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RESUMO

O cancer cervical acomete anualmente cerca de 470.000 mulheres em todo o mundo e
mais de 16.000 mulheres no Brasil. O desenvolvimento do cancer cervical e sua associa¢ao ao
Papilomavirus Humano (HPV) estdo bem documentados, sendo este o fator principal para o
desenvolvimento do cancer cervical.

A infeccdo genital por Chlamydia trachomatis é estudada como um co-fator no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) e outras alteracbes celulares
significativas em mulheres com historico de infecgdo por HPV.

Este estudo tem como objetivo conhecer a prevaléncia de infeccdo por HPV e
Chlamydia trachomatis em uma amostra de mulheres assintomaticas de uma area geogréafica
localizada na zona norte de Porto Alegre, bem como verificar as caracteristicas associadas a
presenca desta co-infeccdo e sua relacdo com lesdes cervicais.

Trata-se de um estudo transversal cujo desfecho é a positividade ao HPV e a
Chlamydia trachomatis em uma amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre. Um
total de 1217 amostras de material do colo do Utero foi coletado para realizacdo do exame
citopatoldgico e para a identificagdo do DNA-HPV e DNA-CT através da técnica da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Colposcopia e biopsia foram realizadas sempre que a
citologia estivesse alterada e/ou a PCR para o HPV-DNA fosse positiva. A prevaléncia de
HPV e Chlamydia trachomatis e sua distribuicdo por faixa etaria sdo descritas, bem como a
sua associacdo com as varidveis estudadas através das RazBes de Chances (RC) estimadas por
regressao logistica maltipla.

Observou-se uma prevaléncia de HPV-DNA de 28,4% (n=346/1217), de CT-DNA de
12,6% (n=152/1208) e de co-infecgdo por HPV e CT de 6,5% (n=78/1208). Mulheres ndo

brancas (Raz&o de Chance (RC) =1,60; Intervalo de Confianca (IC) de 95%:1,10-2,38),



assalariadas (RC=1,74; 1C95%:1,17-2,60) e com parceiro apresentando histéria de condiloma
genital (RC=2,35; 1C95%:1,17-4,72) mostraram-se associadas com a positividade para HPV.
A infeccdo por CT mostrou uma associacdo positiva com mulheres que iniciaram a vida
sexual antes dos vinte anos (RC=1,82; 1C95%:1,05-3,15) e assalariadas (RC=1,93;
1C95%:1,15-3,25). Quanto a co-infeccdo por HPV e CT, mulheres com mais de trés de
parceiros sexuais na vida (RC=2,02; IC 95%:1,12-3,65) apresentaram uma associac¢ao positiva
com o desfecho. Com relacdo a citologia, tanto a infeccdo por HPV quanto a co-infecgéo
apresentaram associacao significativa com anormalidades citoldgicas (p<0.001).

Os resultados mostraram uma elevada prevaléncia de HPV, de CT e de co-infecgdo em
uma amostra de mulheres assintomaticas reforcando dados relatados na literatura. A
associacao destas infeccdes com variaveis socioecondmicas, de comportamento sexual e com
lesGes do colo uterino, indicam a importancia de medidas para a promocéo e prevencdo de
satde com este alvo especifico dentro da rotina de servigos de atengdo priméria. Desta forma,
acredita-se que estes dados possam ser muito Uteis no planejamento de programas, incluindo o

controle de Doencas Sexualmente Transmissiveis e a utilizacdo de vacinas para o HPV.



INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) e Chlamydia trachomatis (CT) s@o responsaveis por
doencgas sexualmente transmissiveis (DST) tipo-especificas, que infectam a pele, mucosas e 0
trato genital, causando lesdes, tanto benignas como malignas (1). Estas DST frequentemente
acometem a populacdo sexualmente ativa, entre 15 e 49 anos de idade (2). Em 1996,
estimavam-se entre 500 mil a um milhdo de casos novos, por ano, de infec¢do pelo HPV,
834.555 de Chlamydia trachomatis, 200.000 a 500.000 de herpes, 100.000 de sifilis e 800.000
de gonorréia (3).

Segundo Franco et al (2001), a infeccdo pelo HPV é considerada a causa principal dos
casos de cancer cervical e de uma pequena fracao dos casos de cancer vaginal, vulvar, peniano
e anal. Além do HPV, diversos estudos estdo considerando a Chlamydia trachomatis como um
co-fator no desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) e outras alteracdes
celulares significativas em mulheres com historico de infeccdo por HPV. Epidemiologistas
continuardo concentrando seus estudos em cancer cervical, devido a sua prevaléncia global e a
disponibilidade de excelentes modelos epidemioldgicos de carcinogénese (5, 6, 7, 8).

O cancer cervical € um dos tumores malignos mais frequentes na populacéo brasileira,
apontando apenas o cancer de mama e de pele ndo-melanoma com indices mais elevados.
Dados absolutos sobre incidéncia e mortalidade por cancer cervical do Instituto Nacional de
Céancer (INCA) apresentaram para 2003, uma expectativa de 16.480 novos casos e 4.110
obitos (9).

A prevencdo priméria de cancer cervical pode ser realizada com sucesso através de

programas de conscientizacdo e controle da infecgéo pelo HPV.



Atualmente, poucas evidéncias indicam que os tratamentos disponiveis no momento
erradicam ou afetam a histdria natural das infec¢bes pelos papilomavirus e nenhum dos
tratamentos € superior aos outros, ou seja, cada caso devera ser avaliado decidindo a conduta
mais adequada (10).

Estratégias de promocdo da saude orientam para uma avaliagio e mudanca no
comportamento sexual que podera ser efetivo na prevencao de infeccéo pelo HPV genital.

Portanto, é cada vez maior o interesse na deteccdo e identificacdo do HPV e Chlamydia
trachomatis na infeccéo genital e em lesdes precoces do colo uterino, na perspectiva de uma
atuacdo mais ampla em nivel da prevencdo primaria até o desenvolvimento de vacinas

especificas para minimizar ou evitar a co-infeccdo por HPV e Chlamydia trachomatis (11).



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR PAPILOMAVIRUS HUMANO

As taxas de aquisicdo de infeccdes por papilomavirus humano (HPV) sdo elevadas,
principalmente em adultos jovens sexualmente ativos (12). A estimativa da prevaléncia das
infeccdes entre mulheres no mundo varia de 2,0% a 44,0% devido a diferencas nas faixas
etarias das populacdes estudadas, pelo comportamento sexual diversificado entre as
populacbes e pela sensibilidade dos métodos diagndsticos utilizados para a deteccdo da
infeccdo por HPV (13).

Os papilomavirus sdo classificados como HPV de baixo risco (subtipos -6, -11, -26, -42,
-43, -44, -54, -70, -73) ou de alto risco (subtipos -16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56,
-58, -59, -66, -68), de acordo com o seu potencial oncogénico. Segundo Kulasingam (2002), a
prevaléncia de infec¢bes por HPV de alto risco em uma populacdo dos Estados Unidos com
idade de 25 anos foi de 27,4%. Entretanto, um recente estudo na Escdcia com mulheres de
idade ao redor de 36 anos demonstrou uma prevaléncia de aproximadamente 20,5% para todos
os tipos de HPV e 15,7% para HPV de alto risco (15).

O HPV-16 é um dos tipos de alto risco mais comum entre mulheres, e também o subtipo
mais freqiiente entre os casos de cancer cervical, com taxas entre 24,3% em mulheres com
idade media de 16 anos e 23,7% em mulheres com 25 anos (16, 17, 18, 19). O subtipo HPV-
18, também classificado como de alto risco, apresenta taxas de prevaléncia de 7,3% em
mulheres com idade ao redor de 16 anos e 7,2% em mulheres com idade ao redor de 25 anos.

Nos Estados Unidos, entre 1966 e 1984, ocorreu um acréscimo de 450,0% no numero de

casos de verrugas anogenitais (12).



Na Finlandia, em um estudo realizado com soro de mulheres gravidas, foi verificado um
acréscimo na prevaléncia de infecgdes por HPV-16 de 17,0% em 1983 a 1985 para 24,0% em
1995 a 1997, com idade entre 23 a 31 anos (20). Ja na Alemanha, a prevaléncia de infeccbes
por HPV-16 teve um acréscimo de 16,0% para 21,0% entre 1969 e 1980 (21).

Em muitos estudos realizados, a incidéncia de infec¢cbes com subtipos de HPV
oncogeénicos apresenta-se mais elevada que a incidéncia de infec¢cbes com subtipos nao-
oncogénicos (17, 18, 22, 23).

Na Inglaterra, a incidéncia cumulativa de infec¢do por HPV entre mulheres com idade
entre 15 a 19 anos aumentou 44,0% em um periodo de trés anos (1988-1991) (24).

Segundo Laukkanen (2003), entre os periodos de 1983-1985 e 1992-1994, a incidéncia
de HPV-16 entre mulheres de idade igual ou menor que 22 anos decresceu de 25/1000
pessoas-ano para 13/1000 pessoas-ano, poréem houve um acréscimo para 31/1000 pessoas-ano
durante 1995-1997. E para mulheres com idade de 23 a 31 anos, entre 1983-1985 e 1995-
1997, a incidéncia da infeccdo por HPV-16 apresentou elevacgdo, passando de 5/1000 para
13/1000 pessoas-ano.

No Brasil, para 0 ano de 2005, sdo estimados 20.690 novos casos (22,1/100.000
mulheres) de cancer de colo uterino e, para 0 Rio Grande do Sul, neste mesmo ano, 1.880

novos casos (33,7/100.000 mulheres) (10).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis é uma bactéria intracelular, gram-negativa, obrigatéria e

sexualmente transmissivel, que infecta células epiteliais humanas do trato genital e ocular,



sendo, portanto, responsavel por uma vasta variedade de desordens celulares, incluindo lesdes
cervicais (26).

InfeccBes por Chlamydia trachomatis apresentam altas taxas de prevaléncia no mundo e
70,0% a 80,0% dos casos sao assintomaticos e freqientemente ndo séo detectados (27).

A infeccdo urogenital por Chlamydia trachomatis € um grande problema de saude
publica, sendo considerado 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 nédo tratados servem como reservatério para a transmissao da infeccéo
aos parceiros sexuais (28, 29).

Nos Estados Unidos, desde 1990, vigora a lei de notificacdo compulsoria de casos de
infeccdo por Chlamydia trachomatis. No ano de 2002, foram reportados 834.555 casos (296,5
cas0s/100.000 habitantes). Se 0 aumento do nimero de casos reportados, ano apds ano desde
1987 reflete, por um lado, a expanséo dos programas de triagem e de notificacdo naquele pais
e 0 desenvolvimento e o uso de testes diagnosticos mais sensiveis, verifica-se por outro lado,
que as taxas de infecgdo permanecem altas (30).

No Brasil, a infeccéo por clamidia ndo € uma doenca de notificacdo compulséria. Alguns
estudos de prevaléncia vém sendo conduzidos isoladamente em populagdes especificas,
utilizando-se testes moleculares para a detec¢do de Chlamydia trachomatis, os quais permitem
a realizacdo de triagens populacionais.

Ramos e colaboradores (2003) realizaram um estudo de base populacional em mulheres
residentes em uma vila popular da cidade de Porto Alegre (RS), que revelou uma baixa
prevaléncia, da ordem de 0,59%. O mesmo grupo, no entanto, pesquisando 79 pacientes
masculinos de uma clinica de DST, obteve positividade para Chlamydia trachomatis em

41,9% dos casos (32).



Um outro estudo de base populacional realizado na cidade de Vitdria (ES) em mulheres
adolescentes sexualmente ativas constatou a prevaléncia de 12,2% neste grupo (33).

Na cidade de Manaus, a prevaléncia estimada em 121 amostras de pacientes femininas
de um servico de DST foi de 20,7% (34).

Atualmente, estd em andamento no pais um estudo de &mbito nacional de prevaléncias e
freqliéncias relativas das principais doencas sexualmente transmissiveis (DST). Os resultados
parciais estimam a prevaléncia de infeccdo por Chlamydia trachomatis em mulheres
sexualmente ativas da ordem de 2,2%. Em homens, esta prevaléncia seria 4,5% e em gestantes
de 6,3% (dados ndo publicados, fonte: Ministério da Salude, 2004).

Diversas infecgdes podem ocorrer devido a presenca de Chlamydia trachomatis, como
tracomas e conjuntivites. Recém-nascidos de parto normal de maes com infecgcdo genital por
Chlamydia podem sofrer de conjuntivite neonatal e pneumonia (27). Atualmente estdo
descritos diversos sorotipos, sendo que os sorotipos D a K de Chlamydia sdo os mais
associados com doencas sexualmente transmissiveis (DST). Estudos epidemioldgicos tém
apresentado a prevaléncia da bactéria em 5,0% da populacdo geral, sem queixas
ginecoldgicas; entretanto, em pacientes com suspeita de alguma doenca sexualmente
transmissivel (DST), a freqliéncia é relatada entre 20,0% a 40,0% de positividade (35).

ObservacOes clinicas realizadas desde 1970 indicam que a infeccdo genital por
Chlamydia trachomatis é estudada como um co-fator no desenvolvimento de NICs e outras
alteragdes celulares significativas em mulheres com histdria de infecgdo por HPV, resultando
também em cervicites mucopurulentas cronicas, uretrites, doenga inflamatdria pélvica (18,0%
a 24,0%) e endometriose (6,0% a 21,0%) (5, 6, 7).

Na Col6mbia e Filipinas h& poucos estudos de co-infec¢des de Papilomavirus Humano e

Chlamydia trachomatis (6).



Na india, as DST e canceres anogenitais so um dos maiores problemas de satde publica
em mulheres. Anualmente, aproximadamente 100.000 mulheres desenvolvem cancer cervical
e 40,0% a 50,0% sdo infectadas com uma ou outra doenca sexualmente transmissivel (27). Em
mulheres assintomaticas, cerca de 30% a 81% apresentaram resultados positivos em sorologia
para Chlamydia trachomatis (27).

Um estudo realizado por Kahn (2005), entre 1997 a 2002 nos Estados Unidos,
demonstrou uma prevaléncia de infec¢do por Chlamydia trachomatis em 15,6% das 33.619
mulheres e 5,9% dos 98.296 homens atendidos, sendo que 54,0% das mulheres e 51,0% dos
homens estavam co-infectadas por Neisseria gonorrhea.

Segundo de Lima Soares (2003), em um estudo realizado em Alagoas, Brasil, das 341
mulheres arroladas, 6,4% apresentavam resultados confirmatorios para infeccdo por
Chlamydia trachomatis e 26,6% resultado positivo para infec¢do por Papilomavirus Humano.

Recentes estudos epidemiologicos, baseados na deteccdo de Chlamydia trachomatis a
partir de tipos especificos de anticorpos no soro sangiineo, tém demonstrado que a infecgdo
por esta bactéria aumenta o risco de cancer cervical invasivo entre mulheres HPV positivas
(6, 26, 38).

O grupo demogréafico mais frequentemente acometido pela infeccdo clamidial € o de
mulheres sexualmente ativas com idade inferior a 20 anos. A prevaléncia nestes grupos
excede os 10,0% podendo atingir indices de 40,0% em clinicas de DST. Um dos fatores mais
notorios para explicar estes resultados sdo as diferencas anatbmicas na cérvice uterina de
mulheres jovens, favorecendo a exposicao ao agente etioldgico. Outras variaveis associadas a
infeccdo por Chlamydia incluem nuliparidade, ser solteira, raga negra e baixa condicéo sécio-
econbmica, bem como a nédo utilizacdo de preservativos nas relagdes sexuais e infeccdes

gonocdcicas concomitantes (39).



Além disso, infec¢bes por Chlamydia trachomatis estdo associadas ao risco aumentado
de transmissdo do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). Isto se da pela reacédo
inflamatdria causada pela infeccdo clamidial que promove o acesso de linfécitos CD4 (alvo do
virus HIV) ao local. A concomitancia de infeccdo clamidial e pelo HIV também resulta em
aumento da replicacdo viral (40). De um modo geral, infec¢bes do trato genital aumentam o
risco de aquisicao do HIV e outras DST em cerca de 10 vezes. Por outro lado, a prevencao e o

tratamento das DST podem reduzir a infeccdo pelo HIV em 40,0% (41, 42).

1.3. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER CERVICAL

O cancer € o resultado de um acumulo de eventos que interferem nas fungdes essenciais
da célula, processo este que pode durar longos periodos de tempo (43).

O cancer cervical foi a causa mais comum de mortes por cancer nos Estados Unidos em
1930. Com a introducdo de testes de rastreamento, como o Papanicolaou (CP), a deteccao
precoce e a diversidade de métodos diretos e indiretos para tratamento tornaram-se possiveis.
Por essa razdo, a incidéncia e as taxas de mortalidade para o cancer cervical sofreram um
drastico declinio durante o século XX, com aproximadamente 12.900 novos casos e 4.400
mortes estimadas para o ano de 2001 (44).

Em todo o0 mundo, a incidéncia e a mortalidade do cancer cervical apenas séo superadas
pelos indices do cancer de mama, ocupando o sétimo lugar em mortalidade na populacgéo total
e 0 segundo entre mulheres; nos paises em desenvolvimento, o cancer cervical € a maior causa

de mortes em mulheres com idade reprodutiva (44, 45).



Segundo Baseman JG (2005), a prevaléncia de infec¢do por HPV é maior em mulheres
mais jovens quando comparada a mulheres com idade mais avancada (12).

O cancer cervical, em 95% dos casos relatados, é causado por um virus conhecido como
Papilomavirus Humano (HPV). Este microorganismo € considerado um importante fator para
a compreensao da histdria natural do cancer cervical e sua relacdo com o sistema imune.

O HPV é conhecido, hd muito tempo, como causador de tumores, tanto benignos
(verrugas cutaneas e mucosas, papilomas), quanto malignos, como 0s carcinomas cutaneos e
0s que afetam mucosas, principalmente nas regides anogenitais e do trato aéreo-digestivo
superior (46).

Observa-se, porem, que 0s tipos mais comumente associados aos tumores benignos séo
diferentes daqueles encontrados nas lesdes malignas (carcinomas). Dentre os carcinomas
malignos, o mais importante, sem davida, € o cancer cervical, pois € 0 que mais atinge
mulheres em todo o mundo. Cerca de 470 mil novos casos sdao diagnosticados por ano, sendo
que na maioria destes, os HPV de alto risco -16 e -18 estéo presentes (47).

Diversos fatores sdcio-culturais sdo apontados como estando relacionados ao
desenvolvimento de lesbes precursoras do cancer cervical. Entre estes se destacam a co-
infeccdo por Chlamydia trachomatis, comportamento sexual, idade precoce da primeira
relacdo sexual, maior nimero de parceiros sexuais, alta paridade, fumo, baixa situacdo sécio-
econdmica, higiene precéria e ingestdo prolongada de contraceptivos orais (43).

O fator de risco mais consistente para a infeccdo por HPV é o elevado numero de
parceiros sexuais. Varios estudos realizados em mulheres tém demonstrado fortes associa¢ées
entre a aquisicao de HPV genital e o nimero de parceiros sexuais durante a vida (48, 49, 50).
Um curto espaco de tempo entre conhecer um parceiro e iniciar atividade sexual também

aumenta o risco de infec¢do por HPV em mulheres (51).



A exposicdo ao fumo, mesmo sendo passiva, tem sido sugerida como fator relacionado a
um aumento no risco de cancer cervical (52). A presenca de substancias carcinogénicas
provenientes do cigarro na mucosa cervical tem sido descrita como uma possivel explicacdo
para esta associacdo epidemioldgica. Outros fatores, restritos ao hospedeiro, tais como
regulacdo hormonal, resposta imune e predisposicdo genética também tém sido relacionados
ao desenvolvimento do cancer cervical (53, 54).

Outro fator de risco relacionado a infeccdo por HPV € a presenca do virus do Herpes
tipo 2, que ocorre no trato genital. Um estudo realizado por Yang Yu-Yen (2004) sugere que 0
virus do Herpes esteja envolvido na carcinogénese cervical (55).

Com relacdo ao uso de contraceptivos orais, € dificil de avaliar a sua associacdo com a
infeccdo por HPV. Um recente estudo demonstrou que o uso de contraceptivos orais
apresentou uma associa¢do com os subtipos de HPV de alto risco -16, -18 e -31, apos ter sido

ajustado para variaveis como idade e numero de parceiros sexuais (50).

1.4. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados de acordo
com seu potencial oncogénico e pela variabilidade na seqiiéncia do gene L1 (2,0% a 10,0%).
O HPV é considerado como de baixo risco (subtipos -6, -11, -26, -42, -43, -44, -54, -70, -73)
ou alto risco (subtipos -16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66, -68) (56).
Atualmente, sdo conhecidos mais de 230 subtipos diferentes que atingem a populacéo e que
afetam também outros vertebrados, como por exemplo, cées, coelhos, papagaios, ruminantes e
baleias (44). O HPV pode ser classificado em tipos cutdneos ou mucosos, sendo que entre 0s

tipos cutaneos destacam-se os HPV-5 e HPV-8, sendo considerados de alto risco, pois estes



estdo intimamente relacionados com a epidermodisplasia verruciforme (EV), uma rara
situacdo em que a pele sofre alteragdes ulcerosas e oportuniza a infeccdo por HPV, podendo
ocasionar oncogénese humana (44).

Em geral, o HPV de baixo risco esta relacionado com tumores benignos e lesdes
cutaneas leves, enquanto que, o HPV de alto risco esta diretamente associado com NICs que
podem progredir para carcinomas anogenitais (57). A vasta diversidade de cancer cervical esta
associada a infecgdo com os subtipos de alto risco de HPV. O HPV-16 é o mais prevalente
subtipo mucoso de alto risco, seguido pelo HPV-18, HPV-31, entre outros. Aproximadamente
20,0% dos canceres orais, particularmente carcinomas orofaringeos em pacientes que utilizam
tabaco e alcool em excesso, apresentam subtipos de HPV de alto risco (58).

Outras lesdes malignas do trato anogenital também estdo freqlientemente relacionadas as
infeccdes por subtipos de alto risco de HPV, incluindo o cancer vulvar e o peniano, bem como
o carcinoma anal, o qual ocorre mais freqiientemente em pacientes com Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (58).

1.5. BIOLOGIA MOLECULAR DO HPV

1.5.1. Organizagdo Gendmica do Virus

A caracteristica mais especifica do HPV é que na maioria dos tumores benignos, o
genoma viral é preservado como DNA epissomal (ndo integrado ao genoma hospedeiro).

O virus tem aproximadamente 55 nm de didmetro e possui um capsideo icosaédrico de
72 capsdmeros que contém o DNA viral, de dupla fita e circular, com aproximadamente 8.000

pares de bases (pb), e compreende trés regides, conhecidas como regido precoce (early region)



de aproximadamente 4 kb, regido tardia (late region), com 3 kb e a regido controladora (Long
Control Region), com 1 kb (59, 60).

Somente uma das fitas do genoma circular do HPV € ativamente transcrita. O genoma
possui oito regides conhecidas como ORFS (Open Reading Frames), um complexo de
proteinas funcionais codificadas pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, na regido precoce, e que
estdo envolvidas no controle da replicacao e transcri¢ao virais durante o estado epissomal, e
duas proteinas tardias que compdem o capsideo viral (L1 e L2) (60). A LCR, que possui a
origem de replicacdo, situa-se entre L1 e E6, em uma regido de 500 a 1000 pb, representando

cerca de 10,0% do genoma viral total (61) (Figura 1).

LCR E6 _  Transformacio

3

L2
//
g , E1
Proteinas do Proteina o
capsideo citoplasmatica Re.pllcag:ao do
P tardia epissoma
\\‘
b E4

ES E2

Transformacao

Regulador de transcricao

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HPV: genes precoces (E), tardios (L) e regido controladora
(LCR) (Howley PM et al.,1996).



1.5.2. Expressao Génica Viral e Cancer Cervical

Um dos eventos importantes da carcinogénese induzida pelo HPV é a integragdo do
genoma viral em sitios cromossomais. Geralmente, esta integracdo ocorre freqlientemente
préxima a locais frageis do genoma humano, mas ndo ha evidéncias de locais especificos para
esta integracdo (62, 63). As proteinas E1 e E2 dos papilomavirus desempenham importantes
funcdes na replicacdo do genoma viral (59).

Estudos recentes mostraram que as proteinas virais E6 e E7, exercem funcgdes
importantes na oncogenicidade, ou seja, na formacgéo de tumores (44, 59). A base molecular
para a oncogénese do carcinoma cervical pode ser explicada devido a favordveis condi¢Ges de
funcionalidade e regulacdo destas oncoproteinas. Estes dois genes tém demonstrado
capacidade de transformacgéo quando transfectados para células hospedeiras (44). Temos como
exemplo, a oncoproteina E7 interagindo com pRB, uma proteina celular, produto do gene do
retinoblastoma, que realiza uma importante funcéo na regulacdo negativa do ciclo celular. Em
consequiéncia, a célula progride para a proxima etapa do ciclo celular, pois ocorre a liberacéo
do fator de transcricdo E2F que estava acoplado a pRB, passando a estimular a expressao de
uma série de genes envolvidos na proliferacdo celular (64). Este processo € intensificado pela
acao da proteina E6 dos HPV de alto risco, por sua ligacdo a p53, que termina com sua
degradacéo (65).

A eliminacdo deste controle de proliferacdo e reparo do DNA celular (p53) provoca o
acimulo de mutacGes nas células que expressam tais oncoproteinas, resultando em um
fenotipo alterado. Acredita-se, portanto, que o potencial oncogénico destes virus seja, em
parte, devido a essas interacfes. 1sso € comprovado porque as mesmas proteinas E6 e E7 de

HPV de baixo risco, ndo realizam estas interacdes (65).



Considerando-se que os HPV de alto risco podem causar instabilidade genética na celula
hospedeira devido a integracdo no genoma celular, os acimulos de mutacgdes e aneuploidias,
freqlientemente observadas em lesdes neoplasicas de alto grau, também podem contribuir para
que a proteina E6 atue sobre a ativacdo de telomerases celulares, impedindo que as mesmas
exercam sua funcdo no controle do envelhecimento e morte celulares, imortalizando as células
infectadas por estes HPV (59, 66).

A maior parte das evidéncias de que o HPV é um agente etioldgico do cancer humano
envolve a sua deteccdo em tumores. Outras evidéncias que sustentam a idéia da
oncogenicidade do HPV provém de experimentos moleculares e celulares que mostram as
capacidades de transformacdo do virus. Os estudos iniciais sobre transformacdo demonstraram
que a insercdo de um genoma completo de HPV-16 induzia transformacdo maligna em
fibroblastos de roedores. Da mesma forma, a transfeccdo de DNA de HPV-16 ou 18 em
células epiteliais humanas do colo uterino e em queratindcitos de prepucio neonatal, conferia
imortalizacéo as células, mas ndo sendo assim com o0 DNA de HPV-6 de baixo risco. O evento
da transformacdo parece ser especifico da célula hospedeira, assim como dependente do tipo
de HPV (64). Diversos estudos tém mostrado que as ORFS de E6 e E7 sdo necessarias para a
transformacéo de células humanas, mas apenas quando provenientes de HPV-16 e -18 (66).

Essas caracteristicas Unicas de transformacdo do genoma de HPV foram definidas em
maior profundidade em nivel molecular. O genoma viral normalmente esta integrado aos
cromossomos de células hospedeiras nas linhagens celulares do carcinoma no colo uterino,
mas nas lesfes benignas esse genoma encontra-se na forma de epissomas extra-
cromossémicos. O local da integracdo viral comumente esta na ORF de E2 ou proximo dela, a
qual regula a manifestacdo de E6 e E7. Com a perda da regulacdo, E6 e E7 podem fornecer as

células um fen6tipo maligno (66). O HPV ja mostrou também ter como alvo genes humanos



supressores de tumores. A proteina E6 dos HPV-16 e 18, mas nédo a dos tipos HPV-6 ou -11,
liga-se ao produto do gene p53 supressor de tumores e promove a sua degeneracao. Acredita-
se que a degeneracdo da proteina p53 resulte no blogueio das respostas celulares aos danos
sofridos pelo DNA, permitindo assim a acumulacdo de alteracfes genéticas e a criacdo de um
gendtipo maligno (67). Da mesma forma, o produto da proteina E7 do HPV combina-se com o
produto do gene retinoblastoma (Rb) supressor de tumores e pode causar depressdo ainda

maior nas defesas celulares contra o desenvolvimento de malignidade.

1.5.3. Ciclo Fisiopatolégico do HPV

O HPV ¢ um organismo exclusivamente intracelular que infecta células mitoticamente
ativas para se estabelecer no epitélio. Isto explica porque tanto carcinomas escamosos como
glandulares se originam na juncdo escamocolunar e dentro da zona de transformagéo, pois
nesse local ha acesso imediato as células basais e parabasais do epitélio metaplasico (59).
Apdbs a exposicdo ao HPV, iniciam-se os eventos do ciclo viral, com a atividade especifica
coordenada por fatores que regulam a resposta imune do hospedeiro.

Quando o virus infecta uma célula pode ocorrer infeccdo latente, na qual o DNA
exposto reside no nucleo, a replicacdo viral fica adjunta ao ciclo celular, e as células
infectadas tém aparéncia normal. Essa infeccdo latente pode converter-se em infec¢cdo ativa
por mecanismos ainda desconhecidos. Sabe-se, no entanto, que a imunodepressao fisioldgica
(gravidez) ou patoldgica (AIDS) pode levar a doenca, ou a volta ao estagio inicial com a
recuperacdo da imunidade. A infeccdo latente sO pode ser detectada atraves de estudos

moleculares (68).



O ciclo de vida do papilomavirus é dependente do programa de diferenciacdo do epitélio
infectado. O virus infecta inicialmente células epiteliais basais, as quais estdo ativamente em
divisdo celular. O DNA viral € mantido em um numero pequeno de copias dentro dos nucleos
das células infectadas até que estas sofram diferenciacdo e sejam movidas a superficie do
epitélio. Ao final da diferenciacdo celular, o virus replicou diversas vezes apresentando um
numero elevado de copias e, também, os genes tardios sdo expressos (1, 68).

Os virions do HPV infectam as células epidérmicas germinais na camada basal, e essas
células ndo permitem a replicacdo do HPV. A medida que as células germinais se dividem e se
deslocam para a superficie, elas disseminam o virus a todas as células irméas. Essas células se
transformam e proliferam de forma displasica. Essa camada celular fica mais espessa e cada
célula passa a ficar vacuolizada, tomando uma aparéncia classica de verruga. Portanto, a
aparéncia de uma verruga deve-se a proliferacdo celular, e ndo a destruicdo de células. As
células infectadas passam por um processo de diferenciacdo e queratinizacdo, permitindo a
replicagdo viral (69). Os virions infectantes sdo agrupados e liberados por essas células,
podendo reinfectar as células adjacentes, e por essa razdo as verrugas Sao contagiosas e
aparecem agrupadas. Na medida em que o virus amadurece e as particulas virais se agrupam,
ele migra para células hospedeiras em direcdo a superficie; conseqlientemente, o virus
completo é encontrado apenas nas camadas epiteliais superiores. Se varias células basais
diferentes, préximas umas das outras sdo infectadas, suas coldnias em sobreposi¢do adquirirdo
a aparéncia de uma verruga em forma de couve-flor. O tempo de incubacédo viral varia de
acordo com o local da célula infectada. As verrugas nas maos e nos pés apresentam um longo
periodo de incubacdo (seis a dezoito meses); ja as verrugas genitais apresentam um curto

periodo de incubacéo (dois a seis meses) (69).



Esse gradiente de replicacdo e manifestacdo do epitélio basal para o epitélio superficial
tem implicacdes significativas para a deteccdo e o tratamento das infec¢des por HPV. Além de
conter genomas unicos, os diferentes genétipos de HPV demonstram variabilidade em termos
dos locais epiteliais nos quais sé@o encontrados e das lesdes que induzem. Um método simples
de classificacdo divide os HPV em grupos cutaneos (infecta a pele) e mucosos (infecta as
mucosas urogenitais e bucorespiratdrias) (59).

Existem varios estagios diferentes de interacdo celula-virus. O primeiro é a fase de
incubacéo, que dura de duas semanas a oito meses (média de trés meses). Esse € o periodo no
qual se estabelece a infeccdo epissdmica, com a interacdo célula-virus, sendo regulada por
fatores como tabagismo, deficiéncia do sistema imune ou predisposi¢do genética. O virus,
inicialmente age como um plasmideo extra-cromossémico auto-replicante - epissoma. Estes, a
cada divisdo mitdtica da célula hospedeira, tambem seréo replicados (70).

A infeccdo epissdmica pode ocorrer com a inoculacdo em locais de micro-traumas,
permitindo que os virions penetrem na camada basal e liberem o seu capsideo protéico
externo. Ja a infeccdo viral pode permanecer sem manifestacdo ativa da doenca nas células
basais provavelmente na maior parte das pessoas expostas ao HPV. A doenca ativamente
revelada resultara numa expressao morfoldgica em células escamosas diferenciadas. Quando
isto ocorre, ha uma fase de proliferacdo ativa que dura de trés a seis meses. Durante esta fase,
a estimulacdo das células hospedeiras leva a alteragcdo pronunciada no crescimento da camada
basal, replicacdo viral nas camadas médias e efeitos citopaticos virais nas células superficiais

(71, 72, 73) (Figura 2).
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Figura 2. Fase de proliferagdo de células infectadas por HPV e formacéo do papiloma (Bosch FX et al., 1995)

Estas alteracbes podem se manifestar como doenca Obvia ou campos subclinicos de
acetobranqueamento que contém graus variados de neoplasia ou formacdo de papilomas
macroscopicamente aparentes. A expressdo ativa em longo prazo da doenga (como por
exemplo, de condilomas ou de neoplasias) apds a exposicdo ao HPV é excecdo, e ndo é tida
como regra (74).

Ap0s a resposta imune a infeccao por HPV, inicia-se a fase tardia, com duracdo de trés a
seis meses; nesta fase, pelo menos 80,0% das mulheres infectadas permanecerdo em estado de
remissao clinica, mas poderdo apresentar infeccdo persistente ou latente por HPV. A maioria
das lesbes tende a regredir espontaneamente pela resposta do sistema imunoldgico do
hospedeiro, porém, ndo é possivel prever nos casos de infeccdo por virus de alto risco, para

qual estado a infeccdo progredira (64).



Uma verruga ou tumor benigno é a manifestagdo patologica da infeccdo por HPV. Essas
manifestacOes as vezes progridem para uma condicdo maligna, portanto, o HPV é um bom

modelo para o estudo da progressdo de tumores (67).

1.6. Chlamydia trachomatis

Chlamydiae sdo bactérias patogénicas intracelulares, com parede celular semelhante a
das bactérias gram-negativas, ndo-mdveis e parasitas, amplamente distribuidas no Reino
Animal (75).

Historicamente, 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 Chlamydia pecorum estdo associados a
doengas em humanos (6).

As Chlamydiae sobrevivem replicando-se unicamente dentro de um vacuolo
especializado de células eucarioticas denominadas de inclusGes citoplasmaticas. As
Chlamydiae possuem restricGes metabdlicas e sdo incapazes de sintetizar ATP, necessitando,
desse modo, de fonte externa de energia. A replicacdo apresenta um ciclo multimorfico e sem
sincronismo (76).

Por apresentar ciclo bioldgico intracelular obrigatério, o género Chlamydia foi
considerado inicialmente um virus (76). Diferente dos virus possui RNA, DNA e ribossomo
tipico de organismos procariotos. Por outro lado, apresenta duas unidades génicas controladas
por seqliéncias regulatorias comuns (operons), o que torna a Chlamydia trachomatis diferente

dos demais procariotos. Elas exibem similaridades morfoldgicas e estruturais a uma bactéria



gram-negativa, incluindo uma membrana trilaminar que contém lipossacarideos e diversas
proteinas de membranas que sdo estruturalmente e funcionalmente analogas a estrutura de
Escherichia coli (77, 78, 79). O ciclo de desenvolvimento das clamidias é Unico e as
diferencia de todos os outros microorganismos (77).

A espécie Chlamydia trachomatis esta dividida em 15 sorotipos agrupados em 3 biotipos

com base em diferencas biologicas (Quadro 1).

Sorotipos Sexo Sindrome

A,B,Ba, C Ambos Tracoma, conjuntivite

Uretrite, cervicite, endometrite,

Mulher A . .
salpingite, doenca inflamatdria pélvica.
D,E,F, G,
H1J,K Homem Uretrite, prostatite, epididimite.
Ambos e recém-nascidos | Conjuntivite, proctite, sindrome de Reiter, pneumonia.
L1,L2,L3 Ambos Linfogranuloma venéreo

Quadro 1. A relagdo entre o0s sorotipos, 0 sexo acometido e as doengas causadas por Chlamydia trachomatis.

A infeccdo por Chlamydia trachomatis € a doenca sexualmente transmissivel bacteriana
mais comum (40, 42).

Os sorotipos A, B, Ba e C sdo associados com o tracoma endémico, que ja foi a causa
mais comum de cegueira, cuja prevencdo € possivel. Ja os sorotipos L1, L2 e L3 estdo
associados ao linfogranuloma venéreo. Os sorotipos D a K sdo os responsaveis pela uretrite
ndo gonococica e epididimite em homens e podem induzir a Sindrome de Reiter, proctite e
conjuntivite tanto em mulheres quanto em homens. Em mulheres, estes sorotipos causam
cervicite, uretrite, endometrite, salpingite e peri-hepatite (35).

O genoma da Chlamydia trachomatis é formado por um cromossomo circular, com

1.042.519bp (58,7% de A-T) e um plasmidio com 7493pb (nimero de acesso no Gen Bank



AEQ001273). O genoma é extremamente pequeno e completo e contém RNA ribossomal
(rRNA) de 23S, 16S e 5S (80).

O genoma da clamidia codifica para aproximadamente 875 proteinas, das quais setenta
sdo exclusivas da espécie Chlamydia trachomatis. Até o0 momento foram sequienciados 0s
genomas dos sorotipos D, B e L2 de Chlamydia trachomatis (79).

O plasmidio criptico de Chlamydia trachomatis sorotipo D apresenta 8 ORFs (fases de
leitura aberta) intercaladas por quatro sequéncias curtas ndo codificantes de 22pb em tandem.
Os genomas das espécies de clamidias apresentam baixa homologia entre si e seus plasmidios
podem ser distinguidos por Southern Blotting e por mapeamento com enzimas de restricao.
Todos os plasmidios de isolados de Chlamydia trachomatis, por sua vez, sdo extremamente
conservados, com menos de 1,0% de variagdo na sequéncia nucleotidica (80).

Isolados clinicos de Chlamydia trachomatis que ndo apresentam plasmidio, embora
raros, ja foram caracterizados (81, 82). Observou-se que o padrdo de susceptibilidade a
antibioticos por linhagens de Chlamydia trachomatis com e sem plasmidio ndo difere, o0 que
demonstra que este ndo contribui na transferéncia de resisténcia. Por outro lado, linhagens de
Chlamydia trachomatis que ndo apresentam plasmidio diferenciam-se das demais pela
morfologia ndo usual das inclusdes e pela auséncia de glicogénio (82).

A Chlamydia trachomatis se apresenta de duas formas, uma infecciosa extracelular, o
corpo elementar (EB) de 350nm de didmetro, que entra no endossoma da célula hospedeira
através de fagocitose, pinocitose ou endocitose mediada por receptores na superficie da célula
epitelial suscetivel a infeccdo; e uma forma replicativa metabdlica ndo-infecciosa, o corpo
reticular (RB), de 800 a 1000nm de diametro. O ciclo biol6gico é completado dentro do
endossoma e se organiza na forma do corpo reticular (RB), maior em tamanho e mais rico em

RNA (83). Apos aproximadamente 8 horas, o corpo reticular comeca a se dividir e em 18-24



horas, retorna a forma de corpo elementar, que é lancado para o0 meio extracelular, podendo
iniciar um novo ciclo de infeccdo (35).

Chlamydia trachomatis tem sido estudada extensivamente devido a sua associa¢cdo com
tracoma ocular e sua importdncia como patdgeno sexualmente transmissivel. Tendo uma
complexa antigenicidade, sdo poucos 0s antigenos importantes para o diagnostico e
patogénese da infeccdo: os antigenos lipossacarideos (LPS), constituido principalmente por
acido cetodeoxietandico e o antigeno da major outer membrane protein (MOMP), que séo
utilizados para a sorotipagem de espécie e subespécie (caracterizacdo realizada através de

painel de anticorpos monoclonais) (35).

1.7. MANIFESTACOES CLINICAS DE HPV E Chlamydia trachomatis

A manifestagdo clinica associada ao HPV é o condiloma acuminado (excrescéncia
papilar Unica ou multipla) (57). Em principio, a infeccdo por HPV pode ser classificada como
latente, subclinica e clinica. Na forma latente é feito o diagnostico através da hibridizacdo do
DNA em individuos com tecidos clinicos e colposcopicamente normais; portanto, esta forma
refere-se aos casos em que, na auséncia de evidéncias clinicas, colposcopicas, citologicas e
histoldgicas de lesBes, sejam identificadas seqiiéncias de DNA de HPV com técnicas de
hibridizacdo molecular (84, 85).

Na forma subclinica, a infeccdo no colo uterino e nos genitais masculinos € a mais
fregliente; esta infeccdo pode estar associada a neoplasia intra-epitelial e é diagnosticada com
0 uso do colposcopio apds aplicacdo de acido acético a 5,0% (57).

Em uma manifestacdo clinica, as lesdes sdo observadas sem maiores dificuldades. Os

condilomas acuminados (papilomas, verrugas) dos Orgdos genitais externos em geral séo



pequenas neoformacdes sésseis, papilares, unicas ou multiplas, localizadas ou difusas e de
tamanho variavel. No homem, em geral ocorrem lesdes na glande, sulco balano-prepucial e
regido perianal e, na mulher, vulva, perineo, regido perianal, vagina e colo (57).

Com relacao a infeccdo por Chlamydia trachomatis, o0 maior impacto da infeccdo se da
no aparelho reprodutor feminino (42). Embora a maior parte das infeccbes causadas por
Chlamydia trachomatis em mulheres sejam assintomaticas, pode ocorrer manifestacbes como
cervicite, uretrite, endometrite, doenca inflamatdria pélvica (DIP) e abscessos na glandula de
Bartholin. Quando sintomatica, observa-se corrimento vaginal, disdria e sangramento e dor
apos as relacdes sexuais (86, 87).

O sitio inicial da infeccdo € usualmente a endocérvix, mas pode ocorrer na uretra e no
reto. InfeccBes somente na uretra s&o menos comuns, cerca de 5,0% a 30,0%; na endocérvix e
uretra, 50,0% a 60,0% (43). A ascensao do microorganismo do trato geniturinario baixo para
endometrio e trompas de Falopio pode ser a causa de dor no baixo ventre e anormalidades
menstruais (88).

A DIP resulta de infeccdo ascendente e é responsavel pela morbidade da infeccdo. O
paradoxo em relacdo a esta infeccdo € que mesmo assintomatica pode causar grave lesao
tubéaria. A salpingite latente e ndo tratada é a maior causa de infertilidade. Diversos estudos
associam a infeccdo tanto sintomatica quanto assintomatica a gravidez ectdpica (42, 88, 89,
90, 91). Esta pode ocasionar a morte durante o primeiro trimestre de gravidez, sendo que em
mulheres americanas, nos ultimos vintes anos, esta enfermidade tem apresentado uma
freqiiéncia maior (89).

Em gestantes, a infeccdo por Chlamydia trachomatis varia de 2,0 a 35,0% e esta

aumenta em dez vezes o risco de parto precoce e morte neonatal. O diagndéstico da infec¢cdo na



gestante, bem como no parceiro sexual, evita problemas no final da gestacdo e doencas
perinatais (35).

Em neonatos, a conseqiiéncia mais comum € a conjuntivite de inclusdo neonatal, que
freqlientemente é associada a pneumonia em bebés. A conjuntivite se desenvolve dentro de
duas semanas ap0s 0 nascimento e, quando ndo é tratada, pode ocasionar a pneumonia. O
tratamento da pneumonia pode necessitar prolongada hospitalizagédo, deixando como seqiiela
um risco de deficiéncia na funcdo pulmonar e mesmo uma possivel doenca respiratoria
crénica (35).

Em homens, a infeccdo uretral € assintomatica em 50,0%; quando sintomatica, as
manifestacdes ocorrem entre uma a trés semanas apos a exposicao sendo indistinguivel de
uma infeccdo por gonorréia (secrecdo purulenta da uretra). No entanto, a uretrite sintomatica,
causada por Chlamydia trachomatis, € menos provavel quando comparada a uretrite
gonocdcica. Entre as uretrites ndo-gonocaocicas, a clamidial é responsavel por 30,0% a 50,0%
dos casos e, quando ndo tratada, pode levar a artrite ou Sindrome de Reiter. A epididimite ou
infeccdo dos ductos espermaticos dos testiculos € mais rara em jovens com idade menor de 35
anos sexualmente ativos, ao contrario do que pode ocorrer em faixas etarias maiores, nas quais
esta associada a outras doencas podendo provocar dor e inflamacédo escrotal, febre e sintomas
uretrais (35).

Entre os homossexuais e bissexuais, a prevaléncia é um terco da relatada nos
heterossexuais. Neste grupo o sitio mais frequiente de infeccéo é na mucosa retal, apresentando
proctites e sintomas como tenesmo, diarréias e hemorragia (35).

O linfogranuloma venéreo (LVG) é uma doenca sistémica provocada pela Chlamydia
trachomatis de sorovariedades L1 a L3. E altamente prevalente na Africa e América do Sul e

ocorre tanto em homens como em mulheres. O sintoma primario € uma ulcera ou papula



genital. Nos praticantes de intercurso anal, o sintoma mais freqtiente é a proctocolite com um
quadro clinico semelhante a doenca inflamatdria do intestino (35).

O tracoma € uma doenca cronica da cornea e conjuntiva, causada por repetidas infec¢bes
por Chlamydia trachomatis de sorovariedade A, B, Ba (92). As regides endémicas de tracoma
foram reduzidas as areas de inadequado sanitarismo e higiene pessoal precaria, deixando de

ser a causa mais comum de cegueira em todo o0 mundo (92).

1.8. VIAS DE TRANSMISSAO DE HPV E Chlamydia trachomatis

A transmissdo do HPV pode ocorrer através de contato sexual, ndo-sexual e materno-
fetal. Na maioria dos casos, a via sexual é a que representa maior risco, sendo a freqliéncia de
10,0% a 15,0% em pacientes sexualmente ativos de idade entre 18 a 28 anos (1). E importante
lembrar que o sexo oral também pode levar a transmissdo do virus e ao consequente
aparecimento de lesdo. Existem estudos que indicam que a auto-inoculacdo ou transmisséo

através de objetos de uso diario também é possivel (1, 93).

Na forma de transmissdo ndo-sexual, lesdes verrucosas comuns da pele podem ser
transmitidas por inoculacdo no proprio individuo ou em outro, através de fomites (cocaduras,
toalhas, roupas intimas). Vale ressaltar que este virus tem preferéncia pelas células dos
epitélios escamosos, sendo que através de microlaceracBes o virus é inoculado e invade
células da camada basal. Embora ndo se saiba por quanto tempo o virus resista fora do
organismo, considera-se a que a infeccdo por fomites seja viavel por um curto periodo de
tempo, e que mulheres e criancas sem atividade sexual também séo considerados alvos para o

desenvolvimento da infeccdo (93).



Ja a transmissdo materno-fetal pode se dar através do canal do parto. Em geral, durante a
gestacdo as mulheres se tornam imunologicamente deprimidas e podem desenvolver lesdes
graves, por vezes de dificil tratamento, que podem regredir apds o parto. Neste caso, o parto
normal é contra-indicado. A inoculacdo acidental também € possivel, ou seja, a manipulacao
das criancas pela mae ou outro individuo com lesbes verrucosas pode levar ao aparecimento

de tais lesdes (93).

Com relagdo a Chlamydia trachomatis, os fatores de risco para adquirir a infeccdo sao
diversos, destacando-se mulheres com menos de 20 anos, separadas e sem filhos; uso de
contraceptivos orais, raca negra, classe socio-econémica desfavorecida e o0 comportamento de
risco como a promiscuidade e 0 ndo uso de preservativos (42).

O impacto maior da infeccdo por clamidia ocorre no sistema reprodutivo feminino.
Aproximadamente, 65,0% dos recém-nascidos de mées infectadas contraem a infeccdo
quando o parto é natural. O tratamento de pacientes infectados previne a transmissdo ao
parceiro sexual e a transmissdo da gestante ao bebé durante o trabalho de parto. Chlamydia
trachomatis pode ser transmitida ao feto durante o parto vaginal, resultando em pneumonia
neonatal. InfeccBes vaginais, faringeais e entéricas também j& foram relatadas em neonatos

(40, 86).

1.9. PREVENCAO E TRATAMENTO

O objetivo do tratamento para HPV é a remogdo das leses condilomatosas visiveis e
subclinicas. As recidivas sdo frequentes, mesmo com o tratamento adequado. Portanto,
existem algumas maneiras de evitar a infeccdo pelo HPV, através do contato direto com o

virus. Métodos contraceptivos de barreira (preservativos femininos e masculinos) séo



recomendados, limitar o nimero de parceiros sexuais, manter abstinéncia sexual durante o
tratamento, encaminhamento a um servigo de saude e possivel tratamento do parceiro sexual
caso haja suspeita de infeccéo (71).

Para o estabelecimento da melhor forma de tratamento, devem-se considerar alguns
criterios, como melhor relacdo custo/beneficio para cada situagédo, a verificacdo do tipo, do
numero e da topografia das lesdes, bem como avaliacdo das caracteristicas dos pacientes
(idade e susceptibilidade as intervenc@es), e a associacdo com neoplasia intra-epitelial (71).

Atualmente, ha& diversos métodos disponiveis no mercado, como procedimentos
citodestrutivos (excisdo cirargica com bisturi, LASER, &cido salicilico, eletrocirurgia,
crioterapia, acido bicloro e tricloroacético, cantaridina e acido nitrico fumegante), métodos
antivirais e/ou imunomoduladores (interferon beta e gama, imiquimod, cidofovir, “antisense”
oligonucleoides e dinitroclorobenzeno (DNCB)), quimioterapia (bleomicina, 5-fluorouracil,
podofilina, podofilotoxina), e outros métodos (cimetidina e psicoterapia) (71).

Para a prevencdo e tratamento de infec¢des por Chlamydia trachomatis, também sao
necessarias mudancas comportamentais, que reduzem o risco de adquirir a infecgdo bem como
outras doengas sexualmente transmissiveis; e a identificacdo e tratamento de parceiros com a
infeccdo genital antes que estes possam transmitir 0 agente patoldgico. Diversas mudancas
comportamentais como o adiamento da primeira relacdo sexual, diminuicdo do nimero de
parceiros sexuais € 0 uso de preservativos, sdo essenciais para evitar ou minimizar a infecgéo
por Chlamydia trachomatis. O uso de microbicidas vaginais como esponjas vaginais contendo
0 espermicida monoxynol 9 também sdo indicadas para a prevencdo da infeccdo. O
monoxynol 9 apresenta uma atividade “in vitro” contra Chlamydia trachomatis e estudos

demonstram a reducdo da transmissao entre mulheres e homens (94, 95).



Diversos antibidticos tém excelente atividade contra Chlamydia trachomatis, como por
exemplo, tetraciclinas, macrolideos e fluoroquinolonas. Atualmente, o antibidtico azitromicina
vém apresentando melhores resultados, com chance de recorréncia de 5,0% a 13,0% em

adolescentes tratadas (96).

1.10. DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HPV

Os HPV de alto risco tém sido encontrados em proporgdes muito elevadas em mulheres
com cancer invasivo e lesdes pré-invasivas de alto grau, através da utilizacdo de técnicas
moleculares (PCR e captura hibrida I1) (97). Por outro lado, a prevaléncia é baixa em
mulheres citologicamente normais, exceto em mulheres jovens, que parecem ter uma alta
incidéncia de infec¢Bes transitorias nos anos subseqiientes ao inicio da atividade sexual.
Alguns estudos demonstram o importante papel na presenca e persisténcia de tipos de HPV de
alto risco na progressao de lesGes pré-invasivas de baixo grau versus lesdes de alto grau ao
invés de regressao espontanea. Por essas razfes, a tipagem do HPV tem sido sugerida como
uma possivel ferramenta de triagem priméria (98).

Existem muitos métodos para detectar a infeccdo por HPV. Estes podem ser
classificados em indiretos (colposcopia, citologia, histologia e sorologia) e diretos
(microscopia eletrénica, deteccdo do DNA por hibridizagdo - Southern Blotting e Captura

Hibrida, e PCR (93)).



1.10.1. METODOS INDIRETOS

1. Deteccéo Clinica

O método mais simples de deteccdo da infeccdo genital pelo HPV é a observacdo das
verrugas genitais a olho nu. Entretanto, estima-se que apenas 5,0% dos pacientes com
infeccBes genitais por HPV apresentam condilomas tipicos. Outros 10,0% dos pacientes com
HPV genital podem ser identificados atraves do uso de uma técnica que exple lesdes na area
genital a uma solugdo de acido acético a 5,0% durante 3 a 5 minutos com gaze. A aplicac¢éo do
acido acético resulta em uma tonalidade esbranquicada, bem demarcada do tecido anormal.
Essa técnica que pode ser realizada no consultério pode detectar lesGes “invisiveis" que

abrigam tipos oncogénicos de HPV (16, 99).

2. Exame Cito-Paloldgico (CP)

O exame cito-patolégico, embora seja simples, exige um profissional treinado e
cuidadoso (99). O encontro de alteracBes citolégicas, mesmo pequenas, deve ser atentamente
valorizado pelo clinico. Porém, em alguns casos, ndo ha descricdo de um quadro citoldgico
definido; estes casos, geralmente, sdo enquadrados como ASCUS (atipia escamosa de
significado indeterminado) ou AGUS (atipia glandular de significado indeterminado) (99).
Estatisticas mundiais mostram que em média 10,0% das pacientes com alteracdes citoldgicas
indeterminadas irdo desenvolver lesGes intra-epiteliais de alto grau. Portanto, é importante que
estas pacientes sejam encaminhadas ao acompanhamento médico (clinico e colposcopico),

com bidpsia e possivel curetagem do canal endocervical (16).



As células infectadas pelo HPV exibem alteracdes variadas, vistas em esfregacos e
biopsias e sdo denominadas de coilocitos (células com regido perinuclear limpida e citoplasma
denso que foram descritas primeiramente por Papanicolaou em 1933 (71)). Além dessas
alteragcdes, as mudancas podem ser observadas na forma e no tamanho nuclear e na
distribuicdo da cromatina (71).

Os coildcitos estdo presentes nas infecgbes por HPV onde as particulas virais se
encontram em processo de agrupamento, e normalmente encontra-se em lesdes clinicamente
aparentes. A imunohistoquimica pode detectar o revestimento protéico das particulas virais
gue se encontram nessas lesdes. Ao contrario, as lesdes de alto grau e os carcinomas invasivos
carecem de coilécitos. O DNA-HPV pode estar presente nessas lesbes, mas a atividade de
transcriptase talvez ndo resulte na producdo de virions, que sdo detectaveis através de

microscopia de luz ou imunohistoquimica (71).

3. Exame Colposcopico

Método de ampla aceitacdo mundial para o diagnostico de pacientes com citologia
anormal, a sua pratica requer um treinamento adequado e uma analise constante de sua
qualidade (100).

Hans Hinselmaan, ginecologista aleméo, em 1925 desenvolveu uma nova técnica para o
diagnostico do cancer do colo de utero. Com um microscépio de baixo poder, visualizou a
cérvix com um melhor aumento. A aplicacdo deste método se desenvolveu lentamente e
durante muitos anos, a colposcopia e a citologia esfoliativa se consideraram competitivas no

diagnostico de lesdes cervicais. Somente em algumas décadas, observou-se a importancia do



conjunto destas duas técnicas, pois a citologia e a colposcopia sdo métodos complementares
para o estudo das NICs (100).

Uma das muitas vantagens da colposcopia é diminuir o tratamento cirurgico da cérvice.
Porém, é importante ressaltar que entre 15,0% e 20,0% das citologias anormais, a colposcopia
ndo é suficientemente capaz de estabelecer um diagnostico preciso e, portanto, necessita da

citologia (100).

4. Sorologia

Os progressos na area da biologia molecular tém possibilitado o desenvolvimento de
métodos sorologicos mais eficientes. As técnicas de clonagem do HPV em vaccinia ou
baculovirus possibilitaram a expressdo de suas proteinas antigénicas nesses sistemas
recombinantes, como, por exemplo, as proteinas do capsideo L1 e L2. Deste modo, tornou-se
possivel a producdo de capsideos virais. A partir de entdo, anticorpos humanos tipo-especifico
foram desenvolvidos contra essas proteinas, também contra proteinas nao estruturais (E4, E6 e
E7), permitindo assim a deteccdo de tipos virais que ndo podiam ser preparados a partir de

lesBes clinicas, entre elas HPV dos tipos 16 e 18 (74, 93, 101).

A deteccdo da resposta imune do tipo humoral oferece as seguintes vantagens: a) testes
sangliineos sdo mais faceis de serem realizados, além disso, sdo mais bem aceitos pelas
mulheres que se submetem ao exame clinico para lesdes do tipo NIC ou céancer cervical
invasivo; b) pode-se estudar a histdria natural da infeccdo viral; casos de infeccdo infantil, por
exemplo, levam a hipdtese de infeccdo pelo HPV nos periodos pré e perinatal e; ¢) pode-se
monitorar a recorréncia de tumores através de anticorpos especificos contra proteinas

carcinogénicas do HPV (93).



Apesar disso, as informacOes sobre infeccdo por HPV disponiveis em exames
sorologicos sdo limitadas, j& que as papilomaviroses ndo se propagam em sistemas
experimentais de rotina para a producdo de grandes quantidades de proteinas virais,

necessarias aos ensaios sorologicos (93).

1.10.2. METODOS DIRETOS

Nas ultimas décadas, os métodos diagndsticos moleculares tém ampliado muito os
conhecimentos sobre a infeccdo por HPV e a carcinogénese viral. O dominio das técnicas
bioldgicas moleculares usadas na deteccdo do HPV é necessario para qualquer discussao sobre
as lesbes malignas associadas a esta infeccdo, jA que cada técnica apresenta caracteristicas
Unicas com impacto significativo na sensibilidade e especificidade da mesma. As diferencas
de sensibilidade/especificidade, assim como as contaminacdes entre as varias metodologias de
deteccdo, tém por vezes, dificultando a determinacéo da associacdo entre o HPV e os tipos de
cancer humano (102).

O método ideal de deteccdo do HPV deve se basear na presenca de DNA-HPV, ja que o
virus ndo precisa estar intacto para induzir doenca. A utilidade clinica desses métodos ainda

precisa ser determinada, mas seu uso em pesquisas basicas é crucial (102).

1. Hibridizacéo por Southern Blotting

Vaérias técnicas baseadas nas propriedades de hibridizacdo dos acidos nucléicos foram

desenvolvidas visando a triagem e isolamento de sequéncias especificas do DNA e RNA. A



maioria destas técnicas trabalha com uma réplica do DNA de interesse imobilizado num
suporte sélido tal como uma membrana de nailon ou de nitrocelulose. Um destes métodos,
desenvolvido na déecada de 70 por E.M.Southern, tornou-se conhecida como Southern Blotting
(103).

Nesta técnica, 0 DNA é digerido com uma ou mais enzimas de restricdo e os fragmentos
resultantes separados por eletroforese em um gel de agarose. Os fragmentos de DNA dupla
fita s@o visualizados por coloracdo com brometo de etidio, desnaturados in situ com hidréxido
de sddio e transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou de nailon por capilaridade,
com o auxilio de uma solucéo de alta concentracéo salina (74). Tais condi¢cdes permitem que o
DNA seja retido no suporte solido, no ponto de contato entre o gel e a membrana, criando,
portanto, uma réplica do gel. O DNA € covalentemente ligado a membrana usando-se calor ou
luz ultravioleta. Sondas de acidos nucléicos (DNA ou RNA marcados radioativamente) podem
ser utilizadas para hibridizar com o DNA fixado na membrana e a posi¢ao na qual a ligacéo
especifica ocorre pode ser detectada por auto-radiografia da membrana. O padrdo de
hibridizacdo pode ser comparado diretamente com a regido no gel original que contém a
seqiiéncia de DNA de interesse (103).

A deteccdo molecular inicial de DNA de HPV foi efetuada atraves do uso de técnicas de
hibridizacdo de &cido nucléico. Esse foi 0 método original de primeira escolha para a deteccao
de DNA de HPV, sendo considerado o padrdo ouro, devido o seu elevado grau de
especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma diferenciacdo precisa dos diferentes
tipos de HPV (103).

Porém, o seu elevado custo e laboriosidade fazem que este método néo seja utilizado na

rotina.



2. Hibridizacgéo in situ (HIS)

A hibridizacdo in situ é uma técnica baseada na detec¢do de pequenos segmentos de
DNA ou RNA a partir de "sondas" especificas. Sondas sdo seqiiéncias de nucleotideos
complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se
deseja identificar. Com esta técnica, é possivel identificar DNA de HPV nas células.
Entretanto, a sensibilidade do exame é menor com essa técnica porque o0 DNA viral esta
presente apenas em pequenas quantidades em cada célula (104, 105).

Para permitir a visualizacdo da reacéo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo e
as sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou biotiniladas
(104).

A hibridizacdo in situ € uma técnica mais sensivel que a imunohistoquimica, porém
inferior a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A HIS ¢é utilizada principalmente para a
deteccdo de virus (ex. diversos tipos de HPV, virus de Epstein-Barr, virus da hepatite B e de
outros agentes infecciosos em tecidos suspeitos de infeccdo, além de cromossomos e produtos
da sintese celular). Pode ser realizada em material fixado em formol e incluido em parafina,

bem como congelado ou em preparados citoldgicos (106).

3. Captura Hibrida

A Captura Hibrida é um teste sensivel capaz de detectar diversos agentes infecciosos,
como o HPV, o virus da hepatite B, Citomegalovirus (CMV), Herpes simplex virus,
Chlamydia trachomatis, HIV e Neisseria gonorrhea (gonorréia). O teste de captura hibrida Il

(Digene) detecta dezoito tipos mais comuns de virus do HPV que infectam o trato anogenital,



determinando com exatiddao a presenca ou ndo de DNA de virus dos grupos de baixo risco
(-6, -11, -42, -43 e -44) ou de alto risco (-16, -18, -31, -33, 35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59,
-68). Esta reacdo de hibridizacdo molecular utiliza sondas nédo radioativa com amplificacdo da
deteccdo dos hibridos por quimiluminescéncia (107).

Estudos demonstram que a sensibilidade do exame de captura hibrida 1l (1.0 pg/ml
DNA-HPV ou 0,1 copias/célula) é muito superior a apresentada pela hibridizagdo molecular in
situ (300 copias/celula) e é similar aquela de outros testes mais demorados, que utilizam
radioisotopos ou que manipulam o DNA, como a PCR, além de ser superior ao seu antecessor,
a captura hibrida I (108, 109, 110).

A utilizacdo clinica do teste de captura hibrida Il é controversa. Alguns autores
defendem seu emprego como teste de triagem em mulheres com diagnostico citopatologico de
ASCUS (células escamosas atipicas de significado indeterminado - atypical squamous cells of
undetermined significance) ou lesdes intra-epiteliais de baixo grau do colo uterino (111).

O exame é realizado a partir de material coletado da area suspeita de infeccao utilizando-
se kit apropriado, fornecido pelo laboratorio. O kit é composto de um escova e um tubo
plastico contendo uma solugdo &cida que digere qualquer outra estrutura (células, proteinas,
gorduras, etc.) que ndo seja DNA ou RNA e fragmenta a molécula de DNA em curtas
seqiiéncias de bases nitrogenadas para facilitar a hibridizac¢éo (107, 110).

Este teste compreende diversas etapas: a) desnaturacdo do material para anélise,
liberando ambas as fitas do DNA; b) reacdo com sonda de RNA especifica para o agente
infeccioso pesquisado, formando hibridos RNA/DNA; c) captura desses hibridos por
anticorpos monoclonais, com formacdo de complexos imobilizados na parede do tubo

(microplaca) utilizado para o exame; d) adicdo de anticorpo anticomplexo anticorpo-RNA-



DNA conjugado a enzima fosfatase alcalina; e) deteccdo por quimiluminescéncia ultra-
sensivel (107, 110).
Esse avanco tecnoldgico possibilitou desenvolver um teste de facil realizacdo, podendo o

resultado ser conhecido em curto tempo (108).

4. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida em 1985 e desde entdo vem
causando um profundo impacto na biologia molecular, permitido aos pesquisadores maior
facilidade na busca de DNA de HPV. A PCR é uma reacdo enzimatica que resulta na
amplificacdo de material genético “in vitro” (112).

A reacdo consiste de uma etapa de aquecimento em temperaturas elevadas, provocando a
desnaturacdo do DNA. Em seguida, ocorre uma etapa de resfriamento, levando ao
pareamento especifico de dois segmentos pequenos de DNA (primers) ao gene de interesse
permitindo, desse modo, que uma enzima (DNA polimerase) sintetize novos fragmentos de
DNA. Quantidades muito pequenas de DNA podem ser amplificadas de forma altamente
sensivel e especifica através de incubacdo na presenca de uma série de reagentes que serao
submetidos a diferentes temperaturas, de forma repetitiva, até se obter o produto final
amplificado (113).

Ao final de 25 a 40 ciclos repetidos sdo gerados bilhdes de cdpias do material genético
em estudo. Este € um processo extremamente rapido, eficiente, e atualmente automatizado,
podendo fornecer resultados em algumas horas. A visualizacdo do material amplificado é feita
por eletroforese em gel de agarose e a comparagao com controles adequados e marcadores de

tamanho permite sua identificacdo precisa (112, 113).



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 especificidade (74). Para a deteccdo de um ou poucos tipos de HPV, os
métodos se tornam mais sensiveis quando a amplificagéo é realizada com primers especificos.
Essa estratégia também é utilizada, em uma segunda amplificacdo por PCR, para a
confirmacdo de resultados de amplificagbes com primers consensus ou geneéricos. A
amplificacdo com primers consensus permite detectar um amplo espectro de gendtipos de
HPV, bem como identificar novos tipos virais (93). Diferentes conjuntos de primers
consensus foram desenhados e construidos para este propoésito; entre eles: MY09/MY11,
OBI/Il, CPI/CPIl e GP5+/6+ (113). Os primers MY09/MY11l e GP5+/6+ amplificam
fragmentos de DNA correspondentes a seqiiéncia da ORF de L1 do genoma do HPV,
conservada entre os diferentes genotipos, sendo que os produtos de amplificacdo obtidos com
os primers MY09/MY11, sdo correspondentes a fragmentos de 450 pb (74, 113, 114).

Atualmente, a deteccdo molecular do HPV é principalmente utilizada em pesquisa
laboratorial e ndo faz parte do processo de decisdo clinico. Entretanto, a medida que os
resultados se tornem mais aceitos, as técnicas moleculares serdo de grande importancia no
diagnostico e tratamento de doencas relacionadas com o HPV (74, 114).

Além da sua maior simplicidade em comparacdo ao Southern Blotting, a PCR tem o
beneficio de uma maior sensibilidade na detec¢do do HPV com quase a mesma especificidade
(74). Devido a sua simplicidade, custo e sensibilidade, a PCR ¢ atualmente o método preferido
para a deteccdo de HPV (Quadro 2). Estas reacGes requerem quantidades muito pequenas de
DNA e preparagdes relativamente impuras podem ser utilizadas. Uma outra vantagem deste

meétodo é que pode ser efetuado em tecido fixado e conservado em parafina permitindo



analises retrospectivas. Por ser um método muito sensivel, é preciso controlar as condic¢des de
ensaio para eliminar os resultados falso-positivos devidos a contaminacéo (113).

O diagnostico de HPV por PCR representa um complemento importante aos
diagnosticos cito-histopatoldgicos e colposcopicos, ndo apenas de lesdes pré-neoplésicas, mas
também das infecgdes subclinicas associadas a esses agentes virais, tanto na mulher, quanto

no homem (113).

Técnica Utilizada Tecido Dificuldade Sensibilidade | Especificidade HPV
Exame clinico Nenhum Muito simples Muito pouca Nenhuma
Exame histoldgico Fresco ou parafina Baixa Pouca Nenhuma

Imuno-histoquimica Fresco ou parafina Baixa Pouca Pouca

Hibridizacéo por Southern Somente fresco Muito alta Alta Muito alta
Hibridizacéo por Dot Blot Somente fresco Baixa Moderada Moderada
Hibridizacéo in situ Fresco ou parafina Moderada Moderada Moderada
PCR Fresco ou parafina Moderada Muito alta Muito alta

Quadro 2. Comparacao entre as técnicas de diagndéstico para HPV.

5. Exame ImunoHistoquimico (1H)

O exame imunohistoquimico detecta o revestimento protéico das particulas virais do
HPV, sendo utilizados anticorpos policlonais contra antigenos especificos aos varios tipos de
HPV. Apresenta alta especificidade, porém detecta somente os virus na sua forma epissomal,
predominante nas lesGes de baixo grau. A sensibilidade ¢ menor quando ha integracdo do
genoma viral ao da célula hospedeira, como nos casos de lesbes intraepiteliais de alto grau,

carcinomas epidermoides invasores e adenocarcinomas (115).



Comercialmente estdo disponiveis anticorpos policlonais para varios tipos de HPV (pool
ou anticorpos de amplo espectro) e anticorpos especificos que discriminam os tipos -6, -11 e
-18 e apenas o tipo -18, isoladamente (116). Devido a sua baixa sensibilidade, a

imunohistoquimica ndo é o método de escolha para diagnostico de infeccao pelo HPV.

1.11. DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR Chlamydia trachomatis

A deteccdo da infeccdo por Chlamydia trachomatis ainda € um desafio, pois a fregiiéncia
de infeccbes assintomaticas € muito frequente. Mesmo 0s casos sintomaticos podem nao ser
reconhecidos e confirmados exclusivamente por critérios clinicos devido a semelhanca dos
sintomas com outras doencas sexualmente transmissiveis (117).

A clamidia pode ser detectada através de pesquisa direta de antigenos, determinacéo de
anticorpos e pesquisa de acidos nucléicos (117).

Os testes laboratoriais para o diagndstico da infeccdo urogenital causada por Chlamydia
trachomatis, tradicionalmente, empregam swabs endocervicais ou uretrais para a obtencéo da
amostra. Os testes de detecgdo de acidos nucléicos tém adquirido importancia por utilizar
também amostras de urina, especialmente quando se quer identificar pessoas assintomaticas
(117).

Em qualquer método que se utilize, a coleta adequada é essencial, e se relaciona

diretamente & sensibilidade e especificidade do teste diagndstico (117).



1. Cultivo Celular

Durante muitos anos, a cultura bacterioldgica foi considerada “padrdo ouro” no
diagnostico de Chlamydia trachomatis. Porém, o advento das técnicas moleculares e as
limitacGes como a labilidade de Chlamydia trachomatis nas amostras clinicas e variacGes de
performance interlaboratorial do cultivo, levaram a repensar esta condicdo (42).

A cultura é realizada pela inoculacéo de cada linhagem celular (células McCoy, BGMK
e HelLa 299) distribuidas em monocamada sobre microplacas e um meio que favorece o
crescimento das células. Para verificar a positividade do teste, ou a presenca de inclusdo
intracitoplasmatica, cora-se o tecido cultivado preferencialmente com anticorpo monoclonal
fluorescente. Também podem ser utilizado iodo, azul de toluidina ou Giemsa, porém com
menor eficiéncia (42).

A vantagem da cultura é que esta técnica possui um potencial minimo de contaminacao e
preserva 0 microorganismo para estudos adicionais, como teste de suscetibilidade a terapia
antimicrobiana e genotipagem (42). Para fins medico-legais e em suspeita de estupro e abuso
sexual, a cultura é o teste mais recomendado. Entre as desvantagens da cultura esta a falta de
padronizacdo entre os laboratorios e a necessidade de microorganismos viaveis; por isso,
embora a especificidade seja 100,0%, a sensibilidade, mesmo em laboratorios de exceléncia, é
de 80,0% (42).

A cultura de células foi a tecnica de referéncia (padrdo ouro), mas nao era a ideal (42),
podendo subestimar a especificidade de outras técnicas mais sensiveis. Resultados
discordantes em relacdo ao teste cultural eram considerados como falsos positivos, quando na

verdade faltava sensibilidade a cultura (117).



O Food and Drug Administration (FDA) tem ampliado a definicdo de um resultado
verdadeiramente positivo para a infeccdo por clamidia, baseando-se na combinacdo de dois
testes, o cultural e ndo cultural (42).

A utilizacdo da técnica padrdo ouro define melhor o real desempenho e a utilidade
clinica de métodos nédo culturais. De acordo com o guia da prética clinica, publicado pelo
CDC, um diagnostico é definitivo quando a cultura para clamidia é positiva ou um teste ndo

cultural é confirmado por um segundo teste nao cultural (118).

2. Pesquisa Direta de Antigenos

A visualizacdo direta do antigeno da clamidia pode ser realizada utilizando corante a
base de iodo, Giemsa e imunofluorescéncia direta (IFD).

A IFD é o Uunico teste que avalia simultaneamente a adequacdo da amostra (pelo menos
uma célula colunar epitelial) e a presenga dos antigenos MOMP e LPS, utilizando anticorpos
monoclonais fluorescentes. Apresenta uma sensibilidade que varia entre 80,0% a 90,0%, e
uma especificidade de 98,0% a 99,0% em relacdo a cultura quando ambas sdo realizadas em
condicBes 6timas (42).

A desvantagem do método é a necessidade de pessoal treinado adequadamente para
preparar e interpretar os resultados. Quando o laboratdrio recebe uma grande quantidade de
amostras, a IFD deixa de ser o método de escolha (42).

A deteccdo direta de antigeno pode ser realizada por teste de enzima-imunoensaio (EIE),
0s quais se apresentam de formas variadas quanto ao tipo de fase sélida (microplacas, pérolas,

tubos), no qual se liga o anticorpo; o teste pode ser manual ou automatizado; a enzima pode



produzir cor ao reagir com seu substrato ou emitir fluorescéncia, entre outras formas de
sinalizar o produto final (42).

Os EIEs empregam anticorpos policlonais ou monoclonais para detectar o antigeno LPS
da clamidia e esta é a maior desvantagem dos EIEs, pela possibilidade de reacdo cruzada de
LPS de outras bacterias (88). Os EIEs tém uma sensibilidade menor que a cultura; existem
EIEs que utilizam anticorpo bloqueador para retestar amostras positivas, melhorando a
especificidade (99,5%) do teste (87, 88).

A possibilidade de utilizar EIE por automacdo € uma vantagem a considerar para

laboratdrios que realizam grande nimero de exames (87, 88).

3. Pesquisa de Anticorpos Especificos

A imunidade desenvolvida ap6s uma infeccdo por Chlamydia trachomatis €
provavelmente tipo-especifica e apenas parcialmente protetora, isto é, infeccdes recorrentes
sdo comuns (42).

Os testes, em geral, detectam anticorpos géneros-especificos, ou seja, contra 0 antigeno
LPS presentes nos corpos elementares ou reticulares (76).

O titulo de anticorpos da classe de imunoglobulinas IgG determinado em uma Unica
amostra ndo discrima infeccdo prévia ou em vigéncia, além da possibilidade de reacgdes
cruzadas com outras espécies de clamidia, especialmente Chlamydia pneumoniae. A
prevaléncia de ACs contra Chlamydia pneumoniae na popula¢do nos Estados Unidos € de
50,0% a 70,0% (119). Quando a prevaléncia de anticorpos na populagéo € alta, o diagndstico

soroldgico de infeccdo recente é dificil (76).



A pesquisa de anticorpos IgM como marcador de infeccdo aguda é pouco confiavel, e
freqlientemente ndo é detectado quando a infeccdo € recorrente (15 ou mais sorotipos e outras
especies) (76).

Os testes soroldgicos séo de pouco valor, exceto em duas situagBes: no diagnostico de
pneumonite clamidial em recém-nascidos e no linfogranuloma venéreo (120).

Testes de microimunofluorescéncia (MIF) para a pesquisa de anticorpos sdo utilizados
como ferramenta epidemiologica em laboratorios de pesquisa. Os antigenos, representativos
de todos os sorotipos de Chlamydia trachomatis (agrupados por afinidade) sdo colocados
sobre a lamina em quantidades minimas (dot). O MIF é muito laborioso, dispendioso e

limitado a poucos laboratorios de referéncia (120).

1.11.1. DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Chlamydia trachomatis

Devido a alta prevaléncia da infeccdo clamidial, o mercado crescente e a falta dos
métodos tradicionais de diagndstico deste agente etiologico, diversos testes comerciais, que
envolvem a detecgéo de &cidos nucléicos tém sido desenvolvidos (42).

A partir de 1980, a tecnologia de deteccdo de acidos nucléicos encontrou ampla
aplicacdo no diagnostico de infeccdo por clamidia, por ser mais rapido e sensivel, além de ndo
depender da viabilidade da amostra (42).

Os métodos de deteccdo de acidos nucléicos tém por alvo sequiéncias génicas da MOMP,
do plasmidio criptico ou do rRNA de Chlamydia trachomatis. Testes que utilizam genes em
multiplas copias apresentam sensibilidade elevada, como é o caso do rRNA e do plasmidio
criptico de Chlamydia trachomatis, o qual esta presente na ordem de 7 a 10 copias por EB

(42).



1. Hibridizacdo de Acidos Nucléicos

As sondas de DNA vém sendo utilizadas ha mais de 10 anos. O teste de hibridizacédo
utiliza uma sonda de DNA marcado com éster de acridina 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
lumindmetro. As amostras com mais de 6,0% de sangue sdo inadequadas, devido ao efeito de
autofluorescéncia, podendo produzir resultados falso-positivos (83).

A sensibilidade é proxima a da cultura com a vantagem de permitir a deteccdo

simultanea de Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia trachomatis (84).

2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A tecnologia de amplificacdo de acidos nucléicos foi o mais importante avan¢o no
diagndstico de Chlamydia trachomatis desde que a técnica de cultura de células (in vitro)
substituiu a técnica de isolamento a partir de amostras clinicas (121).

As técnicas de amplificacdo favorecem a deteccdo de pequenas quantidades de &cidos
nucléicos em amostras clinicas com rapidez. A amplificacdo de DNA ou RNA consiste na
obtencdo de milhares de cOpias de DNA a partir de primers (iniciadores) de uma seqiiéncia de
DNA alvo. Os primers definem as regides de DNA a serem amplificadas e a especificidade da
técnica (121). Esta permite a identificacdo de individuos infectados assintomaticos através de
coleta ndo invasiva (urina). A deteccdo do microorganismo é importante no tratamento do
parceiro sexual e proporciona um guia para 0 monitoramento de pacientes que ndo respondem

a terapia (121).



Os testes de amplificacdo de DNA para o diagnostico da infeccdo por clamidia tém
sensibilidade em torno de 20,0% maior que os testes mais utilizados nos laboratdrios de
patologia clinica (imunofluorescéncia direta e enzima-imunoensaio), demonstrando que a
prevaléncia da infeccdo € maior do que o suposto (121).

Existem trés testes de amplificagdo de DNA comerciais aprovados pelo FDA: a reagédo
em cadeia da polimerase (PCR - Roche), reacdo em cadeia da ligase (LCR - Abbott) e a
reacdo de amplificacdo mediada pela transcricdo (TMA - Gen Probe). O PCR e a LCR
amplificam uma seqiiéncia de nucleotideos do plasmideo de Chlamydia trachomatis, que esta
presente em multiplas copias em cada EB do microorganismo. O TMA ¢ dirigido ao rRNA,
também presente em multiplas copias. Teoricamente, os trés testes sdo capazes de detectar
menos de 1 EB, mas em amostras clinicas existem problemas de inibicdo e de coleta que
influenciam os resultados (122).

O indice de especificidade e a sensibilidade da técnica de PCR dependem do tipo de
primer, da técnica de referéncia a ser utilizada, do tipo de material, do método de detec¢do do
produto amplificado, do método de preparacdo da amostra para 0 PCR considerando a
presenca de inibidores e ocorréncia de contaminagédo (122, 123).

Muitos trabalhos confirmam a PCR plasmidial como a mais sensivel pela possibilidade
de detectar de sete a dez cdpias de DNA, enquanto a PCR dirigida ao genoma codificador da
maior proteina externa da Chlamydia trachomatis (MOMP) detecta somente uma cépia de
DNA. Foi descrita a possibilidade da PCR plasmidial ndo detectar amostras clinicas infectadas
e que perderam o plasmidio, embora a comparagdo PCR-plasmidio/PCR-MOMP néo tenha
revelado qualquer linhagem adicional sem plasmidio. A PCR-MOMP ndo é disponivel
comercialmente, mas tem sido utilizada para analisar amostras com resultados discrepantes

(122, 123).



Para avaliar a especificidade dos primers utilizam-se suspensdes de cultura de linhagens
de Chlamydia trachomatis, de Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, sendo que o PCR
positivo apenas para as linhagens de Chlamydia trachomatis demonstra que os primers séo
especificos (123).

A sensibilidade dos varios métodos de deteccdo de Chlamydia trachomatis pode ser
determinada por diluicdes seriadas das suspensdes de cultura de celulas em monocamada,
infectadas com as sorovariedades mais frequentes e a verificacdo da quantidade minima de
células que ainda produz DNA amplificado estudaram a sensibilidade do PCR plasmidial a
partir de diluicbes com a sorovariedade G. O PCR plasmidial (primers CTP1 e CTP2) foi
capaz de detectar 0,1 unidade formadora de inclusdo em gel, e 0,01 a 0,1 quando usado a
técnica de hibridizacdo por Southern Blotting. E possivel aumentar a sensibilidade utilizando-
se a técnica de Nested-PCR. Este tipo de PCR pode ser um teste confirmatorio do PCR
plasmidial (123).

Outro emprego da reacdo de PCR é a genotipagem, que é considerada menos trabalhosa
que a sorotipagem. A sorotipagem € realizada a partir de cultura seguida de aplicacdo de um
grande painel de anticorpos monoclonais. Este método indica a variagdo antigénica e o alto
nivel de polimorfismo entre linhagens prototipos. A genotipagem baseia-se no PCR omp |,
embora seja menos sensivel, um procedimento adicional de hibridizacdo pode aumentar a
sensibilidade em amostras fracamente positivas (123).

O grande sucesso obtido inicialmente pela tecnologia de amplificacdo de &cidos
nucléicos foi refreado (a aprovacao de kit comercial para Chlamydia trachomatis s6 ocorreu
oito anos apds) pela possibilidade de resultados falso-positivos devido a contaminagdo. A
experiéncia, no entanto, provou ser mais preocupante os falso-negativos que os falso-

positivos. Boas préaticas laboratoriais e procedimentos de desinfec¢do de rotina previnem a



contaminacdo; ja os inibidores na amostra sdo dificieis de serem identificados porque séo
imprevisiveis e detectados somente se controles de amplificacdo forem introduzidos (por
exemplo, primers de R-globina humana). Outros recursos, como repeticdo da PCR em
amostras diluidas, reacdo em duplicata contaminando propositalmente uma das amostras, ndo
sdo adequados para introduzir na rotina clinica. A resolucdo destes problemas ainda € de

grande interesse e merece melhor avaliacdo (123).

3. Captura Hibrida (HC)

O teste de Captura Hibrida (Digene) é um ensaio baseado em sonda de RNA e na
amplificacdo do sinal de deteccdo. A sonda de RNA é homologa a sequéncia completa do
plasmidio criptico de Chlamydia trachomatis (7.500pb) e a aproximadamente 39.000pb do
genoma de Chlamydia trachomatis (124).

O hibrido DNA-RNA ¢ capturado por anticorpos especificos conjugados a fosfatase
alcalina e a geracdo do sinal ocorre pela clivagem de um substrato quimioluminescente pela
enzima. A amplificagdo substancial do sinal € atingida porque vérias moléculas de fosfatase
alcalina sdo conjugadas a cada anticorpo e estes se ligam, por sua vez, em grande nimero ao
hibrido DNA-RNA. O limite de deteccdo do teste de Captura Hibrida para Chlamydia
trachomatis (HC Il CT-ID) varia de 50 a 2500 EBs para 0s 15 sorotipos (124).

O teste apresenta-se em trés diferentes formatos: HC 1l CT/NG que € o teste de triagem e
ndo diferencia Neisseria Gonorrheae e Chlamydia trachomatis; HC CT-ID que € o teste
especifico para Chlamydia trachomatis, e HC GN-ID que € o teste especifico para Neisseria

Gonorrheae. Ja existe no mercado a segunda geracdo deste protocolo, que emprega um



sistema semi-automatizado, poréem apenas a apresentacdo manual tém aprovacdo pelo FDA
(Food and Drug Administration) (125).

A sensibilidade do teste de Captura Hibrida para Chlamydia trachomatis varia de 95,4 a
97,2% frente a cultura e PCR (Amplicor CT-PCR, Roche) e a especificidade € superior a
99,0% em amostras endocervicais (124). Assim, o método de deteccdo de &cidos nucléicos
baseado em amplificacdo de sinal apresenta sensibilidade e especificidade comparaveis aos
métodos de amplificacdo de &cidos nucléicos em amostras endocervicais (124). Este método
apresenta como vantagens dispensar a separacdo de areas de trabalho e a simplificacdo dos
equipamentos utilizados. A partir de Unico swab € possivel realizar a pesquisa de Chlamydia

trachomatis, Neisseria gonorrheae e HPV (124, 125).



OBJETIVOS

Conhecer a prevaléncia de infeccdo genital por Papilomavirus Humano (HPV) e por

Chlamydia trachomatis (CT) em uma amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre.

Objetivos Especificos

Identificar os fatores estudados (cor, ocupacdo, parceiros sexuais, uso de
anticonceptivos, idade, entre outros) com estas infeccdes e verificar a associacdo destas com

lesBes cervicais.

Os objetivos acima descritos pretendem auxiliar na resposta as seguintes questoes:

- Qual a prevaléncia de infeccdo genital por HPV e Chlamydia trachomatis em mulheres
assintomaticas do nosso meio e como esta frequéncia se distribui por faixa etaria?

- Quais os fatores associados a esta distribuicdo (culturais, imunoldgicos, ou outros)?

- Que fatores estéo associados ao estado de portador de HPV e Chlamydia trachomatis?



CONCLUSOES

Em nosso estudo, a prevaléncia de infeccdo genital por HPV foi de 28,4%
(n=346/1217), tendo as variaveis cor ndo branca, ocupacéo (lar e assalariadas) e historia de
condiloma no parceiro associadas a esta infeccao.

A infeccdo por Chlamydia trachomatis apresentou uma prevaléncia de 12,6%
(n=152/1208), tendo as varidveis ocupacdo (lar e assalariadas) e sexarca inferior aos 20 anos
de idade associadas a esta infeccéo.

Ja a prevaléncia de co-infeccdo por HPV e Chlamydia trachomatis foi de 6,5%
(n=78/1208), tendo a variavel parceiros sexuais na vida associada a esta co-infeccao.

Com relacgéo a citologia houve associacao significativa com a presenca de HPV e de co-
infeccdo.

A maior prevaléncia de HPV ocorreu entre mulheres com idade igual ou maior a 65
anos, seguido pelas mulheres com idade igual ou menor a 24 anos. Com relagdo a Chlamydia
trachomatis, a prevaléncia maior foi observada em mulheres com idade igual ou menor a 24

anos.



PERSPECTIVAS FUTURAS

- Compreender melhor as associagdes observadas no acompanhamento destas mulheres

(estudo de coorte);

- Conhecer outras associa¢des no decorrer do estudo de seguimento;

- Identificar grupos de risco que necessitem um acompanhamento mais freguiente;

- Contribuir no planejnamento e qualificacdo de programas de controle e prevencao de

Doencas Sexualmente Transmissiveis.
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Resumo

Objetivos: O presente estudo teve como objetivos conhecer a prevaléncia de infeccéo
genital por Papilomavirus Humano (HPV) e por Chlamydia trachomatis (CT) em uma
amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre, e verificar a associagdo destas infeccdes
com fatores estudados e com a presenca de lesbes cervicais.

Método: Trata-se de um estudo transversal cujo desfecho é a infeccdo genital por HPV
e por Chlamydia trachomatis em uma amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre.
Foram coletadas amostras de material cervical de um total de 1217 mulheres arroladas para o
estudo para a realizacdo do exame citopatoldgico (CP) e para a identificacdo do DNA-HPV e
DNA-CT através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Colposcopia e biopsia foram
realizadas sempre que o CP estivesse alterado e/ou a PCR para o0 HPV-DNA fosse positiva. A
freqliéncia de HPV, de CT, e de co-infeccdo por ambos, e as distribui¢bes destas infecgdes por
faixa etaria sdo descritas, bem como a associacdo das mesmas com as variaveis estudadas
através das Raz@es de Chance (RC) estimadas por regressao logistica multipla.

Resultados: Observou-se uma prevaléncia de HPV-DNA de 28,4% (n=346), de CT-
DNA de 12,6% (n=152) e de co-infeccdo por HPV e CT de 6,5% (n=78). Mulheres nao
brancas (Raz&o de Chance (RC) =1,60; Intervalo de Confianca (IC) de 95%:1,10-2,38),
assalariadas (RC=1,74; 1C95%:1,17-2,60) e com parceiro apresentando histéria de condiloma
genital (RC=2,35; 1C95%:1,17-4,72) mostraram-se associadas com a positividade para HPV.
A infeccdo por CT mostrou uma associagdo positiva com mulheres que iniciaram a vida
sexual antes dos vinte anos (RC=1,82; 1C95%:1,05-3,15) e assalariadas (RC=1,93;
1C95%:1,15-3,25). Quanto a co-infecgcdo por HPV e CT, mulheres com mais de trés parceiros

sexuais na vida (RC=2,02; IC 95%:1,12-3,65) apresentaram uma associa¢do positiva com 0



desfecho. Observou-se também uma associacdo significativa com anormalidades citoldgicas
(p<0,001) tanto para a infeccdo por HPV quanto para a co-infeccéo por HPV e CT.
Conclusao: Os resultados mostraram uma elevada prevaléncia de HPV, CT e de co-
infeccdo em uma amostra de mulheres assintométicas, reforcando dados relatados na
literatura. A associacdo destas infeccGes com variaveis socio-econémicas, de comportamento
sexual e com lesbes do colo uterino, indica a importancia de medidas para promogéo e
prevencdo de saude com este alvo especifico dentro da rotina de servicos de atencdo primaria.
Desta forma, acredita-se que estes achados possam ser muito Uteis no planejamento de
programas, incluindo o controle de Doengas Sexualmente Transmissiveis e a utilizagdo de

vacinas para o HPV.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano, Chlamydia trachomatis, Reacdo em Cadeia

da Polimerase, co-infeccéo, cancer de colo de Gtero.



Abstract

Objective: The present study has the aim of describing the prevalence of HPV and
Chlamydia trachomatis (CT) among non symptomatic women in our setting and as well to
associate these infections with studied factors, including cervical lesions.

Methods: A cross-sectional study was developed with HPV-DNA and CT-DNA
positivity as the outcome. Cervical smears for cytology were collected from 1217 women and
Polymerase Chain Reaction (PCR) was the method used to identify the presence of HPV-
DNA and CT-DNA. Colposcopy and biopsy were performed whenever cytology was
abnormal and/or PCR was positive to HPV-DNA. HPV-DNA and CT-DNA frequencies are
described and the association with the studied variables and the outcomes were estimated by
means of multiple logistic regression.

Results: The observed HPV-DNA, CT and co-infection prevalences were 28.4%,
12.6%, and 6,5%, respectively. Non White women (Odds Ratio (OR)=1.60; 95% Confidence
Interval (CI):1.10-2.38), being employed (OR=1.74; 95%Cl:1.17-2.60) and having a sexual
partner with history of condyloma (OR=2.35; 95%CI:1.17-4.72) showed positive association
with HPV infection. The CT infection presented a positive association with women beginning
sexual activity before 20 years of age (OR=1.82; 95%CI:1.05-3.15) and women employed
(OR=1.93; 95%CI:1.15-3.25). Women that reported 3 or more sexual partners during their life
showed a positive association with co-infection by HPV and CT (OR=2.02; 95%ClI:1.12-
3.65). Both, HPV infection and Co-infection were associated with the presence of citological
abnormalities of the cervix (p<0.001).

Conclusion: An elevated HPV, CT and co-infection prevalence was observed in an

asymptomatic women population, which is in agreement with findings reported in the



literature. The association of these infections with socioeconomic factors, sexual behavior and
with cervical lesions indicates the importance of measures in health promotion and in health
prevention with this specific target as a routine activity in primary care services. The present
results may be usefull in planning such strategies, including sexual transmitted diseases

controls programs and HPV vaccines utilization.

Key Words: Human Papillomavirus, Chlamydia trachomatis, Polymerase Chain Reaction,

cross-sectional study, cervical cancer.



Introducio

O cancer cervical acomete anualmente cerca de 470.000 mulheres em todo 0 mundo (1).
No Brasil, sdo diagnosticados mais de 16.000 casos ao ano de cancer cervical, sendo que 10
mulheres morrem por dia devido a esta enfermidade (2, 3).

Segundo Franco et al (2001), a infeccdo pelo HPV ¢é considerada a causa principal da
maioria dos casos de cancer cervical, sendo um dos tumores malignos mais frequentes na
populacéo brasileira, e de uma pequena fracdo dos casos de cancer vaginal, vulvar, peniano e
anal (5). As taxas de aquisicdo de infecgdes por HPV séo elevadas, principalmente em adultos
jovens sexualmente ativos, sendo que as estimativas da prevaléncia das infeccdes entre
mulheres no mundo variam de 2,0% a 44,0% (6, 7).

Além do HPV, outros estudos tém sido realizados na tentativa de verificar o papel da
Chlamydia trachomatis (CT) como um co-fator no desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais cervicais (NICs) e outras alteracdes celulares significativas em mulheres com
historia de infec¢do por HPV (8, 9).

A infeccdo urogenital por CT é um importante problema de saude publica, sendo
considerado uma das principais causas de morbidade em individuos sexualmente ativos, com
uma estimativa de 89 milhdes de novos casos ocorrendo anualmente em todo o mundo, sendo
que individuos ndo tratados servem como reservatdrio para a transmissdo da infecgdo aos
parceiros sexuais (8, 9).

A infeccdo genital por CT é estudada como um co-fator no desenvolvimento de NICs e
outras alteracBes celulares significativas em mulheres com histéria de infeccdo por HPV,
resultando também em cervicites mucopurulentas cronicas, uretrites, doenga inflamatoria

pélvica (18,0% a 24,0%) e endometriose (6,0% a 21,0%) (10, 11).



Mulheres sexualmente ativas com idade inferior a 20 anos sdo as mais acometidas pela
infeccdo por CT, sendo observada uma prevaléncia nesta faixa etaria de 10,0%, porém, em
clinicas de DST estes indices podem chegar a 40,0%.

As diferencas anatbmicas na cérvice uterina, entre as mulheres, podem favorecer uma
maior ou menor exposicdo ao agente etioldgico. Além disso, ha outras variaveis sabidamente
associadas a infeccdo por CT e HPV, como nuliparidade, ser solteira, raca negra e baixa
condigéo sécio-econdmica, bem como a néo utilizacao de preservativos nas relagdes sexuais e
infeccdes gonococicas concomitantes (12, 13, 14, 15).

Na tentativa de conhecer a prevaléncia de infec¢des genitais por HPV, CT e co-infecgédo
por HPV e CT, em uma amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre e de verificar a
associacdo destas infecgbes com os fatores estudados, em especial com a presenca de lesdes
cervicais, planejou-se este estudo. Espera-se que 0s achados possam contribuir para uma
melhor compreensdo dos importantes problemas de satde publica relacionados as Doengas
Sexualmente Transmissiveis e as causas de morbidade e mortalidade por cancer cervical em
nosso meio, ja que esta € uma neoplasia com elevado potencial de prevencdo e de cura, se

detectada precocemente.



Material e Métodos

Delineamento do Estudo

Estudo transversal envolvendo mulheres assintomaticas de uma area populacional
assistida pela Unidade de Atencdo Primaria Jardim Leopoldina, pertencente ao Servigo de
Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar Conceicdo, localizada na Zona Norte de Porto
Alegre, as quais foram selecionadas para participar de um estudo de coorte com seguimento

minimo de cinco anos.

Populacéo e Amostra

A populacdo do estudo € originaria da populacdo de mulheres pertencentes a area de
abrangéncia da Unidade de Atencdo Primaria Jardim Leopoldina, sendo que existem
aproximadamente 7000 mulheres adultas residindo nesta area (16).

Para participar do estudo, as mulheres necessitavam buscar atendimento na Unidade
Jardim Leopoldina, preencher os critérios de elegibilidade e concordar em participar do estudo
assinando um Termo de Consentimento Informado. Para ser elegivel a mulher teria que
pertencer a area geografica da unidade acima descrita, possuir prontuario na Unidade referida
e registro no Hospital Nossa Senhora da Conceigdo, ter iniciado vida sexual, estar
assintomatica, ndo ter historia de cancer cervical e ndo ter sido histerectomizada.

A amostra deste estudo compreendeu um total de 1217 mulheres arroladas no periodo de
fevereiro de 2003 até abril de 2005 e que representam resultados parciais de um estudo de

coorte.



Variaveis do Estudo

O desfecho foi a deteccdo por PCR de HPV-DNA e CT-DNA. Apds terem sido
arroladas, as participantes responderam a um questionario epidemiolégico padronizado onde
foram coletadas informacGes sobre caracteristicas demogréficas, morbidades pregressas,
historia de vida reprodutiva e de comportamento sexual. Todas as mulheres do estudo foram
submetidas a um exame ginecoldgico onde foram coletados materiais para citologia
convencional (CP) e teste do HPVV-DNA e CT-DNA, ambos através do método da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

A citologia, para fins de andlise estatistica, foi categorizada como normal, lesdo de baixo
grau (neste grupo foram incluidas as alteragdes como AGUS, ASCUS, HPV e NIC 1) e lesdo
de alto grau (NIC 11, 11l e cancer invasor).

O exame de colposcopia foi realizado sempre que o CP estivesse alterado e/ou a PCR
para 0 HPV-DNA fosse positiva, sendo que a bidpsia somente era realizada em mulheres que
apresentavam colposcopia alterada. Para fins de analise, esta variavel foi categorizada em
colpocopia “normal” e colposcopia “anormal”.

Os resultados das biopsias foram analisados em trés categorias: normal, lesdo de baixo

grau (NIC I) e lesdo de alto grau (NIC II, I11 e cancer invasor).

Teste de Especificidade Analitica dos Primers para HPV e CT

A especificidade dos primers para o diagndstico de HPV e Chlamydia trachomatis foi
realizada a partir da contaminacdo de amostras clinicas com diferentes microrganismos da
microbiota normal do trato genito-urinario feminino e agentes patogénicos. Os DNAs de

isolados clinicos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Trichomonas



vaginalis e Lactobacillus sp. foram extraidos e purificados pelo método de CTAB (Cloreto de
cetil-trimetil-amonio) descrito por van Soolingen e colaboradores (1994).

Apés realizada a PCR, com as temperaturas de anelamento adequadas, e analise em gel
de agarose, verificou-se que os primers foram especificos somente para a detec¢do de HPV e

Chlamydia trachomatis.

Teste de Sensibilidade Analitica dos Primers para HPV e CT

O DNA-HPV foi extraido a partir de células Siha e Caski (células infectadas com HPV)
As amostras foram submetidas a extragdo de DNA pelo metodo de Proteinase K (18) e
quantificado por espectrofotometria a 260nm no equipamento Genequant (Amersham
Pharmacia Biotech).

Com relacdo a Chlamydia trachomatis, o DNA-CT foi extraido a partir de laminas
sensibilizadas com celulas clamidiais (Chlamydia trachomatis IgG IFA, Hemagen
Diagnostics, Inc.). As laminas foram raspadas com Iamina de bisturi e o material eluido e
concentrado em tubo de microcentrifuga. A seguir, foi realizada a extracdo atraves de kit
comercial Ultra Clean (Mobio Laboratories Inc.). O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260nm no equipamento Genequant (Amersham Pharmacia Biotech).

Para a determinacdo da sensibilidade analitica da técnica, tanto para HPV quanto para
Chlamydia trachomatis, foi submetida diluicdes seriadas de DNA em A&gua ultrapura ao
protocolo de PCR, com deteccdo em gel de agarose, e a técnica de hibridizag&o.

A sensibilidade analitica (limiar de deteccdo) para o HPV foi de 80fg/ul (242 cdpias

virais). Para CT, a sensibilidade foi de 300 fg/ul (225UF1I).



Teste de Especificidade e Sensibilidade Clinica para HPV e CT

Para o HPV, testes pilotos com 38 amostras envolvendo a técnica de PCR e Captura
Hibrida foram realizados. Destas, 33 amostras foram negativas para HPV em ambos os testes;
3 amostras foram positivas tanto na PCR quanto na Captura Hibrida; e somente duas amostras
discordaram (PCR positivo e Captura negativa). Portanto, a especificidade foi de 94,0% e a
sensibilidade de 100,0% no teste de PCR.

Com relagdo a Chlamydia trachomatis, testes pilotos com 92 amostras envolvendo
Captura Hibrida e PCR foram realizados. Destas, 50 amostras foram positivas e 42 amostras
negativas para CT no teste de Captura Hibrida; no teste de PCR, das 50 amostras positivas na
Captura Hibrida, 45 foram confirmadas e das 42 amostras negativas, 38 foram negativas para
CT no teste de PCR. Portanto, a especificidade e a sensibilidade clinica foram de 95,0% e

97,0%.

Deteccdo do HPV-DNA por PCR

A técnica de PCR para o diagnostico de HPV foi anteriormente descrita por Bauer HM

et al (1993) e Coutlée F et al (2002).

As amostras para a pesquisa de HPV-DNA e CT-DNA foram coletadas na Unidade de
Salde de Atencdo Primaria do Posto Jardim Leopoldina, utilizando-se escova do tipo
“cytobrush” e estocadas a temperatura de -20°C em 2 ml de tampao TE (10mM Tris-HCI pH
8,5; 1ImM EDTA) até a extracdo do DNA. O transporte das amostras foi realizado em

condicdes de baixas temperaturas (-20°C).



Ap0s descongelamento, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA através de
solucgéo Proteinase K/TE-50 (200 pg/ml de proteinase K ‘DNase/RNa free' Gibco, 2% Tween
20, ImM EDTA, 10mM Tris-HCI pH 8,5) e deixadas em banho-maria por 18 horas. Apds
inativacdo a 94°C durante 10 min, 5uL de cada amostra desproteinizada foi submetida a

amplificacdo por PCR (19, 20, 21).

Para a deteccdo do HPV, utilizou-se como primers consensus 0S seguintes
oligonucleotideos degenerados, complementares a regido L1 do genoma viral do

papilomavirus humano (1, 2, 20, 22, 23):

My 09 5°...CGT CC*c AA%s GGA*/tAC TGATC... 3’

My 11 5’... GC*c CAG GG"/; CAT AA®/r AAT GG... 3

As reagOes foram realizadas em volume final de 50 uL, contendo 2,5U da enzima Taq
DNA polimerase (Invitrogen), primers na concentracdo de 50ng/uL cada, 3,0mM de MgCly,
200uM de cada DNTP (Invitrogen), 10mM de Tris-HCI pH 8,3, 50mM de KCI, 5uL de DNA
e H,O g.s.p.

As seguintes condi¢Oes foram utilizadas para amplificagdo em aparelho termociclador
MJ Research PTC 96: 95°C por 13 min, para desnaturacdo; 40 ciclos subseqientes de 95°C
por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, para amplificacdo; 72°C por 5 min, para extensio

final; 4°C para estoque dos produtos amplificados.



Deteccéo de CT-DNA por PCR

A técnica de PCR para o diagnostico de CT foi padronizada por Becker D (2005).

O DNA das amostras clinicas foi submetido & amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para CT, utilizando-se os primers CTP1 e CTP2 que flanqueiam um
segmento de 201pb da ORF de nimero 4 do plasmidio criptico de Chlamydia trachomatis (14,

23, 24). Este segmento localiza-se a 2940pb do sitio Unico de restricdo de BamHl:

CTP1 5.. TAGTAACTGCCACTTCATCA... 3’

CTP2 5. TTCCCCTTGTAATTCGTTGC... 3’

As reacOes foram realizadas em volume final de 50 uL, contendo 2,5U da enzima Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen), primers na concentragdo de 12,50 pmol cada, 3,0mM
de MgCl,, 200uM de cada DNTP (Invitrogen), 10mM de Tris-HCI pH 8,3, 50mM de KClI,
5uL de DNA e H,O g.s.p.

As seguintes condigdes serdo utilizadas para amplificagdo em aparelho termociclador
MJ Research PTC 96: 94°C por 1 min, para ativacdo da enzima Taq Platinum, 95°C por 4
min, para desnaturacdo; 40 ciclos subseqlentes consistindo cada ciclo de: uma etapa de
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, uma etapa de anelamento a 66°C por 1 min e uma etapa de
72°C por 1 minuto para extensdo. Ao final, uma etapa de 72°C por 4 minutos, para extensdo
final.

Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 1,5%, em tampdo TBE
contendo 0,5ug/ml de brometo de etidio, sob luz ultravioleta e comparados a um controle
positivo de reacdo da PCR.

Para controlar o funcionamento das reacdos, foi ensaiado, juntamente com cada PCR de

DNA de amostras clinicas, um controle positivo de reacdo, que consistiu de um fragmento de



450pb correspondente as celulas Caski e Siha (células infectadas com o virus HPV) e um
fragmento de 201pb corresponde a células infectadas por CT; e um controle negativo de
reacdo com omissdo de qualquer DNA. Em todas as amostras testadas foi utilizado primers

complementares ao gene da f~globina humana como controle interno da reacao.

Exame Citopatoldgico (CP)

As laminas com esfregaco para citologia e as bidpsias foram processadas e analisadas
junto ao Laboratorio de Patologia do Hospital Nossa Senhora da Conceicdo. As participantes
do estudo que apresentaram alteracfes no exame citoldgico e/ou foram HPV-DNA positivas
realizaram colposcopia e bidpsia de colo uterino se necessario. As mulheres diagnosticadas
com alteragdes que necessitaram tratamento imediato (NIC II, IIl, cancer in situ, cancer
invasor) foram encaminhadas ao Servigo de Referéncia para tratamento.

As informac6es coletadas foram armazenadas sistematicamente em um banco de dados
desenvolvido no programa SPSS 10.0. O controle de qualidade de entrada dos dados foi feito
através de conferéncia sistemética dos dados até entdo digitados com o questionario original

de uma amostra aleatéria de 20% dos registros ja armazenados.

Analise dos Dados

Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS (versdo 10.0).
Foi descrita a freqtiéncia de HPV-DNA, de CT-DNA e de co-infec¢do para toda a amostra
estudada e por faixa etaria. O teste do qui-quadrado (ou exato de Fisher se indicado) foi
utilizado para comparar as variaveis categdricas com a presenca ou auséncia do desfecho e o

teste t de student (ou ndo paramétrico correspondente) para comparar as variaveis continuas



com a presenca ou ndo do desfecho. A Razéo de Chances (RC) foi calculada para as analises
uni/bivariadas e multivariadas, através do método de Regressdo Logistica, com seu
correspondente Intervalo de Confianca de 95%. Os critérios de selecdo das variaveis para o
modelo de regressdo logistica ndo condicional envolveram a significancia estatistica na analise
uni/bivariada e/ou a relevancia clinico-epidemiologica da varidvel mediante o conhecimento
vigente. Todas as variaveis com p< 0,25 foram incluidas no modelo, utilizando-se o método
ENTER, o qual mantém todas as variaveis selecionadas no modelo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar

Conceicdo em 15 de janeiro de 2003, protocolo nimero 112/2002.

Resultados

A positividade de HPV-DNA, pela técnica de PCR, em toda a amostra estudada, foi de
28,4% (n=346/1217). J4 em relagdo a CT, em toda a amostra estudada, 12,6% (n=152/1208)
das mulheres eram positivas e 6,5% (n=78/1208) apresentaram co-infeccdo para HPV e CT. O
total amostral para cada um dos grupos das mono-infec¢des por HPV e por CT , apresenta
uma diferenca de 9 mulheres. Nesta o material cervical coletado foi insuficiente para realizar o
segundo teste (PCR-CT).

Na tabela 1 esta descrita a distribuicdo das variaveis estudadas e sua associagdo com a
presenca de HPV e CT. Observa-se que houve diferenca significativa entre as mulheres
positivas e negativas para o0 HPV em relacdo as variaveis cor (p=0,02), ocupacdo (p=0,001),
estado marital (p=0,01), parceiros sexuais na vida (p=0,01) e historia de condiloma genital no

parceiro (p=0,006). Quanto a presenca ou auséncia de infeccdo por CT, observa-se que as



variaveis ocupacao (p=0,02) e sexarca (p=0,003) apresentaram diferenca significativa, nesta
anélise.

Na tabela 2 esta descrita a distribuicdo das variaveis estudadas de acordo com a presenca
de Co-Infeccdo por HPV e CT. Nesta analise estdo excluidas as mono-infec¢des por HPV ou
por CT e mulheres sem nenhuma destas infecgdes. Neste grupo, observa-se que as variaveis
cor (p=0,05), historia de clamidia genital (p=0,05) e nimero de parceiros sexuais na vida
(p=0,06) apresentaram associacdo com significancia limitrofe.

Na tabela 3 estdo descritos os achados do exame citopatoldgico, colposcépico e
anatomopatoldgico, de acordo com a positividade ou ndo por HPV, CT e co-infeccdo. A
citologia apresentou associac¢do significativa a presenca de HPV (p<0,001) e a presenca de co-
infeccdo (p=0,001). Entre as mulheres HPV positivas, a citologia com diagndstico de leséo de
baixo grau foi observada em 67,1% (n=57/85); entre as mulheres CT positivas este percentual
foi de 12,9% (n=11/85), enquanto que entre mulheres co-infectadas, este percentual foi de
27,0% (n=10/37). Quanto as lesdes de alto grau, o percentual entre as mulheres HPV positivas
foi de 66,7% (n=2/3).

Do total de mulheres estudadas, 15,4% (n=185) foram encaminhadas a colposcopia e,
destas, 27,0% (n=50) apresentaram anormalidades a este exame e realizaram biopsia. Da
totalidade de biopsias realizadas, 68,0% (n=34) apresentaram alteracfes anatomopatoldgicas:
11,8% (n=4) mulheres tinham leséo de alto grau e 88,2% (n=30) lesdes de baixo grau. Entre
as mulheres com lesdo de alto grau, 100,0% (n=4) foram positivas para HPV e 25,0% (n=1)
foram positivas para CT e também apresentaram resultado positivo para a co-infeccdo por
HPV e CT. Ndo foi observada associacdo significativa entre colposcopia e bidpsia nos grupos
analisados. Uma das justificativas para este achado pode estar relacionada ao pequeno nimero

de mulheres que foram encaminhadas a colposcopia e que realizaram biopsia.



Na tabela 4 estdo descritas as Razbes de Chance ajustadas, com correspondentes
intervalos de confianga de 95%, para a associacao entre as variaveis estudadas e os desfechos.
Observa-se uma associacao positiva e significativa com a presenca de HPV em mulheres nédo
brancas (RC=1,60; 1C95%:1,10-2,38), do lar e/ou assalariadas (RC=1,52; 1C95%:1,05-2,21,
RC=1,74; 1C95%:1,17-2,60, respectivamente) e que relataram de historia de condiloma
genital no parceiro (RC=2,35; 1C95%:1,17-4,72). Ja em relacdo a CT, houve uma associacao
positiva e significativa com mulheres assalariadas (RC=1,93; 1C95%=1,15-3,25) e sexarca
anterior aos vinte anos (RC=1,82; 1C95%:1,05-3,15). Quanto a co-infeccdo, observou-se uma
associacao estatisticamente significativa com mulheres que relataram mais de trés parceiros ao
longo da vida (RC=2,02; 1C95%:1,12-3,65).

Na figura 1 esta descrita a distribuicdo das freqiiéncias de HPV e Chlamydia
trachomatis de acordo com as diferentes faixas etarias. Observou-se maior frequéncia de HPV
nas faixas etarias de mulheres com idade maior ou igual a 65 anos, seguido pela faixa etaria de
mulheres com idade menor ou igual a 24 anos. Ja quanto a infeccdo genital por CT, uma
freqUéncia maior € observada nas faixas etarias de mulheres mais jovens, particularmente nas

com idade igual ou inferior a 24 anos.

Discussao

Os resultados deste estudo mostram uma elevada prevaléncia de positividade para HPV
(28,4%), para CT (12,6%) e co-infeccdo (6,5%) na amostra estudada.
As prevaléncias observadas neste estudo estdo dentro do amplo intervalo relatado na

literatura, onde a prevaléncia e a incidéncia da infeccdo cervical pelo HPV, CT e co-infeccdo



mostram grande variacdo, de acordo com o método diagnostico utilizado, mas também por
refletir as variacGes quanto ao comportamento sexual entre as populacgdes (21, 25).

No Brasil, esta variagdo também é observada. Um estudo realizado em uma populacao
de uma cidade do interior do Rio Grande do Sul, considerada de baixo risco, foi encontrada
uma frequéncia de HPV-DNA de 13,0% (26). Outro estudo realizado em Sao Paulo, entre
mulheres de baixa renda, também referiu uma freqiéncia de mulheres HPV positivas de
26,2% (27). A frequéncia de HPV observada em nosso estudo foi elevada (28,4%)

Com relacéo a CT, as fregiiéncias observadas em nosso estudo também estdo de acordo
com a literatura. Estudos epidemioldgicos realizados na cidade de Vitoria (ES), com mulheres
assintomaticas e sexualmente ativas, constataram uma prevaléncia de 12,2% (28, 29). Ja em
outro estudo realizado em Manaus com 121 mulheres, a prevaléncia CT foi de 20,7% (30).

Ao avaliar a co-infec¢do de HPV com CT, nosso estudo encontrou uma positividade de
6,5% (n=78/1208), sendo que em toda a populacdo arrolada, 28,4% (n=346/1217)
apresentaram resultado confirmatdrio para HPV e 12,6% para CT (n=152/1208). Entretanto,
Soares (2003), em um estudo realizado em Alagoas, Brasil, das 341 mulheres arroladas, 6,4%
apresentaram resultado positivo para CT e 26,6% apresentaram resultado confirmatério para
HPV (31).

Especula-se que estas freqliéncias de HPV, de CT e de co-infeccdo estejam relacionadas
com o tipo populacdo estudada, que inclui baixa renda, multiplos parceiros sexuais e precéria
cobertura para o rastreamento de cancer de colo uterino; e com o tipo de método diagndstico
utilizado, que cada vez mais, sdo mais sensiveis e possibilitam um melhor diagnostico. Cabe
salientar, no entanto, que freqiiéncias elevadas de HPV também tem sido observadas em

mulheres com citologia normal e subsequente desenvolvimento de lesdes intraepiteliais



escamosas da cérvice, sendo estes achados consistentes com a hipdtese de a infeccdo pelo
HPV ser causa necessaria para o desenvolvimento de neoplasia cervical (32).

Apesar de o0 presente estudo ter arrolado uma amostra de mulheres assintomaticas de
uma area geogréafica de Porto Alegre, acredita-se que os achados possam ser extrapolados para
a totalidade de mulheres da area de abrangéncia da Unidade de Saude Jardim Leopoldina,
onde a distribuicdo das caracteristicas demograficas é semelhante a relatada na amostra
estudada (16). No entanto, as mulheres estudadas relataram, em sua maioria, mais de trés
parceiros sexuais, sexarca anterior aos 20 anos e em torno de 27,8% referiram nenhuma
escolaridade ou primeiro grau incompleto. Este padrdo de comportamento de “risco” na
populacédo estudada deve ser considerado ao discutir-se os achados deste estudo.

Embora estudos realizados na Costa Rica (33), Colombia e México (34), mostrem uma
distribuicdo bi-modal da infeccdo pelo HPV quanto a faixa etaria, sendo o primeiro pico
abaixo dos 25 anos e 0 segundo pico acima dos 59 anos, outros estudos ndo observaram a
mesma tendéncia (4, 21). Corroborando os achados dos estudos da Costa Rica (35), Colombia
e México (34), em nosso estudo, a distribuicdo da positividade do HPV também ¢ bi-modal,
sendo o maior percentual de positividade (42,4%) observado em mulheres com 65 anos ou
mais e em mulheres com 24 anos ou menos (37,5%). Este dado pode sugerir que as mulheres
com idade de 65 anos ou mais estejam com o sistema imunoldgico comprometido, facilitando
uma manifestacdo latente do virus HPV.

Ja em relacdo a infecgdo genital por CT o mesmo ndo ocorre, e a maior freqiiéncia é
observada nas faixas etdrias mais jovens. Nosso achados, em relacdo a CT estdo em
concordancia com os relatos de outros estudos indicando que esta infeccdo acomete mulheres

mais jovens (35).



Em relacdo a citologia, as lesdes de baixo grau observadas foram, em sua maioria, nas
mulheres HPV positivas, embora 32,9% também tenha sido observado entre as HPV
negativas. Este percentual de lesdes de baixo grau encontradas em amostras negativas para
HPV na PCR pode estar relacionado ao fato que ao coletar o material citpatoldgico, o local
escolhido para a coleta ndo apresente um numero suficiente de celulas infectadas, ou algum
fator inibitério na reacdo (residuos da extracdo, abundancia de muco na amostra
cervicovaginal) ou mesmo lesdes do tipo ASCUS e AGUS que em nossa classificacdo,
juntamente com NIC I, foram considerados de baixo grau. A maioria das lesdes de alto grau
(66,7%) estavam relacionadas ao HPV, sendo que estes achados refletem a expectativa de que
lesbes de alto grau, consideradas pré-malignas estejam associadas a presenca de HPV

oncogeénico.

A CT esteve presente em 13,2% (n=120/905) dos exames citopatolégicos normais, em
12,9% (n=11/85) das lesdes de baixo grau, sendo que em lesdes de alto grau ndo foram
evidenciados a presenca de DNA-CT. Com relacdo a co-infeccdo por HPV e CT, 27,0%
(n=10/37) esteve presente em lesdes de baixo grau. Este dado corrobora os achados de outro
estudo realizado na Argentina (n=279), no qual a CT também esteve presente em lesdes de
baixo grau (41,8%) e, que juntamente com o HPV, possa contribuir de forma mais agressiva e
mais rapida para o desenvolvimento de lesGes pré-precursoras de lesGes cervicais (9).

Sabe-se que a presenca da infeccdo pelo HPV é um fator necessario, porém nao
suficiente para o desenvolvimento do cancer de colo uterino (21, 36). Assim, outros fatores
parecem contribuir para o desenvolvimento desta neoplasia. Entre eles, fatores hormonais
como elevada paridade associada a um longo periodo de exposic¢do a anticoncepcionais orais,

outras infecgdes genitais como a CT podem ser consideradas co-fatores do HPV (11, 37, 38).



Outros fatores também tém sido sugeridos como possiveis co-fatores, como déficit
nutricional, fatores inerentes ao hospedeiro que aumentariam a suscetibilidade a infeccéo pelo
HPV, como marcadores genéticos e moduladores da resposta imune e mesmo variantes
genéticos de varios tipos de HPV (1, 21).

Segundo Smith JS e colaboradores (2002), em seu estudo realizado com 1038 mulheres,
a variavel sexarca se mostrou significativamente relacionada com a presenca de CT em
mulheres que tiveram a primeira relacdo com menos de 20 anos (RC=2,5; 1C95%:1,3-4,6).
Em nosso estudo, esta variavel também apresentou associacdo significativa (RC=1,82;
1C95%:1,05-3,15). J& em relacdo ao numero de parceiros sexuais ao longo da vida, mulheres
que relataram mais de trés parceiros ao longo da vida apresentaram associacéo significativa
com a presenca de co-infeccdo (RC=2,02; 1C95%:1,12-3,65). Este resultado também é
corrobrado no estudo de Smith JS e colaboradores (2002).

Com relacdo a comparacdo das varidveis do estudo atual com achados de outros estudos
(Tabela 5), em nosso estudo, a varidvel parceiros sexuais na vida apresentou associacao
positiva com a presenca de co-infeccdo e a varidvel sexarca, com a presenca de Chlamydia
trachomatis. Estes achados corroboram os resultados encontrados no estudo de Smith JS e
colaboradores (2002).

Com relacdo a varidvel fumo, nosso estudo ndo encontrou associacdo positiva, mas
Brinton LA e colaboradores (1986) sugerem o fumo como possivel co-fator na infec¢do por
HPV. A varidvel sem companheiro fixo, em nosso estudo, também ndo apresentou associac¢ao
positiva. Porém, Chan PKS e colaboradores (2002), encontraram associacao positiva com a
presenca de HPV.

Segundo Shields TS e colaboradores (2004), a variavel escolaridade apresentou

associacao positiva com HPV, porém em nosso estudo este dado nao foi evidenciado.



Ja a variavel cor ndo branca e historia de condiloma no parceiro apresentaram associacao
positiva com a presenca de HPV, corroborando os achados de Hankins C (1999) e Rousseau
MC (2003), respectivamente.

O fumo, mesmo sendo passivo, tem sido sugerido como fator relacionado a um aumento
no risco de cancer cervical (39), embora em nosso estudo esta variavel ndo apresentasse
associacao significativa.

No Estado do Rio Grande do Sul tem sido observado um aumento da mortalidade por
cancer de colo uterino ao longo dos ultimos 20 anos, em relacdo a outros estados da Regido
Sul do Brasil, em todas as faixas etarias, sendo maior o incremento anual na faixa de 50 a 64
anos (2, 40). Sendo o Rio Grande do Sul, o estado brasileiro onde é observada a prevaléncia
de fumo mais elevada, seria possivel especular que o fumo possa estar atuando como co-fator
junto ao HPV e contribuindo assim para 0 aumento da morbidade e mortalidade por esta
neoplasia em nosso meio. Se esta especulacdo estiver correta, é essencial que se combine
junto as medidas de prevencdo para a infeccdo genital pelo HPV, medidas para reducdo da
exposicdo das mulheres ao fumo.

E possivel que a existéncia de programas de educagio e rastreamento sistematico de
todas as mulheres apds a primeira relacdo sexual possa modificar o quadro atual. Além disso,
falhas na educacdo béasica da populacéo, a falta de conhecimento, a precariedade no sistema de
salde e a co-infeccdo com outras doencas sexualmente transmissiveis ainda estdo relacionados
aos altos indices de casos de cancer cervical. Desta forma, é necessaria uma conscientizagcdo
ainda maior por parte dos governos quanto ao processo de educacéo e informacéo para a saude
dos cidadaos.

Concluindo, este estudo aponta uma elevada prevaléncia de HPV, de CT e de co-

infeccdo em uma amostra de mulheres assintomaticas de Porto Alegre. Esta informacéo pode



ser muito atil no desenvolvimento de vacinas para o0 HPV, na qualificacdo de programas de
controle e prevencgdo de doencas sexualmente transmissiveis (DST) e aplicacdo de medidas de
prevencdo em nivel de atencdo primaria, as quais ndo exigem sofisticagdo tecnologica,

podendo contribuir para uma reducéo deste importante problema em satde publica.
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Tabela 1. Distribuicdo das Varidveis Estudadas de Acordo com a presenca de HPV e Chlamydia trachomatis.

Variaveis

Grupos Etarios (em anos) (n=1194)**
<34
>35
Cor (n=1194)**
Branca
Né&o Branca
Ocupacéo (n=1170)**
Do Lar
Assalariadas
Autdnomas/Profissionais Liberais
Escolaridade (n=1186)**
Até 1° Grau Incompleto
De 1° Grau Completo a 2° Grau Incompleto
> 2° Grau Completo
Estado Marital (n=1194)**
Com companheiro fixo
Sem companheiro fixo
Fumo (n=1208)**
Sim
Né&o
Sexarca (em anos) (n=1194)**
<20
>20
Parceiros Sexuais na Vida (n=1194)**
<3
>3

HPV (+)
(n=346)

120 (32,6%)
226 (27,4%)

268 (27,5%)
78 (35,5%)

89 (23,5%)
79 (27,1%)
172 (34,5%)

93 (27,8%)
108 (28,7%)
142 (29,9%)

208 (26,5%)
138 (33,7%)

95 (29,1%)
251 (28,5%)

228 (28,7%)
118 (29,6%)

226 (26,8%)
120 (34,1%)

HPV ()
(n=871)

248 (67,4%)
600 (72,6%)

706 (72,5%)
142 (64,5%)

290 (76,5%)
213 (72,9%)
327 (65,5%)

242 (72,2%)
268 (71,3%)
333 (70,1%)

577 (73,5%)
271 (66,3%)

232 (70,9%)
630 (71,5%)

567 (71,3%)
281 (70,4%)

616 (73,2%)
232 (65,9%)

p*

0,07

0,02

0,001

0,80

0,01

0,83

0,80

0,01

Chlamydia (+)
(n=152)

58 (15,8%)
94 (11,4%)

116 (11,9%)
36 (16,3%)

39 (10,3%)
30 (10,3%)
78 (16,5%)

41 (12,2%)
44 (11,6%)
67 (14,2%)

94 (12,0%)
58 (14,2%)

40 (12,2%)
112 (12,7%)

118 (14,8%)
34 (8,5%)

98 (11,6%)
54 (15,4%)

Chlamydia (-)
(n=1056)

310 (84,2%)
732 (88,6%)

858 (88,1%)
184 (83,7%)

341 (89,7%)
260 (89,7%)
422 (84,4%)

296 (87,8%)
334 (88,4%)
404 (85,8%)

692 (88,0%)
350 (85,8%)

287 (87,8%)
769 (87,3%)

678 (85,2%)
365 (91,5%)

746 (88,4%)
296 (84,6%)

p-k

0,04

0,09

0,02

0,49

0,32

0,89

0,003

0,09




Tabela 1. Distribuicdo das Varidveis Estudadas de Acordo com a presenca de HPV e Chlamydia trachomatis (Continuago).

Variaveis HPV (+) HPV (-) - Chlamydia (+) = Chlamydia (-) -
(n=346)  (=871) P (n=152) (n=1056) P

Paridade (n=1208)**

< 2 filhos 211 (28,6%) = 526 (71,4%) 91 (12,4%) 645 (87,6%)

> 2 filhos 135 (28,7%) 336 (71,3%) 0,92 61 (13,0%) 411 (87,0%) 0,83
Uso de Anticoncepcional Oral (n=1114)**

Sim 299 (28,7%) | 742 (71,3%) 131 (12,6%) 911 (87,4%)

Néo 24 (32,9%) 49 (67,1%) 0,53 8 (11,0%) 64 (89,0%) 0,83
Histdria de Condiloma Genital (n=1197)**

Sim 42 (33,3%) 84 (66,7%) 19 (15,1%) 107 (84,9%)

Nio 299 (27,9%) = 772 (72,1%) 0,24 133 (12,4%) 938 (87,6%) 0,50
Histéria de Clamidia Genital (n=1181)**

Sim 27 (39,7%) 41 (60,3%) 13 (19,1%) 55 (80,9%)

Néo 309 (27,8%) = 804 (72,2%) 0,04 137 (12,3%) 976 (87,7%) 0,15
Histéria de Condiloma Genital no Parceiro (n=958)**

Sim 18 (48,6%) 19 (51,4%) 7 (18,4%) 31 (81,6%)

Néo 245 (26,6%) @ 676 (73,4%) = 0,006 110 (12,0%) 810 (88,0%) 0,30

* Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer;
** Os ndmeros utilizados (n) para a analise sdo apresentados em cada variavel. Esta diferenca observada é explicada em decorréncia do nimero de dados ignorados em cada
variavel. A diferenca de 9 mulheres observada entre o grupo total testado para HPV e CT corresponde a participantes do estudo que realizaram o teste para HPV, porém n&o

para CT (material insuficiente para o teste da CT).



Tabela 2. Distribuicdo das Variaveis Estudadas de Acordo com a presenca de Co-Infeccdo por HPV e CT.

Variaveis
Co-Infeccio (+)** Co-Infecgio (-)** p*

(n=78) (n=769)

Grupos Etarios (em anos) (n=847)***

<34 28 (11,5%) 216 (88,5%)

>35 50 (8,3%) 553 (91,7%) 0,18
Cor (n=847)***

Branca 58 (8,3%) 643 (91,7%)

N4o Branca 20 (13,7%) 126 (86,3%) 0,05
Ocupacéo (n=834)***

Do Lar 22 (7,5%) 271 (92,5%)

Assalariadas 16 (7,5%) 196 (92,5%)

Autdnomas/Profissionais Liberais 40 (12,2%) 289 (87,8%) 0,08
Escolaridade (n=842)***

Até 1° Grau Incompleto 18 (7,7%) 217 (92,3%)

De 1° Grau Completo a 2° Grau Incompleto 30 (10,6%) 253 (89,4%)

> 2° Grau Completo 30 (9,3%) 294 (90,7%) 0,52
Estado Marital (n=847)***

Com companheiro fixo 52 (8,9%) 532 (91,1%)

Sem companheiro fixo 26 (9,9%) 237 (90,1%) 0,74
Fumo (n=847)***

Sim 19 (8,3%) 203 (91,3%)

Néo 59 (9,4%) 566 (90,6%) 0,75
Sexarca (em anos) (n=847)***

<20 56 (10,1%) 500 (89,9%)

>20 22 (7,6%) 269 (92,4%) 0,28
Parceiros Sexuais na Vida (n=847)***

<3 49 (8,0%) 564 (92,0%)

>3 29 (12,4%) 205 (87,6%) 0,06




Tabela 2. Distribuicdo das Variaveis Estudadas de Acordo com a presenca de Co-Infec¢do por HPV e CT (Continuagéo).

Variaveis Co-Infeccao (+)** Co-Infeccao (-)** p*
(n=78) (n=769)

Paridade (n=859)***

< 2 filhos 52 (9,7%) 483 (90,3%)

> 2 filhos 26 (8,0%) 298 (92,0%) 0,47
Uso de Anticoncepcional Oral (n=792)***

Sim 68 (9,2%) 675 (90,8%)

Néo 4 (8,2%) 45 (91,8%) 0,81
Historia de Condiloma Genital (n=845)***

Sim 9 (10,7%) 75 (89,3%)

Nio 69 (9,1%) 692 (90,9%) 0,76
Histéria de Clamidia Genital (n=834)***

Sim 8 (18,2%) 36 (81,8%)

Néo 69 (8,7%) 721 (91,3%) 0,05
Historia de Condiloma Genital no Parceiro (n=683)***

Sim 4 (19,0%) 17 (81,0%)

Néo 56 (8,5%) 606 (91,5%) 0,10

* Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer;

** Para analise da co-infeccéo, foram consideradas o grupo positivo as mulheres que apresentaram resultado positivo para HPV e CT, e grupo negativo as mulheres sem
nenhum tipo de infecgdo. Assim a amostra total para esta analise foi de n=847 mulheres (78 positivas e 769 negativas).

*** Os numeros utilizados (n) para a analise sdo apresentados em cada variavel. Esta diferenca observada é explicada em decorréncia do nimero de dados ignorados em

cada variavel.



Tabela 3. Distribuicdo das Variaveis Estudadas de Acordo com a presenga de HPV, CT e Co-Infeccéo.

HPV HPV p* Chlamydia Chlamydia P*  Co-Infec¢ao*** Co-Infeccio*** p*
Q) Q) ) Q) D O]
Variaveis
Exame Citopatol6gico (n=993)**
Normal (n=905) 250 (27,7%) 655 (72,3%) 120 (13,3%) = 785 (86,7%) 57 (8,8%) 588 (91,2%)
Leso de Baixo Grau (n=85) 57 (67,1%) 28 (32,9%)  <0,001 11 (12,9%)  74(87,1%) 0,79 10 (27,0%) 27 (73,0%) 0,001
Lesdo de Alto Grau (n=3) 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 3 (100,0%) 0 (0,0%) 1 (100,0%)
Exame Colposcépico (n=185) N=159 N=26 N=36 N=149 N=36 N=26
Normal (n=137) 117 (85,4%) 20 (14,6%) 23(16,9%) 114 (83,1%) 23 (53,5%) 20 (46,5%)
Anormal (n=48) 42 (875%) 6 (12,5%) 081  13(271%) = 35(72,9%) 0,19 13 (68,4%) 6 (31,6%) 0,41
Exame Anatomopatolégico (n=50) N=43 N=7 N=10 N=40 N=10 N=7
Normal (n=16) 12 (75,0%)  4(25,0%) 2 (12,5%) 14 (87,5%) 2 (33,3%) 4 (66,7%)
Baixo Grau (n=30) 27(90,0%) 3 (10,0%) 0,55 7 (23,3%) 23 (76,7%) 0,66 7(70,0%) 3 (30,0%) 0,24
Alto Grau (n=4) 4 (100,0%) 0 (0,0%) 1 (25,0%) 3 (75,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%)

Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer;

** N amostral para HPV e CT = 993;

*** N amostral para co-infec¢do por HPV e CT = 683 (foram excluidas da andlise as mulheres com mono-infec¢ao); dentro do grupo co-infecgéo, 62 pacientes fizeram

colposcopia, tendo 43 pacientes com resultado normal e 19 pacientes com resultado anormal; 17 pacientes realizaram exame anatomopatoldgico, tendo 6 pacientes com

resultado normal, 10 com resultado para baixo grau e 1 com resultado para alto grau.



Tabela 4. Razdes de Chance Ajustadas* e IC 95% da Associacdo Entre as Variaveis

Estudadas e a Presenca de HPV, Chlamydia trachomatis, e Co-Infeccéo.

Variaveis

HPV

Chlamydia

Co-Infeccao

RC(IC95%)*

RC (1C95%)*

RC(IC95%)*

Grupo Etario (em anos)
<34
> 35 (Ref.)
Cor
Branca (Ref.)
Néo Branca
Ocupacao**
Do Lar
Assalariadas
Autbnomas/Profissionais Liberais
Estado Marital
Com Companheiro Fixo (Ref.)
Sem Companheiro Fixo
Fumo
Sim
Né&o (Ref.)
Sexarca
<20
>20 (Ref.)
Parceiros Sexuais na Vida
< 3 (Ref)
>3
Uso de Anticoncepcional Oral
Sim
N&o (Ref.)
Historia de Clamidia Genital
Sim
Né&o (Ref.)

Historia de Condiloma Genital no Parceiro

Sim
Néo (Ref.)

1,27 (0,90-1,80)
1,0

1,0
1,60 (1,10-2,38)

1,52 (1,05-2,21)
1,74 (1,17-2,60)
1,0

1,0
1,29 (0,90-1,87)

1,21 (0,85-1,73)
1,0

1,03 (0,71-1,48)
1,0

1,0
1,17 (0,81-1,71)

1,04 (0,55-1,94)
1,0

1,84 (0,99-3,41)
1,0

2,35 (1,17-4,72)
1,0

1,17 (0,74-1,85)
1,0

1,0
1,29 (0,76-2,20)

1,79 (1,04-3,07)
1,93 (1,15-3,25)
1,0

1,0
1,03 (0,63-1,69)

1,15 (0,71-1,87)
1,0

1,82 (1,05-3,15)
1,0

1,0
1,45 (0,93-2,30)

1,20 (0,54-2,68)
1,0

1,19 (0,50-2,81)
1,0

1,48 (0,59-3,73)
1,0

1,39 (0,75-2,58)
1,0

1,0
1,67 (0,84-3,35)

1,99 (0,99-3,95)
2,02 (0,98-4,20)
1,0

1,0
1,11 (0,55-2,24)

1,06 (0,55-2,01)
1,0

1,23 (0,60-2,51)
1,0

1,0
2,02 (1,12-3,65)

1,19 (0,40-3,59)
1,0

1,75 (0,60-5,10)
1,0

2,16 (0,59-7,95)
1,0

Razio de Chance (RC); Intervalo de Confianga para a RC de 95% (1C95%);

* RC ajustadas para todas as varidveis da tabela.



Tabela 5. Comparacdo das variaveis do estudo atual com achados de outros estudos.

Variavel Nosso Estudo Achados de Outros Estudos*
Parceiros Sexuais na Vida +/- (Co-Infeccio) +
Sexarca +/- (CT) +
Fumo - +/-
Sem Companheiro Fixo - +/-
Escolaridade - +
Cor Nao Branca +/- (HPV) +/-
Historia de Condiloma no Parceiro +/- (HPV) +/-

* Smith JS, Mufioz N, Herrero R, Eluf-Neto J et al. Evidence for Chlamydia trachomatis as a human
papillomavirus cofactor in the etiology of invasive cervical cancer in Brazil and the Philippines. J
Infect Dis 2002 Feb 1; 185(3):324-331.

* Brinton LA, Schairer C, Haenszel W, Stalley P et al. Cigarette smoking and invasive cervical cancer.
JAMA 1986 Jun 20; 255(23):3265-3269.

* Chan PKS, Chang AR, Cheung JOLK, et al. Determinants of Cervical Human Papillomavirus
Infection: Differences between High- and Low- Oncogenic Risk Types. J Infect Dis 2002;185:28-35.

* Shields TS, Brinton LA, Burk RD, Wang SS et al. A case-control study of risk factors for invasive
cervical cancer among U.S. women exposed to oncogenic types of human papillomavirus. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2004 Oct;13(10):1574-1582.

* Hankins C, Coutlée F, Lapointe N, Simard P et al. Prevalence of risk factors associated with human
papillomavirus infection in women living with HIV. CMAJ 1999 26 jan; 160(2):185-191.

* Rousseau MC, Abrahamowicz M, Villa LL, Costa MC et al. Predictors of Cervical Co-Infection with
Multiple Human Papillomavirus Types. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2003 Oct;
12(10): 1209-1037.



Figura 1. Distribuicdo de Papilomavirus Humano e Chlamydia trachomatis em

diferentes faixas etarias.
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ANEXO 1

OBJETIVOS DO ESTUDO MAE ”DISTRIBUICAO DE PAPILOMAVIRUS HUMANO

ONCOGENICOS E SUA ASSOCIACAO COM LESOES DO COLO UTERINO”

- Verificar a distribuicdo da infeccdo por HPV oncogénicos (em especial 16 e 18) em
mulheres no nosso meio de acordo com a faixa etéaria.

- Descrever a soroprevaléncia dos HPVs 16 e 18 nesta populacdo de acordo com a faixa
etaria.

- Verificar a associacdo desta infeccdo com alteracdes citologicas diagnosticadas por
colposcopia e bidpsia nestas mulheres.

- Verificar a presenca de variacdes dos HPVs de sub-tipo 16 e 18 na populacdo estudada

e sua relacdo com o desenvolvimento de lesdo cervical.

Os objetivos acima descritos pretendem auxiliar na resposta as seguintes questoes:

Qual a frequéncia de infeccdo genital por HPVs oncogénicos em mulheres do nosso meio
e como esta freqiiéncia se distribui por faixa etaria?

Quais os fatores associados a esta distribuicao (culturais, imunol6gicos, ou outros)?

Que fatores estdo associados ao estado de portador de HPV? Quais fatores de risco para
desenvolver a doenca sdo mais observados em nosso meio e qual a importancia destes fatores
na infeccdo pelo virus e na transformacédo maligna destas lesGes?

Nossa expectativa € contribuir para a compreensdo do valor desta associacdo para se
distinguir as mulheres que evoluirdo para lesbes de alto grau ou neoplasia francamente

invasiva.



ANEXO IT

O presente estudo foi projetado de acordo com as Diretrizes e Normas Reguladoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolucdo 196/1996 do Conselho Nacional de Saude) e

submetido ao comité de Etica Médica das Instituicdes Participantes.

GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO
r . l HOSPITAL N. S. DA CONCEIGAO S.A. - CHPJ 62 787. 118000120 - Av Francieco Trein, 586 - F.341-1300 - Porlo Alegre - RS - CEP. 91350-200
HOSPITAL DA CRIANGA CONCEGRO - (Unidsde Pedibirica do Hospdal Nessa Senhara 0a Conoeigho 5.4 )
Jr HOBPITAL CRIGTO REDENTOR 5.A -mPJQQ.n?Iml-?ﬁ-memm -F.Jﬁ‘m-PmuKm-RS-'CEP"J!mE-Om
g HOSPITAL FEMINA SA. - CPJ 92 643 134000153 - Rum Mostrdeios, 17 - F.311-0890 - Porto Alegro - RS - CEP 61430001
Vinculados so Ministério da Saide - Decreto n* 9. 24490

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO HOSPITALAR CONCEIGAOQ
CEP -GHC
RESOLUGAO

Porto Alegre, 15 de janeiro de 2003.

O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-GHC, em reunido ordinaria em 15/01/2003
analisou o projeto de pesquisa:

N° 112/2002

Titulo: A distribuicéo de papilomavirus humanos oncogénicos e sua associacéo com lesoes
do colo cervical.

Pesquisador (es): Mary Clarisse Bozzetti

Este trabalho, bem como o Termo de Consentimento livre e Esclarecido, no aspecto
ético e metodoldgico, por estarem de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo 196/96) obtiveram o  parecer
APROVADOQ. O autor deveréa encaminhar relatérios semestrais sobre o andamento do
projeto. Projetos de areas tematicas especiais nao podem ser iniciados sem a aprovagao da
CONEP. Apés conclus&o do trabalho, o pesquisador devera encaminhar relatério final ao
Centro de resultados onde foi desenvolvida a pesquisa e ao Comité de Etica em Pesquisa.

Dr. Mério Roberto Silveira
Coordenador

Comité de Etica do GHC



ANEXO III

FICHA DE COLETA DE DADOS — QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

I. QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

NOTA: Toda informacdo sera mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera
armazenado em arquivos fechados. Seu nimero de identificacdo sera a Unica conexao a

informagédo coletada.

QUEST __
1. Nome:
2. Endereco:
3. Telefone de contato:
4. Data de nascimento? / / (dd/mm/aaaa) DNASC: [/ [
5. Data da entrevista? / / (dd/mm/aaaa) DENT: [/ [
6. Idade: __ (em anos) IDADE:
7. Estado marital: ESTMARIT: _

(1) Casada ou com companheiro fixo ha pelo menos 1 ano
(2) Com companheiro hd menos de 1 ano (3) Solteira
(4) Divorciada/desquitada  (5) Separada

(6) Viuva

8. Ocupacao: OCUP: _

9. Cor da pele:

(1) branca (2) negra (3) mulata (4) amarela COR: _

10. Escolaridade: ESCOLAR: _
(1) analfabeta (2) primeiro grau incompleto

(3) primeiro grau completo (4 ) segundo grau incompleto

(5) segundo grau completo ( 6) terceiro grau incompleto

(7)) terceiro grau completo (9 ) ignorado

11. NUmero de pessoas que residem na casa: _ PCASA:
12. Renda da familia (anotar a renda em reais) RENDA: _ _
13. Vocé fuma? (1) Sim (2) Néo FUMO: _




SE A RESPOSTA A QUESTAO 13 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 16

14. Se sim, h& quanto tempo? _ _ (em anos)
15. Se sim, quantos cigarros fuma por dia? _ _
16. Idade da primeira menstruacdo: _ _

17. Seus ciclos menstruais sao regulares?

18. Vocé ainda menstrua? (1) Sim (2) Nao

(intervalo)

TEUMO: _
CIGDIA: __
MENARCA:
CMENST: _
MENOP1: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 18 FOR “SIM” PULE PARA A QUESTAO 22

19. Se ndo, ha quanto tempo? _ _ (em anos)

20. Vocé faz ou ja fez terapia de reposi¢do hormonal?

(1) Sim (2) Nao

21. Se sim, por quanto tempo? _ _ (em anos)

22. Qual a idade da primeira relagdo sexual: _

23. Qual o nimero de parceiros sexuais no ultimo més:

24. Qual o nimero de parceiros sexuais ao longo da vida: _ _

25. Voceé utiliza ou utilizou algum método anticoncepcional?
(1) Sim  (2) Néo

26. Qual o método anticoncepcional que utiliza ou utilizou?
(1) Anticoncepcional oral; (2) Anticoncepcional injetavel;
(2) Condon (camisinha); (4) Diagrama;

(5) “Camisinha” feminina; (6) DIU/Mirena;

(7) Cirurgico (LT); (8) Tabela; (9) Néo sabe;

(10) Néo se aplica; (11) Outro:
27. Ja esteve gravida alguma vez? (1) Sim (2) Nao

MENOP2:
MENOP3: _

MENOP4:
SEXARCA:
PARSEX1:
PARSEX2:
ACO1:

ACO2:

GESTAL: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 27 FOR “NAO” PULE PARA A QUESTAO 33

28. Se sim, quantas vezes?

29. Que idade tinha na primeira gestacdo?

30. Quantos filhos nasceram vivos?

31. Ja teve algum aborto? (1) Sim (2) Nao

32. Se sim, quantos? _ _

33. Vocé ja teve/tem alguma das seguintes doencas?
(1) Sim; (2) N&o; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): _
AIDS/ HIV positiva: _

Sifilis: _

Gonorréia: _

Candidiase genital: _

Clamidia genital: _

Herpes genital: _

GESTA2: _ _
GESTA3: _ _
FVIVOS: _ _
ABOL1: _
ABO2:

COND: _
HIV:
SIFILIS: _
GONO: _
CANDIDA: _
CLAMIDIA: _
HERPES: _



Outra, qual?:
34. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?
35. Se sim, qual?

36. Seu marido ou companheiro ja teve alguma das seguintes
doencas? Sim; (2) Nao; (9) Néo sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais): _
AIDS/ HIV positivo: _

Sifilis: _

Gonorréia: _

Candidiase genital: _

Clamidia genital: _

Herpes genital: _

Outra, qual?:
37. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?
38. Se sim, qual?

39. Vocé alguma vez ja realizou o exame preventivo de

colo uterino? (1) Sim; (2) Nao; (9) Néo sabe

40. Se sim, qual a data do Gltimo exame? __ /__ (mm/aaaa)
41. VVocé costuma realizar auto-exame de mamas?

(1) Sim (2) N&o

42. Se sim, com que frequéncia?

(1) diéria; (2) semanal; (3) mensal; (4) Outra:

OUTDST: _
TRATL:
TRAT2: _

CONDM: _
HIVM: _

SIFILISM: _
GONOM: _

CANDIDAM: _

CLAMIDIAM:

HERPESM: _
OUTDSTM: _
TRATML: _
TRATM2: _
CP1: _

DATCP: _ |
MAMAL:

MAMA2:

43. Voce ja teve ou tem alguns dos seguintes problemas de satde?

(1) Sim (2) N&o (9) Né&o sabe

Doenca cardiovascular (HAS, DIC): _

Lesdes pré-invasivas de colo de utero: _

Doenga enddcrino-metabdlica (diabetes): _

Doenca Respiratoria (asma, dpoc): _

Doenca psiquiatrica (depressdo):

Cancer ginecolégico: _

Outro tipo de cancer: _

44. Se sim, vocé faz algum tipo de tratamento para o
seu problema de satde? (1) Sim (2) Néo

45. Se sim, qual o tratamento?

46. Alguém na sua familia (lado materno ou paterno) tem ou
teve algum dos seguintes problemas de saude?
(1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doengca cardiovascular (HAS, DIC): _

Lesdes pré-invasivas de colo de Gtero:
Doenga enddcrino-metabdlica (diabetes): _
Doenca Respiratoria (asma, dpoc): _

Doenca psiquiatrica (depressdo):

Cancer ginecoldégico: _

Outro tipo de cancer: _

AIDS(HIV positivo): _

47. Se sim, faz algum tipo de tratamento para o
este problema de satde? (1) Sim (2) Néo

HDCV: _
HLPCU: _
HDEM: _
HDR: _
HDP: _
HCAG: _
HC: _
TRATPSL: _

TRATPS2:

HFDCV: _
HFLPCU: _
HFDEM: _
HFDR: _
HFDP: _
HFCAG: _
HFC: _
HFAIDS: _
TRATPSF1:



48. Se sim, qual o tratamento? TRATPSF2:

49. Histéria de obito na familia nos ultimos cinco anos?

(1) Sim (2) N&o (3) N4o sabe OBITOF: _
50. Se sim, qual a idade da pessoa que foi ao 6bito: __ (anos) OBFIDAD: _ _
51. Se sim, qual a causa da morte? CAUSAOBF: _ _

OBSERVACOES DO ENTREVISTADOR:




PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

II. QUESTIONARIO DE DADOS DO EXAME E COLETA DE MATERIAL

NOTA: Toda informacéo serd mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera
armazenado em arquivos fechados. Seu nimero de identificacdo sera a Unica conexdo a

informacao coletada.

1. Nome:

2. Foram realizados os seguintes exames na participante do estudo:
Coleta para exame cito - patolégico da cérvice uterina (CP):

(1) Sim (2) Néo, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado do CP? CP:
(1) Normal; (2) AGUS; (3) ASCUS

(4) NIC 1; (5) NIC 2; (6) NIC 3;

(7) Cainsitu; (8) Ca invasivo; (9) Outro:

Coleta de material para PCR (PCR):
(1) Sim (2) Néo, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da PCR (HPV-DNA)? HPVDNA: _
(1) Positiva  (2) Negativa

Se positiva, qual o tipo de HPV identificado? THPV:

Coleta de sangue para a sorologia p/HPV(SORO):
(1) Sim (2) Néo, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da sorologia para 0 HPV? SOROHPV: _
(1) Positiva  (2) Negativa

Foi indicado colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Néo

Foi realizada colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2) Néo, porque?

Resultados da colposcopia? COLPO: _

(1) Anormal com realizacdo de bidpsia;

(2) Anormal sem realizacao de bidpsia (porque?
(3) Normal




ANEXO IV

TERMO DE CONSETIMENTO INFORMADO

Titulo do Projeto: A Distribuicao de Papilomavirus Oncogénicos e Sua Associacdo Com

Lesdes do Colo Uterino

Protocolo n°:

Financiamento: CAPES-PROF (UFRGS); FIPE/HCPA; FAPERGS; LACEN/RS
Apoio: GSC/GHC

Investigador Principal: Dra. Mary Clarisse Bozzetti

A infeccdo genital pelo Papilomavirus Humano é uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns. E causada pelo virus conhecido como Papilomavirus Humano ou
HPV. Este virus é o principal agente causador do cancer de colo de Utero. Pelo fato deste ser
um cancer bastante comum entre as mulheres em nosso meio e, embora possa ser diagnosticado
precocemente e as mulheres curadas, ele ainda é responsavel por um grande nimero de mortes
entre as mulheres em nosso meio. Por isso, a busca de métodos para um diagnostico mais
precoce e mais acessivel a toda populacao tém sido tema de muitas pesquisas.

NOs planejamos um estudo que tem como principal enfoque a identificacdo e o
acompanhamento de mulheres portadoras do HPV bem como de outras lesdes associadas
presentes no colo uterino. Por isso estamos convidando-a a fazer parte deste estudo, cujos
objetivos, procedimentos, riscos e beneficios estdo descritos a seguir.

Obijetivos do estudo:

O presente estudo tem como objetivos verificar a presenca e distribuicdo de acordo com a
idade dos tipos de HPV que estdo mais associados ao cancer de colo de Gtero. A presenca deste
virus serd estudada em material coletado no colo uterino e no sangue. A identificacdo da

presenca deste virus, a deteccdo de uma proteina chamada P16, presente em células com HPV



ativo e o acompanhamento das mulheres que participardo do estudo permitird entender melhor

porque algumas mulheres evoluem para lesdes de colo de Utero de alto grau ou mesmo cancer.

Procedimentos:

As mulheres que concordarem em participar do estudo serdo inicialmente entrevistadas
para responder algumas questdes relacionadas a sua saude, apds serd realizado um exame
ginecoldgico no qual serd coletado, através do uso de uma escova especial para este exame,
material da parte externa e do canal do colo uterino. Deste material serd realizado exame
citologico, (preventivo do cancer de colo de Gtero) e material para investigar a presenca do
HPV.

As mulheres que tiverem o exame citologico alterado e/ou que tiverem a presenca do
HPV ao exame serdo encaminhadas para a realizacdo de uma colposcopia, que um exame
semelhante ao exame ginecoldgico, onde se observa o colo do Utero com lente de aumento. Se
neste exame for constatada a presenca de alguma lesdo no colo do Utero, sera realizada uma
bidpsia desta lesdo, que significa retirar um pequeno fragmento da lesdo e encaminhar para um
exame mais minucioso, chamado exame histopatoldgico e também, neste mesmo fragmento
sera estudado se existe alguma alteracdo na proteina P16.

Também sera coletado nas mulheres que concordarem em participar do estudo, 20 ml de
sangue. Deste sangue sera isolado o soro, que sera congelado e posteriormente sera feita a
verificacdo da presenca do HPV.

As mulheres participantes do estudo serdo acompanhadas de acordo com os resultados
dos exames mencionados acima. A frequéncia de visitas médicas poderd ser no minimo
semestral e no maximo anual. Sendo que os procedimentos em cada consulta serdo 0s mesmos

descritos acima.

Riscos e Desconfortos:

Os riscos e desconfortos as participantes deste estudo sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima, ou seja, a coleta de material para o exame citologico e para o
HPV podera de modo pouco frequente, causar um pequeno sangramento local, que cessara

espontaneamente. Para as mulheres que necessitarem a realizacdo de bidpsia, podera também



ocorrer um pequeno sangramento com melhora espontanea e eventualmente poderd haver um
pouco de dor local, também passageira. A coleta de sangue é de uma quantidade pequena (20
ml) e por isso dificilmente causara algum mal-estar geral (1 em cada 1000 pessoas), no entanto
poderd haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os demais
procedimentos serdo feitos em material j& coletado e congelado para posterior exame € por isso

ndo causardo desconfortos as participantes do estudo.

Beneficios:

Os beneficios diretos do estudo as participantes serdo: estas terdo a oportunidade de
serem identificadas com lesdes pré-cancerosas do colo de Utero e tratadas antes da evolucédo
destas lesdes; aquelas que forem positivas a algum tipo de HPV de alto risco para o cancer de
colo uterino e que ndo tiverem lesdes aparentes serdo acompanhadas com uma freqiéncia
maior visando acompanhar e tratar as possiveis lesdes que se desenvolverem.

Como beneficio indireto estas mulheres estardo contribuindo com informacGes
fundamentais para ampliar o conhecimento desta doenca e de sua evolucao (prognostico) para o
conhecimento cientifico, ja que esta € uma doenca altamente previnivel e curavel se detectada
precocemente e que, no entanto ainda estd entre as causas de morte por cancer mais comum

entre as mulheres, especialmente em nosso meio.

Compensacdo financeira:

N&o havera nenhum pagamento as mulheres que concordarem em participar do estudo,
bem como as participantes do estudo ndo terdo nenhum custo adicional relacionado aos

procedimentos e as visitas médicas.

Confidencialidade:

Toda a informagdo que serd fornecida pelas participantes do estudo e os resultados
advindos dos procedimentos realizados serdo considerados confidenciais e serd somente
conhecida da equipe envolvida no estudo. Todos os questionarios e materiais coletados serdo

identificados através de um cddigo criado na entrada do estudo, este cédigo sera a Unica



identificacdo utilizada no banco de dados do estudo que sera utilizado para analise dos dados e
divulgacdo dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e davidas relacionadas ao estudo:

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que estamos propondo e
convidando as mulheres a participar, no entanto se houver alguma dulvida estas serdo
esclarecidas pela equipe do estudo, atraves da Dra. Mary Clarisse Bozzetti em qualquer
momento do estudo pelo telefone 3333 8779.

Em caso de danos:

Se a participante do estudo acha que teve algum problema de salde relacionado com a
sua participacao no estudo ou se tem alguma pergunta sobre os cuidados médicos que necessita
esta devera contatar a coordenadora do estudo Dra. Mary Clarisse Bozzetti pelo seguinte
telefone: 33338779.

Se houver algum dano a sua saude resultante de sua participacdo, recebera os cuidados
médicos necessarios sem custos adicionais. N&do haverd, no entanto, compensacao financeira,

apenas atendimento médico e hospitalar quando indicado.

Participacdo voluntaria:

A participacao de cada mulher no estudo € voluntaria, ou seja, que nao quiser participar
do estudo estarad livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus
problemas de saude a que tem direito.

Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia durante o decorrer do mesmo,
estara livre para fazé-lo, e da mesma forma nédo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a

que tem direito para seus problemas de salde.

O Significado de Sua Assinatura:




A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacao que lhe foi fornecida
sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa

que vocé concorda em participar do estudo.



VOCE RECEBERA UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO

Carimbo do estudo

Assinatura da paciente e/ou responsavel (se menores de 18 anos) Data:

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento Data:
Assinatura do coordenador do estudo Data:
Coordenadora

Dr2 Mary Clarisse Bozzetti

Rua Ramiro Barcelos 2600, 4° andar Sala 417 D
Bairro Santana, Porto Alegre CEP 90035-003
Fone: 51-33301380

Responsavel pelo Projeto

Cristine Nascente Igansi

Residencial Vila Acos Finos Piratini, Nucleo D-67 casa 675
Charqueadas CEP 96745-000

Fone: 51-84117004



ANEXO V

Fluxograma de seguimento das participantes do estudo

Entrada no estudo:
questionario epidemiolégico
coleta de sangue para sorologia p/HPV
coleta de material endo e ectocérvice para CP e Tipagem de HPV

(Positivo para ASCUS +)

Resultados do CP Resultados da Tipagem para HPV
(Positivo ou negativo)

Sorologia:
positiva ou negativa
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Retorno em 1 ano
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ANEXO VI

TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS E ARTIGO SUBMETIDO PARA

PUBLICACAO, DECORRENTES DO PRESENTE ESTUDO.

6° Congresso Brasileiro de Medicina de Familia & Comunidade e 6° Congresso de Medicina
Familiar, Regido Conesul CIMF/WONCA, Rio de Janeiro, Brasil - de 3 a 6 de abril 2004. Co-
infeccbes Cérvico-Vaginais por Chlamydia trachomatis e Papilomavirus Humano:

Resultados Preliminares de um Estudo de Coorte.

VI Congresso Brasileiro de Epidemiologia Recife, PE, Brasil - de 19 a 23 de junho de 2004.
Co-infecgBes Cervico-Vaginais por Chlamydia trachomatis e Papilomavirus Humano:

Resultados Preliminares de um Estudo de Coorte.

38° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Exposi¢cdo Técnico-
Cientifica, Floriandpolis, SC, Brasil - de 22 a 25 de setembro de 2004. Co-infeccdes Cérvico-
Vaginais por Chlamydia trachomatis e Papilomavirus Humano: Resultados Preliminares de

um Estudo de Coorte.

V Saldo de Iniciacdo Cientifica, Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo, Porto Alegre, Brasil - de 27 a 29 de outubro de 2004.
Comparacdo da Deteccdo de DNA do Papilomavirus Humano (HPV) por PCR, através de

Primes Consenso e Especificos para HPV-16 em amostras cervicais.



X111l Saldo de Iniciacdo Cientifica, Universidade federal do Rio Grande do Sul, Pro-Reitoria de
Pesquisa, Porto Alegre, Brasil, 2004. Padronizacdo e Comparacdo da Deteccdo de DNA HPV

por PCR através da utilizacao de primers consenso em amostras cervicais.

2° Congresso de Infectologia do Conesul. De 02 a 04 de dezembro de 2004. Centro de
Convencbes Reboucas, Sd&o Paulo — Brasil. Incidéncia da infeccdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV) em Mulheres do Servico de Atencdo Primaria do Grupo Hospitalar
Conceigdo (GHC), Porto Alegre — Brasil: Resultados Preliminares de um Estudo de Coorte

(Revista Pan-Americana de Infectologia).

22nd International Papillomavirus Conference and Clinical Workshop, Vancouver B.C.
Canada. April 30 — May 6, 2005. P16INK4A Expression and Human Papillomavirus

Infection in Cervical Intraepithelial Lesions and Epidemiological Aspects.

22nd International Papillomavirus Conference and Clinical Workshop, Vancouver B.C.
Canada. April 30 — May 6, 2005. Oncogenic Human Papillomavirus, associated factors and

cervical lesions: an epidemiological study from Southern Brazil.
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INTRODUCAO

O céancer cervical acomete anualmente cerca de 470.000 mulheres em todo o mundo (1).
No Brasil, sdo diagnosticados mais de 16.000 casos ao ano de cancer cervical, sendo que 10
mulheres morrem por dia devido a esta enfermidade (2, 3).

O desenvolvimento do cancer cervical e sua associacdo aos tipos oncogénicos de
Papilomavirus Humanos (HPV) estd bem documentada, sendo este um fator necessario para o
desenvolvimento do cancer cervical.

Segundo de Lima Soares V et al., 2003, estudo realizado em Alagoas, Brasil, 341
mulheres arroladas, 6,4% apresentavam resultados confirmatorio para infeccdo por Chlamydia
trachomatis e 26,6% resultado positivo para infec¢do por Papilomavirus Humano (4).

A infeccdo genital por Chlamydia trachomatis é estudada como um co-fator no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) e outras alteragdes celulares
significativas em mulheres com histérico de infeccdo por HPV, resultando também em
cervicites mucopurulentas cronicas, uretrites, doenga inflamatoria pélvica (DIP) (18,0% a
24,0%) e endometriose (6,0% a 21,0%) (5, 6).

A estimativa da prevaléncia das infec¢Ges por HPV entre mulheres no mundo varia de
2,0% a 44,0%, diferenca esta explicada por diferencas nas faixas etarias das populacdes
estudadas e pela sensibilidade dos métodos diagnosticos utilizados para a detec¢do da infeccao.

Segundo Kulasingam et al., 2002, a prevaléncia de infec¢bes por HPV de alto risco em
uma populacdo dos Estados Unidos com idade de 25 anos foi de 27,4%. Entretanto, um recente
estudo na Escécia com mulheres de idade de 36 anos demonstrou uma prevaléncia de

aproximadamente 20,5% para todos os tipos de HPV e 15,7% para HPV de alto risco (7).



Mulheres sexualmente ativas com idade inferior a 20 anos sdo as mais acometidas pela
infeccdo por clamidia, sendo a prevaléncia observada em torno de 10,0%, no entanto, em
clinicas de DST, estes indices podem atingir 40,0%.

As diferencas anatbmicas na cervice uterina, entre as mulheres, podem favorecer uma
maior ou menor exposicao ao agente etioldgico. Além disso, ha outras variaveis sabidamente
associadas a infeccdo por CT e HPV, como nuliparidade, ser solteira, raca negra e baixa
condicdo socio-econdmica, bem como a nédo utilizacdo de preservativos nas relagdes sexuais e
infecgdes gonococicas concomitantes (8, 9).

Na tentativa de conhecer a prevaléncia de infec¢bes genitais por HPV e Chlamydia
trachomatis em uma amostra de mulheres assintomaticas de uma area geografica da zona norte
de Porto Alegre e, de verificar a associacdo destas infecgdes com os fatores estudados, em
especial com a presenca de lesGes cervicais, planejou-se este estudo. Espera-se que os achados
possam contribuir para uma melhor compreensdo dos importantes problemas de satde publica
relacionados as Doencas Sexualmente Transmissiveis e as causas de morbidade e mortalidade
do cancer cervical em nosso meio, j& que esta é uma neoplasia com elevado potencial de

prevencao e de cura se detectado precocemente.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR PAPILOMAVIRUS HUMANO

As taxas de aquisicdo de infecgcdes por papilomavirus humano (HPV) sédo elevadas,
principalmente em adultos jovens sexualmente ativos (10).

O HPV-16 é um dos tipos de alto risco mais comum entre mulheres, e também o subtipo
mais freqliente entre os casos de cancer cervical, com taxas entre 24,3% em mulheres com
idade média de 16 anos e 23,7% em mulheres com 25 anos (11, 12, 13, 14, 15). O subtipo
HPV-18, também classificado como de alto risco, apresenta taxas de prevaléncia de 7,3% em
mulheres com idade de 16 anos e 7,2% em mulheres com idade de 25 anos.

Nos Estados Unidos, entre 1966 e 1984, ocorreu um acréscimo de 450,0% no nimero de
casos de verrugas anogenitais (10). Em um estudo realizado com soro de mulheres gravidas na
Finlandia, foi verificado um acréscimo na prevaléncia de infec¢Ges por HPV-16 de 17,0% em
1983 a 1985 para 24,0% em 1995 a 1997, com idade entre 23 a 31 anos (16). Na Alemanha, a
prevaléncia de infec¢bes por HPV-16 teve um acréscimo de 16,0% para 21,0% entre 1969 e

1980 (17).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular, gram-negativa, obrigatéria e
sexualmente transmissivel, que infecta células epiteliais humanas do trato genital e ocular,
sendo, portanto, responsavel por uma vasta variedade de desordens celulares, incluindo lesdes

cervicais (18).



Infec¢Bes por Chlamydia trachomatis apresenta altas taxas de prevaléncia no mundo e
geralmente sdo assintomaticas, representando de 70,0% a 80,0% dos casos e freqiientemente
néo é detectada (19).

A infeccdo urogenital por Chlamydia trachomatis € um grande problema de salde
publica, sendo considerado 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 ndo tratados servem como reservatorio para a transmissdo da infeccdo aos
parceiros sexuais (20, 21).

No Brasil, a infeccdo genital por clamidia ndo € uma doenca de notificacdo compulsoria.
Alguns estudos de prevaléncia vém sendo conduzidos isoladamente em populagdes especificas,
utilizando-se testes moleculares para a deteccdo de Chlamydia trachomatis, os quais permitem
a realizacdo de triagens populacionais. Ramos e colaboradores (2003) realizaram um estudo de
base populacional em mulheres residentes em uma vila popular da cidade de Porto Alegre (RS),
que revelou uma baixa prevaléncia, da ordem de 0,59% (22). O mesmo grupo, no entanto,
pesquisando 79 pacientes masculinos de uma clinica de DST, obteve positividade para
Chlamydia trachomatis em 41,9% dos casos (23).

Na Colémbia e Filipinas h& poucos estudos de co-infec¢des de Papilomavirus Humano e
Chlamydia trachomatis (24). Na india, as DST e canceres anogenitais s&0 um dos maiores
problemas de satde publica em mulheres. Anualmente, aproximadamente 100.000 mulheres
desenvolvem céncer cervical e 40,0% a 50,0% s&o infectadas com uma ou outra doenca
sexualmente transmissivel (19). Em mulheres assintomaéticas, cerca de 30,0% a 81,0%
apresentaram resultados positivos em sorologia para Chlamydia trachomatis (19).

Recentes estudos epidemioldgicos, baseados na deteccdo de Chlamydia trachomatis a

partir de tipos especificos de anticorpos no soro sangiiineo, tém demonstrado que a infecgédo



por esta bactéria aumenta o risco de cancer cervical invasivo entre mulheres HPV positivas,

embora a prevaléncia seja geralmente baixa (3,0% a 22,0%) (6, 18, 25).

1.3. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados de acordo
com seu potencial oncogénico e pela variabilidade na sequéncia do gene L1. O HPV é
considerado como de baixo risco (subtipos -6, -11, -26, -42, -43, -44, -54, -70, -73) e alto risco
(subtipos -16, -18, -31, -33, -45, -56, -58, -59, -66, -68) (26).

Atualmente, sdo conhecidos mais de 230 subtipos diferentes que atingem a populacédo e
que afetam também outros vertebrados, como por exemplo, cées, coelhos, papagaios,
ruminantes e baleias (27). Em geral, HPV de baixo risco estdo relacionados com tumores
benignos e lesdes cutaneas leves, enquanto que, HPV de alto risco estdo diretamente associados
com neoplasias intraepiteliais que podem progredir para carcinomas anogenitais (28). A vasta
diversidade de cancer cervical estd associada a infeccdo com os subtipos de alto risco de HPV.
O subtipo HPV-16 é o mais prevalente subtipo mucoso de alto risco, seguido pelo HPV-18,

HPV-31, e outros.

1.4. BIOLOGIA MOLECULAR DO HPV

1.4.1. Organizagdo Gendmica do Virus

A caracteristica mais especifica do HPV é que na maioria dos tumores benignos, o

genoma viral é preservado como DNA epissomal (ndo integrado ao genoma hospedeiro).



O virus tem aproximadamente 55 nm de didmetro e possui um capsideo icosaedral de 72
capsdmeros que contém o DNA viral, dupla fita e circular, com aproximadamente 8.000 pares
de bases (pb), e compreende trés regides, conhecidas como regido precoce (early region) de
aproximadamente 4 kb, regido tardia (late region), com 3 kb e a regido controladora (Long
Control Region), com 1 kb (29, 30).

Somente uma das fitas do genoma circular do HPV ¢ ativamente transcrita. O genoma
possui oito regibes conhecidas como ORFS (Open Reading Frames), um complexo de
proteinas funcionais codificadas pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, na regido precoce, e que
estdo envolvidas no controle da replicacdo e transcri¢ao virais durante o estado epissomal, e
duas proteinas tardias que compdem o capsideo viral (L1 e L2) (30). A LCR, que possui a
origem de replicacao, situa-se entre L1 e E6, em uma regido de 500 a 1000 pb, representando

cerca de 10,0% do genoma viral total (31).

1.4.2. Ciclo Fisiopatoldgico do HPV

O HPV é um organismo exclusivamente intracelular que infecta células mitoticamente
ativas para se estabelecer no epitélio. Isto explica porque tanto carcinomas escamosos como
glandulares se originam na juncdo escamocolunares e dentro da zona de transformacéo, pois
nesse local h4 acesso imediato as células basais e para-basais do epitélio metaplasico (29).
Apos a exposicdo ao HPV, iniciam-se os eventos do ciclo viral, com a atividade especifica
coordenado por fatores que regulam a resposta imune do hospedeiro.

Quando o virus infecta uma célula pode ocorrer infeccdo latente, na qual o DNA exposto
reside no nucleo, a replicacdo viral fica adjunta ao ciclo celular, e as células infectadas tém

aparéncia normal. Essa infeccdo latente pode converter-se em infeccdo ativa por mecanismos



ainda desconhecidos. Sabe-se, no entanto, que a imunodepressédo fisiologica (gravidez) ou
patoldgica (AIDS) pode levar a infeccdo, ou volta ao estagio inicial com a recuperacdo da
imunidade. A infecgéo latente s pode ser detectada através de estudos moleculares (32).

O ciclo de vida do papilomavirus é dependente do programa de diferenciacdo do epitélio
infectado. O virus infecta inicialmente células epiteliais basais, 0s quais estdo ativamente em
divisdo celular. O DNA viral &€ mantido em um namero pequeno de copias dentro dos ndcleos
das células infectadas até que estas sofram diferenciacdo e sejam movidas a superficie do
epitélio. Ao final da diferenciacdo celular, o virus replicou diversas vezes apresentando um
numero elevado de copias e, também, os genes tardios sdo expressos (32, 33).

Os virions do HPV infectam as células epidérmicas germinais na camada celular basal, e
essas células ndo permitem a replicagdo do HPV. A medida que as células germinais se
dividem e se deslocam para a superficie, elas disseminam o virus a todas as células irmas. Essas
células se transformam e proliferam de forma displasica. Essa camada celular fica mais espessa
e cada célula passa a ficar vacuolizada, tomando uma aparéncia classica de verruga. Portanto, a
aparéncia de uma verruga deve-se a proliferacdo celular, e ndo a destruicdo de células. As
células infectadas passam por um processo de diferenciacdo e queratinizacdo, permitindo a
replicacdo viral. Os virions infectados sdo agrupados e liberados por essas células, podendo
reinfectar as células adjacentes, e por essa razdo as verrugas Sd0 contagiosas e aparecem
agrupadas. Na medida em que o virus amadurece e as particulas virais se agrupam, ele migra
para células hospedeiras em direcdo a superficie; conseqlientemente, o virus completo é
encontrado apenas nas camadas epiteliais superiores. Se vérias células basais diferentes,
préximas umas das outras sdo infectadas, suas coldnias em sobreposi¢do adquirirdo a aparéncia
de uma verruga em forma de couve-flor. O tempo de incubacdo viral varia de acordo com o

local da célula infectada. As verrugas nas maos e nos pés apresentam um longo periodo de



incubacdo (seis a dezoito meses); ja as verrugas genitais apresentam um curto periodo de
incubacéo (dois a seis meses) (34).

Esse gradiente de replicacdo e manifestacdo do epitélio basal para o epitélio superficial
tem implicacg0es significativas para a detecgédo e o tratamento das infec¢bes por HPV. Alem de
conter genomas unicos, os diferentes genétipos de HPV demonstram variabilidade em termos
dos locais epiteliais nos quais sdo encontrados e das lesdes que induzem. Um método simples
de classificacdo divide os HPV em grupos cutaneos (infecta a pele) e mucosos (infecta as
mucosas urogenitais e bucorespiratérias) (29).

Existem varios estagios diferentes de interacdo célula-virus. O primeiro é a fase de
incubacéo, que dura de duas semanas a oito meses (media de trés meses). Esse € o periodo no
qual se estabelece a infeccdo epissdmica, com a interagdo célula-virus, sendo regulada por
fatores como tabagismo, deficiéncia do sistema imune ou predisposi¢cdo genética. O virus,
inicialmente age como um plasmideo extra-cromossémico auto-replicante - epissoma. Estes, a
cada divisdo mitdtica da célula hospedeira, também serdo replicados (35).

A infeccdo epissomica pode ocorrer com a inoculagdo em locais de micro-traumas,
permitindo que os virions penetrem na camada basal e liberem o seu capsideo protéico externo.
Ja a infeccdo viral pode permanecer sem manifestacdo ativa da doenca nas células basais
provavelmente na maior parte das pessoas expostas ao HPV. A doenga ativamente revelada
resultard numa expressdo morfoldgica em células escamosas diferenciadas. Quando isto ocorre,
h& uma fase de proliferacdo ativa que dura de trés a seis meses. Durante esta fase, a estimulacdo
das células hospedeiras leva a alteracdo pronunciada no crescimento da camada basal,
replicacdo viral nas camadas médias e efeitos citopéaticos virais nas células superficiais (36).

Estas alteragdes podem se manifestar como doenca Obvia ou campos subclinicos de

acetobranqueamento que contém graus variados de neoplasia ou formacdo de papilomas



macroscopicamente aparentes. A expressdo ativa em longo prazo da doenca (como por
exemplo, condilomas ou neoplasia) apos a exposicdo ao HPV é excec¢do, e ndo é tido como
regra (37).

Ap0s a resposta imune a infeccdo por HPV, inicia-se a fase tardia, com duracédo de trés a
seis meses; nesta fase, pelo menos 80,0% das mulheres infectadas permanecerdo em estado de
remissdo clinica, mas poderdo apresentar infeccdo persistente ou latente por HPV. A maioria
das lesbes tende a regredir espontaneamente pela resposta do sistema imunoldgico do
hospedeiro, porém, ndo é possivel prever nos casos de infeccdo por virus de alto risco, para
qual estado a infeccdo progredira (38).

Uma verruga ou tumoracdo benigno é a manifestacdo patolégica da infeccdo por HPV.
Essas manifestacfes as vezes progridem para uma condi¢do maligna, portanto, o0 HPV é um

bom modelo para o estudo da progressdo de tumores (39).

1.5. Chlamydia trachomatis

Chlamydiae sdo bactérias patogénicas obrigatorias intracelulares, com parede celular
semelhante a das bactérias gram-negativas, ndo-moveis e parasitas, amplamente distribuidas no
Reino Animal.

Historicamente, 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 Chlamydia pecorum estdo associados a doencas em

humanos (6).



Por apresentar ciclo biologico intracelular obrigatério, o género Chlamydia foi
considerado inicialmente um virus (40). Diferente dos virus possui RNA, DNA e ribossomo
tipico de organismos procariotos. Por outro lado, apresenta duas unidades génicas controladas
por sequiéncias regulatorias comuns (operons), o que torna a Chlamydia trachomatis diferente
dos demais procariotos. Elas exibem similaridades morfoldgicas e estruturais a uma bactéria
gram-negativa, incluindo uma membrana trilaminar que contém lipossacarideos e diversas
proteinas de membranas que sdo estruturalmente e funcionalmente andlogas a estrutura de
Escherichia coli (41, 42, 43). O ciclo de desenvolvimento das clamidias € unico e as diferencia
de todos os outros microorganismos (41).

A espécie Chlamydia trachomatis esta dividida em 15 sorotipos agrupados em 3 biotipos
com base em diferencas biologicas. A infeccdo por Chlamydia trachomatis € a doenca
sexualmente transmissivel mais bacteriana mais comum (44, 45).

O genoma de Chlamydia trachomatis ¢ formado por um cromossomo circular, com
1.042.519bp (58,7% de A-T) e um plasmidio com 7493pb (nimero de acesso no Gen Bank
AE001273). O genoma é extremamente pequeno e completo, o qual contém RNA ribossomal
(rRNA) de 23S, 16S e 5S (46).

O genoma clamidial codifica para aproximadamente 875 proteinas, das quais setenta séo
exclusivas da espécie Chlamydia trachomatis. Até 0 momento foram seqlienciados 0s genomas
dos sorotipos D, B e L2 de Chlamydia trachomatis (43).

A Chlamydia trachomatis se apresenta de duas formas, uma infecciosa extracelular, o
corpo elementar (EB) de 350nm de didametro, que entra no endossoma da célula hospedeira
através de fagocitose, pinocitose ou endocitose mediada por receptores na superficie da célula
epitelial suscetivel a infeccdo; e uma forma replicativa metabdlica ndo-infecciosa, o corpo

reticular (RB), de 800 a 1000nm de didmetro. O ciclo biolégico é completado dentro do



endossoma e se organiza na forma do corpo reticular (RB), maior em tamanho e mais rico em
RNA (47). Apos aproximadamente 8 horas, o corpo reticular comeca a se dividir e em 18-24
horas, retorna a forma de corpo elementar, que é lancado para o meio extracelular, podendo
iniciar um novo ciclo de infeccao.

Chlamydia trachomatis tem sido estudada extensivamente devido a sua associagdo com
tracoma ocular e sua importancia como patogeno sexualmente transmissivel. Tendo uma
complexa antigenicidade, sdo poucos os antigenos importantes para o diagnostico e patogénese
da infeccdo: os antigenos lipossacarideos (LPS), constituido principalmente por &cido
cetodeoxietandico e o antigeno da major outer membrane protein (MOMP), que sdo utilizados
para a sorotipagem de espécie e subespécie (caracterizacdo realizada através de painel de

anticorpos monoclonais).

1.6. MANIFESTACOES CLINICAS DE HPV E Chlamydia trachomatis

A mais comum manifestacdo clinica associada ao HPV é o condiloma acuminado
(excrescéncia papilar Unica ou mdaltipla). Em principio, a infeccdo por HPV pode ser
classificada como latente, subclinica e clinica. Na forma latente é feito o diagndstico através da
hibridizacdo do DNA em individuos com tecidos clinicos e colposcopicamente normais;
portanto, esta forma refere-se aos casos em que, na auséncia de evidéncias clinicas,
colposcdpicas, citoldgicas e histoldgicas de lesdes, sejam identificadas seqliéncias de DNA de
HPV com técnicas de hibridizacdo molecular (48, 49).

Na forma subclinica, a infeccdo no colo uterino e nos genitais masculinos € a mais
freqliente; esta infec¢do pode estar associada a neoplasia intra-epitelial e é diagnosticada com o

uso do colposcopio apos aplicacdo de &cido acético a 5,0%.



Em uma manifestacdo clinica, as lesdes sdo observadas sem maiores dificuldades. Os
condilomas acuminados (papilomas, verrugas) dos 6rgdos genitais externos em geral séo
pequenas neoformacOes sésseis, papilares, maultiplas, cobertas por epitélio queratinoso e
raramente atingem o colo uterino.

Na forma clinica, as lesdes podem ser unicas ou multiplas, localizadas ou difusas e de
tamanho variavel. No homem, em geral ocorrem lesdes na glande, sulco balano-prepucial e
regiao perianal e, na mulher, vulva, perineo, regido perianal, vagina e colo.

Com relacdo a infeccdo por Chlamydia trachomatis, o maior impacto da infeccéo
clamidial se da no aparelho reprodutor feminino (44). Embora a maior parte das infecgdes
causadas por Chlamydia trachomatis em mulheres seja assintomatica, pode ocorrer
manifestacdes como cervicite, uretrite, endometrite, DIP e abcessos na glandula de Bartholin.
Quando sintomatica, observa-se corrimento vaginal, distria e sangramento e dor ap0s as
relacdes sexuais (50, 51).

O sitio inicial da infecgdo é usualmente a endocérvix, mas pode ocorrer na uretra e no
reto. InfeccGes somente na uretra sdo incomuns, cerca de 5,0% a 30,0%; na endocérvix e uretra,
50,0% a 60,0% (43). A ascensdo do microorganismo do trato geniturinario baixo para
endométrio e trompas de Fal6pio pode ser a causa de dor no baixo ventre e anormalidades
menstruais (52).

A DIP resulta de infeccdo ascendente e é responsavel pela morbidade da infeccdo. O
paradoxo em relacdo a esta infeccdo € que mesmo assintomatica pode causar severa
imunopatologia tubéria. A salpingite latente e ndo tratada é a maior causa de infertilidade.
Diversos estudos associam a infeccdo tanto sintomética quanto assintomatica a gravidez
ectdpica, que pode ocasionar a morte do feto durante o primeiro trimestre de gravidez (44, 52,

53, 54, 55).



Em neonatos, a conseqiiéncia mais comum € a conjuntivite de inclusdo neonatal, e
frequentemente é associada a pneumonia em bebés. A conjuntivite se desenvolve dentro de
duas semanas apds 0 nascimento e, quando nao é tratada, pode ocasionar a pneumonia. O
tratamento da pneumonia pode necessitar prolongada hospitalizacéo, deixando como sequiela
um risco de deficiéncia na funcdo pulmonar e mesmo uma possivel doenca respiratoria cronica.

Em homens, a infeccdo uretral é assintomatica em 50,0%; quando sintomaética, as
manifestacdes ocorrem entre uma a trés semanas apos a exposi¢do sendo indistinguivel de uma
infeccdo por gonorréia (secrecdo purulenta da uretra). No entanto, a uretrite clamidial
sintomatica € menos provavel quando comparada a uretrite gonocdécica. Entre as uretrites nao-
gonocdcicas, a clamidial é responsavel por 30,0% a 50,0% dos casos e, quando ndo tratada,
pode levar a artrite ou Sindrome de Reiter. A epididimite ou infeccdo dos ductos espermaticos
dos testiculos é mais rara em jovens com idade menor de 35 anos sexualmente ativos, ao
contrario do que pode ocorrer em faixas etarias maiores, na qual estd associada a outras
etiologias podendo provocar dor e inflamag&o escrotal, febre e sintomas uretrais.

Entre os homossexuais e bissexuais, a prevaléncia € um terco da relatada nos
heterossexuais. Neste grupo o sitio mais freqlente de infeccdo é na mucosa retal, apresentando
proctites e sintomas como tenesmo, diarréias e hemorragia.

O linfogranuloma venéreo (LVG) é uma doenga sistémica provocada pela Chlamydia
trachomatis de sorovariedades L1 a L3. E altamente prevalente na Africa e América do Sul e
ocorre tanto em homens como em mulheres. O sintoma primario € uma dolorosa Ulcera ou
papula genital. Nos praticantes de intercurso anal, o sintoma mais frequente é a proctocolite
com um quadro clinico semelhante a doenca inflamatéria do intestino; secundariamente e o que
leva o individuo a procurar o servico médico é o nodulo inguinal, sendo menos fregliente nas

mulheres.



O tracoma é uma doenca cronica da cornea e conjuntiva, causada por repetidas infeccdes
por Chlamydia trachomatis de sorovariedade A, B, Ba (56). As regides endémicas de tracoma
foram reduzidas as areas de inadequado sanitarismo e pobre higiene pessoal, deixando de ser a

causa mais comum de cegueira em todo 0 mundo.

1.7. VIAS DE TRANSMISSAO DE HPV E Chlamydia trachomatis

A transmissdo do HPV pode ocorrer através de contato sexual, ndo-sexual e materno-
fetal. Na maioria dos casos, a via sexual é a que representa maior risco, sendo a freqiiéncia de
10,0% a 15,0% em pacientes sexualmente ativos de idade entre 18 a 28 anos (33). E importante
lembrar que o sexo oral também pode levar a transmissdo do virus e ao consequente
aparecimento de lesdo. Existem estudos que indicam que a auto-inoculagdo ou transmissao

através de objetos de uso diario também é possivel (33, 57).

Na forma de transmissdo nédo-sexual, lesdes verrucosas comuns da pele podem ser
transmitidas por inocula¢do no préprio individuo ou em outro, através de fomitos (cogaduras,
toalhas, roupas intimas). Vale ressaltar que este virus tem tropismo (predilecdo) pelas células
dos epitélios escamosos, sendo que através de microlaceracdes o virus é inoculado e invade
células da camada basal. Embora ndo se saiba por quanto tempo o virus resista fora do
organismo, considera-se a que a infeccdo por fomitos seja vidvel por um curto periodo de
tempo, e que mulheres e criangas sem atividade sexual também sdo considerados alvos para o

desenvolvimento da infeccdo (57).

Ja a transmissdo materno-fetal pode se dar atraves do canal do parto. Em geral, durante a

gestacdo as mulheres se tornam imunologicamente deprimidos e podem desenvolver lesbes



exuberantes, por vezes de dificil tratamento, que podem regredir apos o parto. Neste caso, 0
parto normal é contra-indicado. A inoculacdo acidental também € possivel, ou seja, a
manipulacdo das criangas pela méde ou outro individuo com lesdes verrucosas pode levar ao

aparecimento de tais les@es (57).

Com relacdo a Chlamydia trachomatis, os fatores de risco para adquirir a infeccdo sdo
diversos, destacando-se mulheres com mais de 20 anos quando estas sdo desquitadas, sem
filhos; uso de contraceptivos orais, raca negra, classe sécio-econdmica desfavorecida e o
comportamento de risco como a promiscuidade e 0 ndo uso de preservativos (44).

O impacto maior da infeccdo por clamidia ocorre no sistema reprodutivo feminino.
Aproximadamente, 65,0% dos recém-nascidos de mées infectadas contraem a infeccdo quando
0 parto é natural. O tratamento de pacientes infectados previne a transmissdo ao parceiro sexual
e a transmiss@o da gestante ao bebé durante o trabalho de parto. Chlamydia trachomatis pode
ser transmitida ao feto durante o parto vaginal, resultando em pneumonia neonatal. Infec¢bes

vaginais, faringeais e entéricas também ja foram relatadas em neonatos (45, 50).

1.8. DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HPV E Chlamydia trachomatis

A infeccdo por alguns tipos de HPV e por Chlamydia trachomatis tem sido reconhecida
como carcinogénica para o colo uterino. O HPV de alto risco tem sido encontrado em
proporcGes muito elevadas em mulheres com cancer invasivo e lesdes pré-invasivas de alto
grau, atraves da utilizacdo de técnicas moleculares (PCR e captura hibrida Il) (58). Por outro
lado, a prevaléncia é baixa em mulheres citologicamente normais, exceto em mulheres jovens,
que parecem ter uma alta incidéncia de infec¢des transitorias nos anos subseqiientes ao inicio

da atividade sexual. Alguns estudos sugerem o importante papel da presenca e da persisténcia



de tipos de HPV de alto risco e de Chlamydia trachomatis na progressdo de lesbes pré-
invasivas de baixo grau versus lesdes de alto grau ao invés de regressdo espontanea. Por essas
razoes, a tipagem do HPV e a identificacdo de Chlamydia trachomatis tém sido sugeridas como

uma possivel ferramenta de triagem primaria (59).



1.9. JUSTIFICATIVA

Co-infecgBes por HPV e Chlamydia trachomatis sdo um grande problema de salde
publica, atingindo 10,0% a 20,0% a populacdo sexualmente ativa entre 15 a 49 anos. Além de
serem doencgas sexualmente transmissiveis, estas geralmente sdo assintomaticas (70,0% a
80,0%), e os parceiros ndo tratados sdo potenciais reservatorios destes patdgenos. Esta co-
infeccdo é um dos principais fatores para o desenvolvimento de cancer cervical, que acomete
cerca de 16.270 mulheres ao ano somente no Brasil. Além do céncer cervical, outras sérias
complicacbes como DIP (18,0%-24,0%) e infertilidade tubaria (6,0%-21,0%) séo

conseqiéncias desta co-infeccéo.



2. OBJETIVOS

Verificar a frequéncia de Chlamydia trachomatis e HPV em uma populacdo de mulheres

assintomaticas.

2.1. Objetivos Especificos

1. Conhecer a prevaléncia de HPV e Chlamydia trachomatis que acomete a populacéo

arrolada;

2. ldentificar os fatores estudados (fumo, parceiros sexuais, uso de anticonceptivos, idade)

com estas infeccdes e verificar a associacdo destas com etiologia de lesbes cervicais.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ESTUDO DA POPULACAO

O presente estudo serd realizado em mulheres de uma area populacional atendida por
servigos de atencdo priméaria do Servi¢o de Salude Comunitaria Jardim Leopoldina do Grupo

Hospitalar Concei¢cdo (SSCGHC), em Porto Alegre, RS.

Serdo convidadas a participar do estudo, mulheres selecionadas aleatoriamente e que
atenderam os critérios de elegibilidade e concordarem em participar do estudo proposto. Para
ser elegivel a mulher deve pertencer a area geografica acima descrita, deve ter iniciado vida
sexual, ndo deve ter diagnostico prévio de cancer de colo uterino e ndo deve ter sofrido
histerectomia.

As pacientes que consentirem em participar do estudo, assinam a sua concordancia no
formulario de consentimento pos-informado. Para o presente estudo, foi estimado um namero

de 1217 mulheres.

3.2. AMOSTRAS CERVICO-VAGINAIS

Apols terem sido selecionadas, as participantes responderdo a um questionario
epidemioldgico padronizado e encaminhadas a consulta ginecolégica. As amostras de
ectocérvice e endocérvice uterina serdo coletadas para analise atraves de citologia convencional
e pela técnica de PCR que sera desenvolvida no laboratorio de Biologia Molecular do CDCT

(Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico)/LACEN.



Para a coleta do material bioldgico, a ectocérvice primeiramente sera higienizada com
gaze para a remoc¢do do excesso de muco e realizada a coleta de trés swabs endocervicais,
sendo que um destes serd utilizado na analise microscopica direta de microorganismos. Apos a
analise direta, sera coletado o proximo swab para a transferéncia do material a uma lamina
estéril, para o exame de rotina de Papanicolaou; e o terceiro swab sera imerso em 2mL de meio
de transporte TE (10mM Tris-HCI pH 8,5; 1ImM EDTA) para analise molecular do virus
através da PCR. O transporte das amostras sera realizado em condi¢fes de baixas temperaturas

e armazenado em freezer a -20°C.

3.3. EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS CLINICAS

Ap0s o descongelamento, as amostras serdo centrifugadas a 5.200rpm, sob refrigeracdo, e
0 sedimento ressuspendido em tampdo TE num volume final de 500uL. Apds esse tratamento,
uma aliquota correspondente a 100uL da amostra sera tratada com 100uL de Proteinase K/TE-
50 (200 ug/ml de proteinase K “DNASE/RNA free” Gibco, 2,0% Tween 20, 1ImM EDTA,
50mM Tris-HCI pH 8,5) e incubados por 18 h a 37°C. Apds inativacdo a 94°C durante 10 min,
as amostras desproteinizadas serdo submetidas a amplificagdo por PCR para o diagnéstico de

HPV e Chlamydia trachomatis.



3.4. REACAO DE AMPLIFICACAO (PCR) PARA HPV

O DNA das amostras clinicas sera submetido a amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se como primers consensos 0S seguintes oligonucleotideos

degenerados, complementares a regido L1 do genoma viral do papilomavirus humano (60):

My 09 5’..CGT CC”c AA*z GGA */tAC TGA TC...3’

My 11 5. GC*c CAG GG"/r CAT AA®/r AAT GG...3’

As reagdes serdo realizadas em volume final de 50 uL, contendo 2,5U da enzima Taq
DNA polimerase (CenBiot), primers na concentracdo de 50ng/uL cada, 3,0mM de MgCl,,
200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen), 10mM
de Tris-HCI pH 8,3 e 50mM de KCI, DNA e H,0 g.s.p 50 pL.

As seguintes condicOes serdo utilizadas para amplificagdo em aparelho termociclador MJ
Research PTC 96: 95°C por 13 min, para desnaturacgdo; 40 ciclos subsequentes de 95°C por 1
min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, para amplificacdo; 72°C por 5 min, para extensao final;
4°C para estoque dos produtos amplificados.

Para controlar o funcionamento da reacdo, sera ensaiado, juntamente com cada PCR de
DNA de amostras clinicas, um controle positivo de reagdo (CPR), que consistirdA de um
fragmento de 450pb correspondente as células Caski e Siha (células infectadas com o virus
HPV); e um controle negativo de reacdo (CNR) com omissao de qualquer DNA. Em todas as
amostras testadas sera utilizado primers complementares ao gene da B-globina humana como

controle interno da reagéo.



Os produtos de PCR serdo analisados em géis de agarose 2,0%, em tampdo TBE 1Xx,
contendo 0,5 png/ml de brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV). O volume de
produto amplificado aplicado no gel corresponderd a 15ul. As condi¢cbes de corrida
eletroforética serdo de 100V, com corrente de 50mAmp e por tempo de 40 minutos. O tamanho
dos fragmentos gerados por amplificacdo sera controlado pelo uso de marcador de tamanho

molecular em escala de 100pb e do CPR que correspondia a 450pb.

3.5.REACAO DE AMPLIFICACAO (PCR) PARA Chlamydia trachomatis

O DNA das amostras clinicas também serd submetido & amplificacdo por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para Chlamydia trachomatis, utilizando-se os primers CTP1 e
CTP2 que flanqueiam um segmento de 201pb da ORF de nimero 4 do plasmidio criptico de
Chlamydia trachomatis (61). Este segmento localiza-se a 2940pb do sitio Unico de restricdo de

BamHlI:

CTP1 5.. TAGTAACTGCCACTTCATCA...3’

CTP2 5 .. TTCCCCTTGTAATTCGTTGC ... 3’

As reacOes serdo realizadas em volume final de 50 uL, contendo 2,5U da enzima Taq
Platinum DNA polimerase (Invitrogen), primers na concentracdo de 12,50pmol cada, 3,0mM
de MgCl,, 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
(Invitrogen), 10mM de Tris-HCI pH 8,3 e 50mM de KCI, DNA e H,0 q.s.p 50 uL.

As seguintes condicOes serdo utilizadas para amplificacdo em aparelho termociclador MJ

Research PTC 96: 94°C por 1 min, para ativacdo da enzima Taq Platinum, 95°C por 4 min,



para desnaturacao; 40 ciclos subsequentes consistindo cada ciclo de: uma etapa de desnaturacéo
a 95°C por 1 minuto, uma etapa de anelamento a 66°C por 1 min e uma etapa de 72°C por 1
minuto para extensdo. Ao final, uma etapa de 72°C por 4 minutos, para extensao final.

Para controlar o funcionamento da reacdo, serd ensaiado, juntamente com cada PCR de
DNA de amostras clinicas, um controle positivo de reacdo (CPR), que consistira de um
fragmento de 201pb correspondente a uma amostra clinica infectada por Chlamydia
trachomatis (amostra positiva confirmada pelos métodos de PCR e Captura Hibrida); e um
controle negativo de reacdo (CNR) com omissdo de qualquer DNA. Em todas as amostras
testadas sera utilizado primers complementares ao gene da B-globina humana como controle
interno da reacéo.

Os produtos de PCR serdo analisados em géis de agarose 1,5%, em tampao TBE 1Xx,
contendo 0,5 png/ml de brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (UV). O volume de
produto amplificado aplicado no gel correspondera a 15ul. As condi¢cdes de corrida
eletroforética serdo de 100V, com corrente de 50mAmp e por tempo de 40 minutos. O tamanho
dos fragmentos gerados por amplificacdo sera controlado pelo uso de marcador de tamanho

molecular em escala de 100pb e do CPR que correspondia a 201pb.

3.6. TESTE DE ESPECIFICIDADE DOS Primers

A padronizacdo da especificidade dos primers para o diagndstico de HPV sera realizada
no Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CDCT/FEPPS). Para Chlamydia
trachomatis, esta sera realizada por Becker D e colaboradores (2005). A reacdo de amplificacdo
sera realizada com o DNA de diferentes microorganismos da microbiota normal do trato

genito-urinario feminino, agentes patogénicos e DNA humano. Os DNAs de isolados clinicos



de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Trichomonas vaginalis e
Lactobacillus sp. serdo extraidos e purificados pelo método de CTAB (Cloreto de cetil-trimetil-
amonio) descrito por van Soolingen e colaboradores (1994) (62).

Os DNAs de HPV subtipos 16 e 33 serdo obtidos pela técnica de lise por Proteinase-K

(63). O DNA humano sera extraido com DNAzol (Gibco-BRL, Life Technologies).

3.7. TESTE DE SENSIBILIDADE ANALITICA

Para obter-se 0 DNA genémico de HPV sera realizada a extracdo a partir de células Siha
e Caski (células infectadas com HPV) As amostras serdo submetidas a extracdo de DNA pelo
método de Proteinase K e quantificado por espectrofotometria a 260nm no equipamento
Genequant (Amersham Pharmacia Biotech) (63).

Com relacdo a Chlamydia trachomatis, 0 DNA gen6mico sera extraido a partir de
laminas sensibilizadas com células clamidiais (Chlamydia trachomatis 1gG IFA, Hemagen
Diagnostics, Inc.). As laminas serdo raspadas com lamina de bisturi e o material eluido e
concentrado em tubo de microcentrifuga. A seguir, serd realizada a extracdo através de kit
comercial Ultra Clean (Mobio Laboratories Inc.). O DNA extraido sera quantificado por
espectrofotometria a 260nm no equipamento Genequant (Amersham Pharmacia Biotech).

Para a determinacdo da sensibilidade analitica da técnica, tanto para HPV quanto para
Chlamydia trachomatis, ser4 submetida diluicbes seriadas de DNA em &gua ultrapura ao

protocolo de PCR, com detec¢do em gel de agarose, e a técnica de hibridizacéo.



3.8. ANALISES ESTATISTICAS

O banco de dados sera elaborado no programa SPSS verséo 10.0. Os bolsistas envolvidos
no projeto serdo responsaveis pela elaboracdo do mesmo e supervisionados pelos alunos de
pos-graduacdo envolvidos no estudo. Para o controle de qualidade de entrada dos dados sera
feita conferéncia sistematica dos dados até entdo digitados com o questionario original de uma
amostra aleatoria de 20,0% dos registros.

As variaveis para analise serdo as inclusas no instrumento de coleta e outras que
poderdo ser criadas a partir do banco de dados. Todas as anélises seréo realizadas utilizando o

pacote estatistico SPSS (versédo 10.0).

4. ANALISE DOS DADOS

Descricao da frequéncia de HPV e de Chlamydia trachomatis (global e por faixa-etéaria).

4.1. Anélise uni/bivariada

Teste do qui-quadrado (ou exato de Fisher se indicado) para comparar as variaveis
categoricas com a presenga ou auséncia do desfecho.
Teste t de student (ou ndo paramétrico correspondente) para comparar as variaveis

continuas com a presenca ou ndo do desfecho.



4.2. Odds Ratio

A Odds Ratio serd calculada para as andlises uni/bivariadas e multivariadas (regressao
logistica) com seu correspondente intervalo de confianga de 95,0%.

Os critérios de selecdo das varidveis para 0 modelo de regressao logistica ndo condicional
envolverdo a significancia estatistica na analise uni/bivariada e/ou a relevancia clinico-

epidemioldgica da variavel mediante o conhecimento vigente.

5. RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

Estima-se que 30,0% das amostras apresentem resultado positivo para 0 DNA-HPV e que
5,0% apresentem positividade para o DNA de Chlamydia trachomatis. Com relacdo as
alteracdes citoldgicas, estima-se que cerca de 10,0% a 20,0% das pacientes apresentem
citologia alterada ao exame convencional. Logo, espera-se que a amostra seré significativa para
analise de associacdo entre a co-infeccdo de HPV e Chlamydia trachomatis com lesdes
cervicais.

Além disso, o0 conhecimento da distribui¢do dos subtipos oncogénicos mais frequentes e
suas variacdes podera ter um impacto importante sobre a implementagdo de futuros programas
de vacinacdo para este virus e programas de vigilancia epidemioldgica para o controle das

doengas sexualmente transmissiveis (DST).



6. RISCOS E DIFICULDADES

Cuidado especial deverd ser tomado para que a quantidade de material para analise
molecular seja suficiente para o processamento das técnicas. Como o estudo sera realizado em
mulheres de uma populacdo geograficamente definida, com registro na unidade de atencédo
primaria e de facil acesso acredita-se que este risco bem como uma possivel perda de

seguimento seja bastante minimizado.

7. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo apresenta um beneficio direto para as participantes que é a identificacdo de uma
infeccdo genital viral e bacteriana e sua associagdo com o desenvolvimento de lesbes cervicais.
Isto permite um programa de rastreamento eficiente que possibilite identificacdo de alteragdes
pré-malignas as quais podem ser eliminadas pela deteccdo e tratamento precoces. O beneficio
indireto é a contribuicdo do estudo para o conhecimento cientifico nesta area, envolvendo um
importante problema de satde puablica em nosso meio.

Os riscos envolvidos no estudo envolvem os riscos inerentes ao procedimento de coleta
de material cervical (dor discreta, ocasional, pequeno sangramento pds-exame em especial se
for realizada bidpsia, e ardéncia no momento do exame de inspecdo do colo a olho nu e pela
colposcopia).

Um outro risco que poderéa ser gerado no decorrer do estudo é a ansiedade naquele grupo
de mulheres que apresentarem anormalidades citol6gicas e que se enquadrar em grupo de alto

risco para o desenvolvimento de lesbes cervicais severas. Porém como o objetivo do



rastreamento é, ndo s6 prevencdo, como também deteccdo precoce de lesdes pré-malignas, a
possibilidade de eliminar a provavel causa da ansiedade € bastante elevada, evitando
sofrimento futuro.

A todas as mulheres elegiveis para o estudo serdo dadas informacdes detalhadas sobre o
estudo, incluindo risco e beneficio, e as que concordarem em participar deverdo assinar um

termo de consentimento pos-informagéo (anexo 1V).



8. EQUIPE DE PESQUISA

Coordenador: Prof? Dr2 Mary Clarisse Bozzetti

Pesquisadores colaboradores: Dr? Elizabeth Herrera, Dr. Alexandre da Silva Aguiar, Dr?
Daniela Montano Wilhelms, Dr? Adriana Rosa, Dr. Eduardo Lahude Lima, Dr2 Cléia Bertinetti

Bandeira.

Alunos de Pds-Graduagdo (mestrado/doutorado): Cristine Nascente lgansi, Lidia

Medeiros, Luciane Calil Mylius e Marilda Tereza Mar da Rosa.

Bolsistas de Iniciacdo Cientifica: 5(cinco) j& selecionados (2 CNPq; 1 FAPERGS e 2

voluntérios).

Servicos Colaboradores:

- Servico de Patologia do GHC (citologia e histologia).

- Laboratorio do Centro de Pesquisas do HCPA.

- Servico de Patologia do HCP (gene p16).

- Servico de ginecologia do GHC (colposcopia e tratamento).

- Gerencia de saude Comunitaria do GHC.

- Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecondlgico (CDCT)/Fundacéo estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS)/Laboratério Central (LACEN)/RS.

- Unidade Jardim Leopoldina /SSC/GHC (participantes do estudo).

- Coordenacéo do Programa da Mulher /SSC/GHC.



9. FINANCIAMENTOS

O estudo dispde:

- Verba parcial para realizacdo de algumas etapas do estudo fornecido pela Fundacgéo de
Auxilio a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) (valor: R$ 4.000,00).

- Verba para a realizacdo do método PCR de edital da SSMA/RS (valor: R$ 6.000,00).

- Verba CAPES/PROF: PPG Clinica Médica (valor: R$ 3.000,00); PPG Epidemiologia
(valor: R$ 3.000,00).

-Verba FIPE/HCPA: verba para realizagdo de imuno-histoquimica para P16
(R$4.000,00).

-Verba CNPQ/Edital 2003; valor R$ 20.000,00

-Dispdem de 2 bolsas PIBIC/CNPq, 1 bolsa BIC/PROPESQ e 1 bolsa Produtividade em

Pesquisa/CNPq.



10. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Més

Ano

Atividade

Abril

2004

- Elaboracédo do projeto.
- Coleta dos dados.

Maio/Dezembro

2004

- Coleta dos dados.

- Revisdo Bibliografica.

- Submissdo ao Comité de Etica.

- Realizacdo da técnica de PCR para diagnostico de HPV

Janeiro/Maio

2005

- Revisdo Bibliografica.

- Coleta dos Dados.

- Elaboracdo do Banco de Dados.

- Realizacgdo da técnica de PCR para Chlamydia trachomatis

Junho/Julho

2005

- Revisdo Bibliografica.
- Anélise dos Resultados.
- Redacdo da Dissertacdo de Mestrado.

Agosto

2005

- Divulgacéo dos dados junto a unidade e a populacao.
- Revisdo final e defesa de mestrado da aluna do Programa de
Pds-Graduacdo em Epidemiologia/UFRGS.




11. ORCAMENTO TOTAL DO ESTUDO

11.1. Material de Consumo:

1. Etapa inicial do estudo (primeiros 2 anos)
- 2050 l&minas e laminulas
- Luvas p/coleta do citoldgico (4000)
- 14 caixas para armazenamento de laminas (150 p/caixa)
- 10 pctes. de papel A4 para questionarios e
- Manual de instrugdes (pctes ¢/500)
- 800 tubos plasticos c/tampa para armazenamento
de sangue (40 ml) (unid. ¢/25)

- 6800 seringas (50 ml) para coleta de sangue

- 23 kits captura hibrida Il p/ 2000 testes p/HPV (alto risco)

- 2250 coletores p/captura hibrida
- 430 tubos para coleta material cervical p/PCR
- Reagentes p/a citologia
- Containers para armazenamento e envio
do material p/captura hibrida

Total item 1

US$ (23/07)

(US$ 1,00 = R$ 2,48)

1779,4 (unid.:0,868)
1936,0 (unid.:0,484)

347,20 (unid.:24,80)

99,20 (pcte.:9,92)

5404,16 (unid:168,88)

1584,00 (unid: 1,98)
23875,61 (u.:1038,07)
3172,5 (u.:1,41)
3039,8 (unid:168,88)
1674,00 (u.:0,670)

200,00

42.911,72



2. Segunda Etapa do estudo (ultimos 3 anos)

- 1300 escovas endocervicais

- Material para PCR de HPV e Chlamydia trachomatis
- DNTPs (oligonucleotidios)
- Taq Platinum DNA polimerase
- Proteinase K

- Prometo de etidio

Primers para HPV 16 e 18

Primers para Chlamydia trachomatis

Agarose 1%

Ponteiras 100-1000ul

Ponteiras 1-10ul com filtro

Ponteiras 1-200ul

Ponteiras 100-1000ul com filtro

Total item 2

3. Recursos Humanos

1. Bolsistas de iniciacdo cientifica (3)
2. Leitura Cito/histopatologistas

3. Diagndstico Colposcopico

Total geral (exceto item 3)

975,00 (unid:0,75)

1660,00 (250u1:830,00)
2600,00 (500 unid: 325,00)
300,00 (01 frasco)

144,00 (5ml -72,00)
550,00

550,00

64,00

60,00 (30,00/1000 unid)
470,00 (235,00/1000 unid)
60,00 (30,00/1000 unid)
510,00 (255/1000unid)

7943,00

50.854,72



ADENDO REFERENTE AO PROJETO “A DISTRIBUICAO DE
PAPILOMAVIRUS HUMANOS ONCOGENICOS E SUA ASSOCIACAO COM

LESOES DO COLO UTERINO”, APROVADO PELO COMITE DE ETICA N° 112/2202

Solicito parecer do Comité de Etica referente ao adendo anexado & este projeto ja
aprovado por este Comité, sob protocolo n° 112/202.

As amostras que serdo utilizadas para o desenvolvimento deste projeto sdo oriundas de
material ja coletado de pacientes que participam de um estudo de coorte (Protocolo 112/2002)
em andamento desde fevereiro de 2003 na Unidade Jardim Leopoldina.

A técnica empregada sera por Biologia Molecular baseada em PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando primers especificos para o diagnostico da infeccdo por Chlamydia
trachomatis. O material para analise consta de amostras provenientes de ectocérvice e
endocérvice, coletadas através de escovado de cérvice uterina, armazenado em meios especiais
para coleta e armazenamento a —20°C. As amostras endocervicais serdo submetidas a extracéo
de DNA e posteriormente sera realizado PCR para detec¢do do DNA viral de HPV utilizando
primers consensus MY09/MY11.

Em adicdo ao protocolo previamente aprovado serdo realizados ensaios moleculares
através da técnica de PCR, nas mesmas amostras cervicais, para deteccdo da bactéria
Chlamydia trachomatis, com o objetivo de estudar e verificar a associa¢do da co-infecgcdo de
HPV e Chlamydia trachomatis em lesdes cervicais. Diversos estudos estdo considerando a
Chlamydia trachomatis como um co-fator no desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais
cervicais (NICs) e outras alteracbes celulares significativas em mulheres com histérico de

infeccdo por HPV.
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