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RESUMO

A Chlamydia trachomatis (CT) € responsavel por uma das doengas
sexualmente transmissiveis (DST) mais frequentes e estima-se que ocorram
cerca de 90 milhdes de casos por ano em todo o mundo. Relacionada a
diversas patologias como as do trato urogenital, tracoma, linfogranuloma
venéreo (LGV) e infec¢Bes genitais, a CT é apontada como um importante
cofator do Papilomavirus humano (HPV) no desenvolvimento de carcinoma
cervical. Este virus encontra-se em 99,7% dos casos de neoplasia de colo de
Gtero. Através de diversos mecanismos, como a modulacdo da resposta imune,
a CT potencializa a agdao do HPV em mulheres HPV-positivas, alterando o
epitélio cervical normal. Associada ao HPV, a Chlamydia trachomatis também
aumenta a expressao da proteina oncogénica viral E7 do virus, a expressao de
Ki67, considerado um marcador de proliferacéo celular presente no nucleo das
células, aumento da expressédo do receptor de fator de crescimento epidérmico
(EGFR) e do fator de crescimento transformante a (TGF-a), potencializando os
mecanismos envolvidos na carcinogénese cervical. Com o intuito de detectar a
Chlamydia trachomatis em 153 amostras de pacientes com lesdes cervicais
pré-malignas ou malignas atendidas na Fundacdo Centro de Controle de
Oncologia do Amazonas (FCECON-AM), relacionando-se com a deteccao e
frequéncia de HPV, o tipo de lesdo e faixa etaria das pacientes, foi utilizada a
técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), que possui maior
sensibilidade e especificidade frente a outros métodos de imunodetecgdo. A
faixa etaria das pacientes estudadas foi de 17 a 73 anos, com 38% (n=58) das
mulheres entre os 27 aos 36 anos. Das 153 amostras analisadas, 26,8%
(n=41) tém presenca de CT. Das 153 amostras de pacientes com lesdes pre-
malignas ou malignas, 149 eram HPV positivas (97%) e, dentre estas, 27,5%
(n=41) foram positivas para CT. As amostras HPV-negativas também foram
CT-negativas. O tipo de lesdo predominante nas pacientes estudadas com co-
infeccdo CT e HPV foi Neoplasia Intra-epitelial Cervical Ill, presente em 59%
(n=24) das mulheres. A frequéncia de CT relatada nesse estudo encontra-se
proxima as de alguns estudos literatura. Provavelmente pela sua modulagédo na
imunidade do hospedeiro e inflamacgfes crénicas, a CT é sugerida como um
fator de risco para o desenvolvimento do cancer de colo de utero, além da
infeccdo por CT ser um fator predisponente para infeccdo do HPV ou vice-
versa. Estas informacdes sdo de suma importancia para a saude publica, pois
auxiliam na qualificacao de programas de controle e prevencéo de DSTs.

Palavras - chaves: Chlamydia trachomatis, HPV, PCR.



ABSTRACT

Chlamydia trachomatis (CT) is responsible for sexually transmitted
diseases (STDs) and these bacterials are more frequent and it is estimated to
occur about 90 million cases per year worldwide. Related to various diseases
as the urogenital tract, trachoma, lymphogranuloma venereum (LGV) and
genital infections, the CT is indicated as an important cofactor of human
papillomavirus (HPV) in the development of cervical carcinoma. This virus is
found in 99.7% of uterine cervix cancer cases. Through various mechanisms
such as modulation of immune response, the CT potentiates the action of HPV
in HPV-positive women, altering the normal cervical epithelium. Associated with
HPV, Chlamydia trachomatis also increases the expression of the viral
oncogenic protein E7 virus, the expression of Ki67, considered a marker of cell
proliferation in the nucleus of cells, increased expression of the receptor for
epidermal growth factor (EGFR) and transformants growth factor a (TGF-q),
strengthening the mechanisms involved in cervical carcinogenesis. In order to
detect Chlamydia trachomatis in 153 patients samples with pre-malignant or
malignant cervical lesions at Fundagéo Centro e Controle de Oncologia do
Amazonas (FCECON-AM), relating to the detection and frequency of HPV, the
type of injury and age of the patients, we used the Polymerase chain reaction
(PCR) technique, which has higher sensitivity and specificity as compared to
other immunodetection methods. The patients age was 17 to 73 years, with
38% (n = 58) women between 27 to 36 years. Of the 153 samples analyzed, the
presence of CT was found in 26,8% (n = 41). Of the 153 samples from patients
with pre-malignant lesions or malignant, 149 were HPV positive (97%), and
among these, 27,5% (n = 41) were positive for CT. The samples HPV-negative
were CT-negative. The predominant lesion type in patients with CT and HPV
coinfection was Cervical Intraepithelial Neoplasia lll, in 59% (n = 24) women.
Probably because their modulation of host immunity in chronic inflammation, CT
is suggested as a risk factor for the development of uterine cervix cancer,
besides being considerated a predisposing factor for HPV infection or vice
versa. This information is of great importance for public health because it helps
in the qualification programs for control and prevention of STDs.

Key words: Chlamydia trachomatis, HPV, PCR.
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1. INTRODUCAO

A Chlamydia trachomatis (CT), bactéria pertencente a familia
Chlamydiaceae, é considerada agente de uma das doengas sexualmente
transmissiveis (DST) mais frequentes em todo o mundo, além de facilitar o
contagio do virus HIV (GALVIN; COHEN, 2004; MOLANO et al., 2004). Suas
manifestagcbes podem gerar tracoma, linfogranuloma venéreo e infecgbes
genitais. Em mulheres, causa a doenca inflamatéria pélvica (DIP) e longos
periodos de infeccdo podem ocasionar infertilidade, gravidez ectopica e dor
pélvica (BRUNHAM; REY-LADINO, 2005).

As infecgcbes causadas por Chlamydia trachomatis sédo de alta
prevaléncia nos varios paises do mundo, com conseqiéncias graves para
populagdo (WHO, 2002). Nos Estados Unidos, esta infeccdo é considerada
uma DST frequente entre adolescentes do sexo feminino e mulheres jovens.
Dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2005) apontaram
976.445 casos de infecgBes por clamidia, com estimativa, segundo Weinstock
et al. (2004), de 2,8 milhdes de novos casos por ano. No Brasil, estudos sobre
as infeccdes genitais por C. trachomatis apontaram taxas de incidéncia de 2 a
47% (FRIAS et al.,, 2001). Em Manaus, Santos et al. (2003), estudando a
infeccdo por clamidia em mulheres sexualmente ativas e Alfaia (2005), em
gestantes, encontraram positividades de 20,6% e 11%, respectivamente, com
diagnéstico através da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Freitas (2007)
registrou a taxa de 52,8% de positividade para infeccdo genital por C.

trachomatis em mulheres com problemas de fertilidade.
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Além das implicagfes relacionadas as infec¢des por C. trachomatis, é
apontada a relacdo desta bactéria como um importante cofator, juntamente
com o HPV, no desenvolvimento do carcinoma cervical (PAAVONEN;
EGGERT-KRUSE, 1999). C. trachomatis age através de varios mecanismos,
incluindo a modulacdo da imunidade do hospedeiro, 0 que contribui para o
aumento do risco de neoplasia intraepitelial cervical associado ao HPV nas
mulheres portadoras destes virus (FINAN et al., 2006; BOSCH et al., 2002).
Além disso, a infeccdo por C. trachomatis é considerada como um fator de
risco para a persisténcia da infeccdo por HPV e possivelmente age como
cofator associado ao HPV na alteracédo do epitélio cervical normal por induzir
expressdo de mediadores pro-inflamatoérios, alterando a adeséo e diferenciacao
celular.

O carcinoma cervical tem apresentado uma distribuicdo mundial, com
aproximadamente 500.000 mulheres desenvolvendo esta patologia em todo o
mundo, a cada ano. Em paises em desenvolvimento, o carcinoma cervical é
uma das primeiras causas de morte em mulheres, geralmente precedido por
cancer de pele e de mama (IARC, 2007; INCA, 2005; WHO, 2005).

Na regido Norte, observa-se uma alta incidéncia de céncer de colo
uterino que, diferentemente dos outros locais do pais, ultrapassa os indices do
cancer de mama. A literatura relata como principal fator de risco para o cancer
de colo de utero a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) (GROSS;
BARRASSO,1999; ZUR HAUSEN, 1996; RIVOIRE et al.,2001; SCHIFMAN et
al., 2005; SOLIMAN et al.,, 2005; WARTON; TORTOLERO-LUNA, 2000).
Porém, o desenvolvimento e progressao até o cancer parecem ter interferéncia

de vérios fatores, entre eles a infec¢cdo por C. trachomatis. Desta forma, a
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deteccdo diagnostica de HPV, C. trachomatis e HIV s&o de alta relevancia para
determinar o papel destas DSTs no desenvolvimento do cancer cervical
(FINAN et al., 2006; CASTELSAGUE et al., 2002),

Diante do exposto, e considerando a alta prevaléncia da infeccao por C.
trachomatis e sua importancia como cofator do HPV no céancer cervical, este
trabalho teve como finalidade detectar este agente em amostras de pacientes

com les@es cervicais pré-malignas e malignas com diagndstico prévio de HPV.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Chlamydia trachomatis

Pertencente a familia Chlamydiaceae, classe das Clamidias, a
Chlamydia trachomatis, uma bactéria Gram-negativa (Figura 1), € responsavel
pela etiogenia de diferentes patologias associadas as doencas do trato
urogenital, tracoma, linfogranuloma venéreo (LGV) e infec¢Bes genitais. Uma
caracteristica importante desta infec¢do € o carater assintomatico, descrita em
50% dos homens e 70% das mulheres. Individuos assintoméaticos representam
reservatérios crénicos do microrganismo e dificultam estudos epidemiolégicos e
a escolha de testes de deteccdo laboratorial que permitam a intervencdo e
controle da infecgao (BLACK, 1997; MICHELON et al., 2005; SEADI et al.,

2003).

Figura 1. Fotografia digital tirada com microscopia Optica. Células infectadas
com Chamydia trachomatis em 24 horas ap0s a infeccéo.
FONTE: SINGLA; BAL, 2006
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As infeccbes do trato geniturinario por Chlamydia trachomatis séo a
principal causa de morbidade em mulheres sexualmente ativas e podem causar
doencas como cervicite, endometrite, salpingite ou doenca inflamatéria pélvica
(DIP), como consequéncia gravidez ectépica e infertilidade, parto prematuro e
morte neonatal. Mais de 70% das mulheres com lesdo tubaria apresentam
anticorpos circulantes para CT (GOLIJOW et al., 2005; MICHELON et al., 2005;
SIMONETTI et al., 2009).

A infeccao bacteriana pode ser adquirida através de relagBes sexuais ou
pelo contato da mucosa com outra area infectada. No trato genital feminino, a
CT tem afinidade pelas células do epitélio colunar, sendo a endocérvice seu
principal alvo, podendo desempenhar papel em outras infeccbes como, por
exemplo, incrementando o potencial oncogénico do HPV, principalmente no
desenvolvimento de neoplasia cervical e aumento na incidéncia de cancer de
ovario (CARVALHO et al., 2004; MADELEINE et al., 2006; MICHELON et al.,
2005).

Os dois antigenos melhor relacionados ao diagndstico e patogénese da
infeccdo por CT sdo o antigeno lipopolissacaridico (LPS), mais encontrado nos
corpos reticulares (RB), constituido principalmente por acido cetodeoxietandico,
e 0 antigeno da proteina principal da membrana externa (MOMP). Os
antigenos da MOMP, por serem espécies e subespécies-especificos, séo
utilizados para sorotipagem. As cepas de Chlamydia trachomatis foram
classificadas em sorotipos ou sorovariantes por imunotipagem usando
anticorpos policlonais ou monoclonais especificos (MOMP) (BARROS et al.,

2007; MICHELON et al., 2005).
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Atualmente, s&o conhecidas mais de vinte sorovariantes (Figura 2),
nomeadas de acordo com as diferentes apresentacdes clinicas que
apresentam: os sorotipos A, B, Ba e C se associam ao tracoma endémico; L1,
L2, L2a, L2b e L3 ao Linfogranuloma venéreo, uma grave doencga invasiva com
preferéncia para os tecidos linfaticos e D, E, F, G, H, |, J, K a infec¢Bes genitais
e em neonatos (ANTILA et al., 2001; BARROS et al., 2007; MICHELON et al.,

2005; FRIAS et al., 2001; SCHAEFFER; STAMM, 2008).

DOENCAS FORMA DE

SOROTIPOS HUMANAS DISSEMINACAO

PATOLOGIA

- Sexual e perinatal

]
Pneumonia; Sin
iter e Cancer de colo

Figura 2. Sorotipos da Chlamydia trachomatis e as doen¢as humanas.
FONTE: ANTILA et al., 2001; BARROS et al., 2007; FRIAS et al., 2001.

2.2 Ciclo de desenvolvimento na célula hospedeira

A C. trachomatis possui restricbes metabodlicas, sendo incapaz de

sintetizar seu proprio ATP e necessitando de fonte de energia da célula

hospedeira. Com vida intracelular obrigatéria, a CT foi originalmente
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considerada um virus. Entretanto, diferentemente dos virus, possui RNA e DNA
(SEADI et al., 2002; SIMONETTI et al., 2009).

Na célula hospedeira, ocorre seu ciclo de desenvolvimento bifasico e
replicacdo dentro de vacuolos (Figura 3), formando inclusfes citoplasmaticas
caracteristicas. A replicacdo apresenta um ciclo multimorfico e sem
sincronismo de desenvolvimento onde, dentro deste ciclo, ocorrem duas formas
bem distintas: os corpos elementares (EB) e os corpos reticulares (RB) (SEADI

et al., 2002; SIMONETTI et al., 2009; HAMMERSCHLAG, 2002).

Figura 3. Células apoés 48 horas de infeccdo pela sorovariante L1 de CT. Os EB (corpos
elementares), RB (corpos reticulados) e as formas intermediérias séo evidentes dentro da incluséo.
FONTE: STAGG, 1998.
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Inicialmente, os corpos elementares, forma infecciosa, entram no
endossoma da célula hospedeira depois de penetrar através de fagocitose,
pinocitose ou endocitose mediada por receptores na superficie da célula
epitelial suscetivel a clamidia (IGANSI, 2005; SCHACHTER; STAMM, 1999).

Aproximadamente oito horas apdés a entrada na célula, inicia-se a
replicacdo por divisdo binaria, dando fim ao ciclo dentro do endossoma (Figura
4). Os corpos reticulares sdo maiores em tamanho e mais ricos em RNA, sendo
a forma metabdlica e ndo-infecciosa da CT. Em 24 a 72 horas, o0 RB retorna a
forma EB, formando vacuolos contendo de 100 a 1.000 EB. Quando estes
vacuolos substituem quase todo o citoplasma da célula hospedeira, ocorre lise
e langcamento de EB para o meio extracelular, podendo dar inicio a um novo
ciclo de infeccdo (BECKER, 2005; SCHACHTER; STAMM, 1999; SEADI et al.,
2002).

Os EB formados, ao serem liberados da célula, estdo aptos a se
adaptarem ao meio extracelular e as formas RB néo resistem fora da célula,
adaptando-se somente ao meio intracelular. Acredita-se que a CT sobreviva a
fagocitoses e a destruicdo por enzimas lisossomais devido a sua parede celular,
que é rica em cisteina e lipopolissacarideo, protegendo-a no interior e fora das

células (IGANSI, 2005; SIMONETTI et al., 2009).



20

R8 fission and
o ) inclusion growth 1
::"Plle:zlf(“” enters ;/ g?&%ﬁ%nom :ﬂ al body °\ \
0 — © 0 O ‘
| Endosome \O/ \
° o $ /”6 >
o - e wv' ks h H\ 6 \\ A8 association
¢ O O o o (] ° " (¢ “ ‘] with inclusion
o © O u / membrang
20 o o (o] o \%,/ Q 9
o (o} o (¢] v Q
(8]
(@]
Inclusion Reactivation AB o EB
Released EBs exocylosis \ differentiaticn
g ! Qs
‘ 6% L |
{ | o q
|O
\~ Ooooooo) .\ oo 0O
- \Fy

Figura 4. Ciclo de desenvolvimento da Chlamydia trachomatis
FONTE: SIMONETTI et al., 2009

A Chlamydia trachomatis também possui proteinas antigénicas na
membrana que induzem a ativagcdo dos mecanismos imunoldgicos humorais e
celulares, inclusive a producéo de imunoglobulinas especificas das classes IgA,
IgM e IgG, bem como cromocitocinas, interleucinas, interferons e o fator de
necrose tumoral. Com ataques antigénicos repetidos ou prolongados, as
interagbes entre os antigenos clamidiais e a defesa imunologica celular do
hospedeiro geram a formacg&o de cicatrizes por C. trachomatis (FRIAS et al.,
2001).

Existem multiplos mecanismos imunes necessarios para conseguir
imunidade protetora & CT. Imediatamente apds uma reinfec¢do, ocorre uma
resposta imune pelos anticorpos circulantes que tem a capacidade de penetrar

em algumas células, bloqueando a capacidade dos EBs penetrarem no epitélio
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colunar das células do trato genital ou da conjuntiva (FRIAS et al., 2001;
LOOMIS; STARNBACH, 2002).

Segundo Simonetti et al. (2009), a imunidade adquirida ocorre através
dos linfocitos T por diversos mecanismos, com fortes indicios envolvidos na
imunidade mediada pelas células Thl e por citocinas IL-2, IL-12 e IFN-y apds
uma infeccdo por CT. A citocina IFN-y € capaz de inibir o crescimento de C.
trachomatis em cultura de células. Essa molécula também regula a fagocitose
de macréfagos e o potencial de expressao do complexo MHC. As células T
CD4 e CD8 sao ativadas especificamente apds o reconhecimento de peptideos
do complexo MHC classe II, podendo inibir diretamente a replicacdo de CT
bem como estimular a fungéo protetora de uma variedade de outras células
imunes e inflamatérias (LOOMIS; STARNBACH, 2002).

A infeccdo é mais prevalente em adultos jovens, apresentando alto risco
de infeccdo desde o inicio da vida sexual, e a imunidade desenvolvida é
parcialmente protetora considerando-se o0s sorotipos da C. trachomatis.
Episédios sucessivos de infeccdo aumentam o risco de se desenvolver
sequelas e a chance de se contrair a infec¢cdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (ALBRING et al., 2006; EULETERIO et al., 2007).

Mulheres imunodeprimidas estdo mais suscetiveis ao desenvolvimento
de lesGes cervicais. O elo entre doencgas relacionadas ao HIV ao HPV e outras
DSTs é muito forte, pois as infecgcbes sdo transmitidas sexualmente e as
populagbes de risco possuem muitas caracteristicas em comum. O baixo
namero de linfocitos T CD4+ (menos de 200 células/ml) esta associado a
infeccdo por CT; isto ocorre pela reacdo inflamatéria causada pela bactéria,

promovendo o acesso aos linfocitos T CD4 (IGANSI, 2005; PINTO et al., 2002).
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Uma predominancia mais elevada de CT foi encontrada em amostras
HPV-positivas. Estudos tém demonstrado que infec¢gdes por HPV de alto risco
juntamente com a Chlamydia trachomatis, quando associados, podem causar
hiperplasia cervical em mulheres com ou sem neoplasia intra-epitelial cervical e

carcinoma invasivo (FINAN et al., 2006; NAUCLER et al., 2007).

2.3 Epidemiologia

A infeccdo por Chlamydia trachomatis (CT) é uma das doencas
sexualmente transmissiveis (DSTs) mais comuns e a Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS) estima que ocorram, anualmente, mais de 90 milhdes de casos
novos de infec¢des por clamidia em todo o mundo, tendo como prevaléncia
paises pobres e populagbes excluidas das grandes areas urbanas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003; RAMOS et al., 2003; SEADI et al., 2002).

O Centro de Controle e Prevengcdo de Doengas (CDC), nos Estados
Unidos, estimam que existam mais novos casos diagnosticados de clamidia do
gue qualquer outra DST, incluindo sifilis, gonorréia, condiloma culminado,
herpes e AIDS, prevendo que ocorra entre 3 a 4 milhdes de casos novos de
clamidia por ano, atingindo principalmente adolescentes sexualmente ativos
(PASSOS, 2007; SEADI et al., 2003).

No Brasil, existem muitos dados que demonstram estudos da infeccdo
por clamidia, porém ndo existe estudo documentando a situacdo global da
infeccdo, pois a doenga ainda ndo é de notificagdo compulséria. As publicacdes
na literatura cientifica sobre a prevaléncia da infeccdo séo estudos isolados,

em populagbes especificas, em servicos determinados, utilizando-se
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geralmente testes de deteccdo molecular, que demonstram a importancia
dessa epidemia silenciosa em nosso meio e triagens populacionais. A Tabela 1
apresenta prevaléncias de CT encontrada em mulheres brasileiras (BECKER,

2005; OLIVEIRA et al., 2008; PASSOS, 2007).

Prevalencia Autor N Ano Local Populacéo Método diagnostico
18,0% Gongalves Raddietal | 142 1993 Araraquara/SP Ambulatorio ginecologia Cultura endocérvice
4,0% Passos et al 186 1995 Porto Alegre/RS Planejamento Familiar IFD

9,0% Amaral et al 122 1995 Séo Paulo/SP Pré-natal ELISA

2,1% Simoes et al 328 1997 Campinas/SP Pré-natal IFD?

6,6% Faundes et al 407 1998 Campinas/SP Planejamento familiar IFD

8,4% Moherdaui etal 348 1998 Multicéntrico? Servicos DST IFD

8,5% Lowndes etal 1% 1999 Rio de Janeiro/RJ Ambulatério ginecologia IFD/ELISA

13% Miranda et al 19 2000 Vitoria/ES Penitenciaria feminina ELISA

8.9% Melles et al 189 2000 Sao Paulo/SP Ambulatorio ginecologia Cultura endocérvice
18,5% Varella et al 108 2000 PirailRJ Ambulatorio ginecologia ELISA

5,0% Frias et al 100 2002 Teresopolis/RJ Clinica particular ELISA

3.2% Bastos et al 123 2002 Rio de Janeiro/R) Clinica particular ELISA

20,2% Smith etal 424 2002 Sao Paulo/SP Ambulatorio CA cervical IFD

11,4% Miranda et al 149 2002 Vitoria/ES PSF? - Adolescentes LCR!

0,6% Ramos et al 155 2002 Porto Alegre/RS PSF - Mulheres PCR®

19,6% Araujo et al 2% 2002 Goiania/GO Ambulatorio ginecologia PCR

Tabela 1. Taxas de prevaléncia da infeccdo pela Chlamydia trachomatis em mulheres brasileiras
relatadas na literatura.

Legenda: 1- Imunofluorescéncia Direta; 2— Estudo Multicéntrico: Manaus, Recife, Belo Horizonte, Sdo
Paulo e Porto Alegre; 3— PSF: Programa de Saude da Familia; 4— LCR: Reacdo em Cadeia de Ligase; 5-
PCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase.

Fonte: Passos, 2007.

Em Manaus, um estudo realizado por Santos et al. (2003) em 121
mulheres usuarias de um servico de DST evidenciou 20,7% de positividade
para CT e, segundo Freitas (2007), a prevaléncia de Chlamydia trachomatis foi
de 50,2% em mulheres com problemas de infertilidade. Ambos os estudos
foram realizados através da técnica de PCR, com diferenca do segundo, que
utilizou Platinum Tag DNA polimerase High Fidelity. O tracoma ativo ou inativo
foi encontrado em 33% dos habitantes da Amazonia, mediante trabalho clinico-

epidemiologico (ISHAK, 2001).
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O grupo mais acometido pela infeccdo por clamidia sdo as mulheres
sexualmente ativas entre os 18 a 25 anos, chegando a atingir 40% em clinicas
de DST que atendem adolescentes. A OMS preconiza a realizacdo de exames
preventivos em pelo menos 85% da populacdo feminina desta faixa etaria.
Porém, estima-se que, no Brasil, apenas 8% a 10% das mulheres incluidas
nesse grupo realizam o exame preventivo (BECKER, 2008; MINISTERIO DA
SAUDE, 2003; SEADI et al., 2002).

Os fatores associados a suscetibilidade de infeccdo nesta faixa etaria
estdo relacionados as diferencas anatdmicas na cérvice uterina de mulheres
jovens e mulheres mais adultas, o que favorece a exposicdo a clamidia, além
de baixa condicdo sOcio-econémica, etnia negra, grande numero de parceiros
sexuais, o ndo uso de preservativos e infecgcdo gonocdcica concomitante

(MADELEINE et al., 2006; BLACK, 1997).

2.4 Chlamydia trachomatis como cofator para o cancer cervical

O céancer de colo uterino é um importante problema de saude publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, e ainda é o segundo tipo de
cancer feminino mais incidente no Brasil e no mundo, embora seja uma doencga
gue possa ser prevenida através do exame de Papanicolau (BOSCH et al.,
2002; IARC, 2002; INCA, 2005).

O HPV esta presente em 99,7% dos casos de cancer do colo do Utero e
€ considerado o agente sexualmente transmissivel mais comum em varios
paises, além de ser relacionado como agente causal deste tipo de cancer. A

7

Chlamydia trachomatis é apontada como um importante cofator do HPV no
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desenvolvimento do carcinoma cervical. Varios estudos tém demonstrado uma
maior prevaléncia de CT em amostras HPV-positivas quando comparadas a
amostras HPV-negativas (BARROS et al., 2007; FERREIRA DE PAULA et al.,
2007; FINAN et al., 2006; MADELEINE et al., 2006).

As evidéncias epidemiolégicas sugerem que o0s tipos de HPV
considerados de alto risco (HPV16, HPV18, HPV 31 e HPV 33) e a CT, em
particular os sorotipos de D a K, principalmente o sorotipo G, possuem um
papel central na etiologia da neoplasia intraepitelial cervical e,
subsequentemente, no carcinoma cervical (BARROS et al., 2007; FERREIRA
DE PAULA et al., 2007; TAMIM et al., 2002),.

A infeccdo por Chlamydia trachomatis parece tornar mais suscetivel a
infeccdo por HPV em um nivel basal por facilitar o acesso deste virus as
células epiteliais basais por micro-abrasdes ou por alterar as caracteristicas
das células epiteliais, aumentando a carga viral da infeccdo e facilitando a
persisténcia de uma nova infeccado (BARROS et al., 2007).

A infeccdo concorrente por Chlamydia trachomatis pode impedir a
resolucdo da infecgcdo por HPV através de uma indugdo de um padrdo da
resposta imune do tipo humoral (ALBRING et al., 2005). A modulacdo da
resposta imune humoral pela Chlamydia trachomatis facilita os mecanismos de
evasao desenvolvidos pelo préprio HPV, como a menor expressdo de genes
virais para reconhecimento imunoldégico, dificultando assim o reconhecimento
pelas células imunocompetentes, diminuicdo da expressdo de moléculas de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il, superexpressdo da proteina
oncogénica viral E7, que inibe a apresentacdo de antigenos pelas células

dendriticas, menor suscetibilidade das células infectadas a lise mediada por
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linfécitos T citotoxicos, além da evaséo dos efeitos de inibicdo do crescimento
provocado pelas citocinas (BARROS et al., 2007; NAUCLER et al., 2007).

A associacdo de infecgcbes por Chlamydia trachomatis e HPV,
concomitantemente, relacionam-se com o aumento da expressao de Ki 67, um
marcador de proliferagdo celular presente no nucleo de células em fase de
multiplicacdo, no epitélio. A infeccdo por Chlamydia trachomatis também
aumenta a expressao de HPV16 nas neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC),
indicando que esta infeccdo modifica a atividade do virus (FERREIRA DE
PAULA et al., 2007; MADELEINE et al., 2006). Além disto, a infeccdo por
Chlamydia trachomatis aumenta a expressdao do receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e fator de crescimento transformante o (TGF-
o) o que pode potencializar os mecanismos envolvidos na carcinogénese
cervical (BARROS et al., 2007).

Por outro lado, acredita-se ainda que uma modulacdo da resposta imune
e/ou precipitacdo de uma resposta inflamatéria causada pelo HPV favoreca a
uma subsequente infeccdo por CT, aumentando a taxa de infectividade por
esta bactéria em mulheres HPV positivas (HAMMERSCHLAG, 2002).

Estudos demonstram que o sorotipo G é 0 que mais se associa ao
desenvolvimento de carcinoma de células escamosas e que o aumento de
exposic¢oes aos diferentes sorotipos também aumenta o risco de lesdes no colo
do utero, reforcando as evidéncias de que ha uma relagdo entre infeccédo por
CT e carcinoma de células escamosas (ANTTILA et al., 2001).

N&o esta claro se a CT atua somente como um cofator para o HPV ou se
ela é um fator de risco independente. Porém, estudos soroepidemiolégicos tém

7

fornecido provas de que infeccdo por Chlamydia trachomatis é um fator de
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risco independente para o desenvolvimento das células invasoras escamosas
no desenvolvimento do carcinoma cervical devido a modulacdo na imunidade
do hospedeiro e inflamagdes cronicas causadas pela infeccdo (ANTTILA et al.,

2001; ISHAK, 2001; NODA et al., 2002; SEADI et al., 2002; SEADI et al., 2003).

2.5 Métodos de deteccdo para Chlamydia trachomatis

A maior dificuldade no diagnoéstico da infeccdo por Chlamydia
trachomatis é o carater assintomatico desta. Os anticorpos de CT podem
persistir por varios anos e possuem varios testes de imunodetecgcdo para
diagnostico (ANTILLA et al., 2008; HAMMERSCHLAG, 2002; SEADI et al.,
2003).

Entre os métodos laboratoriais disponiveis para o diagnéstico direto e
indireto da infec¢do por CT estdo os de cultura, que € o método de referéncia
(gold standard), com especificidade proxima a 100%, mas apresenta
dificuldades de padronizacdo e necessidade de estrutura de laboratorio
onerosa, tempo elevado para obter os resultados e baixa sensibilidade. Outros
métodos sdo a pesquisa de antigenos através dos testes de imunoflorescéncia
direta (IFD) e enzimaimunoensaio (EIA), pesquisa de acidos nucléicos através
de métodos de sonda de DNA e amplificacdo, como a Reag¢do em Cadeia de
Polimerase (PCR) e a pesquisa de anticorpos através dos métodos de
imunofluorescéncia indireta (IFI), microimunofluorescéncia indireta (MIF) e
enzimaimunoensaio indireto (EIA). (MADELEINE et al., 2006; MICHELON et al.,

2005; NODA et al., 2002; SEADI et al., 2002).
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A vantagem da PCR para a deteccdo de CT em amostras clinicas é sua
maior sensibilidade (91%) e especificidade (100%) para 0 género e grupo,
frente aos métodos de imunodetec¢do. Comparada ao isolamento do patéogeno
em cultivo celular, os métodos moleculares sdo mais rapidos, apresentam
maior sensibilidade e especificidade semelhante e ndo exigem cuidados de
armazenamento para conservar a viabilidade das amostras (FILHO,;
REMUALDO, 2007; SEADI et al., 2003).

Desta forma, com a finalidade de detectar a CT em amostras de
pacientes com lesfGes pré-malignas e malignas e com diagnostico prévio de
HPV utilizando-se a técnica da PCR, pois a CT é considerada importante
cofator do HPV no desenvolvimento do Carcinoma cervical, este estudo foi

proposto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Detectar Chlamydia trachomatis em amostras de pacientes com
lesdes cervicais pré-malignas ou malignas atendidas na

FCECON-AM.

3.2 Especificos

e Verificar a faixa etaria das pacientes portadoras de lesfes
cervicais pré-malignas ou malignas;

e Relacionar a frequéncia de C. trachomatis com a deteccdo de
HPV;

e Relacionar a frequéncia de HPV, C. trachomatis e a lesdo da

paciente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo de Estudo

Estudo descritivo transversal, que visou investigar a frequéncia de
Chlamydia trachomatis em amostras de pacientes com lesfes cervicais pré-

malignas ou malignas atendidas na FCECON-AM.

4.2 Amostras

As amostras utilizadas sao oriundas do banco de amostras do
Laboratério de Diagnostico Molecular — CAM — UFAM, cujo diagnéstico para
HPV ja foi realizado em dissertagdo e que fazem parte do projeto PPP
intitulado “Importancia do diagnostico molecular no contexto das doencas
sexualmente transmissiveis”, aprovado pelo CEP UFAM em 05 de julho de
2007, com CAAE n° 0188.0.115.000-07.

Para obtenc&o destas amostras, foi coletado o material cervical de mulheres

participantes de estudos passados, totalizando 153 mulheres.

4.3 Critérios de Elegilibilidade

4.3.1 Critério de Inclusao

Amostras positivas para DNA gendmico.
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Pacientes com diagndstico histopatolégico de lesdo pré-maligna ou
maligna do colo do utero: neoplasia intra-epitelial | (NIC 1), NIC II, NIC I,

carcinoma invasor e adenocarcinoma.

4.3.2 Critérios de Excluséo

Amostras negativas para DNA gendmico.

Amostras esgotadas, que nao tinham quantidade suficiente para andlise.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Coleta

As amostras foram coletadas, em estudo anterior, da endocérvice das
mulheres participantes com escova cervical descartavel tipo cito-brush, sendo
transferidas para um microtubo descartavel de 1,5 mL contendo 400 pL de
solugdo tampéo TE (Tris-HClI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM), o qual foi
hermeticamente fechado. As amostras foram mantidas em banho de gelo até
serem encaminhadas, no mesmo dia da coleta, ao Laboratério de Diagndstico
Molecular, no Centro de Apoio Multidisciplinar - CAM, da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), sendo armazenadas a -20°C até o momento da

extracdo do DNA e execucao dos procedimentos da PCR.
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4.4.2 Diagnostico Molecular da Chlamydia trachomatis

As etapas executadas no laboratério de Diagndstico Molecular estédo

organizadas no fluxograma a seguir:

Extragdo do DNA

7 Y

PCR Controle do DNA - PCR para Chlamydia
viavel trachomatis

! ! i

Oligonucleotideos ISO3G Y
Regi&io Microssatélite J Eletroforese
(GATA)13 / Gel de Agarose 2%
1

! !

Eletroforese Andlise dos resultados
Gel de Agarose 2,5% pelo programa Ecxel

Figura 5. Fluxograma das etapas realizadas no Laboratério de Diagndstico Molecular — CAM — UFAM.

4.4.2.1 Extracdo do DNA

As amostras mantidas a -20°C foram colocadas a temperatura ambiente

para a posterior execucao da extracdo do DNA. Para a extragcdo do DNA, foram
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adicionados 400uL da solu¢cdo Tampao Proteolitico (TPK) em cada microtubo
de cada amostra para digestdo de grande parte das proteinas presentes. A
solucao de TPK consistiu em uma mistura de 900uL de TE, 100uL de Tween
20 a 20% e 20uL de proteinase K 10 mg/mL. Essa mistura foi levada ao banho-
maria a 55°C por 1 hora e depois fervida por 10 minutos (BAUER; MANOS,
1998).

As amostras contendo sangue foram submetidas a extracdo por fenol-
cloroféormio, onde foi adicionado 400 pL de Fenol Hidratado a 400 pyL de cada
amostra que ja havia sido previamente digerida com proteinase K, entdo se
homogeneizou suavemente por 10 minutos seguidos de 10 minutos de
centrifugagéo a 12.000 rpm. Coletou-se o sobrenadante e adicionou-se 400 pL
de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1), homogeneizou-se essa
mistura por 10 minutos, seguidos de centrifugacdo a 12.000 rpm por 10
minutos. Coletou-se o0 sobrenadante e foi adicionado 400 puL de Cloroférmio
Hidratado 1:1, entdo se agitou as amostras por 10 minutos seguida de uma
centrifugagédo a 12.000 rpm por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante e
adicionou-se 1/10 (10%) do volume do sobrenadante de NaCl 3M e 1000 pL de
Etanol Absoluto gelado. Por fim, as amostras foram precipitadas a -20°C por 12
horas.

No dia seguinte, o material precipitado foi centrifugado a 10.000 rpm por
30 minutos, descartando-se o sobrenadante cuidadosamente. Lavou-se o
sedimento de DNA (pellet) com 500 pL de Etanol a 70% gelado, centrifugou-se
a 8.000 rpm por 10 minutos e, em seguida, 0 sobrenadante foi descartado

cuidadosamente. ApOs centrifugacdo, secou-se 0 sedimento por
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aproximadamente 40 minutos no fluxo laminar e, por fim, ressuspendeu-se 0
sedimento de DNA com 50 pL de agua Milli-Q.
Apds o procedimento de extragdo, as amostras foram processadas para

o diagndstico molecular ou mantidas a -20°C.

4.4.2.2 Amplificacao controle do DNA

Para confirmar a presenca do DNA cromossomal humano amplificavel
conservado nas amostras para as reacdes de PCR, foi utilizado um par de
oligonucleotideos, amplificando uma regido microsatélite (GATA)13 do
cromossomo 15 humano — ISO3G (PONTES, 2003).

O sistema de reacao foi composto de:

Reagentes Volume
Agua ultra purificada 2,2 uL
Tampao da enzima 5X 2,5uL
dNTP 2,5 mM 2,5puL
MgCl; 25 mM 2,5puL
Primer ISO 3G (265pb) 5,0 uL
GOLD Tag DNA polimerase 5U/uL 0,3 uL
DNA 5,0 L
Volume final 20 pL

As reacbes de PCR foram realizadas com 40 ciclos de amplificagdo em

aparelho Verite 96 Well thermal cycler - Applied Biosystems, conforme o
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seguinte programa: quarenta segundos a 94°C para desnatura¢cdo, um minuto
a 62°C para anelamento e um minuto e trinta segundos a 70°C para a sintese.

Apos os 40 ciclos, seguiram-se por uma hora a 60°C para extenséo.

Apds a amplificacdo com ISO3G, os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 2,5 % (p/v) em tampéo TEB (Tris borato e
EDTA) 1x, com marcador ladder mdltiplo de 100 pb da Invitrogen Life
Technologies. O gel foi corado com brometo de etidio (1,0 ug/mL) por vinte
minutos, onde as bandas coradas correspondentes a 265 pb (PONTES, 2003)

foram reveladas por luz ultravioleta (UV) e fotografadas.

4.4.2.3 Oligonucleotideos (Primers)

Para o diagndstico da Chlamydia trachomatis, a reacdo de PCR utiliza
os oligonucleotideos KL1 e KL2, que amplificam um fragmento de 241pb de
DNA plasmidial da C. trachomatis, onde se encontra a parte mais conservada
do seu DNA, descritos por Mahony et al. (1993) e Schachter (1997). As

sequéncias dos primers utilizados estao apresentadas a seqguir:

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA (5’ - 3)
KL 1 TCCggAgCgAgTTACgAAgA

KL 2 AATCAATQCCCgggATTggT
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A amplificacdo de DNA, na deteccao da clamidia, € o método de elei¢do
por sua maior sensibilidade, especialmente quando dirigida ao plasmidio que
proporciona de 7 a 10 copias de DNA por bactéria e apresenta-se em 99% das

linhagens (SEADI et al., 2003).

4.4.2.4 Amplificacdo do DNA (PCR) para diagnéstico da Chlamydia

trachomatis

A reacdo de PCR foi processada no equipamento Verite 96 Well
thermal cycler - Applied Biosystems. O sistema para a PCR é composto por
5uL de DNA da amostra; 5 pyL do tampéao 10x; 2,0 uL de MgSO, (50 mM), 5uL
do primer forward KL1 (5 pmol); 5 puL do primer reverse KL2 (5 pmol); 1,0 pL de
dNTP 10 mM; 0,2 uL de Platinum Taqg DNA polimerase High Fidelity 5U/uL e
26,8 uL de agua Milli-Q para completar o volume final de 50 yL. Para controle
da reacdo, foi utilizado um branco de reagentes (agua Milli-Q) e um controle
positivo com uma amostra positiva para C. trachomatis (sequenciada) do banco

de amostras do Laboratério de Diagndstico Molecular, CAM, UFAM.
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O equipamento foi programado para executar o seguinte termociclo:

ETAPAS TEMPERATURA
Pré-desnaturacao 94°C
Desnaturacgao 94°C
Anelamento 64°C
Extensao 68°C
Extenséo final 68°C
Manutencé&o/Hold 4°C

TEMPO
30 segundos
30 segundos
40 CICLOS
30 segundos
120 segundos

5 minutos

Tempo indefinido

Terminada a reagédo de amplificacdo, as amostras foram submetidas a

eletroforese em gel de agarose a 2% ou armazenadas para posterior

procedimento.

e Eletroforese em gel de agarose 2%

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 2% (p/v) em tampao TEB 1x, com marcador ladder multiplo de 100

pb da Invitrogen Life Technologies. O gel de agarose foi corado com brometo

de etidio (1,0 pg/mL) por vinte minutos, onde as bandas coradas que

correspondem a 241 pb sao visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e

fotografadas.
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4.5 Analise dos Resultados

A frequéncia da CT encontrada nas pacientes foi analisada em graficos
e tabelas relacionando-se com a frequéncia de positividade para HPV, idade
das pacientes e lesédo. Estes dados foram avaliados no programa Microsoft

Office Excel 2003.
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5. RESULTADOS

5.1 Viabilidade das amostras

Das 153 amostras, todas se encontraram viaveis, ou seja, 100% das

amostras foram positivas para DNA gendmico (Figura 6), as quais foram

submetidas a procedimentos de PCR para Chlamydia trachomatis.

00 02 03 05 07 M 08 0 13 48 C+10

; —

Figura 6: Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5%, corado com
brometo de etidio dos produtos amplificados por PCR para detecgdo
molecular de DNA gendmico utilizando o iniciador ISO 3G, que
amplifica um fragmento de 265 pb (M= Marcador; C+ = Controle
Positivo; Br= Branco).

5.2 Faixa etéaria

As pacientes do presente estudo se encontram na faixa etaria dos 17

aos 73 anos, com predominancia de 38% (n=58/153) no intervalo de 27 a 36

anos (Grafico 1).
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Gréfico 1. Distribui¢cdo das mulheres em estudo quanto a faixa etaria.

5.3 Chlamydia trachomatis e lesfes cervicais pré-malignas ou

malignas

Dentre as 153 amostras, 41 sdo positivas para CT (Figura 7),
observando-se uma frequéncia de 26,8% de CT nas amostras de pacientes

com lesdes pré-malignas ou malignas (Grafico 2).

92 134 139 145 Br

—» 241 pB

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio, dos produtos amplificados por PCR para
diagnostico molecular de Chlamydia trachomatis, utilizando os
iniciadores KL1 e KL2, que amplificam um fragmento de 241 pb
(M= Marcador; Br= Branco; 134, 139, 145 = Amostras Positivas).
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Gréfico 2. Distribuicdo da populagdo em estudo quanto a infeccdo por Chlamydia

trachomatis e lesbes pré-malignas ou malignas.
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Pode-se observar que a faixa etaria de predominancia nas pacientes

7

(n=19/41) (Grafico 3).
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Gréfico 3. Distribuicdo da faixa etéria das pacientes com infeccdo por Chlamydia trachomatis e

lesbes pré-malignas ou malignas.

com infeccdo por Chlamydia trachomatis é dos 27 aos 36 anos (47%)
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5.4 Frequéncia de C. trachomatis em amostras com HPV

Estudo anterior (Ferreira, 2007) mostrou que, das 153 amostras de
pacientes com lesdes pré-malignas ou malignas analisadas, 97% (n=149)
destas foram HPV-positivas e, no presente estudo, observou-se uma
prevaléncia de 27,5% (n=41) de amostras positivas para CT (Gréafico 4). A
faixa etaria predominante das pacientes com co-infeccdo CT e HPV foi a
mesma observada nas pacientes que sao CT-positivas (27 aos 36 anos). Nao

foi detectado CT em amostras HPV-negativas (Gréfico 3).

Coinfecg¢do HPV e Chlamydia trachomatis

OHPV
BCT+ HPV

n =149

Gréfico 4. Co-infec¢do HPV e Chlamydia trachomatis em 149 amostras HPV-positivas.

5.5 Tipo de leséo e co-infeccdo CT e HPV

Das 41 amostras com co-infeccdo CT e HPV, a predominancia do tipo
de lesdo nas pacientes é neoplasia intra-epitelial cervical Il (NIC 1ll), com 59%,

seguido de 32% de NIC Il, 7% de neoplasias e 2% ou NIC | (Grafico 5).
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Gréfico 5. Distribuicdo do grau de lesdo cervical nas pacientes com co-infeccdo Chlamydia
trachomatis e HPV.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo por Chlamydia trachomatis tem sido associada a hiperplasia
de células de reserva e metaplasia, processos relacionados a carcinogénese
cervical quando associadas ao HPV (BARROS et al., 2007). O presente estudo
relata frequéncia de CT em pacientes com lesfes pré-malignas ou malignas de
colo de utero e com HPV (97%)).

Apds a andlise das 153 amostras de mulheres portadoras de leséo
cervical pré-maligna ou maligna do colo do utero atendidas na Fundacao
Centro de Controle de Oncologia do Amazonas, pode-se observar que em
26,8% (n=41/153) das pacientes estudadas detectou-se Chlamydia trachomatis
e em 27,5% (n=41/149) verificou-se a co-infec¢cao HPV/CT.

Tamim et al. (2002), num estudo de co-infec¢cbes cervicais com 0
papilomavirus humano e Chlamydia trachomatis através de deteccdo por PCR
em amostras endocervicais em 149 mulheres, observaram que, de 49 amostras
HPV-positivas, 29 (74,3%) eram CT-positivas. A maior taxa de co-infeccdo
observada neste estudo foi na faixa etaria de 31 a 40 anos.

Araljo e Guimardes (2002), em um estudo feito apenas em
adolescentes através de amplificacdo de DNA clamidial, observaram
prevaléncia de 19,6% de positividade para CT.

Segundo apontado por Deluca et al. (2006), a infeccdo por CT € mais
frequente em mulheres mais jovens, o que pode ser explicado pela exposicao
da jungcdo escamocolunar da cérvice, favorecendo a infec¢des. No presente
estudo, observa-se uma maior frequéncia de CT nas pacientes cuja faixa etaria

encontra-se entre 17 e 36 anos (n=23/41).
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Num estudo realizado em Fortaleza por Eleutério et al. (2007), através
do método de Captura Hibrida para deteccdo de Chlamydia trachomatis em
servigco privado, detectou-se 6,08% de mulheres CT-positivas. A faixa etéria
mais incidente foi dos 26 aos 30 anos. As pacientes assintomaticas
representaram 6,2% dos casos e, pacientes com suspeita clinica, 5,7%. As
pacientes estudadas por Eleutério et al. (2007) foram as que procuraram O
servico privado de ginecologia por qualquer motivo, ja as pacientes do presente
estudo sdo mulheres com lesbes de colo de utero e alta prevaléncia de HPV,
além da necessidade de se destacar a alta sensibilidade da PCR para
deteccdo de CT frente a outros métodos.

Oliveira et al. (2008), em estudo com 70 mulheres (35 com les&o intra-
epitelial cervical e 35 normais), detectaram 58,6% de infeccdo por CT pelo
método de PCR real-time e 47,1% pelo método de Imunofluorescéncia direta.
Das 35 pacientes com lesdo intra-epitelial, a frequéncia de Chamydia
trachomatis foi de 80% (n = 28), frequéncia esta bem superior a do presente
estudo e outras apontadas na literatura (PASSOS, 2007).

Deluca et al. (2005), na Argentina, em um estudo através da técnica de
PCR para deteccao de CT e HPV com 189 mulheres sexualmente ativas entre
15 e 58 anos de idade, com alteracdo citolégica em uma regido com alta
incidéncia de céncer de colo do utero, observaram a prevaléncia de C.
trachomatis de 24,9%, e de infeccdo pelo HPV de 52,9%, dados que se
aproximam aos do presente trabalho em relagédo a frequéncia de CT, mas que
diferem em relacdo & HPV, onde foi detectado 97% deste virus nas pacientes

estudadas. Essa diferenca pode estar relacionada ao maior namero de
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mulheres participantes do presente estudo com lesdes do tipo NICIII e de todas
possuirem lesao cervical, cujo diagndstico foi definido histopatologicamente.

Um estudo na cidade de Porto Alegre com 1217 amostras de material do
colo de utero de mulheres assintomaticas e submetidas a exames
histopatologicos e de PCR detectou prevaléncia de 28,4% de HPV-positivas,
12,6% de CT-positivas e co-infecgdo por CT e HPV de 6,5%, com citologia
anormal significativa tanto em HPV-positivas quanto na co-infeccdo (IGANSI,
2005). Os dados de frequéncia de CT e co-infeccdo CT/HPV diferem dos do
presente estudo devido ao tipo de populagéo estudada por aquele, ou seja,
mulheres assintomaticas.

Segundo Finan et al. (2006), Giuliano et al. (2001) e Smitch et al. (2002),
infecgbes por C. trachomatis sdo mais prevalentes entre as mulheres HPV-
positivas, mulheres com multiplos parceiros sexuais, fumantes ou que tem
citologia anormal.

A presenca da Chlamydia trachomatis esta associada a alteracbes
citolégicas da endocérvice uterina e a historia de DST deve ser valorizada no
tratamento e no seguimento clinico (OLIVEIRA et al., 2008).

Provavelmente, pela sua modulagdo na imunidade do hospedeiro e
inflamacdes cronicas, a CT sugere um fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de colo de utero, além da infec¢do por CT ser um fator predisponente
para infeccdo do HPV ou vice-versa (OLIVEIRA et al., 2008). Desta forma, as
pacientes com a associacao do HPV com a CT provavelmente apresentam
maior risco de desenvolverem o cancer de colo de utero.

O presente estudo apresenta uma frequéncia de Chlamydia trachomatis

em pacientes HPV-positivas com lesfes pré-malignas ou malignas que se
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aproximam dos dados de outros estudos, principalmente daqueles realizados
em pacientes com lesées cervicais (PASSOS, 2007). E provavel que CT e HPV
sejam cofatores relacionados as doencas sexualmente transmissiveis e no
desenvolvimento do cancer (TAMIM et al., 2002; FILHO; REMUALDO, 2007).

Embora o presente estudo detecte a infeccdo por CT em pacientes HPV
positivas e com leséo cervical, este ndo determina a relagcdo causa-efeito entre
estes dois agentes nas pacientes estudadas. Porém, evidéncias
epidemioldgicas apontam fortemente para o papel do HPV e da CT na etiologia
da neoplasia intraepitelial cervical e subsequente desenvolvimento do cancer
de colo de utero, além dos danos resultantes da infec¢do provocada por cada
um destes agentes no organismo, considerados DST (TAMIM et al., 2002).

As DST sédo consideradas problemas de salde publica ha anos. As
informacBes relacionadas a sua frequéncia sdo de suma importancia,
principalmente por CT ainda ndo ser uma doenca de notificagdo compulséria
no Brasil. A qualificacdo de programas de controle e prevencdo de DST quanto
ao diagnostico de CT, programas de educagdo e atencdo primaria e
desenvolvimento e larga distribuicéo de vacinas podem contribuir para reducéo
deste grande problema de saude publica, bem como reducdo do
desenvolvimento de lesbes de colo de utero, conforme as fortes evidéncias que

associam esta bactéria como fator isolado ou cofator do HPV na neoplasia

cervical (BECKER, 2005; IGANSI, 2005; PASSQOS, 2007).
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7. CONCLUSAO

Detectou-se, através da técnica de PCR, 26,8% de Chlamydia
trachomatis em amostras de pacientes com lesbes cervicais pré-
malignas ou malignas atendidas na FCECON-AM, confirmando a

eficiéncia da técnica utilizada.

A frequéncia de co-infec¢ao C. trachomatis e HPV foi de 27,5% e
todas as pacientes CT-positivas eram também HPV-positivas.
Pacientes HPV-negativas ndo apresentaram infeccdo por

Chamydia trachomatis.

A faixa etéria das pacientes estudadas foi dos 17 aos 73 anos,
com predominancia de idade entre 27 a 36 anos (38%), seguida
de 37 aos 46 anos (29%). Das 41 pacientes com co-infec¢cao
Chlamydia trachomatis e HPV, a faixa etaria predominante foi dos

17 aos 36 anos (23/41).

O tipo de lesdo predominante foi neoplasia intra-epitelial cervical

I, frequente em 59% das pacientes com co-infecgéo.
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ANEXO A — PARECER DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0188.0.115.000-07,
intitulado: “Importincia do diagnéstico molecular no contexto das Doencas
Sexualmente Transmissiveis”, tendo como Pesquisadora Responsavel Cristina Maria
Borborema dos Santos.

Sala de Reunizo da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 05 de julho de 2007.
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