Therefore, the modulation of cervical immune response by C. frachomatis may
affect the clearance of HPV lesions [5].

Chronic cervical inflammation seems to affect the persistence of HPV

infection by increasing the production of free radicals [4]. Moreover, cells infected
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by C. trachomatis secrete a higher amount of cytokines, resulting in a more
intense inflammatory state [6].

Studies have shown a higher rate of C. frachomatis infection in HPV-
positive patients [3, 4] and this association appears to increase the risk of CIN and
cervical cancer [2, 3, 7-9]. According to Paba et al. [10], the ability of women with
C. trachomatis to clear HPV seems to be impaired, favoring persistence of the
infection, which is an essential step towards the development of high-grade CIN
and invasive cancer. Golijow et al. [2] observed that the prevalence of both HPV
and C. frachomatis -DNA increased with the increasing severity of cervical
neoplasia, and C. frachomatis -DNA-positive women appeared to have a higher
risk of both LSIL and HSIL lesions after controlling for age and HPV-positivity.
However, other studies have failed to find any association between HPV/ C.
trachomatis and the severity of cervical neoplasia. Reesink-Peters et al. [11]
reported that the prevalence of antichlamydial antibodies did not increase
significantly as a function of the increasing severity of CIN. Luostarinen et al.
analyzed the joint effects of different human papillomavirus and C. trachomatis
infections on the risk of squamous cell carcinoma of the cervix and reported an
antagonistic interaction between HPV 16 and C. frachomatis. [12].

In view of these controversies, this study was designed to evaluate
seropositivity for C. trachomatis in HPV-positive women referred to colposcopy
due to an abnormal cervical smear, and to analyze the effect of this association on

the diagnosis and severity of cervical neoplasia.
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Subjects and methods:

Study subjects and sampling:

Between February 2007 and March 2009, a series of 189 women aged 14-
68 years referred to a colposcopy clinic because of cytological abnormalities
detected at their referral smear were included in this study. After signing an
informed consent form, all participating women completed a standard
questionnaire with information regarding their age, smoking habits, age at first
sexual intercourse, number of lifetime sexual partners, oral contraceptive use and
number of pregnancies.

Following enroliment, all patients underwent colposcopy, and a second
cervical smear with endocervical sampling was carried out at the first study visit.
The residual material was rinsed and stored in 1.0mL of Universal Collection
Medium (QUIAGEN Sample & Assay Technologies) or HPV DNA testing. Blood
samples were collected from each study participant for the detection of anti-CT
lgG antibodies.

Punch biopsy was performed whenever a suspicious colposcopic image
with complete visualization was identified. Women with a diagnosis of CIN1 were
scheduled to return for follow-up visits every 6 months, while women with a
diagnosis of CIN2 or CIN3 were submitted to cervical conization/hysterectomy and
those with a diagnosis of cervical cancer were referred for specialized treatment.
Women with a suspicious image penetrating the cervical canal and those in whom
colposcopy findings were unsatisfactory and in addition had an abnormal repeat

cervical smear were submitted to cervical conization.
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Of the 189 women admitted to the study, final outcomes and HPV/CT
test results were available for analysis in 131 cases. Of these, histology was
performed in 127 cases. In the remaining 4 women, colposcopy was negative and
a repeat cervical smear was also negative; therefore, these women were
considered negative in the final diagnosis and were scheduled to return for follow-
up visits every 6 months. At the cut-off point for data analysis, the mean duration
of follow-up in these cases was two years. These women were analyzed together

with women for whom histology resulted in a diagnosis of cervicitis/CIN1.

Human papillomavirus DNA detection and typing:

Aliquots of 200 uL of Universal Collection Medium were taken for
polymerase chain reaction (PCR) testing and centrifuged for 10 minutes at 13,000
x g. The supernatants were immediately removed and split cellular pellets stored
at - 80°C before nucleic acid extraction. The cellular pellets were resuspended in
200 uL of digestion solution (1mM Tris, 200 ug of proteinase K/mL, 0.5% sodium
dodecyl sulfate) and digested at 55°C for 2 hours. The digestion was followed by a
5-minute incubation at 95°C to inactivate proteinase K. Nucleic acids were purified
by phenol-chloroform extraction followed by ethanol precipitation. The DNA pellet
was dried and dissolved in 100 yL of TE (10nM Tris, 1mM EDTA) (1X). Nucleic
acids were stored at - 80°C prior to HPV detection.

HPV-DNA genotyping was carried out using a reverse line-blot
hybridization assay which involved the hybridization of a 450-nt PCR amplicon,

generated by the PGMY primer, set to a nylon strip containing immobilized probes

[13, 14]. The strip contained 2 levels of B-globin control probes, 18 high risk HPV
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probes (HR-HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 82
and 83) and 9 low-risk HPV probes (LR-HPV 6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66 and 84).
PCR reagents, probe strips and developing reagents were kindly supplied by
Roche Molecular Systems Inc. (Pleasanton, CA, USA). The 100 pL of amplification
mixture contained 4mM of MgCl,, 50mM of KCI, 7.5U of AmpliTaq Gold DNA
polymerase (Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA), 200 yM each of dATP, dCTP
and dGTP, 600 uyM of dUTP, 100 pmol of each biotinylated PGMYO09/PGMY 11
primer pool and 2.5 pmol each of 50 biotinylated B-globin primers, GH20 and
PCO4. The following ultrasensitive amplification profile was used: activation of
AmpliTaq Gold for 9 minutes at 95°C, denaturation for 1 minute at 95°C, annealing
for 1 minute at 55°C, extension at 72°C for 1 minute for a total of 40 cycles,
followed by a 5-minute terminal extension step at 72°C. Agarose gel
electrophoresis was carried out to identify HPV-DNA-positive specimens before
strip development.

Amplicons were denatured in 0.4N NaOH and 40 pL of the denatured
product was reacted in 3mL of hybridization buffer with a reverse line-blot
containing HPV genotypes and B-globin probe at 2 concentrations immobilized on
nylon strips. Positive hybridization was detected by streptavidin-horseradish
peroxidase-mediated color precipitation on the membrane at the probe line. In
specimens considered HPV-negative, the 2 globin lines (high and low copies)
appeared at levels comparable to those of positive controls; otherwise they were

repeated until the criteria for globin positivity was reached.



49

Serology for Chlamydia trachomatis:

Serum IgG antibody responses to C. frachomatis were determined by a
serological enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), (Symbiosis Diagndstica
Ltda, Leme, SP, Brazil), using synthetic peptides derived from the major outer
membrane protein (MOMP) variable domain. This feature allows the screening
and diagnosis of C. trachomatis infections to be performed without interference
from the antibodies against Chlamydia pneumoniae. The assay was carried out
according to the manufacturer’s instructions. The results were based on optical
density (OD) measurements and the cut-off OD value. Absorbance was
determined using a bichromatic spectrophotometer set at 450 nm, calibrated with
a blank solution at the wavelength range of 620-630nm. All measurements were
performed within 10 minutes of calibration.

Samples with index values =1.1 were considered positive, while sample
index values <0.9 were considered negative. Samples with index values between
0.9 and 1.1 were considered inconclusive and in these cases the tests were

repeated.

Histopathology

Biopsy specimens were stained with hematoxylin and eosin (HE),
reviewed according to the World Health Organization (WHO) criteria [15] and
classified as: CIN 1, CIN 2, CIN 3, invasive squamous carcinoma or invasive
cervical adenocarcinoma. All the histological analyses were carried out in a
pathology laboratory and in all cases diagnosis was made by the same

pathologist, who was blinded to the cytological diagnoses.
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the SAS statistical
software program, version 8.0. Data were expressed as percentages of the total
or as a frequency of HPV-positive and C. trachomatis-seropositive cases. The
prevalence of Chlamydia trachomatis and HPV DNA types was compared in each
group of cervical neoplasia diagnoses using the chi-square test with Yates’
correction. The association between specific HPV genotypes, C. trachomatis
seropositivity and final diagnosis was calculated using odds ratios (OR) with their
respective 95% confidence intervals (95%CIl).  Statistical significance was

established at p< 0.05.

Results

HPV was detected in 86.3% of valid specimens (113/131). Single
infections represented 50.4% of cases (57/113), multiple infections occurring in
49.6% of all cases (56/113). Seropositivity for C. frachomatis was 26% (34/131).
The prevalence of HPV/C. trachomatis co-infection was 27.4% (31/113). C.
trachomatis seropositivity was higher in HPV-positive women, but this difference

was not statistically significant (Table 1).

Considering final outcomes, the total prevalence of HPV was 62.5%
(15/24) in women with negative histology, 88.7% (47/49) in women diagnosed with
CIN1, 91.7% (22/24) in women with CIN2, 96% (24/25) in women with CIN3 and
100% (3/3) in cases of invasive carcinoma. With respect to C. trachomatis
infection, overall prevalence was 20.8% in women with negative histology, 18.8%

in women with CIN1, 33.3% in women with CIN2, 32% in women with CIN3 and
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60% in women with a diagnosis of invasive carcinoma. With respect to the HPV-
positive women, irrespective of whether the infection was single or multiple-type,
11 different HPV types were found in the 15 cases negative for neoplasia, 28
different types in the 47 cases of CIN1, 18 different types in the 22 cases of CIN2,
15 different types in the 24 cases of CIN3 and only one type in the 5 cases of
invasive carcinoma. Type 16 was the most prevalent HPV infection in all
diagnoses, whether as a single or multiple-type infection (35.9%; 47/131). HPV 31
(9.9%; 13/131) and 35 (9.2%; 12/131) were the second and third most prevalent
types irrespective of whether the HPV infection was a single or multiple infection.
The total prevalence of HPV 18 as a single or multiple infection was 6.1% (8/131),

constituting the fourth most prevalent type (Table 2).

Thirty-one women (27.43%; 31/113) tested positive for C. trachomatis
and HPV simultaneously, and in 96.8% of these cases (30/31) the infection
included a high-risk oncogenic HPV type. In the C. frachomatis-seropositive
women, 61.3% (19/31) of the HPV infections were single infections, while 38.7%
(12/31) were multiple infections. The most prevalent HPV type in the C.
trachomatis - seropositive women was HPV 16 (51.61%; 16/31) and in these
women, this type was present in 50% (2/4) of histologically negative cases, in
33.3% (3/9) of cases of CIN1, 62.5% (5/8) of cases diagnosed as CIN2, 42.9%
(3/7) of CIN3 and 100% (3/3) of cases of invasive carcinoma. The second most
prevalent HPV type was HPV35 (13%; 4/31), followed by HPV18 and HPV52, both

with 6.4% (2/31) (Table 3).

Taking HPV and C. ftrachomatis-negative cases as a reference,

positivity for HPV/C. trachomatis was significantly associated with a diagnosis of
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CIN 2 or worse (OR: 8.00; 95%ClI: 1.31 - 62.62; p = 0.007); however, no such
association was found when HPV-positive cases were taken as a reference (OR:
1.83; 95%CI: 0.72 - 4.69; p = 0.16). A diagnosis of neoplasia was significantly
associated with HPV16 and/or HPV18 as a single or multiple infection and with
seropositivity for C. trachomatis when HPV/C. trachomatis-negative cases were
taken as a reference (OR: 13.00; 95%CI: 1.78 - 121.37; p = 0.002). In addition,
borderline significance (p = 0.041) was observed when HPV-positive and C.
trachomatis-seronegative cases were taken as reference (OR: 2.97; 95%CI: 0.91
— 9.99; p = 0.041). Moreover, borderline significance was also found between
other HPV types and seropositivity for C. frachomatis and a diagnosis of neoplasia
when HPV/C. trachomatis-negative cases were considered as reference (OR: 6.5;
95%CI: 0.78-66.96; p = 0.038). No association was found when the reference
considered was HPV-positive/C. trachomatis-negative cases (OR: 1.48; 95%Cl:

0.38 - 5.80; p = 0.52) (Table 4).

Discussion

C. trachomatis-seropositivity was associated with the severity of
cervical neoplasia in HPV-positive women, principally when HPV types 16 and 18
were involved. In fact, diagnoses of neoplasia are more common than a diagnosis
of non-neoplasia in women who test positive for HPV and C. frachomatis. In
addition, HPV-positivity, particularly when HPV types 16 and 18 are involved, and
seropositivity for C. frachomatis were factors significantly associated with a
diagnosis of high-grade neoplasia. Therefore, it may be important to screen HPV-
positive women for the simultaneous presence of C. trachomatis bearing in mind

that this association may have synergistic pathological effects.
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A positive association between C. trachomatis, HPV and the detection
of cervical neoplasia or invasive cervical cancer has been found in studies in
which C. trachomatis positivity was assessed by serology or DNA detection [2, 3,
8]. Detection of C. frachomatis serum antibodies rather than DNA is likely to be a
better measure of cumulative exposure to C. frachomatis or of exposure occurring
several years prior to the development of cervical disease [2]. Smith et al.
evaluated Chlamydia trachomatis infection as a cause of invasive cervical cancer
and observed that C. trachomatis increased the risk of squamous cervical cancer
in HPV-positive women (odds ratio 2.1; 95%CI: 1.1 - 4.0) [8]. Matsumoto et al.
found C. trachomatis infection to be a significant cofactor for CIN development
after adjustment for HPV antibody positivity [16].

The overall prevalence of HPV infection was 86.3%. This is similar to
the findings of Zuna et al. [17], who reported a prevalence of 97.1% in women with
high-grade squamous intraepithelial lesions and invasive cervical carcinoma.
Paba et al. detected HPV in 91.2% of women with CIN and cervical cancer [10].
This high prevalence is explained by the fact that this present study was
conducted in an opportunistic setting in a tertiary hospital that receives a mixed
population of women, some of whom are self-referred, whereas others are referred
by their healthcare providers for specialist care. Because these women were
symptomatic, a higher prevalence of HPV DNA positivity and of CIN was
expected.

Several studies have shown that C. frachomatis positivity is more
common in HPV-positive women; however, controversies remain with respect to
the significance of this association. An important aspect to consider in this

approach is that concurrent infection with C. trachomatis may impede clearance of
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HPV by inducing a shift in the immune response to the HPV infection. Cellular
immune responses have been shown to be important in the clearance of HPV
lesions [18]. An unresolved C. frachomatis infection has been associated with a
humoral immune response and inflammatory infiltrates [19, 20]. Therefore,
modulation of the cervical immune response toward a T-helper cell type 2
response may be a C. frachomatis-specific effect that facilitates the persistence of
HPV.

In this study, seropositivity for C. trachomatis was more common in
HPV-positive women, although this difference was not statistically significant.
These data are consistent with findings reported from previous studies. Golijow et
al. [2] also observed that the prevalence of C. trachomatis infection detected by
PCR was slightly higher in HPV-DNA-positive patients (12.5%) compared to HPV-
DNA negative women (10.9%); however, this difference also failed to reach
statistical significance. Smith et al. [8] observed that neither C. trachomatis
seropositivity (OR 1.4; 95%CI: 0.7 - 3.7) nor high C. frachomatis antibody titers
(OR 1.6; 95%CI: 0.7 - 3.7) were significantly associated with HPV DNA detection.
On the other hand, Finan et al. [7] found a higher prevalence of C. trachomatis in
HPV-positive women (47.7%; 21/44) compared to HPV-negative women (14.3%;
11/77) and this difference was statistically significant. Tamin et al. [3] also found
C. trachomatis infection to be more prevalent in HPV-positive women and this
difference was statistically significant (OR 10.2; 95CI %: 4.2 — 24.3).

Antagonistic effects were observed between HPV16 infection, C.
trachomatis infection and infection by low-risk HPV types in a study conducted by
Luostarinen et al. (2004) According to these authors, it is impossible to say to

what extent this antagonistic effect was caused by immune reactions, differential
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misclassification of exposure or selection bias, or whether it constitutes a true
biological phenomenon characterizing an antagonistic interaction between HPV16,
HPV6/11 and C. trachomatis [12]. In addition, Rosa et al. [21] concluded that the
presence of C. trachomatis co-infection at baseline appeared to increase the
probability of HPV clearance. These authors speculated that infection with C.
trachomatis may cause immunologic reactions that could somehow assist in the
clearance of HPV.

The prevalence of HPV/C. trachomatis co-infection found in this study
was 27.4% (31/113). Under these circumstances, a diagnosis of neoplasia was
more common than a diagnosis of non-neoplasia. Similarly, Paba et al. found a
prevalence of HPV/C. trachomatis co-infection, as detected by PCR, of 23.5%
(32/136) in women with CIN and cervical cancer [10]. In addition, Golijow et al. [2]
reported an increase in the prevalence of HPV, principally HPV 16, and C.
trachomatis positivity as a function of the severity of cervical neoplasia.

Several studies have also shown a higher risk of cervical neoplasia in
women with C. trachomatis serum seropositivity [7, 16, 22]. Finan et al. [7]
showed that HPV and C. frachomatis infections are related to CIN diagnosis.
Matsumoto et al. [16] reported that C. frachomatis infection was a significant
cofactor for CIN with an OR of 2.7 (95%Cl: 1.3 - 6.0) after adjustment for HPV
antibodies, although adjustment was not made for HPV DNA. Anttila et al. [22]
observed that in all invasive carcinomas, antibodies measured by ELISA were
associated with a higher risk of cervical carcinoma.

Collectively, these data suggest a relationship between HPV and C.
trachomatis infection in the development of CIN. In fact, the prevalence of both

HPV (principally HPV 16) and C. trachomatis increased with the increasing
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severity of cervical neoplasia in 131 women included in this study. In contrast,
Reesink-Peters et al. [11] found no association between anti-C. trachomatis
antibodies and the severity of cervical neoplasia; however, the prevalence of C.
trachomatis antibodies was significantly higher in the group of women with
invasive carcinoma than in women with CIN. Similarly, in a study conducted in
Taiwan, Naucler et al. [9] also failed to find any association between antibodies
against C. trachomatis and cervical cancer (OR: 1.14; 95%CI: 0.62 - 2.10).

The results of the present study point to the existence of an association
between C. frachomatis seropositivity and the severity of cervical neoplasia in
HPV-positive women, principally when HPV types 16 and 18 are involved. The
Chlamydia trachomatis infection affects the course of the HPV infection. Evidence
points to a possible association with the incidence of invasive cervical cancer by
altering cell-cell adhesion and affecting cell differentiation [23]. In addition, the
most carcinogenic HPV types are concentrated in species a9 and a7, which
include types 16 and 18, respectively. Schiffman et al. reported that persistent
HPV 16 infection constitutes a carcinogen with a very high positive predictive
value for severe neoplasia [24].

There is some epidemiological evidence, albeit weak, to suggest that
inflammation may be linked to cervical cancer, perhaps as an HPV cofactor [25]
and may be associated with high-grade lesions in women infected with oncogenic
HPV. HPV infection of the cervix is not believed to be inflammatory. Nevertheless,
C. trachomatis infection secretes higher amounts of cytokines resulting in a severe
inflammatory state. In the mechanism of lymphocyte T proliferation, the CT-
antigen is recognized by macrophages presenting as lymphocyte T. Macrophages

release cytokines — tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1alpha
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(IL-1a). Cytokines induce synthesis of IL-6 by fibroblasts. IL-6 and its specific
receptors on keratocytes activate the synthesis of growth factors (transforming
growth factor-a, TGF-a, amphiregulin). These factors trigger the autocrine
stimulation of keratocytes [26]. Fischer observed that C. trachomatis infection
causes changes in the fibroblasts of the cervix via IL-1a activity and TNF-a.
These factors are released from macrophages after phagocytosis of Chlamydia
[26]. In addition, the inflammation consequent to the C. trachomatis infection may
lead to chronic cervical tissue injury indirectly resulting from the production of
reactive oxygen species, triggering an inflammatory cascade, decreasing cellular
immunity and promoting angiogenesis [27].

In summary, the possible potential interaction between C. frachomatis
and HPV infections merits further evaluation in large prospective studies,
particularly in women at a higher risk of incident C. frachomatis infections, in order
to provide more definitive data concerning the role of this pathogen as an HPV

cofactor for cervical carcinogenesis.
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Table 1: Total prevalence of HPV and Chlamydia trachomatis (CT)

infections in women with cervical neoplasia

63

HPV- % HPV % Total % *Odds ratio p-value
positive -negativ (95%Cl)
e

CT-

positive 31 23.7 3 2.3 34 26 1.89

CT-

(0.42 - 8.86) 0.333

negative 82 62.6 15 114 97 74

Total 113 86.3 18 13.7 131 100

*The reference used for the odds ratio was HPV-positive and CT-negative cases.



Table 2: Prevalence of specific HPV types and C. trachomatis (CT) positivity in

relation to histologic diagnosis.

64

HPV types Negative ¢\ 4 CIN2 CIN3  ISC AC
n (%) n (%) N%)  n(%)  n(%)  n(%)

16 3(20) 5(10.64) 4(18.18) 8(33.33) 3(100)  2(100)
18 1(6.68) 1(2.13) i ] ] )
52 i 1(213) 2(91) 1(4.17) ; ;
58 i 1(2.13) i ; ] ]
53 i 1(2.13) i ] ] ]
31 i 3 (6.38) i 1(4.17) ; ]
56 . - i 1(4.17) ] i
69 i 3 (6.38) i ] ] ]
82 i 1(213)  1(4.54) ] ] ]
35 i 2 (4.25) i 2 (8.33) ; -
33 - - - 1(4.17) - -
51 2 (13.33) ; i ] ] ]
66 2 (13.33) ] i ] ] ]
HPV 16 and
HPV18 ) ) ) 1@.17) - )
HPV16 and others 2 (13.33) 10(21.28)  11(50) 2 (8.33) : ;
HPV18 and others i 2(425) 1 (4.54) ; ; ]
HPV31 and others 4@851)  2(91) 1(417)



HPV35 and others
Other HPV types

Low risk

Total number of
HPV-positive cases
Total number of
HPV-negative
cases

Total number of CT-
positive cases

Total number of CT-

negative cases

Total No. cases

3 (20)

2 (13.33)

15 (100)

9 (37.5)

5 (20.83)

19(79.17)

24 (100)

1(2.13)
10(21.28)

2 (4.25)

47 (100)

6 (13.32)

10(18.87)

43(81.13)

49 (100)

65

1(4.54) 1(4.17)

- 4(16.65) - -

- 1(4.17) - -
22 (100) 24 (100) 3(100)  2(100)
2(8.33)  1(40) 0 0
8(33.33) 8(32) 2(66.67) 1(50)
16(66.67) 17 (68) 1(33.33) 1 (50)
24 (100) 25 (100) 3(100)  2(100)

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia; ISC: invasive squamous carcinoma; AC:

Adenocarcinoma
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Table 3: Prevalence of HPV types in C. trachomatis (CT)-seropositive

women in relation to histologic diagnosis.
Negative CIN1 CIN2 CIN3 Invasive Total
HPV carcinoma

N % N % N % N % N % N %
16 1 25 2 222 1 125 2 286 3 100 9 29.0
HPV16/ - - - -
HPV18 - - 1 143 - - 1 3.2
HPV16/HPV35 - - - - 2 25 - - - - 2 64
HPV16/
others 1 25 1 111 2 25 - - - 4 13
Total 2 50 3 333 5 625 3 429 3 100 16 51.6
18 1 25 - - - - - - - - 1 3.2
HPV18/others - - - - 1 125 - - - - 1 3.2
Total 1 25 - - 1 125 - - - - 2 64
35 - - 2 222 - - 1 143 - - 2 64
HPV35/others - - - - 1 125 - - - 2 64
Total - - 2 222 1 125 1 143 - - 4 13
52 - - - - 1 125 - - - 1 3.2
HPV52/others - - - - - - 1 143 - - 1 3.2
Total - - - - 1 125 1 143 - - 2 64
31 - - 1 111 - - - 1 3.2
56 - - - - - - 1 143 - - 1 3.2
69 - - 2 222 - - - - - - 2 64
Other types - 1 111 - - 1 143 - - 2 64
Low risk 1 25 - - - - - - - - 1 3.2
Total 1 25 4 444 - - 2 286 - - 7 224
Total 4 100 9 100 8 100 7 100 3 100 31 100

Table 4: Association between HPV positivity and C. trachomatis (CT)
seroprevalence according to histologic diagnosis.

2 CIN 2 versus CIN1 and negative for neoplasia

Odds ratio* p-value Odds ratio** p-value
HPV+/CT+ 8.00 (1.31 -62.62) 0.007 1.83 (0.72 - 4.69) 0.16
HPV 16 and
13.00 (1.78 -121.37)  0.002 2.97 (0.91-9.99) 0.041
HPV18 /CT+
Other high 6.50 (0.78 - 66.96) 0.038 1.48 (0.38 - 5.80) 0.52

risk HPV
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types / CT+

* Reference for Odds ratio was HPV-negative and CT-negative cases.
** Reference for Odds ratio was HPV-positive and CT-negative cases.

Includes single and multiple HPV infections.

5. CONCLUSOES

5.1. A prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres com exame
citopatoldgico alterado foi de 86,3%.
5.2. A soropositividade para C. frachomatis em mulheres com exame

citopatoldgico alterado foi de 26%.
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5.3. A prevaléncia de C. trachomatis foi mais elevada em mulheres HPV
positivas quando comparadas com mulheres HPV negativas, contudo esta
diferenca nao foi estatisticamente significante.

5.4. Os tipos de HPV mais prevalentes em mulheres soropositivas para C.
trachomatis foram os tipos 16, 35, 18 e 52.

5.5. Diagnosticos neoplasicos foram mais comuns do que o0s néo
neoplasicos em mulheres em mulheres com testes positivos para HPV e C.
trachomatis. A infeccao por HPV, principalmente pelos tipos 16 e 18, e a
soropositividade para C. trachomatis foi significativamente associada com o
diagndstico neoplasico (diagndstico de NIC 2 ou mais grave).

5.7. A infeccdo pelos tipos 16 e 18 e a soropositividade para C. trachomatis
mostrou uma significancia limitrofe com o diagnostico neoplasico (NIC 2 ou
pior diagnostico) tomando como referéncia casos HPV positivos e Chlamydia

trachomatis soronegativas.
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7.ANEXOS

7.1. Anexo 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

7.2. Anexo 2- Questionario Padronizado
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Universidade Federal de Goias

Santa Casa de Misericordia de Goiania

Consentimento Informado

PESQUISA: Prevaléncia e genotipagem das infecgdes por Papilomavirus humano
e soropositividade para Chlamydia trachomatis em mulheres portadoras de
neoplasias cervicais.

EU,sra
Idade, RG ,endereco

Telefone de
contato , registro hospitalar ,

atendida na Santa Casa de Misericordia de Goiania, no Ambulatério de Oncologia
do Trato Genital Inferior e Colposcopia fui convidada a participar desta pesquisa
porque o resultado do meu exame de prevencao (Colpocitologia oncaética)
mostrou anormalidades das células do colo uterino. Sei que responderei a um
questionario sobre informacdes pessoais mantendo meu anonimato (serdo
avaliadas somente pelo médico que me atendeu) e que as fichas ficardo de posse
do(s) Doutor(es) responsaveis pela pesquisa que sao da Universidade Federal de
Goias e Santa Casa de Misericordia de Goiania.

Sei que serei submetida a uma investigagcao que é necessaria para esclarecer as
alteracdes encontradas no meu exame preventivo e receber o tratamento que for
preciso. Esta investigacdo consta de novo preventivo, e da mesma forma, sera
colhida secrecao para descobrir se existe um tipo de virus chamado HPV
relacionado ao meu problema. Esta secrecdo sera utilizada para fazer exame
chamado de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) e também podera ser
utilizada posteriormente para outras pesquisas também relacionadas ao HPV.
Sera realizado também um exame colposcopico, no qual o médico vai olhar o colo
do meu utero com lente de aumento, e caso seja encontrada alguma alteragéo,
esta sera biopsiada, ou seja, sera retirado um pedago muito pequeno para saber
com certeza o que eu tenho. Esta bidpsia é feita no ambulatério, € simples, nao
doi e 0 maximo que pode causar € um pequeno sangramento, que logo para.
Caso seja descoberto que eu tenho uma alteragdo mais grave serei submetida a
uma retirada de pedaco maior, feito com anestesia local para que eu nao sinta
dor. Este procedimento também é simples, normalmente feito no ambulatério, e
as vezes pode causar um sangramento maior, porém caso isto ocorra, serei
tratada com segurancga, pois estarei no hospital com médicos capacitados para
resolver o problema. Também conforme indicagdo do médico e de acordo com o
resultado do meu exame histopatoldgico, poderei ser submetida a uma cirurgia se
este for o caso.

Além disto, também serei submetida a uma coleta de sangue que sera
realizada por um profissional habilitado. Este material sera destinado a um exame
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para informar se tenho ou ja tive outro tipo de infec¢do causada por uma bactéria
chamada Chlamydia trachomatis. Em caso de resultados positivos serei tratada
conforme a conduta clinica de rotina adotada pelos médicos responsaveis pelo
meu atendimento.

Todos estes exames estdo indicados para o esclarecimento, diagnodstico e
tratamento de possiveis lesdes de colo de utero que podem estar presentes em
casos como o meu. Nao serei submetida a exames desnecessarios, tudo sera
feito como normalmente se faz, de acordo com os programas de prevencao do
cancer do colo do uterino, e tratamento adequado. Apds o diagndstico e
tratamento inicial dependendo da indicacdo médica, deverei retornar em
intervalos de mais ou menos 6 meses para acompanhamento e controle de meu
problema.

Autorizo os pesquisadores da Universidade Federal de Goias e Santa Casa de
Misericordia de Goiania a realizarem uma copia dos resultados dos exames de
laboratério para que sejam anexados as fichas de pesquisa. Autorizo também o
arquivo de material bioldgico para ser utilizado em pesquisas futuras.

Fui esclarecida quanto ao meu direito de nao participar da pesquisa e de ser
atendida no ambulatério sempre que necessario. A nao aceitagcao na
participagdo no estudo nao implicara na perda dos direitos iniciais
rotineiramente oferecidos pelo ambulatério.

Em caso de duvidas ou esclarecimento, tenho o direito de telefonar para as
Doutoras Silvia Rabelo (32096044), Megmar Carneiro (32096129) ou Rosane
Alves. Sei que né&o serei paga para participar deste estudo.

Goiania de de 200

Rubrica da paciente

Médico responsavel pelo atendimento
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

SANTA CASA DE MISERICORDIA

Estudo epidemiolégico e Molecular da Infecgao pelo Papilomavirus Humano
(HPV) em Mulheres Portadoras de Lesées Cervicais em uma Alta

Prevaléncia de Cancer do Colo Uterino - Regiao Centro-Oeste

Ficha pré-codificada para conduta diagnéstica e terapéutica

Fichal__I_1 | Registrol_I_ I I 1 1 1 1
Data da primeiraconsultal_I_/ 1/ 1 1
Nome completo

Idade

Data da ultima menstruagao
Enderego: Rua numero
Bairro Cidade

Telefone: (__)
Telefone para contato: (_) Falar com:

Observacgao:

Informacdes epidemioldgicas

Inicio da atividade sexual:

Numero de parceiros:

Ultimo Exame Realizado:

Numero de gestacgoes : Abortos:

Tabagismo: () Sim (_) Nao

Numero de cigarros /dia:

Uso de naticoncepcional: () Sim (_) Nao

Tempo de uso:
1. Diagnéstico citolégico
1.1 EncaminhamentoData | | / | [/ |
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- Cédigo de Citologia Oncolégica de Encaminhamento

Reusltado:

I1INegativo para Lesdes Intra-epiteliais ou Malignidades

[1Al Normal

1Bl Alteragodes celulares benignas

131 ASC-US 141 ASC_H 151 HPV 161 NIC | 171 NIC II 18I NIC 1lI

91 Carcinoma escamoso invasivo

1101 AG 110AG (Prov. Neop.) 1200 AIS 113[JAdenocarcinoma endocervial
invasivo 1141 Outras neoplasias invasivas (metastaticas) 1151 AIS + NICIII 1161 NIC
[l + AG 1171 CA Adenoescamoso 1181 AG endometrial 1191 Adenocarcinoma
endometrial 1201 Outros

Cédigo:

1.2.Cito 2 Data_ |_/_ |_/ |

Namero | |11 1 11 I 11

Resultado:
Cadigo:

1.3 Seguimento Cito 3 Data | / | [/ |

Numero N T T N N A T Obs:
Resultado:
Cddigo:

1.4, Seguimento Cito 4 Data | / | [/ |

Nidmero | I 1L I 1L 1L 1 1 1 1 Obs:

Resultado:
Cadigo:

1.5. Seguimento Cito 5
Data_ | / | _/ |

Numero | I I 1 1 1 1 1 1 |
Obs:
Resultado
Cddigo:
2.Colposcopia Data_ | / | [/ |
Cddigo:
| 1 | Auséncia de imagem | 2 | Epitélio aceto-branco | 3 | Mosaico
suspeita
| 4 | Vasos | 5| Pontilhado | 6 | Leucoplasia | 7 | Schiller positivo

atipicos
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| 8 | Insuficiente | 9 | ndo realizado Outros

3.Anatomo-patolégico:

CODIGO DO EXAME ANATOMO-PATOLOGICO

[11 Cervicite 12| Metaplasia escamosa madura 13| Metaplasia escamosa imatura
|41 alteracdo glandular reacional I51 atipia glandular neoplasica sem outras
especificagdes 16l adenocarcinoma “in situ” 171 Adenocarcinoma invasivol7I
Carcinoma adenoescamoso invasivo 18] HPV/Condiloma [91 NIC | 101 NIC 1 1111
NIC lIl 112I Carcinoma escamoso microinvasivo 131 Carcinoma escamoso invasivo
141 Adenocarcinoma endometrial invasivo 1151 NIC Il + AIS 1161 Outros

3.1.Biépsia de colo Indol Isiml Data | / | [/ |
Resultado: Cadigo:

3.2 CAF Indol Isiml Data | / | [/ |
Resultado:

Cddigo:

MARGENS 0 [livres 0O [Ocomprometidas

Cddigo:
3.3.Conizacao a frio In3ol Isiml Data | [/ | [ |
N°Biodpsial | | | | | Cadigo:

MARGENS [ Olivres 0O Ocomprometidas

Cadigo:
3.4.1__| HISTERECTOMIA |__| WERTHEIM-MEIGS

NeBidpsia | __|__ || 1| 11 11 Data _|_/ | [/ |
Cddigo

MARGENS [ Olivres [0 OO comprometidas
Cddigo_

LINFONODOS | |Ilivres | | Comprometidos

Cddigo_

4 Diagnoésticos moleculares

_Cddigo dos resultados dos diagndsticos moleculares:

4.1 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)



111 Negativo para DNA de HPV

I2I Positivo para DNA de HPV

4.2 GENOTIPAGEM

111
121
131
141
151
161
171
18I
191

HPV 6
HPV 11
HPV 40
HPV 42
HPV 53
HPV 54
HPV 57
HPV 66
HPV MM18(P155)

101 HPV 16
111 HPV 18
121 HPV 26
131 HPV 31
[14IHPV 33
151 HPV 35
161 HPV 39
171 HPV 45
118IHPV 51

4.3 Variantes de HPV 16 e 18 envolvias

(_ ) Européias

(_) Nao Européias

4.4 Carga viral

| IAlta

|| Baixa

Valor

4.5 Estado Fisico do genoma viral

(

) Epissomal

(

) Integrado

1191 HPV 52
1201 HPV 55
1211 HPV 56
1221 HPV 58
1231 HPV 59
1241 HPV 68
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1251 MM4(W13B)
1261 MM7(P291)
1271 MM8(P155)



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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