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RESUMO

Introducio: a cervicite por Chlamydia trachomatis é reconhecida como uma das doengas sexualmente transmissiveis (DST) de origem bacteriana
mais prevalentes no mundo e a infec¢do genital por Papilomavirus Humano (HPV) é uma das DST de origem viral mais frequentes. Objetivo: avaliar
a taxa de coinfecgdo de C. Trachomatis e HPV em mulheres com condiloma acuminado. Métedos: foram incluidas no estudo 30 mulheres com diag-
nostico clinico e histopatologico de condiloma acuminado em regido vulvar, vaginal ou perianal. As lesdes genitais foram excisadas e seccionadas em
duas metades, uma para exame histopatoldgico e outra para extragdo de DNA. A deteccdo do DNA de HPV nas amostras foi realizada empregando-se
a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com posterior genotipagem pela reagdo de PCR multiplex com primers especificos para diferen-
tes tipos virais. A pesquisa de C. trachomatis também foi realizada por PCR, empregando-se os primers PCT1 ¢ PCT2. Resultados: a positividade
de DNA-HPV nas amostras de condiloma acuminado foi de 100%, sendo detectados genotipos 6/11 em 33,3% das amostras, gendtipo 18 em 6,7%
e infeccdo por multiplos gendtipos em 56,7% das lesdes, e em apenas uma amostra (3,3%) o gendtipo ndo foi identificado. A positividade de C.
trachomatis no canal cervical das mulheres com condiloma acuminado foi de 33,3%. Conclusfo: a taxa de coinfecgdo de C. trachomatis e HPV, em
mulheres com condiloma acuminado, ¢ alta e a estratégia de rastreamento e tratamento da infec¢do clamidiana poderia ser incorporada na rotina gine-
coldgica desse grupo de pacientes.
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ABSTRACT

Introduction: Chlamydia trachomatis is worldwide recognized as one of the most prevalent sexually transmitted diseases (STD) of bacterial origin,
whereas genital Human Papillomavirus (HPV) infection is one of the most important STD caused by virus. Objective: evaluate the coinfection rate
of C. trachomatis and HPV in women with condyloma acuminata. Methods: thirty women were included in the study based on clinical and histopa-
thological diagnosis of condyloma acuminata in vulvar, vaginal or perianal region. The excised lesions were divided into two halves, one was submit-
ted to a histopathological exam and the other to DNA extraction. C. trachomatis was detected by PCR using CTP1 and CTP2 primers and the HPV
DNA was detected by PCR and subsequent typed by PCR with HPV specific primers. Results: the HPV DNA positivity was 100% in all samples.
HPV type 6/11 was found in 33.3% of the samples, type 18 in 6.7%, and we also found infection with multiple HPV types in 56.7% of HPV induced
lesions, and only one sample (3,3%) was not genotyped. The C. trachomatis positivity in cervical secretions of women with condyloma acuminata
was 33.3%. Conclusion: the coinfection rate of C. trachomatis and HPV in women with condyloma acuminata is high and the screen and treat strate-

gy for chlamydial infection should be incorporated to gynecology routine care in these patients.
Keywords: human papillomavirus, Chlamydia trachomatis, condyloma acuminata, STD

INTRODUCAO

A infec¢do clamidiana ¢ reconhecida como uma das mais
frequentes doencgas sexualmente transmissiveis (DST) de origem
bacteriana no mundo e de acordo com a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) 90 milhdes de casos novos ocorrem a cada ano'. A
prevaléncia de Chlamydia trachomatis, dependendo da populagao
estudada, varia de 2,4%? a 37,4%? ¢ apresenta-se assintomatica
em até 76% das mulheres infectadas*.

Devido a caracteristica silenciosa dessa infec¢do, podem
ocorrer diversas complicagdes sendo a doenca inflamatdria pél-
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vica a mais importante, podendo resultar em gravidez ectopica,
infertilidade e dor pélvica cronica’. Ha algumas evidéncias de
que a C. trachomatis possa contribuir para outras complicagdes
obstétricas, incluindo parto prematuro e rotura prematura de
membranas®, além de consequéncias perinatais como mortalida-
de, pneumonia neonatal’e conjuntivite®, como possiveis resulta-
dos de transmissdo vertical.

Mulheres portadoras de alguma DST apresentam risco aumen-
tado de adquirir infec¢do clamidiana’. Em estudo recente, cerca de
50% das mulheres HIV positivas avaliadas apresentaram infecgio
por C. trachomatis'. Nesse mesmo sentido, ja foi relatado que
mulheres soropositivas para Herpes simplex virus apresentaram
maior taxa de soropositividade para C. trachomatis"'. Esses dados
sugerem que fatores comportamentais e sexuais podem potencial-
mente contribuir para a aquisi¢do dessas infecgdes.

As infecgdes cervicais por Neisseria gonorrhoeae apresentam
caracteristicas comuns a infec¢do clamidiana, podendo provocar
cervicite e até mesmo sérias complicagdes gestacionais. Embora
a prevaléncia de N. gonorrhoeae tenha reduzido nos ltimos anos, a
infecgdo por esse agente ¢ um fator de risco para a presenga de C.
trachomatis. Em pacientes com gonorreia a prevaléncia de infec-
¢do clamidiana ¢ extremamente alta, atingindo cerca de 70%'2.

As infecgdes genitais e perianais pelo papilomavirus huma-
no (HPV) sio as mais frequentemente diagnosticadas entre as
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DST de origem viral, acometendo cerca de 30% da populagdo
sexualmente ativa, prevaléncia esta que atinge 65% de acordo
com a populag¢do e o método diagnostico empregado'>!*. Varios
trabalhos tém sugerido que HPV e C. trachomatis tém papel cen-
tral no desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais'®,
possivelmente pela modulagdo da imunidade do hospedeiro e/ou
presenca de inflamagdo cronica.

No estado de Sdo Paulo, as verrugas anogenitais passaram a
ser a segunda causa mais importante das DST diagnosticadas nos
ambulatorios especializados!®. Pacientes com condiloma acumi-
nado t€ém maior chance de serem portadores de outras DST, que
devem ser investigadas. Assim, considerando a via de transmis-
sdo da C. trachomatis ¢ do HPV e a maioria das pacientes com
cervicite por C. trachomatis ser assintomatica, as mulheres com
condiloma acuminado poderiam ser beneficiadas, em relagdo ao
diagnostico de C. trachomatis, na busca ativa dessa infecgao.

OBJETIVO

Avaliar a taxa de coinfec¢do de Chlamydia trachomatis e
HPV em mulheres com condiloma acuminado.

METODOS

Foi realizado estudo prospectivo incluindo 30 mulheres com
diagnostico clinico e histopatoldgico de condiloma acuminado
em regides vulvar, vaginal ou perianal, atendidas no Centro de
Testagem e Aconselhamento (CTA) do Centro de Satde Escola
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, no ano de 2007.

As mulheres que realizaram tratamento de infecg¢des do trato
genital inferior ou qualquer outra infec¢do, no periodo inferior
a 60 dias ou que fizeram uso de antibidticos e as pacientes com
menos de 72 horas de abstinéncia sexual, no momento do exame,
foram orientadas quanto as condi¢des ideais de exame ¢ nova
consulta foi realizada.

As pacientes incluidas no estudo foram previamente infor-
madas quanto a finalidade da pesquisa, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e responderam ao quastionario
para obten¢do de dados sdcio-demograficos. O projeto de pesqui-
sa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo 19/2007).

Coleta de material para pesquisa de
C. trachomatis e HPV

Durante o exame especular, empregando-se o espéculo
bivalvo de Collins esterilizado e isento de qualquer lubrificante,
foi realizado raspado endocervical com cytobrush para pesquisa
de C. trachomatis. O material endocervical foi realizado em tubo
Falcon de 15 mL com 1000 pL da solug¢do de Tris-HCI 50mM
pH 8,5/ EDTA 1mM pH 8,0 (TE) e armazenado a -20°C até o
momento do processamento.

As lesdes clinicamente sugestivas de doenga HPV induzida
foram submetidas a bidpsia para confirmagio histopatologica,
selecionando-se a lesdo de maior representatividade clinica.
Apds antissepsia do local e anestesia infiltrativa na base da lesao
selecionada usando lidocaina a 2% foi realizada ressec¢do pela
base com lamina de bisturi nimero 15; compressdo da ferida
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com gaze cirirgica por alguns minutos e, quando necessario,
foi realizada a sutura da pele e/ou mucosa sangrante com fio de
mononylon numero 4.0.

A lesdo excisada foi seccionada em duas metades, uma acon-
dicionada em frasco contendo formol a 10%, que foi processada
para analise histopatoldgica, e outra em tubo tipo eppendorf
de 1,5 mL com 500 pL da solugdo de Tris-HCI 50mM pH 8,5 /
EDTA 1mM pH 8,0 / Tween 20 0,5% (TET), e armazenada a -
20°C até o momento do processamento.

Analise histopatoldgica das lesdes genitais

Seccdes das lesdes genitais clinicamente sugestivas de doen-
¢a HPV induzidas foram desidratadas em alcool, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Os blocos obtidos foram secciona-
dos em micrétomo comum, obtendo-se cortes com cerca de Sum
de espessura que foram montados em laminas de vidro. As 1ami-
nas foram coradas pelo método classico de hematoxilina e eosina
(HE). Nas lesdes verrucosas, os critérios morfologicos avaliados
foram: presenca de acantose e papilomatose, presenga de coilo-
citos e células binucleadas, hiperparaceratose e¢ paraceratose nas
camadas superficiais.

Pesquisa de C. trachomatis e HPV

A presenga de C. trachomatis na endocérvice foi avaliada
pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Para o
HPV, foram empregadas as técnicas de PCR e tipagem por PCR
multiplex.

Inicialmente foi realizada a extragdo do DNA das amos-
tras coletadas seguindo o protocolo descrito previamente!”.
Resumidamente, as amostras foram digeridas enzimaticamente
com proteinase K em condi¢des que favorecem a lise celular e
a liberacdo de acidos nucleicos em solugdo. A seguir, o DNA
obtido foi submetido a purifica¢do organica com CTAB (cetyltri-
methylammonium bromide) para eliminagdo de restos celulares
e contaminantes que podem inibir sua amplificagdo pela PCR.
Posteriormente, o DNA foi precipitado em etanol e ressuspenso
em tampdo TE para posterior utiliza¢do.

Para as reagdes de PCR foram preparados todos os mas-
ter mixes em volume final de 25 pL, composto por 2,5 pL de
PCR Buffer 10x (Invitrogen); 2uL de MgClzl 0,5 uL DNTP mix
20 mM; 0,25 pL de Tag DNA Polimerase (Platinum, Invitrogen);
1,25 pL de cada primer na concentragdo de 10 uM; 15,25 pL de
agua Milli-Q autoclavada (Milli Q Plus, Milipore) e 2 uL de cada
amostra pesquisada. As incubag¢des foram realizadas em termoci-
clador Eppendorf Mastercycle Personal.

Para pesquisa de C. trachomatis foram utilizados os primers
PCT1 e PCT2'8, empregando-se os pardmetros de 95°C durante
5 minutos e ciclagem de 95°C por 1 minuto para desnaturagio,
55°C durante 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por
1 minuto e 30 segundos para extensdo, seguido de mais 39 ciclos
idénticos ao descrito, e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Em
todas as reagdes realizadas foi utilizado controle negativo, através
da substitui¢do do acido nucleico por agua Milli-Q autoclavada e
controle positivo contendo DNA extraido de células McCoy infec-
tadas por C. trachomatis.

Para pesquisa de HPV foram utilizados os primers GP5+ e
GP6+" empregando-se os parametros de 95°C durante 5 minu-
tos e ciclagem de 95°C durante 45 segundos para desnaturac@o,
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47,7°C durante 45 segundos para anelamento dos primers e 72°C
durante 1 minuto para polimerizagdo, seguido de mais 44 ciclos
idénticos ao descrito. Finalizando, a temperatura de extensdo
final foi de 72°C por 7 minutos e resfriamento a 4°C. Em todas
as reagoes realizadas foi utilizado controle negativo, através da
substitui¢do do acido nucleico por agua Milli-Q e controle positi-
vo contendo DNA de HPV extraido de células HeLa.

A extragdo do DNA das amostras estudadas foi verificada
pela amplificagdo do gene constitutivo da B-globina. Os produtos
de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
(Invitrogen) preparada em tampdo tris-acido bdrico-EDTA (TBE)
1X e corada com brometo de etidio (Gibco BRL). O tamanho dos
produtos amplificados foram comparados com o padrdo de 50
pb e 100 pb (GE Healthcare) e visualizados sob transiluminago
ultravioleta.

Tipagem de HPV

Para a determinac@o dos tipos virais presentes nas amostras
que apresentaram positividade para DNA de HPV foi empregada
a técnica de PCR multiplex. Foram utilizados primers especificos
para os tipos 6/11, 16, 18%°. As reagdes foram realizadas em tubos
para PCR de 0,2 mL em volumes totais de 20 pL, contendo 0,6
pL de cada primer na concentragdo de 10 uM, 10 pL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega), 4,4 uL de agua Milli-Q autoclava-
da e 2 pL da amostra de DNA. Os parametros utilizados foram
94°C durante 5 minutos e ciclagem de 94°C durante 1 minuto para
desnaturagdo, 53,5°C durante 30 segundos para anelamento dos
primers ¢ 72°C durante 1 minuto para polimerizagdo, seguido de
mais 37 ciclos idénticos ao descrito. Finalizando, a temperatura de
extensdo final foi de 72°C por 7 minutos e resfriamento a 4°C.

Também foi realizada a pesquisa de HPV33 através de PCR
primer-especifico®. Em cada rea¢do foram utilizados 0,6 pL de
cada primer na concentragdo de 10 uM, 10 pL de GoTaq® Green
Master Mix (Promega), 5,6 uL de agua Milli-Q autoclavada e 2 pL
da amostra de DNA. Os parametros utilizados foram 94°C durante
4 minutos e ciclagem de 94°C durante 1 minuto para desnaturagéo,
45°C durante 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C duran-
te 1 minuto para polimerizag@o, seguido de mais 37 ciclos idénti-
cos ao descrito. Finalizando, a temperatura de extensao final foi de
72°C por 7 minutos e resfriamento a 4°C.

Em todas as reacdes realizadas foi utilizado controle negati-
vo, através da substitui¢do do 4cido nucleico por dgua Milli-Q,
e controle positivo contendo clones de DNA de HPV especificos
para cada um dos genotipos virais estudados.

Analise estatistica

Os dados referentes ao estado civil, etnia, habito de fumar e
uso de anticoncepcional oral foram submetidos ao teste exato de
Fisher para analise de associa¢do com infecc¢do por C. trachoma-
tis. O nivel de significancia adotado para o teste empregado foi
de 5%.

RESULTADOS

As varidveis socio-demograficas das pacientes incluidas no
estudo estdo apresentadas na Tabela 1. Em relacdo a idade, a
mediana foi de 21 anos (15-42).

Todos os produtos de exérese ou shaving das lesdes genitais
clinicamente sugestivas de infec¢do por HPV submetidas a anali-
se histopatoldgica foram diagnosticados como condiloma acumi-
nado (Figura 1).

A positividade para DNA de HPV nas amostras de condi-
loma acuminado foi de 100,0%. O gendtipo viral identificado
com maior frequéncia foi o 6/11, representando 33,3% do total
das amostras, seguido pelo genétipo 18 que representou 6,7% das
amostras analisadas. As lesdes HPV induzidas apresentaram
expressiva porcentagem de infec¢do por mais de um genétipo de
HPV, denominada infec¢do mista (56,7%) (Figura 2). Em apenas
uma amostra (3,3%) o genoétipo viral ndo foi identificado. Do
total de pacientes incluidas no estudo 33,3% apresentaram positi-
vidade para DNA de C. trachomatis na secregdo cervical.

DISCUSSAO

Foram incluidas neste estudo todas as pacientes com verru-
gas genitais atendidas no Centro de Testagem e Aconselhamento
(CTA) do Centro de Saude Escola da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP, no ano de 2007 ¢ a mediana da idade das
pacientes foi de 2lanos (15-42), 80,0% eram brancas e 76,7%
estavam solteiras no momento da inclusdo no estudo. Em relagéo
a essas caracteristicas, a literatura mostra que cerca de 25% das

Tabela 1. Variaveis socio-demograficas das pacientes incluidas no estudo.

Positividade de Chlamydia trachomatis (n=10)

Variaveis

Estado civil

Solteira (n=23)

Unido estavel (n=7)
Etnia

Branca (n=24)

Nao branca (n=6)
Anticoncepcional Oral (12/25%)
Tabagismo (8/24%)

N (%) p*

8 (34,8) 1,000
2(28,6)

7(29,2) 0,372
3(50,0)

7(58,3) 0,111
3(37,5) 1,000

* Teste exato de Fisher
# Total de pacientes avaliadas para essa variavel
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Figura 1. A. Fotomicrografia do corte histoldgico de lesdo genital HPV induzida, evidenciando hipergranulose e paraceratose. HE. 200X.
B. Fotomicrografia do corte histoldgico de lesdo genital HPV induzida, evidenciando coilécitos. HE. 400X.

mulheres com verrugas genitais clinicas apresentam menos de 30
anos de idade?®, suportando os achados de condiloma acuminado
em mulheres mais jovens®..

Nesse estudo ndo foi encontrada relagdo entre a presenca de
infecgdo clamidiana e/ou presenga de DNA-HPV e estado civil
das mulheres estudadas. Essa relagdo também nao foi descrita por
outros relatos da literatura*!>. Quanto a etnia, Blas ef al.® encon-
traram infec¢do clamidiana mais comumente em mulheres ndo-
brancas, associac¢do esta que ndo foi verificada em nosso estudo,
tendo em vista a predominancia de mulheres brancas.

Em relag@o a outros fatores socio-demograficos, 33,3%
das mulheres incluidas no estudo referiram o hébito de fumar e
48,0% das pacientes faziam uso de contraceptivos orais. O taba-
gismo ¢é fator de risco para a infecgdo clamidiana', e segundo
trabalhos descritos, o habito de fumar também ¢ um dos princi-
pais fatores associados a presenca do condiloma acuminado,?!
aumentando o risco de recidiva das lesdes HPV induzidas ou a
progressdo dessas lesdes devido a persisténcia da atividade viral.

Achados da literatura sugerem que o uso de contraceptivos
orais nio estd relacionado a presenga de C. trachomatis®. Por

Porcentagem
R
N,

6/11e18 6/11,16e 18 6/11,18 e 33

S |

18a33

Figura 2. Prevaléncia de infeccdo mista de HPV nas lesdes genitais HPV induzidas incluidas no estudo.
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outro lado, mulheres que fizeram uso de contraceptivo de emer-
géncia possuem altos niveis de progesterona, o que aumenta 2,5
vezes o risco de infec¢do clamidiana'. Além disso, o uso de
anticoncepcionais orais estd relacionado com a presenca de con-
diloma acuminado?!, e atuaria conjuntamente com outros fatores
como alteragdes genéticas e alguns tipos de HPV, na transfor-
macgdo de células e nas progressdes das lesdes intraepiteliais
cervicais.?>.

No presente estudo, o DNA-HPV foi detectado em todas
as amostras de condiloma acuminado. Quanto ao genotipo
viral envolvido nessas lesdes, a literatura descreve que verru-
gas genitais sdo as lesdes HPV induzidas mais comuns e que
estdo associadas aos HPV de baixo risco oncogénico, como
os genotipos 6 e 113, os quais foram identificados com maior
frequéncia neste estudo, representando 86,7% do total dos
genotipos caracterizados, incluindo as infec¢des mistas. Sun et
al.?®, estudando bidpsias de pacientes com condiloma acumi-
nado, detectaram genétipos 6 e/ou 11 em 92,2% das amostras.
Entretanto, 63,4% das amostras apresentaram o gendtipo viral
18, isoladamente ou concomitante a outro gendtipo. Embora
poucos trabalhos da literatura demonstrem a genotipagem de
HPV em amostras de condiloma acuminado, nossos resultados
enfatizam que esse grupo de pacientes pode estar em risco de
apresentar carcinoma cervical, como sugerido anteriormente®.

A infeccdo por mais de um tipo de HPV na mesma amostra
foi de 56,7%. Em lesdes precursoras do cancer cervical a inci-
déncia de infecgdo mista é cerca de 49%?2. Entretanto, ainda nio
¢ conhecido se a interagdo de genodtipos diferentes de HPV pode
servir como preditora para severidade da doenca. Nesse sentido,
Gargiulo et al.*® avaliaram, retrospectivamente, a extensdo da
infec¢do simples ou multipla de HPV entre mulheres com citolo-
gia anormal. Segundo esses autores, os resultados indicam que a
deteccdo de infecgdo por multiplos tipos de HPV ndo ¢ preditor
de cancer cervical em relagdo a infecg¢@o por tipo viral Unico e
que a relevancia dessa intera¢do no progresso da doenga ainda é
desconhecida.

A positividade de C. trachomatis nesse estudo foi de 33,3%
e ¢ superior a prevaléncia da maioria dos estudos realizados>*3.
Lee et al .’ encontraram prevaléncia semelhante, porém em mulhe-
res com ectopia cervical, e os autores sugerem que o rastreamen-
to oportuno para C. trachomatis deveria ser realizado a fim de
reduzir a prevaléncia dessa infec¢@o e as suas sequelas. Muitos
estudos na literatura tém mostrado a prevaléncia de diversas DST
concomitantes®!??%, porém poucos avaliaram a associagdo entre
condiloma e C. trachomatis, ¢ essa relacdo ainda néo foi encon-
trada?’. Ha de se ressaltar que as complica¢des decorrentes da
cervicite por C. trachomatis sdo severas e que na grande maioria
das mulheres a presen¢a de sinais e sintomas ¢ rara. Assim, a
busca ativa das infecgdes do trato genital inferior, quando pos-
sivel, ¢ sempre desejavel, assim como o tratamento etioldgico
dessas infeccdes.

CONCLUSAO

A prevaléncia de infec¢do clamidiana em mulheres com
condiloma acuminado ¢ alta e a estratégia de rastreamento e tra-
tamento da infec¢do clamidiana poderia ser incorporada na rotina
ginecologica desse grupo de pacientes.
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