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RESUMO 

 

 

O Papilomavírus Humano (HPV) é um agente sexualmente transmissível que se destaca por 

infectar o trato anogenital, e devido à sua associação etiológica com uma grande variedade de 

carcinomas, encontra-se entre as mais importantes infecções sexualmente transmissíveis (IST) 

da atualidade. Acredita-se que a presença do vírus da imunodeficiência humana (HIV) e da 

Chlamydia trachomatis parecem favorecer a infectividade viral, proporcionando o surgimento 

de lesões que podem levar ao câncer. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar 

os genótipos do HPV presentes em amostras cervicais e anais, correlacionando com a infecção 

por Chlamydia trachomatis. Realizou-se um estudo incluindo 73 mulheres com idade entre 17 

e 65 anos, atendidas no Hospital das Clínicas de Pernambuco (HC/UFPE) entre novembro de 

2010 e fevereiro de 2013. As amostras foram obtidas e a extração do DNA foi realizada através 

de kits específicos. Posteriormente, os genótipos do HPV foram determinados pelo 

PapilloCheck® (GreinerBio-One) e a identificação da Chlamydia trachomatis por PCR em 

Tempo-Real. A prevalência do HPV no canal anal foi de 83,6%, estando associado com história 

de intercurso anal (p=0.0295) e infecção por HIV (p=0.0104). Infecção múltipla por HPV foi 

observada em 50,8% das pacientes, sendo o HPV44 o mais comum. Nos grupos HIV-positivo 

e HIV-negativo, o genótipo de alto risco mais frequente foi o HPV16, enquanto que HPV44 e 

o HPV43 foram os genótipos de baixo risco mais encontrados, respectivamente. A taxa de 

concordância entre os genótipos de HPV cervical e anal chegou a 52%. Apenas um paciente 

apresentou infecção por Chlamydia trachomatis em canal anal. Os resultados sugerem que o 

canal anal pode ter participação na infecção cervical funcionando como reservatório do vírus. 

Desta forma, o rastreamento dessas pacientes no serviço público de saúde pode favorecer um 

diagnóstico precoce, auxiliando os médicos no acompanhamento e prevenindo a evolução da 

infecção, principalmente em pacientes HIV-positivas. 

Palavras chave: Papilomavírus humano; Vírus da imunodeficiência humana; Chlamydia 

trachomatis; Infecções do trato anogenital. 
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ABSTRACT 

 

 

The Human Papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted agent that stands out to infect the 

anogenital tract, and because of its etiology with a wide variety of carcinomas association is 

among the most important sexually transmitted infections (STI) today. It is believed that the 

presence of the human immunodeficiency virus (HIV), Chlamydia trachomatis and seem to 

favor viral infectivity, giving the appearance of lesions that may lead to cancer. Thus, the 

present study aimed to evaluate the genotypes of HPV in cervical and anal specimens, 

correlating with Chlamydia trachomatis. We conducted a study including 73 women aged 17 

to 65 years, the Hospital das Clinicas de Pernambuco (HC/UFPE) between November 2010 and 

February 2013. The samples were obtained and DNA extraction was performed using specific 

kits. Subsequently, HPV genotypes were determined by PapilloCheck® (GreinerBio-One) and 

identification of Chlamydia trachomatis by PCR in Real-Time. The prevalence of HPV in the 

anal canal was 83.6% which is associated with a history of anal intercourse (p=0.0295) and 

HIV infection (p=0.0104). Multiple HPV infection was observed in 50.8% of patients, the most 

common HPV44. In HIV-positive and HIV - negative groups, the most frequent genotype high- 

risk HPV16 was the, HPV44 and HPV43 while genotypes were found more low risk, 

respectively. The concordance rate between the genotypes of HPV cervical and anal reached 

52%. Only one patient had Chlamydia trachomatis infection in the anal canal. The results 

suggest that the anal canal may be involved in cervical infection functioning as a reservoir of 

virus. Thus monitoring these patients in the public health service can facilitate early diagnosis, 

assisting physicians in monitoring and preventing the progression of the infection, especially in 

HIV-positive patients. 

Keywords: Human papillomavirus; Human immunodeficiency virus; Chlamydia trachomatis; 

Genital tract infections. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

As infecções anogenitais ocasionadas pelo Papilomavírus humano (HPV) constituem 

um problema de saúde pública devido a sua elevada frequência mundial, sendo este o patógeno 

mais comumente transmitido por contato sexual (STANLEY, 2010) e associado ao câncer, o 

que gera implicações clínicas de alto impacto psicológico nos indivíduos acometidos 

(BASEMAN; KOUTSKY, 2005). 

O comportamento sexual pode ser um fator determinante para a exposição e a 

probabilidade de infecção pelo HPV. Desta forma, um dos principais fatores de risco para o 

desencadeamento da infecção é o elevado número de parceiros sexuais, principalmente em 

indivíduos menores que 25 anos de idade (ROUSSEAU et al., 2003), devido à ausência de 

imunidade adquirida oriunda de infecções anteriores, além da imaturidade biológica do colo 

uterino (BOSCH, 2003). No entanto, a infecção pelo HPV, bem como a presença de múltiplas 

infecções, também têm sido altamente prevalentes em mulheres infectadas pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (LEVI et al., 2004; STRICKLER et al., 2005). 

O câncer cervical e suas lesões precursoras são as manifestações ginecológicas mais 

importantes em mulheres infectadas pelo HIV, que têm cinco vezes mais chance de apresentar 

tais manifestações clínicas (STRICKLER et al., 2005). Pouco são os relatos sobre a 

epidemiologia do HPV anal em mulheres imunocompetentes e não há estimativas globais de 

infecção pelo HPV anal (HERNANDEZ et al., 2013). 

 Dessa forma, a determinação de genótipos de HPV por biologia molecular torna-se 

importante no rastreio populacional, possibilitando o monitoramento do risco para a progressão 

de carcinomas, o auxílio junto a elaboração de medidas preventivas e a avaliação da eficácia da 

vacina. Estudos acerca de conhecimentos, atitudes e práticas com relação aos aspectos 

comportamentais de sexualidade e infecções sexualmente transmissíveis (ISTs) são necessários 

para a condução de ações de saúde. Sendo assim, esses dados podem ser utilizados como base 

para identificar não somente a prevalência da infecção pelo HPV e de seus genótipos na cérvice 

e no canal anal na população de mulheres soropositivas e soronegativas para o HIV, mas 

também identificar os fatores de risco mais relevantes neste público alvo. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1.1 INFECÇÕES SEXUALMENTE TRANSMISSÍVEIS 

 

 

 A nível mundial, as ISTs são consideradas um dos problemas de saúde pública mais 

comuns, e apesar de sua real dimensão ser desconhecida, estima-se que nos países em 

desenvolvimento constituem uma das cinco causas mais frequentes de busca por serviços de 

saúde. Em 1990, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou a sua primeira estimativa 

da incidência global de ISTs curáveis (gonorréia, clamídia, sífilis e tricomoníase), com base em 

pareceres emitidos por especialistas (OMS, 2005).  

No ano de 1999, estimou-se um total de 340 milhões de novos casos de ISTs por ano 

em todo o mundo, na faixa etária de 15 a 49 anos, sendo 10 a 12 milhões para o Brasil (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION [WHO], 2005). Ao passo que, em 2008, a estimativa foi de 499 

milhões de novos casos (WHO, 2008). A repercussão das sequelas em ambos os sexos; sua 

relação com o aumento da morbidade e da mortalidade materna e infantil; seu papel facilitador 

na transmissão sexual do HIV e do câncer anogenital estão bem descritos, o que evidencia a 

relevância dessas enfermidades como fator de risco importante (FRANCO; HARPER, 2005; 

GIANNINI et al., 2006; OMS, 2005).  

Nos EUA, estimam-se mais de 19,7 milhões de novos casos de ISTs a cada ano, sendo 

a infecção por HPV a de maior prevalência, correspondendo a 14,1 milhões de casos. 

Chlamydia trachomatis é a segunda mais prevalente. Isso mostra que os jovens de faixa etária 

entre 15 e 24 anos são os mais afetados, constituindo cerca de 50% desses novos casos, o que 

faz o sistema de saúde americano custear aproximadamente $16 bilhões com esses casos (CDC, 

2013). Para o Brasil, as estimativas da OMS de novos casos de ISTs na população sexualmente 

ativa, a cada ano, são: sífilis: 937.000; gonorrréia: 1.541.800; clamídia: 1.967.200; HSV-2: 

640.900; HPV: 685.400 (Figura 1) (BRASIL, 2014). 
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Figura 1 - Número estimado de novas infecções sexualmente transmissíveis nos EUA 

 

Fonte: CDC, 2013 

 

 

1.1.1 Papilomavírus humano 

 

 

1.1.1.1 Biologia viral 

 

 

 A família Papillomaviridae contém 29 gêneros formados por 189 espécies de 

papillomavirus isolados de humanos (120 tipos) (BERNARD et al., 2010). Desses, 40 infectam 

o trato genital feminino (GARCÍA-ESPINOSA et al., 2009) e são categorizados quanto ao 

tropismo em vírus: epiteliotrópicos e mucosotrópicos, que afetam a pele e as mucosas, 

respectivamente, podendo vir a induzir, no sítio infeccioso de seu hospedeiro, várias lesões 

proliferativas (BERNARD; CALLEJA-MACIAS; DUN, 2006; DE VILLIERS et al., 2004). Os 

genótipos de HPV que têm afinidade por mucosa são divididos em alto risco e baixo risco com 
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base em sua associação com a malignidade cervical (WHO-ICO, 2010). Os genótipos de alto 

risco causam carcinoma cervical, uma das principais causas de morte por câncer no mundo, 

tendo sido implicados também em cânceres vulvares, vaginais, penianos e anais 

(VELDHUIJZEN et al., 2010; WHO-ICO, 2010). Já os genótipos de baixo risco estão 

associados a verrugas genitais, que impactam negativamente na qualidade de vida e no 

funcionamento psicossocial da população atingida (PIROTTA et al., 2009; WOODHALL et 

al., 2008). 

O HPV é um vírus não envelopado, possui simetria icosaédrica e o seu genoma é 

composto por DNA dupla fita, circular, com comprimento de 7.900 pb (BRAVO et al., 2010). 

O material genético está envolvido por uma estrutura denominada capsídeo viral com diâmetro 

entre 50 nm e 60 nm, com 72 capsômeros, formados por duas proteínas estruturais (L1 e L2) 

(Figura 2A e B) (MODIS; TRUS; HARRISON, 2002). 

 

 

Figura 2 - (A) Estrutura do HPV16; (B) Organização esquemática do genoma do HPV16 

 

Fonte: Adaptado de Villa, 1997 

 

 

 O genoma do HPV divide-se em três regiões: duas regiões codificadoras, denominadas 

ORFs, as quais se encontram em uma mesma fita de DNA e que expressam 8 proteínas virais. 

Os genes de expressão tardia (Late – L): L1 (tamanho: cerca de 55 kD) que correspondem a 

80% da proteína total viral e é gênero-específica (CHEN et al., 2000) e L2 (tamanho: cerca de 

70 kD) responsáveis pela codificação das proteínas que constituem o capsídeo viral. Os genes 

de expressão precoce (Early – E): E1, E2, E4, E5, E6 e E7 são responsáveis pela codificação 

de proteínas envolvidas nos processos iniciais de replicação, no controle da transcrição e na 

A B 
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transformação viral (Tabela 1) (ESQUENAZI et al., 2010). Ainda apresenta uma região não 

codificante denominada LCR ou NCR, composta por uma ORF com tamanho entre 400 pb e 

1000 pb, localizada entre as regiões L1 e E6, aonde estão dispostos a maioria dos promotores 

de transcrição (BURD, 2003; KISSELJOV, 2000; SILVA; AMARAL; CRUZ, 2003). 

 

 

Tabela 1 – Proteínas de expressão precoce do HPV e suas principais funções no mecanismo viral 

 

Proteínas 

Precoces 

Funções 

 

E1 
Atividade de DNA helicase, ligação de ATP DNA dependente, atividade de ATPase. Papel na 

replicação e na repressão da replicação. 

E2 
Regulador da transcrição e replicação viral, controle da região de expressão precoce, necessária 

para replicação viral eficiente junto com E1. 

E4 
Expresso primariamente em epitélio em diferenciação, associado ao citoesqueleto de queratina de 

células epiteliais em cultura. Papel na liberação de vírus. 

E5 
Atividade de transformação em HPV16 in vitro. Possivelmente estimula o início da proliferação 

celular in vivo, mas pode ter um papel na iniciação da carcinogênese. 

E6 

Papel no processo de transformação junto com E7. Propriedades de ativação transcripcional. E6 

dos HPVs de alto risco inativa p53 através de degradação rápida através da via da ubiquitina18. 

Junto com E7 propicia um ambiente celular para a replicação viral. 

E7 

Induz síntese de DNA em células em repouso. E7 se liga à forma hipofosforilada da proteína do 

retinoblastoma (pRb), resultando em sua inativação funcional permitindo progressão funcional 

para a fase S do ciclo celular. Proteína E7 dos tipos de baixo risco (HPV 6 e 11) se liga menos 

eficientemente do que a proteína E7 dos tipo de alto risco (HPV 16 e 18). 

Fonte: Adaptado de Sanclemente; Gill, 2002. 

 

 

1.1.1.2 Ciclo da infecção viral 

 

 

 O HPV mucosotrópico tem como alvo as células epiteliais basais superficiais da mucosa 

cervical, sendo altamente infeccioso (VELDHUIJZEN et al., 2010). A internalização do vírus 

é uma etapa lenta e que pode durar horas (CULP; CHRISTENSEN, 2004; DAY et al., 2003; 

SELINKA; GIROGLOU; SAPP, 2002). Para o HPV16 e o HPV58, este processo acontece 

devido a endocitose mediada por clatrinas, diferindo do HPV31 o qual é interiorizado através 

de uma membrana caveolar (BOUSARGHIN et al., 2003). Ao se internalizar, as partículas 
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virais são desmembradas, acompanhada da passagem do DNA viral para o núcleo celular. 

Acredita-se que essa transferência de material genético possa ser promovida pelo gene L2 

(DAY et al., 2004). A partir de então, o genoma viral comporta-se como um epissomo estável, 

ainda não integrado ao material genético da célula. Acredita-se que nessa fase, há expressão de 

proteínas: E1 e E2 (DOORBAR, 2005; WILSON et al., 2002a) que promoverão a segregação 

dos genomas na fase de divisão celular (MCPHILLIPS et al., 2005; YOU et al., 2004), e a 

replicação do DNA viral juntamente com o humano, na fase S do ciclo celular (Figura 3) (YOU 

et al., 2004). 

 

 

Figura 3 - Desenho esquemático do ciclo replicativo do HPV a partir do tecido infectado 

 

Fonte: Adaptado de Frazer, 2004 

 

 

 O câncer cervical progride a partir de lesões pré-malignas não invasivas, denominadas 

neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ou lesões intraepiteliais escamosas (squamous 

intraepithelial lesions – SIL). Elas são classificadas histologicamente com base nas atipias das 

células epiteliais: NIC I corresponde a uma displasia branda; NIC II à displasia moderada e NIC 

III à displasia severa, sendo esta precursora do carcinoma in situ. NIC I é também classificada 

citologicamente como lesão intraepitelial escamosa de baixo grau (low-grade SIL – LSIL) e 
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NIC II/III como lesão intraepitelial escamosa de alto grau (high-grade SIL– HSIL) 

(BASEMAN; KOUTSKY, 2005) (Figura 4). Acreditava-se, até então, que o câncer cervical 

sempre progredia a partir de lesões cervicais de baixo grau para moderado e, posteriormente, 

para alto grau. As descobertas da história natural da infecção pelo HPV levaram ao 

questionamento sobre os estágios pré-cancerosos progressivos contínuos, concluindo que 

lesões de baixo e alto-grau são processos distintos de uma infecção. LSIL parece ser uma 

manifestação transitória da infecção viral produtiva, onde o epitélio infectado passa pela 

diferenciação e maturação, exibindo anormalidades celulares. HSIL, precursor do câncer 

cervical, ocorre quando a infecção pelo HPV impede a diferenciação de células epiteliais, 

levando à replicação celular continua e ao acúmulo de anormalidades genéticas, o que levam 

ao surgimento das células cancerosas. Dessa forma, LSIL pode se estabelecer antes, ao mesmo 

tempo, ou na ausência de HSIL (MOSCICKI et al., 2006). 

 

 

Figura 4 - Desenho esquemático da progressão das lesões no colo do útero, evidenciando a inserção do DNA 

viral ao genoma humano 

 

  

Fonte: Adaptado de Woodman et al., 2007 
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1.1.1.3 Infectologia cervical 

 

 

 A população infectada por HPV corresponde de 15%-20% das ISTs, com taxas de 

transmissão maiores que qualquer outra IST de etiologia viral. A incidência anual de todos os 

tipos de infecção genital ocasionada pelo HPV é estimada em 5,5 milhões nos EUA e acredita-

se que 75% dos adultos sexualmente ativos se tornarão infectados com HPV alguma vez na 

vida (VELDHUIJZEN et al., 2010). A prevalência do HPV é estimada entre 1,6%-41,9% entre 

mulheres (BRUNI et al., 2010) e de 1,0%-95,0% entre os homens (SMITH et al., 2011), 

variando com a idade e o comportamento sexual (LISSOUBA et al., 2013). Levando-se em 

consideração a idade, a prevalência da infecção pelo HPV é maior entre mulheres jovens e 

parece decair com o aumento da idade (SCHIFFMAN, 1992). Na observação de vários estudos 

internacionais, a prevalência mediana de HPV oncogênico entre todas as mulheres avaliadas 

foi de 15,1%, enquanto que entre as mulheres de 30 anos ou mais foi de 9,2% (BOSCH; DE 

SANJOSÉ, 2003). 

 A prevalência mundial de câncer cervical em 2008 correspondeu à 9% dos casos de 

câncer feminino, sendo a terceira causa de câncer em mulheres, com mais de 529.000 novos 

casos e 275.000 mortes por ano (JEMAL et al., 2011). A estimativa global para infecção pelo 

HPV, principal causador deste tipo de câncer é de 11,7%, onde a mais prevalente é na África 

Subsaariana (24%), seguida da Europa Oriental (21,4%) e América Latina (16,1%) (BRUNI et 

al., 2010). Nos EUA, estima-se o diagnóstico de aproximadamente 12.340 novos casos de 

carcinoma cervical invasivo e de 4.030 mortes por este tipo de câncer (AMERICAN CANCER 

SOCIETY [ACS], 2013).  

 Para o ano de 2014, no Brasil, são esperados 15.590 casos novos de câncer do colo do 

útero, com um risco estimado de 15,33/100 mil mulheres. Com relação a incidência, têm-se que 

nas regiões Norte (23,57/100 mil), Centro-Oeste (22,19/100 mil) e Nordeste (18,79/100 mil), 

este tipo é o segundo mais frequente; na região Sudeste (10,15/100 mil), é o quarto e, na região 

Sul (15,87/100 mil), é o quinto (Figura 5) (INCA, 2014). 
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Figura 5 - Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasia maligna do colo do útero 

por 100 mil mulheres, estimadas para 2014 

 

 

Fonte: INCA, 2014 

 

 

1.1.1.4 Infectologia anal 

 

 

 Adicionalmente às doenças malignas do colo do útero, o HPV é também a causa da 

maioria dos casos de câncer anal em mulheres e homens (PARKIN; BRAY, 2006). Embora 

raro em comparação com doenças malignas do colo do útero, a incidência de câncer anal tem 

aumentado em ambos os sexos, nos EUA e em outros países (JOHNSON et al., 2004; 

BREWSTER; BHATTI, 2006). Acredita-se que mulheres com um histórico de câncer de colo 

uterino, ou até mesmo pré-câncer, tem elevado risco de desenvolverem câncer anal (ACS, 

2013). Isso é devido ao local de preferência da infecção, pois há uma semelhança tecidual entre 

o colo do útero e o ânus. O alvo do HPV é a zona de transformação de ambos os sítios, onde no 

colo do útero, o epitélio escamoso da ectocérvice encontra o epitélio colunar da endocérvice; 

enquanto que no canal anal a zona de transição corresponde ao encontro do epitélio escamoso 

anal com o epitélio do reto (PALEFSKY; RUBIN, 2009). Pesquisadores examinaram 
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espécimes de colo uterino e ânus de 1.566 mulheres e relataram que a infecção anal por HPV é 

comum, com prevalência comparável à infecção do colo do útero de mulheres saudáveis e 

sexualmente ativas (HERNANDEZ; MCDUFFIE, 2005). 

Estudos realizados nos EUA e Escandinávia relataram aumento acentuado da incidência 

de carcinoma de células escamosas (CCE) no ânus, nas últimas três décadas (BJØRGE et al., 

2002; CHANG et al., 2002). Observou-se, também, crescimento concomitante da infecção por 

HPV (BJØRGE et al., 2002; GERVAZ et al., 2003; URONIS & BENDELL, 2007). Apesar da 

incidência de câncer de ânus em mulheres ter aumentado quase 40%, nenhuma normatização 

em relação ao rastreamento das mesmas foi proposto (CHANG et al., 2002).  

 

 

1.1.1.5 Cofatores na infecção 

 

 

A identificação de cofatores que atuam em conjunto com o HPV, tais como hormônios 

exógenos, multiparidade (MUÑOZ et al., 2002), tabagismo e outras ISTs (SMITH et al., 2002a) 

tem grande importância, pois estes podem ser passíveis de prevenção (SMITH et al., 2004). 

Acredita-se que o início precoce da atividade sexual, a quantidade de parceiros sexuais, o 

histórico de ISTs e outras características relacionadas ao comportamento sexual estão ligadas 

ao processo de infecção pelo HPV (ROUSSEAU et al., 2003). 

Estudo realizado na Costa Rica, encontrou aumento significativo de HSIL e câncer 

cervical associado ao aumento do número filhos (HILDESHEIM et al., 2001). Acredita-se que 

o estado nutricional, traumatismos e mecanismos imunológicos seriam fatores correlacionados 

para explicar esse tipo de associação. As trocas hormonais induzidas pela gestação também 

estariam relacionadas à persistência ou à progressão da infecção. Na mulher não-grávida, a 

soro-reatividade é mais alta, o que sugere uma redução da resposta imunológica humoral contra 

o HPV, durante a gestação (MUÑOZ et al, 2002), enquanto que o declínio da paridade poderia 

explicar a redução de carcinomas em alguns países (ROSA, 2007). 

 Uma consistente associação entre tabagismo e câncer cervical tem sido demonstrada por 

várias pesquisas, evidenciando o papel do fumo como fator de risco para esse câncer 

(HAVERKOS et al., 2003; KUPER et al., 2002). Acredita-se também que o tabagismo passivo 

possa estar associado ao câncer cervical, pois estudos realizados em Washington, no período 

de 1963-1978 e 1975-1994, encontraram um risco relativo aumentado, sendo estatisticamente 

significativo somente na primeira coorte. Os autores discutem a possibilidade de que a 
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proporção de mulheres que trabalham externas de suas residências aumentou nos últimos anos, 

diminuindo o tempo de exposição das mesmas ao efeito do tabagismo passivo (TRIMBLE et 

al., 2005). Resultados semelhantes foram encontrados por Wu et al. (2003), com mulheres 

tailandesas, concluindo que o tempo de exposição ao tabagismo passivo é o maior determinante 

para se contrair a enfermidade. 

 Há fortes evidências da associação do HSV-2 com HPV (SMITH et al., 2003). Estudos 

demonstraram associações entre câncer cervical e ISTs causadas por Neisseria gonorrhoeae, 

Chlamydia trachomatis ou HSV-2 em análises controladas pelo status da infecção por HPV 

(SMITH et al., 2002), o que sugere que as mesmas podem ser cofatores no desenvolvimento de 

lesões cancerosas (SAMOFF et al., 2005). No entanto, permanece ainda pouco entendido o 

papel dessas e o seu efeito biológico no desenvolvimento de lesões precursoras e câncer. O 

mecanismo mais provável é a indução da inflamação da cérvice uterina, levando a dano por 

metabólitos oxidativos (CASTLE; GIULINAO, 2003). 

 O vírus Epstein-Barr (EBV), um vírus gama-herpes ubíquo humano responsável pela 

mononucleose (NAHER et al., 1992), poderia também ser um dos cofatores da infecção. Ele 

pode ser transmitido sexualmente (NAHER et al., 1992) e se replica em células do colo uterino 

(SIXBEY; LEMON; PAGANO, 1986). Esse tipo de infecção, amplamente difundida entre a 

população (RICKINSON; KIEFF, 2001) tem sido associada com um aumento do número de 

cancros epiteliais linfocíticos e, principalmente, o linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin, 

linfoma de células T, carcinoma da nasofaringe e adenocarcinoma gástrico (DECAUSSIN et 

al., 2000; ZUR HAUSEN et al., 2000). No entanto, a relação oncogênica entre os dois vírus 

não está bem elucidada. Somado a isso, a presença de EBV no carcinoma colo do útero continua 

a ser igualmente um tema de grande debate entre virologistas, confirmada por alguns autores 

(NICHOLS et al., 2011; SASAGAWA et al., 2000), mas refutada por outros (DE OLIVEIRA 

et al., 1999; WEINBERG et al., 1993).   

 Na população geral, a infecção por HPV está associada à cofatores biológicos e 

ambientais comuns aos do HIV; entretanto, em mulheres que são portadoras do HIV, o estado 

imunológico desempenha um fator adicional na susceptibilidade à infecção (PALEFSKY, 

2007). A soropositividade para HIV está intimamente relacionada com a elevada prevalência e 

incidência da infecção por HPV (BANURA et al., 2008; DIDELOT-ROUSSEAU et al., 2006; 

MARAIS et al., 2008; NG’AYO et al., 2008; NG’ANDWE et al., 2007; SAFAEIAN et al., 

2008; YAMADA et al., 2008), assim como uma menor probabilidade de eliminação da mesma, 

resultando em um maior risco de aparecimento de lesões (BANURA et al., 2008; ROWHANI-
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RAHBAR et al., 2007; SAFAEIAN et al., 2008) e prevalência aumentada de múltiplos 

genótipos de HPV (BANURA et al., 2008; MARAIS et al., 2008). 

 As lesões geradas pelo HPV aparecem mais precocemente em mulheres positivas para 

HIV do que em mulheres negativas para este vírus (MBULAITEYE et al., 2003; MOUGIN et 

al., 2001). Um estudo com adolescentes infectadas pelo HPV, positivas e negativas para HIV, 

observaram que jovens HIV-negativas controlavam a expressão do HPV, neutralizando-o, em 

um curto período de tempo quando comparadas as jovens HIV-positivas (MOSCICKI et al., 

2004). Já foi relatado que mulheres HIV-positivas têm o curso da infecção por HPV alterado, 

com um decréscimo das taxas de regressão da doença e uma progressão rápida para altos níveis 

de lesões invasivas (CLARKE; CHETTY, 2002). A associação observada entre a infecção por 

HPV e a aquisição do HIV tem importantes implicações para a saúde pública. Se a associação 

causal é verificada, a vacinação contra o HPV juntamente com outras intervenções, tem o 

potencial de ser uma estratégia adicional de controle do HIV, o que proporcionará benefícios a 

longo prazo tanto para a população feminina quanto a masculina (LISSOUBA et al., 2013). 

 Em comparação com a infecção cervical pelo HPV, poucas informações são descritas a 

respeito da infecção anal por este vírus em mulheres HIV-positivas e HIV-negativas de alto 

risco (PALEFSKY et al., 2001). A associação entre a infecção por genótipos de alto risco 

oncogênico e a neoplasia de ânus também já está admitida frente a homens e mulheres 

portadores de imunodeficiência ou imunossupressão (MANZIONE; NADAL; CALORE, 2004; 

NADAL et al., 2004; SOBHANI et al., 2001). No entanto, para os que não portam deficiências 

de imunidade, a associação não está clara, o que colabora para a falta de normatização quanto 

ao diagnóstico do HPV e prevenção de possíveis cânceres de ânus (VÉO et al., 2008). 

 

 

1.1.2. Chlamydia trachomatis 

 

 

1.1.2.1 Epidemiologia da infecção 

 

 

 No ano de 2012, um total de 1.422.976 casos (456/100.000 habitantes) de infecção por 

Chlamydia trachomatis foram reportados ao CDC. Com base em estimativas de pesquisas 

nacionais realizadas entre 1999-2008, a sua prevalência é de 6,8% entre as mulheres 

sexualmente ativas com faixa etária entre 14-19 anos (CDC, 2013). Estudos demonstraram no 
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Brasil, prevalência em torno de 11,4-16% em mulheres jovens (CODES et al., 2002; 

MIRANDA et al., 2004). Em Goiânia, a prevalência da infecção por Chlamydia trachomatis 

em adolescentes e mulheres jovens entre 2000 e 2001, foi de 19,6% (ARAÚJO et al., 2006). Já 

no estado de São Paulo, um estudo com mulheres portadoras de condiloma acuminado no ano 

de 2007, apresentou uma prevalência de 33,3% de Chlamydia trachomatis. Esta foi superior a 

maioria dos estudos realizados (MARCOLINO et al., 2008). 

Essa espécie bacteriana é responsável por acometer não só o trato geniturinário (WHO, 

2007), mas também o tecido ocular (GOLIJOW et al., 2005). É um grande problema de saúde 

pública, com estimativa de 89 milhões de novos casos por ano ocorrendo em todo o mundo, 

onde indivíduos sexualmente ativos são a maior razão de morbidade. Estima-se que 10-40% 

das mulheres portadoras de infecções não tratadas por clamídia desenvolvem a doença 

inflamatória pélvica (DIP), como: infertilidade, gravidez ectópica e dor pélvica crônica 

(NAVARRO et al., 2002). Dados de um estudo em ambiente de assistência gerenciada sugeriu 

que os programas de rastreio podem levar a uma redução de 60% na incidência de DIP (CDC, 

2013).  

Dessa forma, o sistema de reprodução feminino é o mais afetado (DA ROS; SCHMITT, 

2008; KJAER et al., 2000), pois um histórico de infecção por essa bactéria e nuliparidade foi 

relacionado ao desenvolvimento da infecção cervical e anal concomitantemente 

(HERNANDEZ et al., 2005).  

 Tal como acontece com outras ISTs inflamatórias, a infecção por Clamydia trachomatis 

pode facilitar a transmissão do HIV. Além disso, as mulheres grávidas infectadas podem 

transmitir esta bactéria para seus bebês durante o parto, resultando em oftalmia neonatal e 

pneumonia. Por causa da grande carga de doenças e riscos associados com a infecção, o CDC 

recomenda que todas as mulheres sexualmente ativas com menos de 26 anos de idade sejam 

rastreadas anualmente (CDC, 2013).  
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1.1.3 Vírus da Imunodeficiência Humana 

 

 

1.1.3.1 Biologia viral 

 

 

 O HIV é uma partícula esférica, que mede de 100 nm a 120 nm de diâmetro, e pertence 

ao gênero Lentivirinae e a família Retroviridae, tendo em seu núcleo duas cópias de RNA 

(cadeia simples), encapsuladas por uma camada proteica ou núcleo-capsídeo, capsídeo e um 

envelope externo formado por uma bicamada fosfolipídica. No seu genoma há três genes 

principais que codificam as proteínas estruturais e as enzimas virais: gag, env e pol. O gene gag 

codifica uma proteína precursora (p55), onde a partir dela quatro proteínas estruturais do 

capsídeo serão formadas, que compreende a p24, a p6 e a p9, enquanto a p17 se encontra em 

uma camada entre o núcleo proteico e o invólucro, denominada matriz proteica, a qual reveste 

a superfície interna da membrana viral (MATSUOKA et al., 2009; SANTOS et al., 2008). 

 O gene env codifica as glicoproteínas gp160, gp120, e gp41, que são encontradas no 

envelope viral. A gp160 é uma precursora, que quando clivada forma gp120 e gp41. A gp120 

se projeta na superfície viral na forma trimérica, enquanto a gp41 é uma glicoproteína 

transmembrana que se associa à gp120. O terceiro gene estrutural, pol, codifica as enzimas p66 

e p51, que compõem a enzima transcriptase reversa (RT), necessária à replicação viral. Essas 

proteínas são subunidades da transcriptase reversa p31, ou integrase, a qual medeia a integração 

do DNA viral no genoma das células do hospedeiro, e a p10, uma protease que cliva precursores 

proteicos em unidades ativas menores. A proteína p66 também está envolvida na degradação 

do RNA original do HIV. Essas proteínas estão localizadas no núcleo, sendo associadas ao 

RNA do HIV (Figura 6) (SANTOS et al., 2008). Vários outros genes no genoma do HIV 

codificam produtos com função reguladora ou acessória (genes tat; rev; nef; vpu; vpr; vif) 

(ROMANI; ENGELBRECHT, 2009). 
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Figura 6 - Estrutura genômica do HIV-1, apresentando as localizações relativas dos principais genes e as 

proteínas que codificam 

 

Fonte: Adaptado de Miller, 2010 

 

 

 O HIV-2 também apresenta os genes gag, env, pol e genes regulatórios e acessórios com 

funções semelhantes às observadas no HIV-1. A homologia entre os genomas dos dois vírus é 

de aproximadamente 50%. As regiões gag e pol do genoma viral apresentam maior homologia 

entre os diferentes tipos virais, ao contrário da região env, que apresenta diferenças 

significativas no HIV-1 e HIV-2. As proteínas do HIV-2 têm funções equivalentes às do HIV-

1; entretanto, apresentam diferenças na composição de aminoácidos e no peso molecular. 

 

 

1.1.3.2 Epidemiologia da infecção 

 

 

 Estima-se que existam 35,3 milhões de pessoas portadoras do HIV, com uma 

prevalência de 15%-49% levando a 1,6 milhões de mortes por AIDS em todo o mundo (Figura 

7) (WHO, 2013).  
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Figura 7 - Prevalência da infecção por HIV entre adultos (15%-49%) 

 

 

Fonte: WHO, 2013 

 

 

 Segundo dados do Ministério da Saúde (MS), de 1980-2011, foram notificadas 608.230 

ocorrências de AIDS no Brasil, segregadas de acordo com as Regiões: Sudeste – 343.095 

(56,4%); Sul – 123.069 (20,2%); Nordeste – 78.686 (12,9%); Centro-Oeste – 35.116 (5,8%); e 

Norte – 28.248 (4,7%) que foram comunicadas ao Sistema Nacional de Atendimento Médico 

(SINAM), informadas ao Sistema de Informação sobre Mortalidade (SIM) e registradas no 

Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de Linfócitos 

CD4+/CD8+ e Carga Viral e o Sistema de Controle Logístico de Medicamentos 

(SISCEL/SICLOM) (Figura 8) (BRASIL, 2011). 
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Figura 8 - Coeficiente de incidência de AIDS (por 100 mil habitantes), segundo a região de residência e ano de 

diagnóstico – Brasil, de 1998 a 2010 

 

 

Fonte: SVS/MS 

 

 De acordo com o Boletim Epidemiológico 2012, observou-se uma tendência aumentada 

na prevalência da infecção pelo HIV em jovens.  A prevalência na população em 2002 era de 

0,09%, e passou para 0,12% em 2007. Em 2010, a taxa de incidência para as mulheres entre 15 

e 24 anos foi de 1,6 casos de AIDS para cada 100 mil habitantes (Figura 9). 

 

Figura 9 - Taxa de incidência (por grupo de 100 mil habitantes) dos casos de AIDS em jovens de 15 a 24 anos de 

idade, segundo sexo, por ano de diagnóstico e razão de sexos. Brasil, 1990-2010 

 

 

Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais 
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Mulheres imunocompetentes apresentam uma frequência menor (2%-2,5%) de 

infecções múltiplas, do que mulheres HIV positivas que apresentam uma frequência maior 

(42%-52%), o que pode ser consequência de atividade sexual sem proteção e demais fatores de 

risco que essa população apresenta (LEVI et al., 2004; LUQUE et al., 2006).  

 

 

1.2 DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

 

 

 As taxas de ISTs vem aumentando consideravelmente na população com faixa etária 

entre 15 e 25 anos. No entanto, ainda não está bem estabelecida a melhor forma de resolução 

dessas infecções, apesar de vários testes terem sido desenvolvidos, os quais visam novas 

oportunidades para o rastreio, a detecção precoce e a prevenção dessas infecções, assim como 

as suas complicações. Sabe-se que estudos de investigação utilizam esses testes, principalmente 

em relação à Chlamydia trachomatis, HSV-2 e o HPV, embora sua introdução na prática clínica 

ainda envolva questões complexas (GILSON; MINDEL, 2001). 

 

 

1.2.1 Papilomavírus humano 

 

 

 A vacina contra o HPV é uma ferramenta promissora no combate ao câncer do colo do 

útero. Em 2014, o MS implementará no Sistema Único de Saúde (SUS) a vacinação gratuita de 

meninas na faixa etária entre 9 e 13 anos, com a vacina tetravalente, que protege contra quatro 

principais tipos oncogênicos de HPV (6, 11, 16 e 18) (INCA, 2014). Esse advento traz uma 

perspectiva otimista na prevenção contra a infecção e consequentemente o câncer cervical; e 

com a melhoria no método citológico e definição do desempenho dos testes moleculares para a 

detecção da infecção, modificações nas recomendações de rastreio provavelmente ocorrerão 

ainda nos próximos tempos (MUÑOZ et al. 2004). 

 Dessa forma, para o diagnóstico da infecção por HPV o teste ideal deve detectar os 

múltiplos genótipos infectantes e a carga viral de cada tipo encontrado, com alta sensibilidade 

e especificidade (IFTNER; VILLA, 2003). Neste aspecto, há diversas metodologias para 
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identificação do HPV que podem ser utilizadas na rotina laboratorial (Figura 10) (ABREU et 

al., 2012). 

 

 Figura 10 - Fluxograma da classificação dos testes de HPV 

 

Fonte: Adaptado de Abreu et al., 2012 

 

 

1.2.1.1 Técnicas de hibridização de ácidos nucléicos 

 

 

 Inicialmente, as técnicas de Southern blotting, hibridização in situ, e hibridização dot-

blot eram utilizadas para detectar a infecção por HPV em amostras cervicais. Embora os seus 

resultados gerem informação de alta qualidade, as desvantagens incluem a baixa sensibilidade, 

necessidade de grandes quantidades de DNA purificado, além de serem procedimentos 

demorados (VILLA; DENNY, 2006). 

 

 

1.2.1.2 Técnicas de amplificação de sinal 

 

 

 O teste de HPV Digene®, que utiliza a tecnologia de Captura híbrida® 2 (hc2) e o teste 

para HPV de alto risco Cervista®, são os únicos métodos que atualmente tem a aprovação do 
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Food and Drug Administration (FDA) para diagnóstico nos EUA (HWANG; SHROYER, 

2012). 

 O sistema de Captura híbrida® 2 (hc2, Digene Corp., USA) é um método de 

amplificação de sinal não radioativo baseado na hibridização do alvo, que é o DNA do HPV. 

Este sistema detecta dois grupos de HPV de acordo com a oncogenicidade, apresentando os 

resultados para infecção por HPV de alto risco, que detecta 13 genótipos (-16,-18,-31,-33,-35,-

39,-45,-51,-52,-56,-58,-59 e -68) ou por HPV de baixo risco, capaz de detectar 5 genótipos (-

6,-11,-42,-43, e -44). Apesar desse teste fazer uma distinção entre grupos de alto e baixo risco, 

o mesmo não é capaz de identificar o genótipo individualmente (HWANG; SHROYER, 2012). 

 O Cervista® (Hologic, Inc., Marlborough, MA, USA) determina a presença ou ausência 

do grupo de 14 HPVs de alto risco (-16,-18,-31,-33,-35,-39,-45,-51,-52,-56,-58,-59,-66 e -68). 

No entanto, não é capaz de identificar um grupo de HPV de baixo risco, tampouco identificar 

cada genótipo individualmente (HWANG; SHROYER, 2012). 

 

 

1.2.1.3 Métodos de amplificação de ácidos nucléicos 

 

 

Considerando a importância da identificação e genotipagem do HPV, uma variedade de 

métodos foram e estão sendo desenvolvidos para estes fins (ABREU et al., 2012). Há 

disponibilidade de testes não comerciais utilizados principalemente em pesquisas aplicadas; e 

o testes comerciais, para fins de diagnóstico (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 - Métodos de amplificação de ácidos nucléicos para HPV 

Metodologias Ácido nucléico  Aplicações 

Não comerciais   

Microarray DNA 

- Perfil de expressão gênica; 

- Análise de mutações; 

- Detecção e genotipagem de acordo com as sondas 

utilizadas; 

Microplate colorimetric 

hybridization assay (MCHA) 
DNA 

- Genotipagem de 6 genótipos de alto risco; 

PCR DNA - Detecção através de primers consensus ou específicos; 

PCR/RFLP DNA 
- Genotipagem de acordo com os primers utilizados na 

amplificação e no padrão de digestão enzimática; 

Real-Time PCR DNA - Detecção e genotipagem; 

Sequenciamento genômico DNA/RNA - Detecção e/ou genotipagem; 

Comerciais   
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Abbott Real-Time PCR DNA - Detecção de 14 tipos e genotipagem de 2 tipos; 

CLART® HPV 2 DNA - Identificação de 35 tipos; 

Clinical arrays® HPV DNA - Genotipagem de 35 tipos; 

COBAS® 4800 HPV Test DNA - Detecção de 14 tipos; 

INNO-LiPA DNA - Genotipagem de 14 tipos; 

PapilloCheck® DNA 
- Detecção e genotipagem de 24 tipos de HPV, o que 

inclui: 18 de alto risco e 6 de baixo risco; 

The APTIMA® HPV assay RNA - Detecção de E6/E7 de 14 tipos; 

The Linear array® DNA - Genotipagem de 36 tipos; 

The Pretect® HPV-Proofer RNA - Detecção de E6/E7 de 5 tipos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o genótipo do Papilomavírus humano presente em amostras cervicais e anais, 

levando em consideração a infecção por Chlamydia trachomatis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Verificar a frequência de HPV em mulheres infetadas pelo HIV; 

 Determinar o genótipo do HPV nas amostras cervicais e anais; 

 Identificar a presença de DNA de Chlamydia trachomatis nas amostras cervicais e anais; 

 Correlacionar os dados clínicos e laboratoriais. 
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ABSTRACT 

Background: The human papillomavirus (HPV) and human immunodeficiency virus (HIV) 

are responsible for a fair amount of illnesses. The interactions between these infections 

represent a challenge for the field of public health. HPV is associated with 99.7% of cases of 

cervical cancer, is also considered in the pathogenesis of other anogenital malignancies. 

Methods: We performed a cross-sectional study of women attending in the Clinical Hospital 

of the Federal University of Pernambuco (UFPE). Participants completed a questionnaire 

detailing socio-demographics data and sexual behavior and received cervical and anal HPV 

testing/typing, colposcopy and anoscopy. 

Results: Of 73 women evaluated, 64.38% showed concomitant HPV infection in both sites, 

especially in the range of 20-44 years. Sexual activity onset before 16 years increases the 

chance for HPV infection in HIV-positive women showed higher odds ratio for HPV 

infection in anal canal. Anal intercourse was also found an important risk factor for HPV 

infection especially in the uterine cervix. Women with normal colposcopy/anoscopy results 

demonstrates increased chances of being infected with HPV in the uterine cervix/anal canal, 

respectively. The presence of multiple infections of both sites is detachable, and HPV16 as 

the most prevalent genotype high risk. 

Conclusions: The data obtained can be used as a basis to identify not only the prevalence of 

HPV infection and its genotypes in cervical and anal canal in the population of seropositive 

for HIV, but also to identify the most relevant risk factors in this public target. 

 

 

 

 



83 
Keilla Maria Paz e Silva 

INTRODUCTION 

 Human papillomavirus (HPV) is the most common transmitted infection (STI) 

worldwide [1] with etiological role in the development of cervical precursor lesions and 

cancer [2]. Cervical cancer accounts for 8.8% of all cancers in women, and is the third most 

common cancer in women worldwide, with over 530,000 new cases and 275,000 deaths 

reported each year [3]. For anal cancer, little is known about the epidemiology and no global 

estimates of anal HPV infection [4]. 

Otherwise, HPV infection in the anal canal can also lead to serious consequences, such 

as anal intraepithelial neoplasia (AIN) and anal cancer [5], being present in 90% of these 

cases [6]. Although anal cancer is a rare disease, AIN is more common, being observed in 5% 

of American HIV-negative women [7]. In Brazil, the incidence of AIN was high in women 

with previous genital lesion, reaching to 17.4% frequency [8]. 

Women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN), vulvar intraepithelial neoplasia 

(VIN) or/and vaginal intraepithelial neoplasia (VAIN) have shown increased prevalence of 

coexisting AIN development [9, 10]. History of high-grade CIN is associated with increased 

incidence of almost five times for developing anal cancer [11]. Similarities between anal and 

cervical tissues, including the epithelium type and HPV genotypes, indicates that this region 

may also act as reservoir for HPV [12]. 

 HIV-positive women also show increased risk of developing anal cancer, being 7 to 28 

times higher than general population [13-15]. It is believed that HIV infection plays a role in 

the natural history of HPV infection, increasing the likelihood of persistent infection and 

consequently virulence [16]. HIV-positive women often have infections with multiple HPV 

genotypes, especially from high-risk group [17], worse prognosis and increased risk of HPV 

recurrence, being more likely to evolve to cancer [18]. These observations lead to a 

recommendation for screening in this target population [19,20], mainly with the advent of 
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HPV vaccination, which knowledge about the distribution of high-risk HPV genotypes 

became important [21]. 

 The present study aimed to evaluate the frequency of HPV infection in cervical and 

anal samples and to determine the coexistence and concordance of HPV genotypes in both 

tissues in a case-control analysis with HIV-women attended at public hospital in Recife, 

Pernambuco. 

 

METHODS 

Study design 

 It was conducted a case-control study among women aged 17–65 years, attended at 

Clinical Hospital from Federal University of Pernambuco (UFPE), between November 2010 

and February 2013. This study excluded women in the followed conditions: pregnancy, 

postpartum period (up to 6 months) and autoimmune diseases. At the moment of enrollment, 

eligible women answered a standardized questionnaire for demographics data, sexual 

behavior and reproductive health history.  

 

Sample collection 

 Cervical and anal exfoliated cells were collected from all women using a wooden 

spatula for PAP smears and a cytobrush for HPV and Chlamydia trachomatis DNA detection. 

Cervical and anal cells from were eluted in 1mL sterile phosphate-buffered saline (PBS) and 

transported on ice to the processing laboratory. Patients with an abnormal cytology result 

underwent colposcopy. Women showing abnormal colposcopy results performed a cervical or 

anal biopsy according to the internal procedures of hospital. All those patients with cervical or 

anal lesions were treated according to care protocols. 

 

Sample treatment 
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Cervical samples were processed for DNA extraction using Wizard Extraction Kit 

(Promega, Madison WI, USA) and anal samples were processed using DNA IQ™ System 

(Promega, Madison WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. β-globin gene 

were used as an internal positive control for the presence of human DNA in PCR reaction, 

using the forward primer 5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ and the reverse primer 5’-

CAACTTCATCCACGTTCACC-3’, which amplify a 268 base-pair (bp) region. PCR 

conditions were as follows: initial denaturation for 10 min at 94 °C followed by 40 cycles of 

denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 62 °C for 1 min, and extension at 72 °C for 1 

min. The final extension step was performed at 72 °C for 7 min. As negative control, 

amplification of the reaction mixture was performed with all components except the target 

DNA. 

 

HPV identification and genotyping 

HPV presence was detected by PCR, using GP5+/GP6+ and MY09/MY11 consensus 

primers, targeting a 155 bp and 450 bp region of L1, respectively, as previously described 

[22,23]. HPV genotyping was performed using Greiner Bio-One Papillocheck® assay (Greiner 

Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany), which enables simultaneous identification of 24 

different HPV genotypes in a single reaction (HPV-16,-18,-31,-33,-35,-39,-45,-51,-52,-53,-

56,-58,-59,-66,-68,-70,-73,-82,-6,-11,-40,-42,-43, and -44), according to the manufacturer’s 

instructions. A valid result was defined as one that passed all PapilloCheck® internal controls. 

 

Chlamydia trachomatis identification 

Chlamydia trachomatis DNA was identified in cervical and anal samples by 7500 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems), using Custom TaqMan® Gene Expression 

Assays (Life Technologies). PCR was performed in a final volume of 25 µL using 2.5 µL of 

DNA sample; 12.5 µL of TaqMan® Universal PCR Master Mix (2.0x); 8.75 µL of ultrapure 
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water; 1.25 µL of primer/probe mix (20x). Each amplification reaction was carried out as 

follows: pre-PCR read at 60 °C for 1 min; a holding stage at 95 °C for 10 min; cycling stage 

with 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 ºC and a post-PCR read at 60 °C for 1 min. All 

analysis were performed in duplicate. 

 

Statistical analysis 

 Statistical calculations were performed using GraphPad Prism version 6.02. Test 

comparing the two groups was performed with Fisher’s exact test to calculate odds ratio (OR) 

with 95% confidence intervals (CI). p-values were two-tailed, with p<0.05 considered 

statistically significant. 

 

RESULTS 

 A total of 73 women were enrolled in this study, with median age at 37 years (IQR, 

31–45.5 years). Thirty-eight women were positive for HIV infection (Table 1) and molecular 

analysis revealed 51 women with cervical HPV infection and 61 women with anal HPV 

infection.  Forty-seven women (64.38%) showed concomitant HPV infection in both sites, 

with high rate in women between 20 and 44 years (70.2%), 1 to 3 children (76.6%), first 

vaginal intercourse before 16 years (72.4%) and use of contraceptive methods (76.6%).  

 HIV-positive women included in age group of 20-44 years have higher chance of 

developing cervical (odds ratio [OR] = 37.50; 95% confidence interval [CI], 4.353-323.1; p = 

<0.0001), and anal HPV infection (OR = 9.722; 95% CI, 1.097-86.15; p = 0.0238) than HIV-

negative women. In the group of 45-60 years, HIV-positive women presented even higher 

chance for HPV infections in cervix (OR = 84.33; 95% CI, 2.933-242.5; p = 0.001). Women 

that reported 1-3 children also showed high chance for cervical HPV infection (OR = 50.91; 

95% CI, 6.071-426.9; p < 0.0001). 



87 
Keilla Maria Paz e Silva 

 Sexual activity onset before 16 years increases the chance for HPV infection in HIV-

positive women showed higher odds for HPV infection in anal canal (OR = 10.13; 95% CI, 

1.115-91.93) than uterine cervix (OR = 1.724; 95% CI, 5.233-180.7). Anal intercourse was 

found an important risk factor for HPV infection in HIV-positive women, but showed higher 

odds for cervical (OR = 62.50; 95% CI, 6.19-630.5) than anal canal (OR = 4.167; 95% CI, 

0.3428-506.5). HIV-positive women with multiple sexual partners had increased chances of 

developing cervical HPV infection (OR = 33.00; 95% CI, 1.482-734.6). Despite high odds 

ratio for anal HPV infection in this group (OR = 9.000; 95% CI, 0.7538-107.4), no 

statistically significant association was found. The use of contraceptive methods was also a 

risk factor for the onset of cervical infection (OR = 43.27; 95% CI, 5.119-365.8), together 

with smoking habits (OR = 56.33; 95% CI, 2.656-119.5). Chlamydia trachomatis was 

observed in only one sample of the anal canal. 

 Women with normal colposcopy results demonstrates increased chances of being 

infected with HPV in the uterine cervix (OR = 2.023; 95% CI, 0.6802-6.017), which 

demonstrates that the diagnostic method may not be useful in this screening. HIV-positive 

women show 7-times higher risk of developing cervical infection (OR = 186.3; 95% CI, 

6.740-515.1). Acetowhite epithelium was the most common abnormality in both groups, 

being HIV-positive women also more inclined to infection (OR = 34.52; 95% CI, 1.831-

651.0) (Table 2).  

Forty women underwent anoscopy, demonstrating 47.5% normal results despite 83.3% 

women were HPV-positive (Table 3). Women with normal results also showed increased 

odds for HPV infection in anal canal, but they were not aware of this type of infection (OR = 

2.118; 95% CI, 0.1754-255.6). In association with HIV, those numbers rise considerably (OR 

= 13.29; 95% CI, 0.4411-400.1). Acetowhite epithelium was the most frequent finding in both 

groups, especially HIV-positive (OR = 21.00; 95% CI, 0.5568-792.0). 
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 Seventeen women were infected with single HPV genotype in the cervix, while 23 

were infected with multiple HPV genotypes (OR = 2.778; 95% CI, 0.564-13.77). Regarding 

to anal canal, these numbers increased to 20 and 31 women (OR = 4.167; 95% CI), 

respectively (Fig. 1). Infection with multiple anal HPV types was observed among 69.4% of 

the women HIV-positive, showing 5 times higher infection rate than HIV-negative group. 

The distribution of HPV genotypes according to sites cervical and anal among 73 

women is shown in Fig. 2. In cervix, the most common HR genotypes were HPV16 (10.5%) 

but HPV68 was the most common for HIV-positive (90%), while the most common LR 

genotypes were HPV6 (12.8%) and HPV42 (8.1%). HPV16 was also the most frequent HR 

genotype in the anal canal (13.8%), present in 60% HIV-negative women. LR-HPV6 (11.1%) 

and HPV44 (13.8%) were the most common genotype observed. HPV18 was observed in 

both sites, but in low frequency among these patients.  

The concordance in cervical and anal HPV infection was observed in 52% women, 

mainly caused by HPV6, followed by HPV42. HPV18 was found in only one women in both 

sites while two patients showed HPV16 in cervical and anal samples. 

  

DISCUSSION 

 The total prevalence of 83% anal HPV infection in present population is quite high 

compared to that observed in HIV-positive women and high-risk HIV-negative women (42%-

76% prevalence) [24,25] investigated both HPV DNA and mRNA positivity of the anal canal 

in women with lower genital tract HPV lesions. They observed 45% and 56% HPV DNA 

positivity in anal and cervical smears, respectively. 

 The tendency for initiating sexual life before age 16 can lead to early contact with 

infectious agents, like HPV [26], explaining high frequency in women between 20-44 years, 

and simultaneous infection in cervical and anal sites. Despite the route of transmission is not 
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well elucidated [27], there is a possibility of alternative transmission routes, including sexual 

and nonsexual means [28], which could explain the significant risk of cross-infection between 

cervix and anus, and vice versa [12]. 

 The lacking of association between behavioral risk factors and anal HPV infection, or 

even smoking habits in the present population, is in agreement with a previous study on a 

similar but smaller population [29]. Cervical HPV infection is known as the single most 

important predictor for anal HPV infection [25], but this correlation could not be observed in 

this study.  

 The clinical significance of infection with multiple HPV types is not well understood 

[24,28], mainly in anal canal. The risk of infection with a new genotype in the anal canal 

seems to be increased in the presence of another HPV genotype, and certain genotypes, such 

as HPV16, have a greater effect on the acquisition of new HPV infections [30,31]. In 

agreement with previous reports, HPV16 was the most prevalent and HPV53, present in four 

cases, is currently considered likely to be oncogenic [32]. It is known that 90% [29] of cases 

of anal cancer are currently assigned to HPV16/18, but in our study HPV18 was observed in 

low frequency.   

 We observed similar high prevalence of coexisting cervical and anal HPV infection in 

our study group comparing to [33] using the same genotyping system. Based on the success of 

the cervical cancer screening program, it has been proposed by some authors, a routine anal 

screening for high-risk individuals to detect and remove precancerous anal lesions but there is 

no agreement on the most appropriate modality to perform such screening [14,34]. 

 In conclusion, we identified high rate of multiple HPV infection at anal and cervical 

sites, as well high rate of coexisting infection, mainly in HIV-positive women.  Longitudinal 

studies should be performed to determine whether the presence of multiple types increases 
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incidence or progression of AIN. Early screening in anogenital sites could allow the detection 

of HR-HPV genotypes, with the purpose of reducing the incidence of HPV infection.  
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Table 1. Clinical and behavioral data from 73 women according to HPV status in the uterine cervix and anal canal. P-values were calculate for 

cervical and anal infection considering HIV-positive group as reference. 

 Women HIV positive Cervical  HPV p-value Anal HPV p-value 

 N (%) N (%) N (%)  N (%)  

Overall 73 38 (52) 51 (69.9) - 61 (83.6) - 

Age (years)       

10–19 2 (2.7) 0 (0) 1 (2) - 2 (3.3) - 

20–44 51 (69.9) 26 (35.6) 35 (68.6) <0.0001* 43 (70.5) 0.0238* 

45–60 17 (23.3) 11 (15.1) 12 (23.5) <0.0010* 13 (21.3) 0.0987 

More than 60 3 (4.1) 1 (1.4) 3 (5.9) 1.0000 3 (4.9) 1.0000 

Number of children       

1–3 60 (82.2) 29 (39.7) 39 (76.5) <0.0001* 49 (80.3) 0.0434* 

4 or more 13 (17.8) 9 (12.3) 12 (23.5) 0.3077 12 (19.7) 0.3077 

Age at first vaginal intercourse       

Less than 16 50 (68.5) 28 (38.3) 36 (70.6) <0.0001* 43 (70.5) 0.0345* 

More than 16 23 (31.5) 10 (13.7) 15 (29.4) 0.0743 18 (29.5) 0.3394 

Anal intercourse related 40 (54.8) 26 (35.6) 29 (56.9) <0.0001* 37 (60.6) 0.2763 
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*Fischer’s exact test. 

HPV, human papillomavirus; HIV, human immunodeficiency virus; STI, sexually transmitted infection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Number of sexual partners in 

lifetime 

      

Less than 3 43 (58.9) 20 (27.4%) 27 (52.9) <0.0001* 35 (57.4) 0.0504 

4–11 24 (32.9) 16 (21.9%) 20 (39.2) 0.0066* 20 (32.8) 0.0909 

More than 11 6 (8.2) 2 (2.7%) 4 (7.8) 0.4667 6 (9.8) 1.0000 

Contraceptive use 57 (78.1) 29 (39.7%) 39 (76.5) <0.0001* 48 (78.7)  0.0787 

C. trachomatis infection 1 (1.4) 0 (0) 0 (0) - 1 (1.6) - 

History of condyloma 24 (32.9) 13 (17.8%) 19 (37.2) 0.1421 23 (37.7) 0.4583 

History of cervical lesion 39 (53.4) 13 (17.8%) 27 (52.9) 0.0030* 35 (57.4) 0.2809 

Smoking habits 29 (39.7) 19 (26%) 23 (45.1) 0.0004* 24 (39.3) 0.3064 
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Table 2. Results for colposcopy analysis and HPV infection in 73 women, according to HIV groups, considering each abnormal identification as 

one case.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPV, human papillomavirus; HPV+, HPV-positive; HPV-, HPV-negative; HR-HPV, high-risk HPV; LR-HPV,  

low-risk HPV; HIV, human immunodeficiency virus; HIV+, HIV-positive; HIV-, HIV-negative. 

  HIV+  HIV- 

Colposcopy N HPV+ HR-HPV LR-HPV  HPV+ HR-HPV LR-HPV 

Normal  28 21 20 14  1 2 0 

Abnormal          

Acetowhite 

epithelium 

36 14 27 9 

 10 5 2 

Condyloma 2 2 5 3  - - - 

Polyp 2 1 1 -  1 - - 

Colpite 5 - - -  1 - - 

Other 4 2 8 1  2 2 - 
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Table 3. Results for anoscopy analysis and HPV infection in 38 women, according to HIV groups, considering each abnormal identification as 

one case.  

 

  HIV+  HIV- 

Anoscopy N HPV+ HR-HPV LR-HPV  HPV+ HR-HPV LR-HPV 

Normal  19 15 17 12  3 4 3 

Abnormal          

Acetowhite 

epithelium 

12 10 9 11 

 1 1 - 

Puntaction 5 4 4 2  - - - 

Condyloma 4 4 3 5  1 - 1 

 

HPV, human papillomavirus; HPV+, HPV-positive; HPV-, HPV-negative; HR-HPV, high-risk HPV; LR-HPV, 

low-risk HPV; HIV, human immunodeficiency virus; HIV+, HIV-positive; HIV-, HIV-negative 
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Figure 1. Distribution of the single and multiple infections according HIV status. Triangles 

are cervical samples and circles are anal samples. 

 

 

   

Figure 2. Human papillomavirus (HPV) genotype distribution in cervical and anal samples, 

according to human immunodeficiency virus (HIV) status. Black bars, HIV-positive patients; 

gray bars, HIV-negative patients. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Observamos uma elevada prevalência de infecção por HPV anal, principalmente em 

mulheres saudáveis. No entanto, entre as mulheres HIV-positivas a infecção por genótipos de 

alto risco e a presença de múltiplas infecções também foi relevante. A alta taxa de concordância 

entre os genótipos presentes nas amostras cervicais e anais de uma mesma paciente reforça a 

hipótese de que a o canal anal pode exercer um papel de reservatório para o HPV, permitindo 

reinfecção cervical. Adicionalmente, o aparecimento de lesões no trato anogenital decorrentes 

da infecção por HPV não está correlacionado à presença de Chlamydia trachomatis na 

população estudada. 

 Dessa forma, os nossos achados salientam a importância de aprimorar programas de 

rastreamento mais eficazes e educação em saúde na prevenção do câncer cervical e anal na 

população, permitindo o acompanhamento da paciente e consequentemente a evolução da 

infecção pelo HPV. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

 A partir desta pesquisa surgirão novas perspectivas para a ampliação da investigação do 

papel do HPV na carcinogênese, o que possibilitará a identificação de grupos de risco que 

necessitem de um acompanhamento mais frequente, contribuindo para o planejamento e 

qualificação de programas de controle e prevenção de infecções sexualmente transmissíveis. 

 Nesse sentido novos projetos de pesquisa devem ser desenvolvidos com a participação 

de hospitais de referência na região, tendo como objetivo avaliar o papel de moléculas em vias 

de sinalização relacionadas a infecção pelo HPV e ao desenvolvimento do câncer, visando 

melhor compreender a biologia da célula tumoral permitindo o desenvolvimento de fármacos 

para redução das lesões em pacientes infectadas. 
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7 RESULTADOS ADICIONAIS 

 

 

 

Análise de genômica comparativa em diferentes espécies do gênero Chlamydia para 

desenvolvimento de oligonucleotídeos específicos para Chlamydia trachomatis na 

identificação em amostras anogenitais. 
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RESUMO 

As infecções transmitidas via contato sexual podem causar doenças que comprometem 

o funcionamento adequado do organismo, apresentando grande importância a nível de saúde 

pública mundial. Em mulheres, o índice de infecções sexualmente transmissíveis (ISTs) é maior 

devido à susceptibilidade biológica aumentada e à facilidade de transmissão das infecções. A 

Chlamydia trachomatis é a principal bactéria causadora de IST, sendo normalmente 

assintomática. A maioria dos kits comerciais para a identificação dessa bactéria são baseados 

na busca de anticorpos, o que dificulta o diagnóstico precoce. Diante da dificuldade na detecção 

da Chlamydia trachomatis, que pode levar ao aborto e à infertilidade em mulheres com 

exposição prolongada ao patógeno, o objetivo deste trabalho foi identificar uma sequência de 

DNA bacteriano a ser utilizada para diagnóstico em amostras anogenitais de pacientes que 

realizam exames periódicos. Os dados obtidos demonstram que a sequência escolhida é capaz 

de identificar a bactéria em amostras do trato anogenital. 
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INTRODUÇÃO 

Chlamydias são bactérias gram-negativas de caráter intracelular obrigatório [1] que 

pertencem a ordem Chlamydiales. Há quatro espécies dentro desse gênero: C. pecorum, C. 

psitacci, C. pneumoniae e C. trachomatis [2]. O seu genoma é extremamente pequeno e 

completo, o qual possui RNA ribossomal (rRNA) de 23S, 16S e 5S e é constituído por um 

cromossomo circular de 1.042.519 pb (58,7% de A-T) e um plasmídeo com 7.493 pb (Número 

de acesso no Gen Bank AE001273) [3]. 

Chlamydia trachomatis é responsável por acometer não só o trato geniturinário [4], mas 

também o tecido ocular [5], representando um grande problema de saúde pública. No ano de 

2012, um total de 1.422,976 casos (456/100.000 habitantes) de infecção por essa bactéria nos 

EUA foram reportados ao CDC. Com base em estimativas de pesquisas nacionais realizadas 

entre 1999-2008, a sua prevalência é de 6,8% entre as mulheres sexualmente ativas com faixa 

etária de 14-19 anos. Estima-se que cerca de 89 milhões de novos casos por ano ocorrendo em 

todo o mundo, onde indivíduos sexualmente ativos são a maior razão de morbidade [6].  

Sabe-se que indivíduos que se infectam antes dos 20 anos de idade, podem vir a ter 

recorrência da infecção, devido à proteção parcial da imunidade nessa fase da vida [7] Estudos 

demonstraram no Brasil, prevalência em torno de 11,4%-16% em mulheres jovens [8,9]. Em 

Goiânia a prevalência da infecção em adolescentes e mulheres jovens entre 2000 e 2001, foi de 

19,6% [10]. Já no estado de São Paulo um estudo com mulheres portadoras de condiloma 

acuminado no ano de 2007 mostrou uma prevalência de 33,3%, superior a maioria dos estudos 

realizados [11]. No Estado do Amazonas, a prevalência em mulheres soropositivas ao HIV, 

com idade mediana de 32 anos, foi de 4,3% (IC 95%=2,1-6,5) [12]. 

Dados indicam que 10%-40% das mulheres portadoras de infecções por clamídia não 

tratadas desenvolvem a doença inflamatória pélvica (DIP), como: infertilidade, gravidez 

ectópica e dor pélvica crônica [13]. Dados de países desenvolvidos indicam que mulheres que 

tiveram DIP têm probabilidade 6 a 10 vezes maior de desenvolver gravidez ectópica, que 

contribui em mais de 15% das mortes maternas [14] (WHO, 2004). Abortos espontâneos, 

natimortos, baixo peso ao nascer, infecção congênita e perinatal também estão associados às 

ISTs não tratadas em gestantes [15]. Mulheres infectadas por Chlamydia trachomatis podem se 

tornar um reservatório da bactéria, vindo a transmiti-la para os seus parceiros sexuais [5], 

podendo levar à infertilidade feminina e masculina [16-18].  

Contudo, nas populações em que o número de parceiros é mais elevado, com adição a 

drogas ou histórico de ISTs a prevalência pode ir até 27% [19]. Os estudos tendo como alvo a 
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população em geral são raros, a prevalência de infecção por Chlamydia trachomatis não é 

conhecida na maioria dos países e rastreios preventivos a populações consideradas de alto risco 

também não são comuns, o que deixa uma elevada percentagem de infectados assintomáticos 

por diagnosticar [20], sendo estes últimos um reservatório permanente da bactéria [21]. Tal 

como acontece com outras ISTs inflamatórias, a infecção por Chlamydia trachomatis pode 

facilitar a transmissão do HIV. Além disso, as mulheres grávidas infectadas podem transmitir 

esta bactéria para seus bebês durante o parto, resultando em oftalmia neonatal e pneumonia [6]. 

Existem diversas metodologias que podem ser empregadas para a detecção da 

Chlamydia trachomatis. A escolha do método ideal deve levar em consideração a prevalência 

da infecção na população que vai ser examinada, para se obter sensibilidade, especificidade e 

reprodutibilidade compatíveis. Além disso, é importante que se considere o custo-benefício do 

teste, as dificuldades para a sua execução, os equipamentos, a infraestrutura laboratorial e o 

tempo necessário para a liberação dos resultados. Por causa da grande carga de doenças e riscos 

associados com a infecção, o CDC recomenda que todas as mulheres sexualmente ativas com 

menos de 26 anos de idade sejam rastreadas anualmente [6]. 

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo construir um conjunto de 

oligonucleotídeos para uma região específica da Chlamydia trachomatis, visando implementar 

um diagnóstico rápido e preciso do patógeno em amostras anogenitais utilizando o PCR em 

tempo real.  

 

METODOLOGIA 

Sequência genômica 

Para as análises in silico foram coletados os genomas disponíveis de quatro espécies no 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): Chlamydia pecorum (NC_015408.1); Chlamydia 

pneumoniae (NC_000922.1); Chlamydia psitacci (NC_015470.1) e Chlamydia trachomatis 

(NC_000117.1). 

Alinhamento das sequências 

 As sequências genômicas foram alinhadas utilizando o programa Multiple Genome 

Alignment (MAUVE), que permite a construção de alinhamentos múltiplos de genomas na 

presença de eventos evolucionários como rearranjos e inversões, que dificultam o alinhamento, 

não permitindo a identificação correta de regiões especificas (MAUVE, 2010). Foram 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/330443755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15617929
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/332286959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/15604717
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realizados vários testes para encontrar os melhores parâmetros de identidade e cobertura para 

posterior análise dos genes relacionados. Após o alinhamento os clusters foram analisados e 

exportados os genes ortólogos, genes que codificam proteínas correspondentes em diferentes 

organismos.  

 As sequências obtidas foram importadas no CLC Main Workbench (CLCBio, Denmark) 

e analisadas quanto à similaridade com outras espécies. Para isso foi utilizando o plug-in do 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) contra todo o banco de dados de sequências de 

DNA do NCBI. As regiões foram também analisadas através da ferramenta de busca de padrões 

contra espécies coexistentes e para a espécie humana afim de garantir que a região selecionada 

não correspondesse a nenhuma outra. Após a etapa de escolha na região gênica foi utilizado o 

RepeatMasker, software que filtra sequências de DNA para repetições intercaladas e de baixa 

complexidade. 

A última etapa no desenvolvimento dos primers foi o envio da região selecionada para 

a Life Technologies, onde foi utilizado o serviço “Custom TaqMan® Genomic Assays” que 

projeta e sintetiza conjuntos de oligonucleotídeos e sonda de qualidade controlada com base em 

informações da sequência fornecida. 

 

Análise molecular 

Amostras biológicas contendo Chlamydia trachomatis foram obtidas e o DNA total 

extraído por kit comercial, de acordo com as instruções do fabricante. O DNA foi armazenado 

a -20 ºC até o momento da identificação molecular por sistema de PCR em tempo real. O 

DNA de C. trachomatis foi detectado utilizando dois equipamentos, o Rotor-Gene® Q, modelo 

5-Plex, com o software Rotor-Gene Q, versão 2.1.0. (QIAGEN, USA), e o Real Time PCR 

7500 (Life Technologies, USA) para Custom TaqMan® Gene Expression Assays (Life 

Technologies). A PCR foi realizada para um volume final de 25 µL utilizando 2,5 μL de 

amostra de DNA; 12,5μL de TaqMan® PCR Universal Master Mix (2,0x); 8,75 μL de água 

ultrapura; 1,25 μL da mistura de primers/sonda (20x). Cada reação de amplificação foi 

realizada com as seguintes condições: pré-PCR a 60 °C durante 1 min, seguindo de uma fase 

de holding a 95 °C por 10 min, uma ciclagem de 40 ciclos, correspondendo a uma etapa de 15 

s a 95 °C e de 1 min a 60 ºC e uma fase de pós-PCR a 60 °C durante 1 min. Água ultrapura 

foi utilizada como controle negativo e a análise foi realizada em duplicata. Uma amostra 

positiva para Chlamydia trachomatis identificada em laboratório de diagnóstico da região 

metropolitana do Recife foi utilizada como controle positivo. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Análise de bioinformática 

 O MAUVE gerou um alinhamento múltiplo, evidenciando os rearranjos entre as quatro 

espécies de Chlamydia selecionadas, permitindo que genes em posições diferentes no genoma 

de cada espécies fossem encontrados (Figura 1). Os testes para encontrar os melhores 

parâmetros de cobertura e identidade resultou em 5-100 e 70-100 respectivamente. Esses 

parâmetros foram utilizados para exportar os genes ortólogos entre as espécies, gerando uma 

tabela comparativa entre as espécies estudadas. As regiões gênicas exportadas foram analisadas 

e escolhidas apenas as que pertenciam somente a C. trachomatis (187/940, 19.9%). Para cada 

uma das 187 regiões, foi realizado uma busca de similaridade pelo CLCBio, utilizando-se o 

algoritmo BLAST contra todo o banco de dados de sequências de DNA do NCBI, com número 

máximo de hits igual a 100.
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Figura 1. Alinhamento de quatro espécies de clamídia no programa MAUVE.
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 As regiões mais promissoras, com menor frequência de alinhamento com outros 

organismos, foram selecionadas para realização de um novo BLAST com hits igual a 1.000. 

Além do alinhamento com o BLAST (Figura 2) contra todo o banco do NCBI, foi realizada 

uma busca por padrões com auxílio do CLCBio para o genoma humano além do genoma de 

espécies coexistentes como: Neisseria gonorrhoeae; Treponema pallidum; 

Trichomonas vaginallis; Gardnerella vaginallis. Tais análises foram realizadas para garantir 

que a região selecionada não correspondesse a nenhuma outra.   

 

 

Figura 2. BLAST gerado pelo CLC, apresentando os valores de E-value e Score. 

 

Foram escolhidas cinco regiões exclusivas da C. trachomatis, com variação entre 300 a 

3000 nucleotídeos, sendo a menor região selecionada para continuidade dos trabalhos. Desta 

forma, foi utilizado o RepeatMasker, gerando como resultado uma anotação detalhada das 

repetições que estão presentes na sequência em questão, bem como de versão modificada da 
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sequência de consulta na qual todas as repetições anotadas são mascaradas através da 

substituição da base por N. A região selecionada para os novos oligonucleotídeos não 

apresentou sequências repetidas. 

 

Análise molecular 

Inicialmente, para o RotorGene Q, os Cycle Treshold (CTs) foram obtidos para cada 

amostra que apresentou fluorescência acima do background da reação, permitindo excluir valores 

de fluorescência atribuídos a ligações inespecíficas e anelamento entre os oligonucleotídeos. 

Deste modo, os CTs foram determinados em cada amostra como demonstrado na Figura 3 para 

análise pelo Rotor Gene®. Para o controle positivo observou-se um CT de 23.60 e para a amostra 

anogenital um CT de 34.61, demonstrando que o programa utilizado detectou aumento da 

fluorescência (fase inicial ou lag) associada ao aumento exponencial (fase exponencial ou log) 

do produto da PCR [22]. 

 

 

Figura 3. Imagem gráfica do número de ciclos e relação à fluorescência normalizada da reação. A linha 

horizontal vermelha (Threshold) separa o ruído do processo da amplificação real das amostras analisadas através 

do RotorGene Q para a identificação de C. trachomatis. 

  

 Utilizando o experimento para presença/ausência do Real Time PCR 7500 (Figura 4) 

para identificação da C. trachomatis podemos observar que os CTs obtidos foram semelhantes 
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aos do experimento descrito acima, correspondente aos CT de 25.45 e 34.35 para o controle 

positivo e a amostra anogenital, respectivamente. 

 

 

Figura 4. Imagem gráfica do experimento para presença/ausência. 

 

 

 Os dados obtidos até o momento permitem concluir que a sequência utilizada é capaz 

de detectar a C. trachomatis em amostras anogenitais de forma satisfatória, inclusive utilizando 

equipamentos de fornecedores distintos. No entanto, faz-se necessário testes com amostras de 

C. pecorum, C. psitacci e C. pneumoniae com o intuito de confirmar a especificidade, 

demonstrando que não há possibilidade de reação cruzada que levaria a um diagnóstico 

equivocado. A análise de um maior número de amostras infectadas pela C. trachomatis 

permitirá observar a reprodutibilidade e a sensibilidade dos oligonucleotídeos gerados.  

 

 

 

 



Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               112 
 

REFERÊNCIAS 

1. BRAVERMAN, P. K. Sexually transmitted diseases in adolescents. Clinical Pediatric 

Emergency Medicine, v. 4, n. 1, p. 21-36, 2003. 

2. SMITH, J. S. Evidence for Chlamydia trachomatis as an HPV cofactor in the etiology 

of cervical cancer in Brazil and the Philippines. Journal of Infectious Diseases, v. 185, 

p. 324-331, 2002. 

3. THOMAS, N. S. et al. Plasmid diversity in Chlamydia. Microbiology, v. 143, p. 

1847-1854, 1997.  

4. WHO. Global strategy for intervention and control of sexually transmitted 

infections: 2006-2015. Geneva: World Health Organization; 2007. 

5. GOLIJOW, C. D. et al. Chlamydia trachomatis and Human papillomavirus infections 

in cervical disease in Argentine women. Gynecologic Oncology, v.96, p. 181-186, 

2005. 

6. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Incidence, 

Prevalence, and Cost of Sexually Transmitted Infections in the United States. 
Disponível em: http://www.cdc.gov/std/stats/STI-Estimates-Fact-Sheet-Feb-2013.pdf. 

Acesso em 18 de fevereiro de 2014. 

7. SEADI, C. F. et al. Diagnóstico laboratorial da infecção pela Chlamydia trachomatis: 

vantagens e desvantagens das técnicas. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina 

Laboratorial, v. 38, n. 2, p. 125-133, 2002. 

8. MIRANDA, A. E.  et al. Prevalence and Risk Behaviors for Chlamydial Infection in a 

Population-Based Study of Female Adolescents in Brazil. Sexually Transmitted 

Diseases, v. 31, n. 9, p. 542-546, 2004. 

9. CODES, J. S. et al. Detecção de doenças sexualmente transmissíveis em clínica de 

planejamento familiar da rede pública no Brasil. Revista Brasileira de Ginecologia e 

Obstetrícia, v. 24, n. 2, p. 101-106, 2002. 

10. ARAÚJO, R. S. et al. Prevalence and risk factors for Chlamydia trachomatis infection 

in adolescent females and young women in central Brazil. European Journal of 

Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 25, p. 397-400, 2006. 

11. MARCOLINO, L. D. et al. Coinfecção de Chlamydia trachomatis e HPV em 

mulheres com condiloma acuminado. Jornal Brasileiro de Doenças Sexualmente 

Transmissíveis, v. 20, n. 2, p. 87-92, 2008. 

12. SILVA, C. F. et al. Chlamydia trachomatis infection among HIV-infected women 

attending an AIDS clinic in the city of Manaus, Brazil. The Brazilian Journal of 

Infectious Diseases, v. 16, p. 4, p. 335-338, 2012.  

13. NAVARRO, C. et al. Risk factors for genital chlamydial infection. The Journal of 

Infectious Diseases, v. 13, n. 3, p. 195-207, 2002. 

14. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global Strategy for STI Prevention and 

Control Meeting. Geneva, Nov. 2004.  

15. GUTMAN, L. Gonococcal diseases in infants and children. In: Holmes et al., eds. 

Sexually transmitted diseases. New York: McGraw-Hill Inc, 1999: 1146, Table 82-

1. 
16. KARINEN, L. et al. Association between Chlamydia trachomatis antibodies and 

subfertility in the Northern Finland Birth Cohort 1966 (NFBC 1966), at the age of 31 

years. Epidemiology & Infection, v. 132, n. 5, p. 977-984, 2004. 

17. MARDH, P. A. Tubal factor infertility, with special regard to chlamydial salpingitis. 

Current Opinion in Infectious Diseases, v. 17, n. 1, p. 49-52, 2004. 

http://www.cdc.gov/std/stats/STI-Estimates-Fact-Sheet-Feb-2013.pdf.%20Acesso%20em%2018
http://www.cdc.gov/std/stats/STI-Estimates-Fact-Sheet-Feb-2013.pdf.%20Acesso%20em%2018


Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               113 
 

18. ELLEY, A. et al. Can Chlamydia trachomatis directly damage your sperm? The 

Lancet Infectious Diseases, v.5, n. 1, p. 53-57, 2005. 

19. BERNSTEIN, K. et al. Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae infections 

among men and women entering california prisons. American Journal of Public 

Health, v. 96, n. 10, p. 1862-1866, 2006. 

20. KUČINSKIENĖ, V., ŠUTAITĖ, I., VALIUKEVIČIENĖ, S., MILAŠAUSKIENĖ, Ž. 

& DOMEIKA, M. Prevalence and risk factors of genital Chlamydia trachomatis 

infection. Journal Medicina (Kaunas, Lithuania), v. 42, n. 10, p. 885-894, 2006. 

21. ZHENG, H. Application of an Oligonucleotide array assay for rapid detecting and 

genotyping of Chlamydia trachomatis from urogenital specimens. Diagnostic 

Microbiology and Infectious Disease, v. 57, p. 1-6, 2006. 

22. APPLIED BIOSYSTEMS. Guide to performing relative quantitation of gene 

expression using real time quantitative PCR. Foster City, Califórnia, 2004. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               114 
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DE DIAGNÓSTICO E TERAPÊUTICA E VII JORNADA CIENTÍFICA DO LIKA (2013); 

 

8.3 PREMIAÇÃO DE TRABALHO NO IV SINATER – SIMPÓSIO INTERNACIONAL DE 

DIAGNÓSTICO E TERAPÊUTICA E VII JORNADA CIENTÍFICA DO LIKA (2013). 
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ANEXOS 

 

 

- APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE 

FEDERAL DE PERNAMBUCO: 
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- QUESTIONÁRIO PADRONIZADO PARA OBTENÇÃO DE INFORMAÇÕES SÓCIO 

DEMOGRÁFICAS, COMPORTAMENTAIS E REPRODUTIVAS DAS PACIENTES: 

 

 

 

 

 

 

 



Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               119 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               120 
 

 

 

 

 

 



Keilla Maria Paz e Silva                                                                                                                               121 
 

 

 

 

 


