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RESUMO

A Chlamydia trachomatis ¢ uma bactéria sexualmente transmissivel, de grande
impacto no sistema reprodutivo das mulheres, sendo também um importante problema para
a Saude Publica. A estimativa dos casos de infec¢do por C. trachomatis ¢ de 90 milhdes
em todo o mundo. A C. trachomatis é considerada a bactéria sexualmente transmissivel de
maior prevaléncia, principalmente em paises desenvolvidos e causa doencas do trato
urogenital, linfogranuloma venéreo (LGV) e outras. Um dos fatores de risco para a infec¢ao
¢ a pratica sexual sem protecdo que ¢ comum em adolescentes. O risco da recorréncia sem
uso do preservativo ¢ comum. O diagndstico ¢ critico devido a freqiiéncia de infecgdes
assintomaticas. Em mulheres, a infeccdo pela C. trachomatis causa doenga inflamatoria
pélvica (DIP) e as suas conseqiiéncias podem ser a infertilidade, gravidez ectopica e dor
pélvica cronica. As técnicas de amplificacio de acidos nucléicos permitem utilizar
pequenas quantidades de amostras para a detec¢do da clamidia. A escolha da técnica para
detecgao de Chlamydia trachomatis foi Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) que
apresenta uma maior sensibilidade e especificidade do que os testes de imunodetecgao e de
cultura celular, para estimar a prevaléncia desse patdogeno em amostras endocervicais de
mulheres inférteis atendidas na clinica de infertilidade do Hospital Universitario Dona
Francisca Mendes, na cidade de Manaus-AM-Brasil. A populacdo de estudo consistiu de
106 mulheres com diagnodstico de infertilidade e foi realizado o exame médico ginecoldgico
para a obtengdo de amostras para o exame de amplificacdo do DNA plasmidial da
Chlamydia trachomatis. As informagdes das variaveis socio-econdmico-demograficas e
variaveis clinicas foram obtidas através de questionario, mediante da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido aplicado para cada paciente que participou do estudo.
Para a andlise estatistica foi utilizado o software Epi-Info 3.3 para Windows e o nivel de
significancia utilizado nos testes foi de 5%. A prevaléncia por infeccdo clamidial
encontrada pelo método de PCR foi 52,8%. Para confirmacdo das bandas fracas de 241 pb
encontradas na regido amplificada, realizou-se a analise no gel de Poliacrilamida 6% e
sequenciamento do DNA plasmidial de Chlamydia trachomatis. Com relagdo ao teste da
PCR e variaveis socio-demograficas, a analise estatistica realizada demonstrou associa¢ao

significativa de 5% (p < 0,05) apenas para renda familiar (2 a 4 salarios minimos). Quanto a



variabilidade génica verificou-se que nas dez amostras seqiienciadas houve minima
variabilidade genética variando de 1,1% a 3,3% em relagdo ao plasmidio de Chlamydia
trachomatis. Devido a alta prevaléncia de Chlamydia trachomatis encontrada neste estudo,
verificou-se a necessidade de implantagdo de programas de deteccdo em massa, utilizando-
se 0 método da PCR em amostras clinicas, por possuir maior sensibilidade e especificidade
para determinar a diminui¢do na incidéncia deste patégeno em homens e mulheres

sexualmente ativas.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis, Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),

infertilidade feminina.



ABSTRACT

Chlamydia trachomatis is a sexually transmitting bacterium that causes great impact
on females reproductive health and also, constitutes an important problem for the public-
health. The infection by C. trachomatis is estimated about 90 million cases worldwide. C.
trachomatis is considerated the most prevalent sexually transmitting bacterium mainly in
developing countries and causes diseases on urogenital tract, venereal limphogranuloma
and others. One of the risks of infection is the practice without protection among
adolescents. The recurring risk is common without the use of preservatives. The diagnostic
is critical because most of the times the infection is assynptomatic. In females, the infection
by C. trachomatis cause pelvic inflammatory disease (PID) and the consequences can lead
to infertility, ectopic pregnancy and chronicle pelvic pain. The nucleic acid amplification
techniques allow us to use small amount of samples to detect Chlamydia. The choice of the
technique to detect Chlamydia trachomatis was Polymerase Chain Reaction (PCR) that
offers greater sensitivity and specificity than tests as immunoassay and bacteria culture, for
estimate the prevalence of this pathogen in endocervical samples of infertiles women
attended in the clinic of infertility of the Dona Francisca Mendes University Hospital, in
Manaus-Am-Brazil. The study population consisted of 106 women with infertility
diagnosis and was realized medical gynecologic examination to obtain samples for the
amplification of Chlamydia trachomatis DNA plasmid. Informations of the social-
economic-demographs variations and clinics variations were obtained through questionaire
and through signature consent term that were aplicated for each patient that participated in
this study. For the statistical analysis were used the software Epi-Info 3.3 for Windows and
the significant level used in the tests were 5%. The prevalence found for Chlamydial
infection by the PCR method were 52,8%. To confirm the weak band found of 241 pb at
the amplification region, were realized the analysis on the 6% Poliacrilamid gel and DNA
sequencing of DNA Chlamydial plasmid. In relation to the PCR test and social-
demographs variations, the statistical analysis demonstrated significant assocation of 5% (p

< 0,05) only for the family income (2 to 4 salaries). About variability of genes, were



verified at ten samples that were sequenced minimal variations from 1,1% up to 3,3%
comparing to the Chlamydia trachomatis plasmid. Due to the high prevalence found of
Chlamydia trachomatis in this study, were verified the necessity to implant the detections
programs in large scale, using the PCR method in clinicals samples, for having the most
sensitive and specificity to determine the reduction of this pathogen in sexually active men

and women.

Key words: Chlamydia trachomatis, Polymerase Chain Reaction (PCR), female
infertility.
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1. INTRODUGAO

As infecgdes por transmissdo sexual sdo a principal causa global de enfermidades,
infertilidade, incapacidades e morte, com severas conseqiiéncias médicas e psicoldgicas
para milhdes de homens, mulheres e criancas. Em 1999, a World Health Organization
(WHO) estimou 340 milhdes de novos casos de doengas sexualmente transmissiveis (DST)
curaveis, numa populacao entre 15 e 49 anos de idade. Dez (10) a doze (12) milhdes destes
casos ocorreram no Brasil e o maior numero de novas ocorréncias de infec¢des ocorreram
na regido Sul e Sudeste da Asia, seguindo Sahara Africana, América Latina ¢ o Caribe
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; WHO, 2001).

Ha mais de 40 tipos de patégenos que sdo transmitidos pela relagdo sexual,
incluindo Clamidia, Gonorréia, Hepatites B e C, Herpes, Papiloma Virus, Sifilis,
Trichomonas e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (POPULATION COUNCIL,
2001). Muitos deles sdo curaveis através do uso correto de antimicrobianos nos
tratamentos. Entretanto, mesmo com a viabilidade de tratamentos efetivos, as infec¢des
bacterianas transmitidas pela relagdo sexual ainda s3o a principal preocupaciao da satde
publica nos paises industrializados e em desenvolvimento. A magnitude exata das infecgdes
sexualmente transmissiveis ainda ¢ desconhecida, pois o sistema de dados em alguns
paises, nem sempre ¢ fidedigno ou estd na sua forma incompleta. Apenas uma parte da
populagdo sintomatica procura cuidados de satde e poucos sdo os casos registrados (WHO,
2001). As infecgdes sintomaticas e assintomaticas poderdao desenvolver sérias complicagdes
e conseqiiéncias para os individuos. Em paises em desenvolvimento, as doencgas
sexualmente transmissiveis e as suas complicagdes estdo entre as maiores categorias de
doencas onde os adultos procuram auxilio do servigo de satde (WHO, 2001). De acordo
com a Coordenacao Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST)/AIDS
(1999); Ministério da Saude (2005) e Sardinha et al. (1999) sdo escassos os dados
epidemiologicos relativos as DST no Brasil e, especialmente, no estado do Amazonas

devido a sub-notificagdo de casos. Com isso, ndo existem dados que demonstrem



a verdadeira situagdo das infec¢des por Chlamydia trachomatis. Segundo o Ministério da
Saude (2006), apenas a AIDS, HIV na gestante e crianga, sifilis na gestante e a sifilis
congénita sdao notificadas compulsoriamente. De acordo com a Coordenacao Nacional de
DST/AIDS (1999), sao considerados raros os servigos publicos que oferecem pesquisa para
DST, enquanto que nos servigos privados, s6 ¢ realizada a pesquisa em casos sintomaticos.

De acordo com a WHO (1995), na América Latina e Caribe sdo esperados que entre
7% a 14% da populagao sexualmente ativa, (3,5 a 7% da populagdo geral), venha adquirir
sifilis, gonorréia, clamidia ou tricomoniase ao longo de um ano.

Desde a década de 80, a infeccdo pela C. trachomatis é considerada como uma das
DST mais freqiientes em todo mundo (OMS, 2001). A C. trachomatis é causa mais comum
de doenga de transmissdo sexual bacteriana e facilita também o contdgio do virus HIV
(GALVIN e COHEN, 2004). A infeccdo por clamidia ¢ uma preocupacao importante da
saude publica devido os efeitos desfavoraveis que podem ocorrer com relagdo a reproducao
humana (WHO, 2001). Em mulheres, causa Doenga Inflamatoria Pélvica (DIP) e as
conseqiiéncias devido aos longos periodos de infeccdo ocasiona infertilidade, gravidez
ectopica e dor pélvica (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005).

Virias regides do mundo demonstraram um acréscimo no numero de pessoas
infectadas. Este acréscimo reflete em parte, no progresso do diagnostico e/ou mudangas no
comportamento sexual (GOTZ et al., 2002).

A infecgdo por clamidia ¢ considerada como a doenga sexualmente transmissivel
mais comum nos Estados Unidos entre adolescentes do sexo feminino e jovens senhoras
(MMWR/CDC, 2004). Aproximadamente 5% a 14% de jovens nas idades de 16 a 20 anos
e 3% a 12% de mulheres de 20 a 24 anos de idade estdo infectadas por clamidia
(MMWR/CDC, 2004). Em 2005, 976.445 casos de infecgdes por clamidia foram
comunicados ao “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC). Muitos casos nao
sdao registrados ou diagnosticados e a estimativa ¢ de 2,8 milhdes de novos casos de
infec¢do por clamidia em cada ano (WEINSTOCK et al., 2004). No Reino Unido e Estados
Unidos da América do Norte (EUA), pesquisas realizadas de endocervicite clamidiana em
gestantes mostram uma incidéncia entre 2% a 47% (FRIAS et al., 2001). Estudos realizados
no Brasil, em diferentes grupos populacionais e por diversas metodologias, mostram uma
incidéncia entre 2,1% e 31,5% ao se investigar infeccdo genital por C. trachomatis. Na
regido Amazodnica, ha poucos dados que demonstram a situagdo real da infec¢do por

clamidia. Ishak e Ishak (2001) realizaram um estudo soroepidemioldgico de
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populagdes indigenas da Amazonia e constataram uma prevaléncia de anticorpos para
clamidia de 48,6%. Em Manaus, Alencar; Ferreira e Loureiro (1993) constataram uma
prevaléncia de 27,1% de positividade para clamidia pela técnica de imunofluorescéncia
direta. J& Santos et al. (2003) e Alfaia (2005) encontraram uma positividade de 20,6% e
11% num estudo realizado com mulheres sexualmente ativas e gestantes, usando a técnica
de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), respectivamente.

Segundo a WHO (2001), 70% a 75% de mulheres infectados por C. trachomatis sao
assintomaticas. Portanto, o diagndstico e tratamento nas pessoas infectadas ¢ essencial para
a prevencao da DIP, infertilidade e gravidez ectopica. Entre 8% e 12% de casais ou 50 a 80
milhdes de pessoas no mundo passam de alguma forma a experiéncia de infertilidade
durante o seu periodo reprodutivo. Aproximadamente 5% dos casais sdo inférteis devido
algum problema anatomico, endocrinoldgico, genético ou fatores imunoldgicos (WHO,
2001). Segundo Abdelmassih (2006), no Brasil, aproximadamente oito milhdes de casais
possuem problemas de infertilidade. A DIP ¢ a principal causa de infertilidade. Maioria dos
casos da DIP ¢ causada pela C. trachomatis e Neisseria gonorrhoeae. Estudos realizados
sobre a prevaléncia de C. trachomatis em pacientes com DIP demonstraram que mais da
metade dos casos sdo causados pela clamidia (PAAVONEN e LEHTINEN, 1996). Kohl
(1994) relatou que houve um declinio na incidéncia da infecgdo gonocdcica em paises
ocidentais, enquanto que o numero de infecgdes clamidiais aumentou (EGGER et al.,
1998). Outros estudos indicaram que a incidéncia da infertilidade causada pelo fator tubario
¢ aproximadamente 23% ap6s um episddio de DIP, aproximadamente 35% apds dois
episodios, e acima de 75% apos trés episdodios (ABDELMASSIH, 2006).

A estimativa de custo para os casos de infecgdes por clamidia nos Estados Unidos ¢
mais de US$ 2.4 bilhdes por ano (ENG e BUTLER, 1997). O National Health Service
(NHS) gasta mais que £ 50 milhdes (US$ 79 milhdes; € 72 milhdes) anualmente para tratar
infertilidade feminina associada a infec¢do clamidiana (TEMPLETON, 2002). No Brasil,
nao ha um célculo oficial da prevaléncia da infeccao (SEADI et al., 2002). Entretanto, no
periodo de janeiro de 2003 até outubro de 2004, foram internadas 93.040 mulheres com
DIP em todo o Brasil, representando custo total de R$ 25.462.880,53, considerando apenas
o tratamento hospitalar (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Atualmente, cerca de oito milhdes de casais brasileiros necessitam de algum tipo de
tratamento para fertilizagdo (NUNES, 2003). Segundo Abdelmassih (2006), dentro desses

oito milhdes de casais brasileiros com problemas de infertilidade, 90% ficam



11

sem receber tratamento adequado, pois ndo ha custeio por parte do servigo publico de
saude.

Devido aos altos custos dos tratamentos para fertilizagdo — entre R$ 2 mil a R$20
mil, tornam-se de dificil acesso. No Brasil, somente 0,8% das mulheres que precisam ser
submetidas a reprodugdo assistida conseguem atendimento nos hospitais, clinicas e
consultdrios especializados. Nos paises desenvolvidos, com excecdo dos Estados Unidos,
os hospitais publicos oferecem tratamento de reproducdo assistida total ou parcialmente
gratuito. Na Dinamarca, 43% das mulheres que precisam de ajuda para engravidar recebem
assisténcia. Na Bélgica, esse indice ¢ de 28%. Ja em paises como Chile e Argentina, apenas
2% das mulheres sdao beneficiadas (NUNES, 2003). Os casais que tém condi¢cdes de pagar
pelo tratamento recorrem a uma clinica privada. Os governos da América latina, inclusive
do Brasil, ndo financiam os tratamentos para infertilidade por uma questao de dificuldade
financeira (NUNES, 2003).

Segundo as estimativas do IBGE para 1° de Julho de 2005, a cidade de Manaus -
AM, possui uma populagdo feminina de 865.251 (IBGE, 2006). Nao hd dados sobre o
nimero de casos de infeccdo por C. trachomatis em mulheres com diagndstico de
infertilidade nesta regido, o que justifica a realizacdo do presente estudo. Por ndo existirem
dados epidemiologicos nesta regido relativos a infeccdo por clamidia e infertilidade
feminina, este estudo foi originado a partir da necessidade de conhecer a realidade local
dessa infeccao em mulheres que apresentam problemas de infertilidade.

Com as informacdes relatadas acima e considerando que a infecg¢do por clamidia em
mulheres pode levar a sérias complicagdes como a infertilidade, verificamos a necessidade
de aprofundar esse estudo usando como método de diagnostico de escolha a técnica
molecular da reagdo em cadeia de polimerase (PCR).

A PCR ¢ considerada, atualmente, como um teste mais sensivel para diagnostico de
C. trachomatis, pois ¢ altamente sensivel e especifico quando comparado com outros testes,
como cultura de células e o teste de imunofluorescéncia indireta, na qual pode resultar em
reacoes cruzadas com outras espécies de clamidias (HAMDAD et al., 2004; KELLOG;
BAILLARGEON; LUKEFAHR, 2004).

Portanto, a clamidia permanece na sua forma caracteristica, como uma ameaca para
a saude da mulher, e por isso ha uma necessidade de um diagnostico mais preciso entre as
mulheres sexualmente ativas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION — CDC, 2003).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Saude Reprodutiva da Mulher e Doengas Sexualmente Transmissiveis

Durante a ultima década, tem ocorrido um aumento de casos de infecgdes de
transmissao sexual na Europa (ADLER, 2003; GERBASE; ROWLEY ¢ MERTENS 1998;
HANSEN; NICOLL e HAMERS, 2002; WONG e PERRIN, 2003). As taxas de doencas
sexualmente transmissiveis (DST) tém aumentado, mesmo com a conscientizacdo geral da
populagdo e com a implantacdo de novas técnicas de diagndsticos. De acordo com Crosby
et al. (2004); WHO (2001), a elevacdo dessas taxas esta associada mais com o
comportamento sexual entre os jovens. A tendéncia de muitos jovens ¢ iniciar a atividade
sexual numa idade precoce (inicio da atividade sexual com 13 anos de idade) e ter contato
com varios parceiros sexuais. Dentre a forma mais comum de se contrair uma DST ¢
através da pratica sexual ndo segura com parceiro ja estando infectado. Sao considerados

comportamentos de risco para contrair uma DST:

e Manter relagdo sexual com varios parceiros sem o uso de uma barreira de protecao
eficaz (condom);

e Ter um parceiro que possui varios outros parceiros sexuais;

e Manter relagao sexual com profissional de sexo, sem o uso devido de condom;

e Continuar manter relagdo sexual mesmo apresentando sintomas de infeccdo sem o
uso do preservativo;

e (Contato com parceiros sexuais que fazem uso comumente de drogas ilicitas e
tornando-se vitimas de violéncias como abusos sexuais;

e O nado tratamento para a infec¢do de uma DST;

e Nao seguir corretamente a instru¢do medicamentosa prescrita pelo médico para

tratamento de uma DST ou ndo terminar o tratamento no tempo certo.
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Segundo Dailard (2003); Ministério da Saude (2006); Miranda (2003); WHO

(2005), no final da década de 90, a OMS publicou dados de estimativa mundial relatando

que praticamente a metade dos adultos que contrairam alguma DST tinham sido mulheres e

que a estimativa total anual de novos casos de DST curaveis foram de 340 milhdes. Os

casos de DST curaveis foram distribuidos nas seguintes formas, sendo que muitas mulheres

apresentaram mais de uma doeng¢a a0 mesmo tempo:

Sifilis — 6,5 milhdes;
Gonorréia — 31,5 milhoes;
Clamidia — 47,0 milhdes;

Trichomonas — 80,0 milhdes.

Outros milhdes de DST ndo curaveis (virais) que ocorrem anualmente sdo:
Herpes genital (HSV-2);
Hepatites B (HBV) e C (HBC);
Papilomavirus humano (HPV);

Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) responsavel pela Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou AIDS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

As doencas de transmissdo sexual em mulheres ndo sdo facilmente identificadas ou

curadas pelas as seguintes razdes:

Mais de 50% das doengas transmitidas por via sexual em mulheres sdo
assintomaticas;

Dificuldades no diagndstico e métodos diagnosticos sensiveis e especificos o
suficiente para diagnosticar DST;

Dificuldade de acesso de mulheres aos servigos de saude (UNITED NATIONS,
1998).

Os resultados devido ao surgimento das complicagdes oferecem muitas vezes

seqiielas irreparaveis na saude da mulher causando morbidade e mortalidade. Seguem as

seguintes observagdes que devem ser consideradas:

Doencas Sexualmente Transmissiveis causam complicagdes relacionadas a

gravidez, sepsis, abortos espontaneos, partos prematuros e doencas congénitas;
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e De todas as mortes maternas, 1-5% sdo devidas a gravidez ectdpica, a maioria
atribuidas as DST;

e 35% de casos da morbidade de pds-parto sdo atribuidas as DST;

e Praticamente 2/3 dos casos de infertilidade em mulheres sdo atribuidas as DST;

e De todos os exames ginecologicos, 17-40% sdo devidos ao processo inflamatorio
pélvico, sendo maioria pela transmissao sexual;

e Mundialmente, as doengas por transmissao sexual em mulheres sdo 5 vezes maiores

em relagdo ao homem (UNITED NATIONS, 1998).

Segundo WHO (2001) na maioria das vezes, a infec¢do por uma DST ndo traz
nenhuma sintomatologia. Tanto homens quanto mulheres poderdo permanecer infectados
durante muitos anos sem apresentar sintomas. Durante todo o periodo assintomatico, a
infeccdo poderéd causar sérios danos, principalmente no aparelho reprodutor em ambos os

SE€XO0S.

2.1.1. Infeccoes do Trato Reprodutivo

Infecgdes do trato reprodutivo incluem tanto os que sdo transmitidas por via sexual
quanto aquelas que o nao sdo. A infec¢do de transmissdo nao sexual podera ser resultante
de infeccdes endogenas causadas por crescimento anormal de microrganismos que
normalmente sdo encontradas na vagina, como a vaginose bacteriana ou vulvovaginite pela
candidiase, ou infec¢des exodgenas causadas por falta de seguranca da pratica ginecologica e
obstétrica e pobre higiene genital (WHO, 2002; 2005).

Biologicamente, mulheres sdao mais susceptiveis para maioria das infecc¢des
transmitidas pelo o ato sexual do que os homens. Esta explicagdo deve-se a anatomia da
vagina e superficie da mucosa exposta para uma grande quantidade de patégenos durante o
ato sexual. Mulheres jovens sdo mais susceptiveis devido a imaturidade da cérvice e menor
producao do muco vaginal, passando-se a oferecer uma menor prote¢do efetiva contra os
agentes infecciosos (WHO, 2002; 2005). Segundo Biro (1992); Miranda (2003),
adolescentes que entram na puberdade mais cedo podem iniciar precocemente a vida
sexual. Nos primeiros anos apds menarca, o epitélio colunar se estende na superficie da

cérvice uterina (ectocérvice) e o epitélio colunar ¢ considerado mais susceptivel
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do que o epitélio escamoso a infec¢do pela gonorréia e clamidia (HARRISON; COSTIN e
MEDER, 1985; MIRANDA, 2003). A maioria das mulheres com infec¢des de transmissao
sexual tendem apresentar-se assintomadticas e, portanto, ndo buscam tratamento. O nao
diagnostico e ndo tratamento de infecgdes transmitidas pela relagao sexual sdo as causas da
cronicidade da infec¢do e numerosas complicacdes sofridas pelas mulheres (WHO, 2002;

WYRICK, 2002).

2.1.2. Infertilidade

Definicdes de infertilidade geralmente sdo referidas as mulheres, devido a
inabilidade da mulher de poder conceber mesmo quando a causa provém do sexo
masculino. Segundo Borges et al. (2005), a infertilidade conjugal ¢ a incapacidade de
concepgdo apos um ano de vida sexual ativa e regular distribuidas ao longo do ciclo
menstrual, sem uso de qualquer método contraceptivo. As classificagdes de infertilidade
usadas por Borges et al. (2005); Taylor (2003); WHO (1991) e Yao e Schust (2005), sdo as

seguintes:

e Infertilidade Primaria: A mulher que ndo conseguiu conceber ap6s um ano de
exposicao a gravidez e ndo houve gestagdes prévias.

e Infertilidade Secundaria: A mulher teve uma concepcdo anteriormente, embora
ndo necessariamente com um nascido vivo e nao consegue conceber mais

posteriormente.

De acordo com Borges et al. (2005), a relacdo idade e infertilidade sdo bastante
conhecidas. As lesdes tubdrias, cada vez mais se tornam comuns, principalmente em
pacientes com idade avangada em termos reprodutivos, € com isso o restabelecimento da
fertilidade se torna cada vez mais dificil. Segundo & American Society for Reproductive
Medicine (ASRM) (2000), além da idade da mulher, existem outros fatores que levam a
infertilidade: medicamentos, consumo excessivo de alcool, fumo, droga, exposi¢do a certos

componentes toxicos, hereditariedade, excesso de peso ou doengas.
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Conclui-se com isso que as mudangas ocorridas na sociedade, tais como nivel sdcio-
econdmico e grau elevado de instru¢do com a opg¢ao de conceber filhos tardiamente,
afetaram profundamente o potencial da infertilidade do homem e da mulher (BORGES et
al., 2005; VAN BALEN; VERDURMEN e KETTING, 1997).

Informagdes relacionadas a infertilidade geralmente sdo baseadas de acordo com
dados de servigos de saude. Ainda ha poucos estudos especificamente focalizando a
infertilidade. Os dados de infertilidade sdo considerados subestimados em paises em

desenvolvimento (DAAR ¢ MERALLI, [s.d.]).

2.1.3. Causas da infertilidade

A infertilidade atinge 10 a 15% dos casais que se encontram na idade reprodutiva,
sendo as doencas do trato genital feminino responsaveis por 50 a 60% dos casos, ao passo
que 40 a 50% estao relacionados a fatores masculinos (BORGES et al., 2005).

WHO (2002), relatou através de estudos que a infertilidade primaria ¢ mais comum
que a infertilidade secundaria, contabilizando 60% ou mais de todos os casos. Mulheres que
ndo conseguiram conceber em nenhum momento ou ndo possuem filhos vivos sdo mais
propensas a procurarem servicos de saude para diagnostico e tratamento em relagdo as
mulheres que tiveram um ou mais filhos.

Em relacdo as causas femininas destacam-se os fatores tubo-peritoneais, associados
a doenga inflamatéria pélvica, endometriose, cirurgias anteriores, abortos sépticos,
apendicite com peritonite e gravidez ectopica (BORGES et al., 2005).

Disturbios ovulatérios emergem como a mais freqiiente causa de infertilidade
priméaria. Patologias cervicais e outras causas como endometriose e leiomioma uterino sdo
também causas comuns de infertilidade (KHALAF, 2003; WHO, 2002).

A presenca de salpingites, endometrites e aderéncias anexiais, com surgimento de
danos irreversiveis a regido pélvica, t€ém como conseqiiéncia a infertilidade tubaria. A C.
trachomatis ¢ também um agente etioldgico importante e responsavel por infertilidade
tubaria. E considerada uma das causas mais importantes de DST, pois é responsavel pelo
linfogranuloma venéreo, pelas uretrites ndo gonocdcicas e pela doenga inflamatodria pélvica
(DIP). Estima-se que aproximadamente 25% das pacientes com salpingite por C.

trachomatis tornam-se inférteis. Uma vez ocorrida uma salpingite, a trompa fica
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mais susceptivel a reinfeccdes por clamidia ou por outros patogenos do meio vaginal,
devido aos danos ocorridos na mucosa durante a primeira infec¢gdo (ABDELMASSIH,
2006).

A relagao entre infertilidade secundaria e infec¢des de origem sexual € considerada
subestimada (WHO, 2002). A infertilidade causada pela tuba uterina ¢ comum em mulheres
que apresentam infertilidade secundéria e em populagdes femininas que apresentam alta
prevaléncia de doengas sexualmente transmissiveis. O funcionamento adequado das tubas
uterinas ¢ pré-requisito para a fertilidade. As tubas uterinas sdo oOrgdos altamente
especializados e possuem a func¢do de receber e transportar o 6vulo, espermatozodide e
embrido. As tubas uterinas sdo vulneraveis as infecgdes e dano cirurgico, podendo com
isso, afetar o seu devido funcionamento (PAAVONEN, 2004).

Sabe-se também que existem vdrios sistemas regulatorios, que funcionam por meio
de conexdes nervosas, neurotransmissores € hormoénios, que influenciam os mecanismos
reprodutivos. Estudos apontam que o estresse emocional pode influenciar nos mecanismos
que regulam a fase folicular do ciclo menstrual diminuindo as chances de fertilidade
(DOBSON e SMITH, 2000). A ativagao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal induzida pelo
estresse, interfere o foliculo ovariano de receber um adequado suporte de gonadotrofinas
resultando em anovulacdo (MOUREIRA et al., 2005).

Uma nota da American Society for Reproductive Medicine (2000), diz o seguinte:
“fazendo-se uma cuidadosa anamnese poder-se-do identificar sintomas ou sinais que
sugiram a causa especifica da infertilidade e assim, poder-se-a chegar ao diagnostico de

possiveis fatores responsaveis pelo desencadeamento da infertilidade”.

2.1.4. Consequiéncias da Infertilidade

Diversos estudos demonstram que mulheres inférteis expressam sentimentos de
frustracdo, perda de auto-estima, além de depressao e ansiedade (GERRITY, 2001).

O tratamento da infertilidade implica em varios exames e tratamentos médicos de
longa durag¢do, que podem manifestar diversos sintomas psicoldgicos, sendo de maior
freqliéncia a ansiedade e a depressao, raiva, frustragdo, dificuldades nos relacionamentos

sexuais e isolamento familiar/social. Esses sintomas acometem entre 25 a 60%
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das pessoas consideradas inférteis. A ansiedade geralmente surge pela natureza estressante
dos tratamentos e pelo temor de ndo conseguir conceber, estando a depressdo mais
relacionada ao resultado negativo do tratamento (GUERRA et al., 1988).

Portanto, a infertilidade tem implicagdo profunda a nivel social, emocional e
econdmico. Inclusive, estudos realizados em varios paises, incluindo os paises em
desenvolvimento tracaram as conseqiiéncias da saude mental em mulheres inférteis
(AGHANWA; DARE e OGUNNIYI, 1999; PAPREEN et al., 2000; UNISA, 1999). Um
estudo realizado na Nigéria em 1999, comparando o estado da sailde mental de 37 mulheres
com infertilidade e 37 controles, encontrou significante propor¢ao de mulheres inférteis

com depressao e desordens de ansiedade (AGHANWA; DARE e OGUNNIYI, 1999).

2.2. Etiologia Microbiana e Patogenia da Doenc¢a Inflamatéria Pélvica (DIP)

2.2.1. Etiologia Microbiana

Vérios microrganismos tém sido envolvidos como agentes etiologicos em Doenca
Inflamatoria Pélvica (DIP), e a maioria dos casos de DIP estdo associados com mais de um
tipo de microrganismo (ESCHENBACH et al., 1975; 1988; RICE e SCHACHTER, 1990;
WHO, 2005). Esses agentes etiologicos ascendem ao trato genital superior, carregados
pelos espermatozoides ou raramente pelos vasos linfaticos (SATO et al., 2005). A C.
trachomatis, N. gonorrhoeae ¢ uma variedade de bactérias anaerdbicas e aerdbicas sdo
reconhecidas como agentes etiolégicos de DIP nos Estados Unidos (GLATT;
McCORMACK e TAYLOR, 1990). Mais comumente as bactérias anaerobicas podem ser
isoladas do canal genital em mulheres com salpingite (ESCHENBACH et al., 1975). A
propor¢do de mulheres com DIP infectadas com C. trachomatis varia bastante,
provavelmente devido as variagcdes que ocorrem entre a populacao estudada, diferenciagdo
no intervalo de tempo de investigagdo, variagdes na severidade da infec¢do e diferentes

métodos aplicados na investigacdo microbiana (CATES; ROLFS e ARAL, 1990).
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2.2.2. Patogenia

Acredita-se que a Doenga Inflamatoria Pélvica ¢ resultado da distribuicdo de
microrganismos no canaliculo do endocérvice para o endométrio, mucosa da tuba uterina,
ovarios e o peritonio (RICE e SCHACHTER, 1990; SATO et al., 2005; WHO, 2005)
(Figura 1).

Figura 1 — Dissemina¢do da C. trachomatis do fundo de saco vaginal e principalmente do canal

endocervical para as tubas uterinas.

FONTE: PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005.

A patogénese das seqiielas em longo tempo da infec¢ao por clamidia ainda é pouco
entendida, mas sabe-se que entre 10% a 40% das mulheres com cervicites por clamidia e
ndo tratadas clinicamente desenvolvem sintomas de DIP (PLATT; RICE e McCORMACK,
1983; STAMM et al., 1984; TOTH et al., 2000). Seqiielas de DIP como obstru¢do tubaria e
aderéncias pélvicas podem acarretar infertilidade, gravidez ectopica e dor pélvica cronica.
A gravidade dessas seqiiclas esta relacionada com a durag@o da doenga (SATO et al., 2005;

WHO, 2005).
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Ha quatro fatores que podem contribuir para a ascensdo da bactéria e/ou podem
estar associados a patogénese da infec¢ao no trato genital superior: 1) O uso do Dispositivo
Intra-Uterino (DIU) pode facilitar a distribui¢do bacteriana encontrada na vagina para a
cérvice; 2) Alteragdes hormonais, como a menstruacao, podem alterar a barreira mecanica
na regiao cervical, interferindo com isso na prevengao da ascensdo bacteriana para as tubas
uterinas (SWEET et al., 1986; WHO, 2005); 3) O refluxo menstrual pode favorecer a
ascensao para as tubas uterinas e peritonio e 4) Os microrganismos poderdo ter fatores
potencias de viruléncia associados a patogénese da clamidia e gonococo (BRUNHAM et
al., 1987; RICE e SCHACHTER, 1990).

De acordo com Abdelmassih, (2006); Ministério da Saude (2005); WHO (2005), o
uso de dispositivos intra-uterinos sdo fatores importantes nas infec¢des ascendentes.
Diversos estudos anteriores sugerem que os DIUs causam a infertilidade. Porém, ja foi
demonstrado recentemente que pacientes nuligravidas e usudrias de DIUs de cobre nao
possuem associagdo com a infertilidade tubaria e com a duragdo do uso (HUBACHER;
LARA-RICALDE; TAYLOR, 2001). O calculo do risco de DIP em pacientes usuarias de
DIU mostrou que o risco estimado ¢ baixo (0,15%), mesmo em populagdes apresentando
alta prevaléncia de DIP (SHELTON, 2001).

Segundo Land et al. (2002), pacientes submetidas aos procedimentos ginecoldgicos
como instrumentacdo uterina (histerossalpingografia, laparoscopia, etc.) podem ser
consideradas de risco para infecgdes pélvicas por C. trachomatis, por originar-se por via
ascendente da endocérvice ou ser reativadas a partir de microrganismos que persistem no
trato genital ap6s infec¢des anteriores.

Portanto, ha uma relagdo entre o colo uterino e lesdo tubaria, ja que o canal do colo
do utero ¢ considerado a principal porta de entrada de microrganismos que provocam
salpingites. Na maioria das vezes essas infec¢des sdo provenientes de doengas sexualmente
transmissiveis assintomaticas podendo causar lesdes tubarias graves (BORGES et al.,

2005).
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2.3. Aspectos gerais das Clamidias

2.3.1. Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a estimativa de novos
casos de infecgdo pela C. trachomatis em adultos era de 92 milhdes em 1999, sendo que 9,5
milhdes ocorreram na América Latina e Caribe (Figura 2). Nas estimativas dos Centros de
Controle de Doencas e Prevencdo (CDC), nos Estados Unidos da América (EUA), existem
mais casos novos diagnosticados de infec¢do pela clamidia do que qualquer outra DST,
incluindo sifilis, gonorréia, condiloma acuminado, herpes e aids. Passos; Varella e Miranda
(2005) relataram uma estimativa de ocorréncia entre 3 e 4 milhdes de casos novos de
clamidia a cada ano nos Estados Unidos, enquanto que Guaschino e Seta (2000) referiram-

se a uma estimativa de 10 milhdes de novos casos na Europa.

Figura 2 — Estimativa de casos de infecc¢do pela Chlamyida trachomatis.

FONTE: WHO, 1999.
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Estudos apontam que a infec¢@o por clamidia ¢ mais comum entre mulheres do que
em homens. Nos Estados Unidos, numa populagdo de 100.000 mulheres, a taxa de casos de
infec¢do por clamidia encontrou-se trés vezes maior em comparacdo aos homens.
Adolescentes do sexo feminino nas idades de 15 a 19 anos apresentaram taxas mais
elevadas de clamidia (2.796,6 / 100.000 habitantes), seguindo as jovens com idades de 20 a
24 anos (2.691,1 / 100.000 habitantes) (CDC, 2006).

Mulheres afro-americanas sdo também bastante afetadas pela infec¢do clamidiana.
Em 2005, foram reportadas 1.729,0 casos de infeccdo por clamidia numa populagdao de
100.000 mulheres negras. Esse dado demonstrou ser 7 vezes maior em relagdo as mulheres
brancas (237,2) e mais de que o dobro ao comparar com mulheres hispanicas (733,2)
(CDC, 2006).

De acordo com CDC (2006), 40% das mulheres que ndo recebem tratamento para a
infec¢do clamidial, desenvolverdo DIP, e 20% delas poderao tornar-se inférteis.

Atualmente, no Brasil, ndo ha muitos dados ou informagdes que demonstrem a
situacdo real da infeccdo pela C. trachomatis (PASSOS; VARELLA ¢ MIRANDA, 2005).
O ntmero reduzido de dados sobre clamidia em nosso meio se deve por alguns fatores,
principalmente devido a propria assintomatologia clinica nas mulheres e a dificuldade de
acesso aos exames laboratoriais que, geralmente sdao tidos como caros e muitas vezes de
dificil realizacdo. Segundo Passos; Varella e Miranda (2005), os dados publicados nos

artigos cientificos sobre a prevaléncia dessa infec¢@o ainda sao estudos isolados Tabela 1.



Prevaléncia Autor N Ano Local Populacao dilz\n/;;tg:t(i)co
18,0% Gonga;:/zi Raddi 142 1993 Araraquara/SP Ambulatorio ginecologia | Cultura endocérvice
27,1% Alencar et al. 199 1993 Manaus/AM Servigos DST IFD
9,0% Amaral et al. 122 1995 Séo Paulo/SP Pré-natal ELISA
2,1% Simdes et al. 328 1997 Campinas/SP Pré-natal IFD!
6,6% Faundes et al. 407 1998 Campinas/SP Planejamento familiar IFD

8,4% Moherdaui et al. 348 1998 Multicéntrico® Servigos DST IFD
8,5% Lowndes et al. 796 1999 Rio de Janeiro/RJ | Ambulatério ginecologia IFD/ELISA
13% Miranda et al. 119 2000 Vitéria/ES Penitenciaria feminina ELISA
8,9% Melles et al. 189 2000 Sao Paulo/SP Ambulatorio ginecologia | Cultura endocérvice
18,5% Varella et al. 108 2000 Pirai/RJ Ambulatério ginecologia ELISA
5,0% Frias et al. 100 2002 Teresopolis/RJ Clinica particular ELISA
3,2% Bastos et al. 123 2002 Rio de Janeiro/RJ Clinica particular ELISA
20,2% Smith et al. 424 2002 Sao Paulo/SP Ambulatoério CA cervical IFD
11,4% Miranda et al. 149 2002 Vitéria/ES PSF’- Adolescentes LCR*
19,6% Aratjo et al. 296 2002 Goiania/GO Ambulatério ginecologia PCR’
11,4% Mirana et al. 155 2002 Porto Alegre/RS PSF — Mulheres PCR’
20,7% Santos et al. 121 2003 Manaus/AM Servigos DST PCR’
Hospital Dona Francisca
11,0% Alfaia, A.P.B.B. 100 2005 Manaus/AM Mendes PCR?
Pré-Natal

Tabela 1 — Taxas de prevaléncia da infecgdo pela Chlamydia trachomatis em mulheres brasileiras

relatadas nas literaturas cientificas.

1. IFD = imunofluorescéncia direta; 2. Estudo multicéntrico: Manaus, Recife, Belo Horizonte,

Sao Paulo e Porto Alegre; 3. PSF = Programa da Saide da Familia; 4. LCR = Reagdo em

Cadeia da Ligase; 5. PCR = Reag¢8o em Cadeia da Polimerase.

FONTE: ALFAIA, 2005; PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005; SANTOS, 2003.

Estimativas da Coordenagdo Nacional de DST / AIDS demonstram a existéncia de

1.967,200 casos novos de clamidia a cada ano no Brasil. Nesses, a incidéncia em mulheres

¢ homens sexualmente ativos ¢ de 3,5% (1.508,500 casos novos / ano) e 2,32%
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(478.700 casos novos / ano), respectivamente (PASSOS; VARELLA ¢ MIRANDA, 2005;
PN-DST /AIDS, 2003).

Segundo Passos; Varella e Miranda (2005), para a maioria dos autores a baixa idade
¢ considerada como um dos fatores de risco mais importantes nas pesquisas realizadas.
Portanto, idade inferior a 25 anos, dependendo da populagdo estudada, ¢ considerada o
principal fator de risco.

Todos os trabalhos citados na Tabela 1 demonstram dados de taxas de prevaléncia
da infecgdo pela C. trachomatis em mulheres brasileiras utilizando métodos diferentes de
diagnostico. Por exemplo, no trabalho de Aratjo et al. (2002), foi realizado um estudo
utilizando o método de diagndstico da PCR na cidade de Goiania onde foi encontrada a
taxa de 19,6% para clamidia no canal cervical de mulheres atendidas num ambulatorio de
ginecologia.

Em Manaus / Amazonas, estudiosos encontraram 27,1% dos exames positivos para
C. trachomatis, usando a técnica de imunofluorescéncia direta e anticorpos monoclonais
em esfregacos endocervicais, confirmando-se entdo a alta prevaléncia da infeccdo por
clamidia em mulheres sexualmente ativas (ALENCAR; FERREIRA; LOUREIRO, 1993).

Observou-se uma positividade de 20,6% usando a técnica por PCR em esfregacos
endocervicais em mulheres sexualmente ativas na cidade de Manaus / Amazonas
(SANTOS et al., 2003).

Através de estudos recentes realizados por Alfaia (2005), encontrou-se resultado de
11,0% de gestantes atendidas na clinica de baixo risco infectados por clamidia em Manaus /
Amazonas usando-se também a técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

Varios estudos internacionais, entretanto, procuram determinar qual a populagdo de
pessoas mais infectadas por C. trachomatis. Assim, atualmente as doengas causadas pela
clamidia atinge as seguintes pessoas (Quadro 1): (PASSOS; VARELLA e MIRANDA,
2005).

e Individuos com outras DST
e Parceiros sexuais de individuos com gonorréia
e Individuos jovens

e Recém-nascidos de maes infectadas

Quadro 1- Grupos de individuos com alto risco de DST por clamidia.

FONTE: PASSOS, VARELLA e MIRANDA, 2005.
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Pelo que ja foi mencionado, mesmo em paises desenvolvidos, como EUA, as
infeccdes por C. trachomatis ainda sdo inadequadamente controladas pelos servigos de
saude, apesar da énfase na prevencdo. Conscientes da real situacdo, o CDC e a Associacao
Americana de Saude Social, no ano passado passaram a indicar rastreamento de rotina para
todas as mulheres sexualmente ativas (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005).

No Brasil, nos servigos publicos, sdo raros os locais que oferecem a pesquisa desse
patdgeno. Nos servigos privados, geralmente so se pesquisa clamidia em casos sintomaticos
ou quando um dos parceiros sexuais relata a presenca da infeccdo. Mesmo nessas situagdes,
infelizmente, a pesquisa de C. trachomatis ainda nao faz parte da rotina da maioria dos
profissionais de satde que atendem DST (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005).

Seria importante um esfor¢o maior envolvendo todos os seguimentos, no sentido de
promover a pesquisa nos individuos potencialmente mais acometidos e, sobretudo em
mulheres jovens sexualmente ativas com idade entre 15 e 25 anos. Isso se deve porque as
complicagdes e seqiiclas causadas pela clamidia podem atingir grandes proporgdes
organicas, sociais, emocionais e econOmicas para a pessoa portadora (PASSOS;
VARELLA e MIRANDA, 2005).

Portanto, o diagnostico laboratorial ¢ vital no enfrentamento dos danos causados

pela clamidia.

2.3.2. Biologia e o ciclo de desenvolvimento da Chlamydia trachomatis

Os membros da familia Chlamydiaceae, assim como os virus, sdo parasitas
intracelulares obrigatdrios, o que significa que ndo podem crescer em meio artificial livre
de células. As principais caracteristicas desta bactéria sdo:

e Bacilos gram-negativos pequenos, desprovidos da camada de peptidioglicano na
parede celular (DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005; MIRANDA; GADELHA

e PASSOS, 2003; MURRAY et al., 2004);

e Parasitas intracelulares estritos de seres humanos (MIRANDA; GADELHA;

PASSOS, 2003; MURRAY et al.,, 2004); Segundo Miranda; Gadelha e Passos

(2003), em funcao do parasitismo obrigatodrio, as clamidias foram consideradas por

muito tempo como virus;
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e Diferem dos virus, pois possuem um DNA e um RNA, ribossoma que evidencia

uma atividade de sintese de proteinas (MIRANDA; GADELHA e PASSOS, 2003);

e Possuem sensibilidade a certos antibioticos (MIRANDA; GADELHA e PASSOS,

2003);

e S3o desprovidas de motilidade e se classificam nas espécies trachomatis,
pneumoniae € psitacci. As espécies trachomatis e pneumoniae sao reconhecidas como
patégenos humanos, enquanto a psitacci ¢ reconhecida como patdégeno animal. A C.
psitacci infecta primeiramente as aves, bovinos e ovinos e pode desencadear em humanos
uma doenga respiratéria por exposicdo ao material infeccioso (geralmente fezes de aves
infectadas) (DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005);

e Possuem sete a dez copias de DNA plasmidial por célula bacteriana, enquanto que
para o genoma codificador de maior proteina externa da C. trachomatis (MOMP) ¢
detectado apenas uma copia de DNA (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999).

A C. trachomatis pertence a familia Chlamydiaceae e ¢ responsavel pela etiologia
de patologias diferentes, associadas as biovariedades como tracoma, linfogranuloma
venéreo e infecgdes genitais (MOLANO et al., 2004). O tracoma ¢ uma infec¢ao ocular do
tipo cerato-conjuntivite cronica causada pelas sorovariantes A, B, Ba e C. Inicialmente, os
pacientes apresentam conjuntivite folicular que envolve toda a conjuntiva. Com a evolugao
da doenca, a conjuntiva sofre fibrose e as palpebras e os cilios do paciente se dobram para
dentro causando escoriacdo da cornea, ulceragdo, fibrose e formagao de pannus na cérnea
que pode progredir a cegueira (FRIAS et al. 2001; MURRAY et al., 2004).

A bactéria possui um ciclo de desenvolvimento bifasico e replicacdo dentro de
vacuolos na célula hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas
(BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; MURRAY et al., 2004). O ciclo de desenvolvimento
da clamidia ocorre dentro da célula hospedeira, garantindo com isso um meio ambiente
livre da competicdo com outros microrganismos e preservacao da acdo do sistema imune
(SILVA e LONGATTO, 2000). A replicacdo apresenta um ciclo multimérfico e sem
sincronismo de desenvolvimento. Dentro deste ciclo multimoérfico ocorrem duas formas
bem distintas: os corpos elementares (CE) e os corpos reticulares (CR) (BRUNHAM e
REY-LADINO, 2005; HALL, 1997; SCHACHTER e STAMM, 1999). O corpo elementar
¢ um pequeno coco eletro — denso de 300nm a 400nm de diametro com numerosos
ribossomos circundados por uma rigida parede trilaminar. E uma forma infecciosa,

metabolicamente inativa, que nao se divide e ¢ capaz de sobreviver na regido
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extracelular (GREGORY; GARDNER; BYRNE, 1979; MURRAY et al.,, 2004). Esta
particula, que ¢ considerada infecciosa e metabolicamente inativa, penetra no organismo
através de solucao de continuidade na pele ou mucosas. Logo a seguir, essa particula adere
a célula do hospedeiro suscetivel, que parece envolver uma interagdo especifica entre

receptores de membrana (Figura 3).

EB: corpo elementar (forma infecciosa)

/T

aceptor da célula
hospedeira .

&desao

Células epiteliais da mucosa Lise da célula

urogenital .
RB: corpo reticular

(forma intracelular)

Figura 3 — Ciclo de desenvolvimento da Chlamydia trachomatis.

FONTE: SCHACHTER e STAMM, 1999.

Uma vez aderida a célula hospedeira, através das microvilosidades, a clamidia penetra na
célula hospedeira por um mecanismo de endocitose e ¢ rapidamente internalizada pelo
macrofago inibindo a fusdo fagolisossdmica. Entdo, o corpo elementar dd origem a uma
forma metabolicamente ativa, o corpo reticulado. Essas particulas reticuladas utilizam os
substratos do hospedeiro para se dividir. Aproximadamente 40 a 48 horas apds a
penetracdo, o macréfago ¢ rompido, liberando os corpos elementares infectando células
vizinhas (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005;
SCHACHTER e STAMM, 1999). Segundo Warford et al. (1999), aproximadamente oito
horas apos a entrada na célula, comega a replicacdo por divisdo binaria, completando-se o
ciclo dentro do endossoma. Por ser linfotropica, os corpos elementares invadem os vasos
linfaticos e de acordo com Scroferneker e Pohlmann (1998), de 4 a 21 dias apos o contagio
sexual forma-se no ponto de penetragdo uma reacao inflamatoria, seguida de aparecimento

de linfadenopatia inguinal. Inicialmente, no local da infec¢do ocorre uma
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resposta imune de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) seguida por infiltragao de tecido
com linfocitos, macrofagos e eosindfilos. (ORTIZ et al., 1996).

Geralmente, as infec¢des por C. trachomatis ocorrem nas superficies epiteliais e
mucosas. As células mais suscetiveis sdo as colunares endocervicais ou metaplasicas
escamosas e parabasais do trato genital inferior (SILVA e LONGATTO, 2000). Murray et
al. (2004), descreveram que os receptores para corpo elementar sdo restritos principalmente
as células epiteliais ndo-ciliadas, colunares, ctbicas ou de transi¢do, que sdo encontradas
nas membranas mucosas da uretra, endocérvix, endométrio, trompas uterinas, ovarios, reto
e conjuntivas.

Segundo Mandal; Douglas; Ben (1990), o corpo elementar tem uma aglutinina na
sua superficie e possui igual conteado de DNA e RNA. Ja o corpo reticular ¢ maior do que
o corpo elementar medindo-se em torno de 1000nm e segundo Warford et al. (1999), o CR
¢ mais rico em RNA e possui uma parede celular nao rigida.

Apesar de serem antigenicamente complexas, os antigenos lipopolissacaridico
(LPS) e a proteina de membrana externa principal (major outer membrane protein)
(MOMP) estao mais relacionados ao diagndstico e a patogénese da infec¢ao por clamidia.
A proteina de membrana externa principal (MOMP) € porosa e possui na sua extensao
pontes de dissulfeto, as quais estdo presentes tanto no corpo elementar quanto no corpo
reticular (WARFARD et al., 1999).

O corpo reticular (CR), ndo infectante, encontrado apenas ao nivel intracelular,
divide-se intracelularmente por divisdo binaria, ¢ metabolicamente ativo e responsavel pela
formacdo da infec¢do clamidial (GREGORY; GARDNER ¢ BYRNE, 1979; PASSOS;
VARELLA e MIRANDA, 2005; STEPHENS et al., 1998). O corpo reticular ¢ uma forma
replicativa que se divide e ocupa dentro do endossoma tornando-se numa inclusdo
citoplasmatica com progénie e glicogénio. Quando a célula hospedeira ¢ infectada com
mais de um corpo elementar de C. trachomatis, os endossomos fundem-se de tal maneira
que cada célula possui apenas uma inclusdo citoplasmatica. A produgdo de novas unidades
infecciosas por célula hospedeira alcanga aproximadamente 100 a 1000 corpos elementares,
representando aproximadamente 8 a 12 novas duplicagdes de um tnico microrganismo (De
la MAZA e PETERSON, 1982; WARFORD et al., 1999).

A C. trachomatis possui uma caracteristica interessante ao se referir ao seu ciclo
vital. Depende de proteinas especificas e da capacidade da célula hospedeira em gerar

energia e outros intermediarios metabdlicos, portanto, depende do estado
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nutricional da célula hospedeira para sua multiplicacdo (MOULDER, 1984;
SCROFERNEKER ¢ POHLMANN, 1998).

As clamidias possuem um sistema de fazer intercAmbio de uma molécula préopria de
ADP por uma molécula de ATP da célula hospedeira. Portanto, ndo sdo capazes de produzir
seu proprio ATP, composto essencial para o metabolismo e respiracdo. Essas bactérias
realizam o processo de transcricdio com RNA polimerase propria, mas para isso, €
necessaria a utilizagdo dos nucleosideos trifosfatos da célula hospedeira, assim como a de
alguns aminoécidos que elas nao sdo capazes de produzir. O RNAm ¢ produzido a partir do
DNA cromossomico usando a RNA polimerase do corpo elementar. Tanto o RNAt quanto
0 RNA ribossomal também estao presentes no corpo elementar (ALLAN e PEARCE, 1983;
MOULDER, 1984; SILVA e LONGATTO, 2000).

Em cultura de tecidos, a durag@o do ciclo de vida esta entre 48 a 72 horas, sendo que
alguns sorotipos apresentam um crescimento mais rapido do que outros. Com bastante
freqiiéncia, o sorotipo de linfogranuloma venéreo (LGV), completa o seu ciclo de vida de
uma forma mais rapida que o do tracoma. No final do ciclo de vida, quando a inclusdo
contém apenas corpos elementares do linfogranuloma venéreo (LGV), ocorre o
rompimento da célula, acarretando lise celular com liberagdo dos corpos elementares, os

quais infectam novas células hospedeiras (De la MAZA e PETERSON, 1982).

2.3.3. Imunobiologia

O esclarecimento da imunobiologia da infecgdo por C. trachomatis é essencial para
o desenvolvimento de uma vacina. A vacina precisa induzir a resposta imunologica que esta
associada a infec¢do ou a imunopatologia (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005).

O mecanismo da imunidade contra a clamidia ainda ndo se encontra totalmente
esclarecido, mas sabe-se que infec¢des prévias ndo sdo capazes de conferir uma resisténcia
eficaz as reinfecgdes. A clamidia possui habilidade de escapar dos mecanismos
imunologicos do  hospedeiro. (MIRANDA; GADELHA; PASSOS, 2003;
SCROFERNEKER ¢ POHLMANN, 1998).

Segundo Jones (1995); Murray et al. (2004), foi descrito que a infec¢dao natural por

C. trachomatis confere baixa protecdo contra a reinfec¢do e, por sua vez, ¢
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considerada de curta duragdo. A reinfeccdo induz uma intensa resposta inflamatoria com
conseqiientemente formagao de lesdo tissular. Com isso, essa resposta inflamatéria pode
induzir a formagao de fibrose que leva a infertilidade e disfun¢ao sexual em pacientes com
infecgdes genitais. Alguns estudos demonstraram as razdes das infec¢des recorrentes serem
elevadas em individuos sexualmente ativos com infec¢ao do trato genital: 29% em homens
e mulheres que por um periodo de trés anos e meio foram atendidas na clinica de doengas
sexualmente transmissiveis e 38,4% em mulheres adolescentes que foram seguidas durante
um periodo de dois anos. Entretanto, ja foi sugerido por alguns pesquisadores, que a
infeccdo do trato genital feminino confere, no minimo, uma imunidade parcial contra a
manifestacdo da reinfeccao.

Segundo Debattista et al. (2003), na historia natural da infec¢do clamidial, hd uma
forte ligacdo do desenvolvimento do ciclo intracelular da clamidia com a resposta imune,
como a presenca de Interferon-y (IFN-y). A resposta imune do hospedeiro para a infecgao
clamidial pode resultar tanto em protecdo ou em resposta patologica. De acordo com
Paavonen (2004), o dano tecidual ¢ resultado do reconhecimento imune de antigenos
especificos expressos pelo o organismo. Porém, a infec¢do cronica do trato genital superior
poderé ser também resultado de falhas ou enfraquecimento da agdo das células T helper-1
(Th-1) e/ou resposta hiperestimulada das células Th-1. A regulagdo da producao de
citocinas (proteinas sinalizadoras) ¢ essencial para o sucesso na resposta imune quando
relacionados a infecgdo por patdgenos intracelulares. Deficiéncias na produgdo ou na
atividade das citocinas podem estar associadas com processo inflamatoério no hospedeiro,
apresentando assim, falhas no sistema imunoldgico.

Kinnunen; Paavonen e Surcel (2001) descreveram que o principal componente
clamidial, a proteina de choque térmico 60, ou seja, chlamydial heat shock protein 60
(CHSP60), esta associada com seqiielas de longa duracdo nas tubas uterinas. Esse fato
indica o aumento da prevaléncia dos anticorpos CHSP60 em mulheres com infec¢do severa
para o antigeno CHSP60. A presenga da CHSP60 na membrana externa do corpo elementar
ocorre durante o processo de modificagdo intracelular do corpo reticular para corpo
elementar. Assim, as repetidas exposi¢des as infecgcdes por clamidia ou exposi¢do para
outra bactéria homologa a HSPs, podera resultar numa resposta prolongada de anticorpo na
inflamacdo cronica. Individuos com predisposicdo genética apresentando resposta imune

deficiente poderdao desencadear um ciclo persistente de infec¢do associada com uma
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continua estimula¢do antigénica na inflamacao cronica, podendo resultar em cicatrizagao
nas tubas uterinas.

Segundo Lopez-Hurtado e Guerra-Infante (2002), varios estudos ja demonstraram
uma alta propor¢ao de mulheres com doencga inflamatoria pélvica apresentando anticorpos
contra a proteina de choque térmico 60. Relataram a presenga desses anticorpos em
mulheres apresentando infertilidade por fator tubario e gravidez ectopica. Portanto, foi
demonstrado que esta proteina participa no processo inflamatorio e no desenvolvimento da
auto-imunidade manifestando, possivelmente, progressdo para obstrucdo tubaria ou
formacao de aderéncias.

De acordo com Loépez-Hurtado e Guerra-Infante (2002), a infeccdo por clamidia,
tanto em animais € em humanos, induz respostas de anticorpos especificos. Por exemplo, ha
evidéncias que a infec¢do cervical em mulheres induz resposta de anticorpos IgM e IgG e
que o titulo de anticorpos de IgM séricos, se encontra altamente associado com o nimero
de microrganismos encontrados na cérvice.

Cotter et al., (1995), verificaram que a presenca de imunoglobulina A (IgA) e
imunoglobulina G (IgG) produzidas por anticorpos monoclonais (Mabs) especificos para a
proteina de membrana externa (MOMP) principal da C. trachomatis, possui efeito na
prevencdo da colonizagdo clamidial, protegendo assim o trato genital. Porém, o efeito ¢
mais pronunciado na infec¢do clamidial ascendente e acompanhamento da patologia do
trato genital superior.

Os linfécitos também tém um papel fundamental na resisténcia a infecc¢ao, tanto
com respostas humorais, quanto mediadas por células T — citotoxicas. As clamidias sao
estimuladoras policlonais de linfocitos B, com aumento dos niveis de IgM durante a
infeccdo. Os anticorpos sdo capazes de neutralizar esse microrganismo, inibir sua adesao a
superficie celular e impedir a mudanga de corpo elementar para particulas reticuladas no
fagossomo (SCROFERNEKER e POHLMANN, 1998). Porém, Cotter et al. (1995);
Ramsey; Soderberg; Rank (1988) descreveram em seus estudos a deficiéncia de células B
diante da infec¢do clamidial em ratos, demonstrando que o anticorpo nao ¢ requerido para a
resolucdo da infeccdo do trato genital ou para resisténcia a reinfeccdo do trato genital.
Portanto, esse fato ndo indica que o anticorpo ndo seja um componente importante para a
protecao do animal imunocompetente, mas serve como parametro de que o anticorpo, por si

s0, ndo ¢ suficientemente capaz de prevenir a infeccao.



2.3.4. Processo Infeccioso da Chlamydia trachomatis

A C. trachomatis ¢ obrigatoriamente uma bactéria intracelular que causa vérias
doencas de transmissao sexual (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005; SCHACHTER,
1999).

A C. trachomatis possui 18 sorotipos diferentes ja identificados (Tabela 2). Os
sorotipos L1, L2 e L3 sdo responsaveis pela sindrome do linfogranuloma venéreo; os A, B,
Ba e C s3o mais freqiientemente associados ao tracoma, e osde D a K (D, E, F, G, H, 1, J,
K) estdo ligados a outras manifestacdes sexualmente transmissiveis, sendo que os sorotipos
D, E e F sao mais freqlientes (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005; RHOTON-
VLASAK, 2000; SCHACHTER, 1999).

Sorotipos Doenc¢as humanas 'Form.a S d? Patologia
disseminacao
A,B,Bae Tracoma ocular, Tracoma Maios aos olhos, Conjuntivite
C endémico. fomites, moscas
D, DaeE, | Doenga 6culo genital, Uretrite, Sexual e Cervicites, Uretrites,
F,G,H,1, Oftalmia, Cervicite, perinatal Endometrites, Doenca
Ia,J,JaeK Bartholinite, Endometrite, Inflamatéria Pélvica,
Salpingite (DIP), Peri-hepatite, Infertilidade, Gravidez
Pneumonia, Sindrome de Reiter Ectopica, Conjuntivite
e Cancer de colo uterino? Neonatal e Pneumonia
Infantil.
LI,L2e¢ Linfogranuloma Venéreo Sexual Invasdo da Submucosa
L3 linfo-nodular, com
granulomas
necrosantes e Fibroses

Tabela 2 — Sorotipos da Chlamydia trachomatis e sua associagdo com doencas humanas.

FONTE: PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005, RHOTON-VLASAK, 2000;
SCHACHTER, 1999.

Normalmente, a C. trachomatis infecta a camada de células colunares do epitélio na
endocérvice da mulher (Figura 4) e da uretra do homem. Dentro das células epiteliais, a
clamidia passa por um tUnico desenvolvimento de ciclo que produz formas infectantes

(conhecidos como corpos elementares), que infectam células epiteliais vizinhas
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(Figura 5). No local da infec¢do na mucosa, pode ocorrer uma intensa inflamagdo que ¢
caracterizada pela vermelhiddo e edema, resultando numa cervicite mucopurulenta em
mulheres e uretrites ndo gonocdcicas em homens (PEIPERT, 2003). As manifestacdes
clinicas das infecgdes por clamidias sdo devidas a destruicdo celular durante a
multiplicacdo e resposta inflamatoria do hospedeiro (MURRAY et al., 2004). Entretanto,
apesar da localizagdo inicial da inflamacdo, a infec¢do pela C. trachomatis permanece na
forma subclinica em alta propor¢ao em pessoas infectadas (70% - 90% em mulheres e 30%
- 50% em homens) (PEIPERT, 2003). Em geral, as mulheres infectadas e assintomaticas
podem demonstrar sinais da doenga como a endocervicite mucopurulenta e hipertrofia
cervical com ectopia (BARACAT e LIMA, 2005). Incluem também sintomas clinicos
como a disuria, fluxo menstrual anormal, sangramento pds — coito e dor na regido inferior
do abdomen (PEIPERT, 2003). Em algumas mulheres ndo tratadas (20% - 40%), as
infecgdes ascendem do epitélio endometrial para as tubas uterinas, onde a C. trachomatis
pode estabelecer uma infecgdo persistente e ocasionar uma DIP. No total, 11% das
mulheres com DIP desenvolvem infertilidade nas tubas uterinas e cerca de 9%
desenvolvem gravidez ectopica (COHEN e BRUNHAM, 1999). Segundo Fernandes et al.
(2004) a disseminagao das infec¢des genitais, principalmente por clamidia, tem elevado o
numero de mulheres com seqiiela tubaria, o que também contribui para o aumento das
gestacdes ectopicas. Segundo Soares et al. (2005) a incidéncia de seqiielas nas tubas eleva-
se apos os sucessivos episodios de inflamagao pélvica: 13% apos o 1° episddio, 35% apos o

2° episodio e 75% apds o 3° episodio.
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Figura 4 — Infecc¢do do trato genital feminino pela Chlamydia trachomatis.

FONTE: BRUNHAM e REY-LADINO, 2005.
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Figura 5 — Desenvolvimento do Ciclo da Chlamydia trachomatis.

FONTE: BRUNHAM e REY-LADINO, 2005.
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A gravidez ectopica (Figura 6) ¢ resultado da implantacdo embrionaria fora do
utero. Estudos indicam que multiplos fatores contribuem para esse risco, e sabe-se que
qualquer fator que impega a migragdo do embrido para a cavidade uterina levaria a mulher
a gravidez ectopica. A infec¢do prévia seria o fator mais importante e pacientes que
apresentam historia clinica de salpingite, apresentam probabilidade de 1.000 vezes maior de
ter uma gestagao tubdria do que a populagdao em geral (SOARES et al., 2005).

Portanto, este risco parece ser maior para aquelas com DIP causada pela infecgao
com C. trachomatis em comparagdo com a DIP causada por outros fatores, como infecgoes
por N. gonorrhoeae (BRUNHAM et al., 1988). Apesar da mortalidade ter diminuido ao
longo da tultima década, através do diagnodstico precoce, a gravidez ectdpica tem sido
responsabilizada por 9% das mortes por hemorragia interna grave no primeiro trimestre da
gestacdo nos Estados Unidos. A gravidez ectopica ¢ considerada uma das complicagdes
possiveis apos infeccdo de trato reprodutivo. A ascensdo do processo infeccioso do cérvice
ao aparelho reprodutor superior, podera causar salpingite, hidrossalpinge e abscesso
ovariano. O conseqiiente dano parcial ou completo das tubas uterinas podera culminar com
seqiielas que poderdo induzir gravidez ectdpica, esterilidade definitiva e ou dor pélvica
cronica (FERNANDES et al., 2004; MIRANDA; GADELHA ¢ PASSOS, 2003; WHO,
2005). Segundo Kamwendo et al. (2000), a redugd@o da incidéncia de DIP esta associada a
declinio na incidéncia de gestacdo ectopica. Essa diminui¢cdo ¢ maior em mulheres com
idade menor que 25 anos. Entdo, a prevencao da DIP ndo somente diminui a incidéncia de
gestacdo ectopica como também reduz seus efeitos adversos sobre a permeabilidade

tubaria.

e
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Figura 6 — Gravidez ectdpica.

FONTE: Retirado de <http:/www.ultrasom3d.com>. Acesso em: 20
novembro 2005.




2.3.5. Manifestagoes clinicas das principais doengas causadas pela

Chlamydia trachomatis
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Segundo Diagndsticos da América (2005), a C. trachomatis pode acometer varios

locais do organismo, causando, assim, manifestacdes clinicas bem diferentes. Dentre

estes acometimentos, destacamos:

Uretrite / sindrome uretral aguda;
Cervicite;

Proctite;

Bartholinite;

Infecgdo do trato genital superior feminino;
Endometrite;

Salpingite;

Oftalmia;

Peri-hepatite (Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis);
Infecgdes perinatais;

Linfogranuloma venéreo;

Sindrome de Reiter;

Cancer cervical.

A infeccdo uretral ¢ comum nas mulheres. Casos de pidrias sintomaticas ou

assintomaticas sem causa aparente ou de cistites com cultura negativa sdo altamente

sugestivos de uretrite por C. trachomatis (DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005).

O epitélio endocervical € o tecido que ¢ mais freqiientemente infectado, e a maioria

dos casos ¢ assintomatica. Além de causar uretrites, cervicites, endometrites e doenga

inflamatoéria pélvica nas mulheres, a infec¢do pode evoluir com complicagdes. As mais

freqiientes sdo a infertilidade (fibrose das trompas de Falopio), a gestacdo ectdpica e,

menos freqlientemente, a chamada sindrome de Fitz-Hugh-Curtis (peri-hepatite). Estudos

realizados entre essas pacientes com quadros de infertilidade por lesdes tubarias e gravidez

ectopica demonstraram positividade trés vezes maior para os anticorpos contra C.
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trachomatis do que na populagdo normal (DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005).
2.3.5.1. Cervicite

Cervicite mucopurulenta ou endocervicite ¢ a inflamacdo da mucosa endocervical,
ou seja, ¢ a inflamagdo do epitélio colunar do colo uterino. Véarios estudos demonstraram
que a etiologia das cervicites esta relacionada com N. gonorrhoeae e C. trachomatis
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; WHO, 2005).

Segundo Ministério da Satude (2006), embora a infec¢do por C. trachomatis seja,
em maioria dos casos assintomatica, a mulher com esta infec¢ao podera desenvolver varias
complicagdes, se ndo for tratada a tempo. Uma cervicite cronica, sem ter recebido o
tratamento adequado, pode-se estender ao endométrio e as trompas, causando DIP, sendo a
esterilidade, a gravidez ectdpica e a dor pélvica cronica consideradas as principais seqlielas.

Achados sugestivos de infec¢do por clamidia incluem friabilidade, secregdo
mucopurulenta, edema e area de ectopia. Ectopia cervical por si s6 ndo ¢ considerada um
achado anormal. Todavia, mucosa cervical muito congesta que sangra com facilidade ao
tocar com a espatula ou escova endocervical na coleta de material endocervical, deve
receber uma atengao redobrada (PASSOS; VARELLA ¢ BRAVO, 2005).

Muco cervical turvo ou purulento em mulheres jovens sexualmente ativas pode ter
outras causas sendo de origem infecciosas ou ndo (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).
Viérios estudos demonstraram que ndo ha associacao de sintomas especificos com infec¢ado
do canal cervical pela C. trachomatis. Os sintomas de cervicite e uretrite associados com
infeccdo confirmada do colo uterino sdo considerados inespecificos e podem acompanhar
disuria, corrimento vaginal e prurido vaginal (MIRANDA, 2003).

Infelizmente, a maioria das mulheres com infec¢do por clamidia n3o sao
distinguidas das mulheres ndo infectadas através de um simples exame clinico. Entretanto,
qualquer achado clinico e dados da anamnese devem ser valorizados como, por exemplo,
investigar se o parceiro teve infec¢do uretral recententemente, merecem especial atengao.
Se a resposta for positiva, a parceira sexual tem altas probabilidades de estar infectada por

C. trachomatis (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).
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2.3.5.2. Proctite

Mulheres ou homens que praticam coito anal desprotegido com parceiros portadores
de clamidia na uretra podem desenvolver infec¢do na mucosa retal (PASSOS; VARELLA e
BRAVO, 2005).

A sintomatologia da paciente com proctite pode ser nenhuma, leve ou intensa. E
comum quando existe infec¢do retal as pacientes apresentarem dor, hiperemia e secre¢ao
purulenta na regido afetada (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

Para Passos; Varella e Bravo (2005), casos mais graves de proctite dependem muito
do grau da viruléncia da bactéria e da resposta imune do hospedeiro. Quando esses casos

evoluem para proctocolite tornam-se numa situagdo com maiores complicagdes.

2.3.5.3. Bartholinite

Segundo Passos; Varella e Bravo (2005), o papel da C. trachomatis em casos de
bartholinites ndo ¢ totalmente esclarecido. Foi demonstrado num estudo que a secre¢do do
ducto da glandula em 30 pacientes com bartholinite continha clamidia em 30% dos casos.

Nao se sabe ao certo em relagdo a freqiiéncia de clamidia em pacientes com
bartholinite. Portanto, a investigacdo nesses casos deve fazer parte da rotina médica

(PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

2.3.5.4. Infeccao do trato genital superior feminino

A Sociedade Internacional de Doencas Infecciosas em Ginecologia e Obstetricia,
para redefinir o termo “doenca inflamatdria pélvica — DIP”, tem recomendado revisdes das
diretrizes dos Centros de Controle de Doengas e Prevencao — CDC, dos Estados Unidos da
América, sobre as formas mais eficazes de tratamento para esta doenca (PASSOS;
VARELLA e BRAVO, 2005).

A DIP ¢ uma sindrome clinica que compreende um espectro de desordens

inflamatoérias do trato genital superior (acima do orificio interno do colo uterino),
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incluindo qualquer combinagdo de endometrite, salpingite, ooforite, abcesso tubovariano e
pelviperitonite (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; PASSOS; VARELLA e BRAVO,
2005).

Sabe-se que o gonococo e a clamidia sdo considerados como os patdogenos
primarios, pois representam a primeira onda de invasao microbioldgica das tubas uterinas.
As lesdes provocadas por essas bactérias diminuem o potencial de defesa tubdrio,
permitindo a invasdo de outros agentes, considerados como os patdgenos secundarios. O
gonococo pode estar associado a outros microrganismos, mas ¢ capaz, por si s, causar uma
lesdo priméria e formar abscessos. Ja a clamidia provoca lesdes com tendéncia a
cronicidade, evocando-se mecanismos imunoldgicos para sua propria manutencao. Por esta
razdo, ¢ possivel a presenga de infecgdes assintomaticas por esta bactéria. Portanto, nesta
situagdo, o quadro clinico agudo e / ou a formacdo de abscessos dependeriam de invasao
secundaria de outros patogenos. Na maioria dos casos de salpingite consegue-se isolar mais
de uma espécie bacteriana, confirmando-se entdo um ambiente polimicrobiano, sendo 90%
originarias de agentes sexualmente transmissiveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

2.3.5.5. Endometrite

Segundo Haggerty et al. (2003), a endometrite freqiientemente acompanha a
salpingite. Entre as mulheres que apresentam salpingite, aproximadamente 70% a 90%
delas apresentam a endometrite, entretanto, 8% a 33% de mulheres que ndo apresentam
salpingite tém endometrite.

Marques e Menezes (2005) relataram, através de estudos, que a infec¢do por
clamidia durante a gestagcdo pode associar a varios resultados diferentes, incluindo trabalho
de parto prematuro, amniorrexe prematura, baixo peso ao nascer, Obito neonatal e
endometrite poOs-parto. Portanto, mulheres portadoras de infec¢des por C. trachomatis
durante o parto normal apresentam um risco cinco ou seis vezes maior de desenvolver febre
ou endometrite pos-parto em 48 horas ou até um més apos o parto (PASSOS; VARELLA ¢
BRAVO, 2005).

Os sinais e sintomas de endometrite sdo os mesmos de salpingite aguda, nos quais

serdo mencionados logo a seguir (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).
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2.3.5.6. Salpingite

A salpingite por C. trachomatis estd associada a infertilidade por fator tubario e
gravidez ectdpica, geralmente provocadas pelas seqiiclas causadas as trompas apds DIP
(BARLOW et al., 2001).

De acordo com Marques e Menezes (2005); Passos; Varella e Bravo (2005),
salpingite aguda, geralmente ¢ causada por bactérias sexualmente transmissiveis oriundos
primariamente do trato genital inferior feminino. Provavelmente isso seja uma das
complicagdes mais severas e freqiientes de ocorrer. De modo geral, as bactérias tendem
ascender do canal cervical ou fundo vaginal e podem acometer o endométrio e as tubas
uterinas. Os principais agentes que ocasionam salpingite sdo clamidia e gonococo. O
quadro clinico dessas infecgdes, principalmente quando causadas pela C. trachomatis, no
trato genital feminino superior € considerado inespecifico, mas pode ser grave
apresentando-se febre, dor pélvica, dispareunia, prostagdo e dor uterina durante o toque
vaginal. Diante desta sintomatologia, a intensidade pode ser de forma leve, moderada ou
severa. Todavia, muitos casos passam de forma insidiosa, em que a paciente percebe o
desconforto, mas o tolera com razoavel capacidade de resisténcia.

Nem sempre a sintomatologia acompanha a agressao tecidual. Tal agravo pode
ocorrer desde hiperemia e secrecdo piogé€nica tubdria até abscesso tubovariano integro ou
roto. Com certa freqiiéncia, jovens mulheres ndo sobrevivem a agressdao de uma peritonite
difusa que pode evoluir para sépsis, principalmente quando o diagndstico e o tratamento
sdo feitos tardiamente. Existem outros problemas também asssociados a salpingite, como
abortamento de forma espontanea e infec¢ao por HIV ou por alguma outra doenga cronica

debilitante (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

2.3.5.7. Peri-hepatite (Sindrome de Fitz-Hugh-Curtis)

A C. trachomatis se apresenta como agente causador de peri-hepatite ou Sindrome
de Fitz-Hugh-Curtis que o processo inflamatorio agudo peri-hepatico, tendo como

disseminador a via linfatica ou hematogénica (MICHELON et al., 2005).
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Inicialmente, a ocorréncia de peri-hepatite com ou apos salpingite era considerada
uma complicagdo de infec¢do gonococica. Entretanto, estudos posteriores demonstraram
que a periepatite associada a infeccdo por clamidia pode ser mais comum do que a
gonocdcica. Esta patologia deve ser suspeitada em quadros de dor em hipocondrio direito,
acompanhada de nauseas ou vomitos, febre com auséncia de calculos biliares e ictericia.
Sinais de peritonite generalizada podem também estar presentes. Evidéncias de salpingite
podem ou ndo existir, uma vez que o quadro de peri-hepatite nem sempre expressa uma

disseminagdo imediata da infec¢ao pélvica (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

2.3.5.8. Linfogranuloma venéreo

Também conhecido como linfogranuloma inguinal ou doenca de Nicolas — Favre —
Durand, ¢ uma doengca infecciosa de transmissao exclusivamente sexual, caracterizada pela
presenca de bubdo inguinal, com periodo de incubagao entre 3 a 30 dias. No Brasil, esta
doenga tem sido mais observada nas Regidoes Norte e Nordeste, embora tenha se tornado
também uma preocupagdo internacional devido a surto da doenga na Holanda, entre
homosexuais de sexo masculino (CDC, 2004; NIEUWENHUIS et al., 2004; PASSOS;
VARELLA e BRAVO, 2005).

O agente etioldgico ¢ a C. trachomatis dos sorotipos L1, L2 e L3 e tem predilecao
pelos vasos linfaticos e linfonodos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SATO et al., 2005).
O linfogranuloma venéreo desenvolve-se em trés fases: lesdo de inoculagdo, disseminacao
linfatica regional e formagao de seqiielas. A lesdo de inoculacdo inicia-se por formagao de
papulas ou pustulas indolores, que desaparecem sem deixar seqiielas. No homem, a lesdao
localiza-se no sulco coronal, frénulo e preptcio e na mulher, localiza-se na parede vaginal
posterior, colo uterino, furcula e outras partes da genitalia externa. Segue-se a disseminacao
linfatica. No homem, a linfadenopatia inguinal desenvolve-se entre 1 a 6 semanas apos a
formacao da lesdo inicial, sendo em 70% dos casos unilateral. Na mulher, a localizacdo da
adenopatia depende do local de inoculagdo da lesio (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O comprometimento ganglionar do linfogranuloma evolui com supuragdao e
multiplas fistulas. A lesdo da regido anal pode levar a proctite hemorragica. O contato

orogenital pode levar a glossite ulcerada difusa, com presenca de linfadenopatia. Os
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sintomas que geralmente acompanham sdo: febre, mal-estar, anorexia, emagrecimento,
artralgia e sudorese noturna (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Nos genitais, essas lesdes podem evoluir para estiomene (elefantiase com fistulas,
drenagem de secrecao purulenta e tlceras) (PASSOS; VARELLA e BRAVO, 2005).

No diagnoéstico diferencial devem-se considerar, principalmente: cancro mole,
sifilis, tuberculose ganglionar, paracoccidioidomicose inguinal, doenga de arranhadura de
gato (linforreticulose benigna) e doenca de Hodgkin (PASSOS; VARELLA ¢ BRAVO,
2005).

2.3.5.9. Sindrome de Reiter

Uma prevaléncia aumentada de artrite tem sido observada nas DST, principalmente
as causadas pela C. trachomatis (SILVEIRA et al., 1993; XIMENES e SILVA, 1993).

E estimado que 50% dos casos de artrite reativa estdo associados a infec¢do por
clamidia com culturas de liquido sinovial estéreis por métodos convencionais (ESPINOZA
et al., 1993; KUIEN et al., 1994; SILVEIRA et al.,1993;). A sintomatologia pode ser
expressa como mono, oligo ou poliartrite apresentando caracteristicas agudas ou cronicas
(DINIZ; RAMOS e VAZ, 1985; ESPINOZA et al., 1993; SILVEIRA et al., 1993). Segundo
Espinoza et al. (1993); Hughes e Keat (1992); Kuien et al. (1994); Sieper et al. (1992);
Silveira et al. (1993), ha uma ligagdo entre infeccdo por clamidia e artrite, embora os
mecanismos patogénicos desta ligagdo ainda serem dificeis de serem demonstrados, tanto
por acdo direta da clamidia, como por mecanismos imunologicos.

Segundo Passos; Varella e Bravo (2005), a presenca de C. trachomatis nos genitais
foi associada, por ensaios sorologicos, a artropatia reativa da sindrome de Reiter. Esta
sindrome consiste numa triade classica de uretrite, conjuntivite e artrite. O achado de
clamidia em material aspirado de articulagdes comprometidas de pacientes apresentando tal
artropatia, sugere que o quadro ¢ uma complicagdo direta da infec¢do inicial dos genitais
(uretrite / cervicite). A sindrome de Reiter pode apresentar ainda caracteristicas
dermatologicas bem marcantes, como balanite / vulvite circinada, representada por placas
eritematosas ¢ descamativas na vulva. Nao raramente os portadores desta sindrome

apresentam também estomatites, uveites e diarréia.
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2.3.5.10. Cancer cervical

Para Paavonen e Eggert-Kruse (1999), C. trachomatis parece ser um importante co-
fator de HPV para carcinoma cervical.

Segundo Rhoton-Vlasak (2000); Samoff et al. (2005), varios estudos demonstraram
associagdes com C. trachomatis e cancer cervical. De acordo com Samoff et al. (2005),
associacdes C. trachomatis com outras DST, como N. gonorrhoeae, Herpes genital (HSV-
2) e HPV sao consideradas também como provaveis co-fatores para o desenvolvimento de
lesdes cancerosas. A infeccdo por clamidia, a nivel celular, podera aumentar a
susceptibilidade de HPV ao nivel de epitélio basal, devido a alteragdo das caracteristicas de
células epiteliais que sdo formadas.

Pesquisadores realizaram testes com 181 amostras de pacientes da Finlandia,
Noruega e Suécia com carcinoma cervical invasivo através de métodos de sorologia e
concluiram que pacientes positivas para C. trachomatis com sorotipo G mostrou-se
fortemente associada com desenvolvimento de carcinoma de células escamosas do colo
uterino. Analisaram também outros sorotipos de clamidia e verificaram que os sorotipos I e
D estavam associados a lesdo maligna. Portanto, evidenciou-se que a exposicao a mais de
um sorotipo aumenta o risco para o cancer cervical (ANTILA et al.,, 2001; PASSOS;

VARELLA e BRAVO, 2005).

2.4. Diagnéstico Laboratorial

Segundo Marques e Menezes (2005); Seadi et al. (2003), ha uma variedade de testes
laboratoriais desenvolvidos para o diagndstico da C. trachomatis como a coloragdo pela
técnica de Giemsa, citologia pela técnica de Papanicolaou, histopatologia, cultura de
células, técnicas de amplificagdo de DNA, técnicas que utilizam sondas de DNA e testes de
imunodetec¢do através da imunofluorescéncia direta (DFA) e enzimaimunoensaio (EIA). A
cultura celular possui uma especificidade proxima a 100%, mas apresenta dificuldades de
padronizacdo e necessidade de estrutura de laboratorio onerosa. Atualmente, os testes de
imunodetecgdo sao os mais utilizados, porém a técnica de amplificacdo de DNA ¢ o método

eleito por sua maior sensibilidade.
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Independentemente do método de escolha utilizado para detectar C. trachomatis, a
implementacdo de uma técnica deveria basear-se na sua maior sensibilidade e
especificidade (SEADI et al., 2003). A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢
um método considerado de alta especificidade e sensibilidade, que utiliza a amplificagdo do
acido nucléico da clamidia (DNA alvo), permitindo assim a sua detec¢do mesmo estando
em pequenas concentragdes (DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005).

Segundo Marques ¢ Menezes (2005), na pratica médica, os exames mais solicitados

sd0 0s seguintes:

2.4.1. Coloracao pela técnica de Giemsa

A coloragdo pela técnica de Giemsa detecta as densas inclusdes citoplasmaticas

granulosas causadas pela presenga de C. trachomatis.

2.4.2. Citologia pela técnica de Papanicolaou

Esta técnica mostra as mesmas inclusdes encontradas na coloragdo pelo Giemsa. O
exame de Papanicolaou ¢ considerado de baixa sensibilidade e ndo deve ser utilizado como

método de rastreio para a clamidia.

2.4.3. Histopatologia

A presenca de lesdes inflamatorias cronicas e fibrocisticas com granulacdes e
formacgao de foliculos suspeita-se de infeccdo por clamidia. Nos casos de linfogranuloma
venéreo, encontra-se formagdo de abscessos e, ocasionalmente células gigantes
multinucleadas. Na cervicite mucopurulenta por clamidia, sdo encontrados foliculos

linféides no estroma cervical ao exame histopatologico.
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2.4.4. Pesquisa de anticorpos

As técnicas sorologicas mais comuns, como a fixacdo do complemento, a
imunofluorescéncia indireta (IFI), que utiliza células infectadas com o sorotipo L2, e o
enzima-imunoensaio, que utilizam antigenos recombinantes detectam anticorpos género-
especificos (SCHACHTAR e STAMM, 1999; SEADI et al., 2002).

As técnicas que permitem detectar separadamente anticorpos de classe IgG, IgA e
IgM s3ao mais tuteis e podem ser consideradas positivas para infec¢do recente segundo
Michelon et al. 2005, embora a pesquisa de IgM seja freqiientemente indectavel quando a
infeccdo ¢ recorrente (SCHACHTAR e STAMM, 1999). A presenca de anticorpo IgM e/
ou IgA e um aumento significativo (pelo menos dois titulos) de IgG entre uma amostra
colhida na fase aguda e outra na covalescente evidenciam uma infec¢do recente
(MICHELON et al., 2005; SEADI et al., 2002). Para Abdelmassih (2006), a pesquisa de
anticorpos séricos para clamidia deve fazer parte da investigagdo de infertilidade. O
diagnostico soroldgico em pacientes com doenca severa € positivo em 50% dos casos.
Anticorpos IgG plasmaticos apresentam titulos >32 UI/MI em 80% das mulheres com
doenga tubéria e em somente 25% das pacientes inférteis com trompas normais. Para as
pacientes com sorologia positiva a pesquisa de clamidia por PCR pode orientar
definitivamente um provavel diagndstico de acometimento tubario severo.

Existem poucos estudos publicados a respeito dos enzimaimunoensaios
heterogéneos indiretos (EIA) e imuno-eletrotransferéncia (SEADI et al., 2002).

O papel da clamidia como um antigeno alvo de linfécitos T tubarios e endometriais
derivados de pacientes com DIP e infertilidade tubaria ja foi determinado. A especificidade
dos anticorpos de linhagens de linfocitos T originados dos tecidos mencionados contra os
respectivos antigenos ja foi testada contra corptisculos elementares de clamidia e contra
proteina CHSP60. Kinnunen et al. (2000) descreveram que as linhagens de linfocitos T
contra clamidia foram estabelecidas in vitro a partir de tecidos do trato genital de pacientes
com DIP e infertilidade tubaria. A reatividade dos linfocitos T tubarios a proteina CHSP60
forneceu uma evidéncia de que a imunorreatividade ¢ uma resposta predominante em
pacientes que apresentam danos tubarios. A proteina CHSP60 pode ser considerada um
antigeno de grande importancia para linfécito T estando, portanto, envolvido na
imunopatogenia do dano tubdrio associado com a infeccdo cronica por clamidia

(KINNUNEN et al., 2002).
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Segundo Peeling et al. (1997), a presenca de anticorpos anti-CHSP60 esta associada
a um risco duas a trés vezes maior de desenvolver DIP.

Segundo Michelon et al. (2005), em trabalho de revisdo, apesar da alta resposta
imunoloégica as infecgdes por clamidia, a sorologia ndo ¢ o melhor método para o seu
diagnostico, uma vez que, infecgdes prévias para clamidia podem deixar niveis séricos de
anticorpos elevados, tornando dificil a distingdo de um processo infeccioso.

Para Schachter e Stamm, (1999); Seadi et al., (2002), a sorologia ¢ recomendada
para estudos epidemioldgicos e infec¢des sistémicas, como pneumonia, infertilidade,
gravidez ectopica, onde os titulos de anticorpo IgG sdo freqiientemente elevados.
Entretanto ndo ¢ recomendada para o diagnostico de infecgdes urogenitais devido a
freqiiéncia de exposicdo aos sorotipos da C. trachomatis e pela ocorréncia de reacdes
cruzadas com outras espécies especialmente a C. pneumoniae (MICHELON et al., 2005;

SEADI et al., 2002).

2.4.5. Cultura

Até alguns anos, por apresentar alta especificidade, a cultura de células McCoy era
considerada o teste padrdo ouro para o diagnostico da infeccdo por C. trachomatis
(DIAGNOSTICOS DA AMERICA, 2005). Este teste possui sensibilidade de 70% a 85% e
especificidade de 100% (MICHELON et al., 2005). Apesar de sua alta especificidade, a
cultura apresenta algumas restrigdes, com o longo tempo para obtengdo do resultado (48 a
72 horas ap6s a inoculagio) e o fato de detectar apenas bactérias vivas (DIAGNOSTICOS
DA AMERICA, 2005; MICHELON et al., 2005). Portanto, o resultado pode ser
prejudicado por situagdes inadequadas de coleta, armazenamento e / ou transporte, o que
diminui sua sensibilidade em cerca de 70% a 80% (DIAGNOSTICOS DA AMERICA,
2005). Para Abdelmassih, (2006), esse procedimento tem sensibilidade < 70% para
infecgdo cervical e ¢ menos sensivel ainda para infec¢do uretral em homens e mulheres. De
acordo com Puolakkainen et al. (1998), a cultura ja foi considerada como padrdo ouro.
Entretanto, estudos de PCR e LCR sugerem que a sensibilidade da cultura, at¢ mesmo nos
melhores laboratorios, chegam a 75% a 85%.

Segundo Puolakkainen et al. (1998), a cultura ja ndo serve mais como método de

referéncia nos testes de avaliacdo para diagnostico de C. trachomatis.
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A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) tem ampliado a
definicdo de um resultado verdadeiramente positivo para a infeccdo por clamidia,
baseando-se na combinag¢do de dois testes (cultural e ndo-cultural) (SEADI et al., 2002). De
acordo com o Guia da Pratica Clinica, publicado pelo CDC, um diagndstico para ser
considerado definitivo quando a cultura ¢ positiva ou um teste nao-cultural ¢ confirmado
por um segundo teste nao-cultural (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 1991; SEADI et al., 2002). Portanto, a associagdo de duas técnicas nao-

culturais positivas € aceita como padrao-ouro expandido (SEADI et al., 2002).

2.4.6. Pesquisa de antigenos (Ag)

Os testes de detecgao de antigenos baseiam-se na reacdo com os antigenos contidos
no lipopolissacaridio (LPS) e na proteina principal de membrana externa (MOMP) (Mayor
Outer Membrane Protein) através de anticorpos mono ou policlonais marcados com
enzimas (MICHELON et al., 2005; SEADI et al., 2002).

A visualizagdo direta das estruturas antigénicas da clamidia, através de
Imunofluorescéncia direta (DFA), pode ser utilizada utilizando-se anticorpos monoclonais
fluorescentes dirigidos aos corpos elementares (CE) e corpos reticulares (CR) (SEADI et
al., 2002). A desvantagem do método ¢ a necessidade de ter um microscopista treinado e a
dificuldade em se processar um grande nimero de amostras. A experiéncia na interpretacao
¢ fundamental, porque a ligagdo inespecifica do anticorpo a outros microrganismos pode
ocorre, levando a um resultado falso-positivo (HALL, 1997; WARFARD et al., 1999).

Segundo Black (1997); Weinstock, et al. (1994), a detec¢do direta de antigeno
também pode ser realizada por teste de Enzimaimunoensaio (EIA). Quando o antigeno esta
presente, este reage com um anticorpo marcado com enzima, cujo produto final pode ser
avaliado por espectrofotometria, fluorescéncia ou quimiluminescéncia e correlacionando
com a positividade do teste ou ndo. Técnicas de EIA que empregam anticorpo anti-LPS
apresentam a desvantagem de poderem resultar em reagdo cruzada com o LPS de outras
bactérias como bactérias gram-negativas, Acinetobacter sp., membros da familia das
enterobactérias, neisserias, salmonelas e Gardnerella vaginalis, levando a resultados
falsamente positivos (BLACK, 1997; MICHELON et al., 2005; WARFORD, et al., 1999;
WEINSTOCK, et al., 1994). Portanto, deve ser utilizado o bloqueio dos
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anticorpos para a obtencdo de um melhor resultado, ou seja, aumentar a especificidade do
teste (KELLOGG; SEIPLE; HICK, 1992; MICHELON et al., 2005).

Segundo Michelon et al. (2005), em estudo recente, compararam o teste de EIA com
a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) (Polymerase Chain Reaction) para a deteccao de
clamidia, observando-se um aumento de 46% na sensibilidade de identifica¢do a favor do
PCR. Em geral, a sensibilidade dos EIA ¢ menor do que a cultura (HALLSWORTH et al.,
1995; SCHACHTER e STAMM, 1999).

2.4.7. Pesquisa de Acidos Nucléicos

A pesquisa de acidos nucléicos € considerada o teste mais promissor para o
diagnostico das infecgdes por clamidia (MICHELON et al., 2005).

A partir da década de 80, a tecnologia de detec¢do de acidos nucléicos encontrou
ampla aplicacao no diagnostico de infecgdo por clamidia, por ser mais rapida e sensivel
(SEADI et al., 2002). Segundo Paavonen e Eggert-Kruse (1999), os testes de amplificagao
de acidos nucléicos devem ser considerados os testes de escolha para diagnodstico de
infeccdo por C. trachomatis. Sua sensibilidade ¢ em torno de 75% e a especificidade entre
95% a 99% (MICHELON et al., 2005).

Segundo Schachter e Stamm (1999), a tecnologia de amplificagdo de acidos
nucléicos ¢ um teste que surgiu como o mais importante avanco no diagndstico da clamidia
desde que a técnica de cultura de células (in vitro) substituiu a técnica de isolamento em
ovos embrionados.

As técnicas de amplificagdao detectam com rapidez pequenas quantidades de acidos
nucléicos em amostras clinicas e a amplificagdo de DNA ou RNA consiste na obtencao de
milhares de copias de um segmento de DNA a partir de iniciadores (primers) de uma
seqiiéncia de DNA alvo. Os iniciadores definem as regides de DNA a serem amplificadas e
a especificidade da técnica (KRITSKI et al., 1997; QUINN et al., 1996). Quando os
iniciadores empregados sdo especificos para a clamidia, a confiabilidade no resultado do
PCR aumenta significamente (MICHELON et al., 2005). A especificidade e a sensibilidade
da técnica de PCR dependem dos iniciadores utilizados (SEADI et al., 2002).

Segundo Caliendo (1998); Hallsworth et al. (1995); Michelon et al. (2005) a

sensibilidade dos testes de amplificacdo de DNA ¢ em torno de 20% maior do
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que a da cultura de células, da imunofluorescéncia direta (DFA) e do enzimaimunoensaio
(EIA).

A reacdo da PCR dirigida ao plasmidio da clamidia ¢ considerada mais sensivel, ja
que este pode conter de 7 a 10 copias de DNA, enquanto a PCR dirigida ao genoma
codificador MOMP dispdoe de uma so6 copia (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999;
SEADI et al., 2002).

Kellog; Baillargeon e Lukefahr (2004) compararam os testes de amplificacao de
DNA e as técnicas de cultura na deteccdo de clamidia em criangas suspeitas de abuso
sexual, identificando que, enquanto 11,1% das criangas suspeitas apresentaram teste
positivo para clamidia por LCR, apenas 0,8% tiveram exames culturais positivos. George et
al., 2003 compararam os resultados entre PCR realizado a partir de secre¢do cervical e de
amostra urinaria e identificou a sensibilidade, especificidade, valor positivo e negativo de
100%, 98%, 96% e 100%, respectivamente, para amostra genital e 82%, 100%, 100% e
92%, respectivamente, para amostra urinaria.

Os testes comerciais de amplificagio de DNA aprovados pelo FDA sdo: a
polymerase chain reaction (PCR), a ligase chain reaction (LCR) e o transcription-
mediated amplification assay (TMA) (BLACK et al., 2000). A PCR e a LCR amplificam
uma seqiiéncia de nucleotideos do plasmidio, e a TMA ¢ dirigida ao RNA ribossomal da
clamidia. Técnicas mais sensiveis, como as da amplificagdo precisam de poucas copias do
gene para a obten¢do de um resultado positivo (CALIENDO, 1998; MICHELON et al.,
2005; TOYE, et al., 1998).

A seqliencia do DNA da clamidia presente na amostra clinica ¢ exposta por
tratamento com detergente ou por lise do microrganismo através de aquecimento e €
extraida para analise. O DNA extraido ¢ colocado em um tubo contendo todos os reativos
necessarios para a reagdo da PCR. A reacdo ocorre em um termociclador, onde inicialmente
a dupla hélice ¢ desnaturada através da elevacao da temperatura para 92° a 96°C, de modo
que os iniciadores possam se hibridizar nas seqiiéncias complementares. Dependendo do
tamanho e seqiiéncia do iniciador utilizado, ¢ permitida a hibridizagdo DNA-DNA de cada
iniciador com as seqiiéncias complementares que flanqueiam a regido alvo. Na etapa de
anelamento, a temperatura ¢ rapidamente reduzida para 35° a 70°C. A enzima Tag DNA
Polimerase promove a adicdo de bases através da extensdo ou polimerizagdo a partir de
cada extremidade 3’ dos iniciadores, compondo uma nova molécula de DNA, que serve de

molde para outros ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo. Multiplos
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ciclos produzirdo uma amplificacdo logaritmica de um segmento de DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; HALLSWORTH et al., 1995).

Este ciclo ¢ repetido por algumas dezenas de vezes. Uma vez que a quantidade de
DNA da seqiiéncia alvo dobra a cada ciclo, a amplificacio segue uma progressao
geométrica de maneira que, depois de 20 ciclos, ¢ produzido mais de um milhdo de vezes a
quantidade inicial de seqiiéncia alvo. Normalmente sdo empregados 30 a 50 ciclos. Esta
escala de amplificacdo permite iniciar com quantidades minimas de DNA (da ordem de
picogramas ou nanogramas) e terminar a rea¢cdo com grandes quantidades de DNA de uma

seqiiéncia de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998) (Figura 7).
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Figura 7 — Representag@o esquematica de um ciclo de PCR.
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Segundo Persing (1993), a técnica da PCR tem sido bastante aplicada na
identificacdo de diversos patdogenos em amostras clinicas, o que comprova sua alta
sensibilidade e especificidade para obter uma determinada seqiiéncia de DNA, numa
pequena quantidade de amostra amplificada, e essa técnica tem sido bastante utilizada
como base para diagnosticar varias doengas infecciosas, principalmente as de dificil
cultivo.

Portanto, os métodos mais completos em relagdo a sensibilidade e especificidade

sdo0 o de detecgdo de acidos nucléicos, dos quais a PCR esta sendo utilizada ha
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mais tempo ¢ ¢ a mais difundida (HALLSWORTH et al., 1995; MICHELON et al., 2005;
SEADI, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar a prevaléncia de Chlamydia trachomatis, pela técnica da Reagdo em Cadeia
de Polimerase (PCR), em mulheres com diagnostico de infertilidade no Hospital

Universitario Dona Francisca Mendes na cidade de Manaus.

3.2. Especifico

e Amplificar por PCR das amostras endocervicais de pacientes atendidas na
clinica de infertilidade do ambulatério do Hospital Universitario Dona Francisca
Mendes;

e Verificar a eficiéncia das enzimas 7aq DNA polimerase recombinante da
LABTRADE do Brasil Ltda e Platinum Taq DNA polimerase High Fidelity;,

e Estudar a associagdo entre a infec¢do por C. trachomatis e a infertilidade
feminina;

e Analisar as condigdes — socio econdmicas e demograficas da populagdo do
estudo;

e Sequenciar os produtos da PCR, positivos para C. trachomatis;

e Verificar, se houver, a variabilidade genética entre as amostras seqiienciadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas (CEP/UFAM) no dia 01 de setembro de 2005,
conforme a Resolugdo do CONCEP n° 196/96 (Anexo A).

4.1. Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo, para estimar a prevaléncia da infec¢do genital por
C. trachomatis em mulheres inférteis, através da detec¢do do agente etioldgico por reagao
em cadeia de polimerase (PCR), seguindo-se a analise das seqiiéncias dos produtos

amplificados por PCR observando a variabilidade genética.

4.2. Universo de Estudo

4.2.1. Populagao de Referéncia

O estudo teve como alvo a populagao de mulheres inférteis atendidas na clinica de
infertilidade no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes, situado na zona norte na
cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas (AM), no periodo de 04 de novembro de
2005 a 21 de julho de 2006.

A clinica de infertilidade atende a uma demanda de aproximadamente 80 pacientes
por més, sendo que o atendimento ¢ feito uma vez na semana pela parte da manha.

O presente trabalho foi realizado somente com mulheres que estavam de acordo
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com os critérios de inclusdo para diagnostico de infertilidade, apresentando sinais e/ou
sintomas clinicos de DIP.

Cada paciente foi contactada pelo telefone apos a conclusao do resultado da PCR,
para receber o resultado no Hospital e receber orientagdes e tratamento médico, em caso de

resultados positivos.

4.2.2. Populagao de Estudo

O estudo foi realizado com 106 mulheres atendidas na clinica de infertilidade do
Hospital Dona Francisca Mendes, Manaus — AM e todas tinham grande interesse em
esclarecer as causas da infertilidade e se mostraram interessadas em participar da pesquisa.
As mulheres que nao foram incluidas ndo se enquadravam nos critérios de inclusdo do
estudo. As mulheres que utilizaram o servigo de infertilidade pela primeira vez, foram
esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa e foi oferecida a oportunidade de serem
testadas para clamidia, usando o teste baseado na amplificagdo do DNA chamado Reagao
em cadeia da polimerase (PCR).

Todas as pacientes que participaram do estudo responderam a um questiondrio
padronizado onde foi possivel avaliar o perfil socio-econdmico da populagao do estudo.

As pacientes recrutadas para o estudo tiveram que obedecer os seguintes critérios:

4.2.3. Critérios de Inclusao:

O critério utilizado para diagnoéstico de infertilidade teve seguimento nesta ordem:

e Ter residéncia no estado do Amazonas ha pelo menos um ano;

e (Concordar em participar da investigagdo e assinar o “Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido” (TCLE) (Anexo B), apds tomar conhecimento dos objetivos e
da metodologia do estudo;

e Mulheres em idade reprodutiva que procuram atendimento na clinica de

infertilidade do ambulatério do Hospital Dona Francisca Mendes e que
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nao conseguiram conceber por um periodo minimo de um ano de tentativa.

4.2.4. Critérios de Exclusao:

e A desisténcia da paciente em participar da pesquisa;

e Mulheres com menos de um ano de tentativa para concepgao;
e Mulheres apresentando sangramento vaginal;

e Mulheres em uso de cremes vaginais;

e Mulheres com diagnéstico de endometriose.

4.2.5. Procedimentos

As participantes do estudo foram abordadas individualmente antes de serem
atendidas na clinica de infertilidade do ambulatorio do Hospital Dona Francisca Mendes.
Antes de serem examinadas pelo ginecologista, as participantes foram esclarecidas quanto
aos objetivos do estudo, riscos associados ao estudo, beneficios e confidencialidade dos
registros.

A participante que aceitou em participar do estudo assinou o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) e em seguida foi aplicado um questionario
padronizado (Anexo C).

No questionario foram avaliados os seguintes dados: idade, estado marital, nivel de
escolaridade, renda familiar, zona de moradia, gravidez ectdpica, nimero de abortos, tipo
de infertilidade, uso de antibidticos, nimero de gestagdes que terminaram em nascimento
de crianga viva e sobre comportamentos de risco, tais como o numero de parceiros sexuais
que tiveram na vida.

As mulheres que aceitaram participar do estudo foram mantidas em contato por
telefone logo apos o resultado do exame de PCR. Cada resultado de exame foi anexado
devidamente em seus prontuarios para posterior avaliagdo e tratamento pela médica
responsavel pelo setor de infertilidade.

4.2.6. Obtencao das Amostras
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Com auxilio de escovas endocervicais (cyto-brush) (Figura 8) foram coletadas
amostras correspondentes do endocérvice de mulheres inférteis que aceitaram em participar
do estudo. Essas amostras foram colocadas em 400 pL solug¢do tampao (TE) (Tris HCL 10
mM e EDTA 1 mM) e mantidas no gelo até¢ o momento do transporte ao laboratdrio onde
foram congeladas a —20°C até o momento da extragdo do DNA (GRIFFAIS; THIBON,
1989).

Todas as amostras foram analisadas no Laboratorio de Diagndstico Molecular do
Centro de Apoio Multidisciplinar — CAM da Universidade Federal do Amazonas,
utilizando-se como método diagndstico a Reagdo em Cadeia de Polimerase, para detectar a

C. trachomatis (DONG; LI; ZHANG e LIU, 1998).

Figura 8 — Escova cyfo-brush para coletas das amostras do endocérvice.

FONTE: Retirado de <http://www.clinilab.fr>. Acesso em: 30 junho 2005.

4.3. Método de Diagnéstico

O método de diagndstico de escolha para deteccao da C. trachomatis foi a PCR, que
consiste em um processo ciclico no qual se produz grande quantidade de acidos nucléicos a

partir de pequenas quantidades de material coletado.

4.4. Preparagao das amostras para PCR
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4.4.1. Extragcao do DNA

Antes de iniciar a amplificagdo do DNA bacteriano, submeteu-se as amostras a
serem analisadas a um processo de extragao do DNA.

As amostras foram descongeladas e deixadas a temperatura ambiente. Em seguida,
preparou-se a solucao TPK'.

Aos 400 pL da amostra adicionou-se 400 pL da solucdo de TPK e em seguida foi
levada ao banho-maria a 56°C por 1 hora e fervura por 10 minutos. As amostras assim
preparadas foram mantidas a —20° C até a sua utilizagdo (BAUER e MANOS, 1998).

As amostras que apresentaram sangue foram submetidas a extragdo pelo método

Fenol: Cloroférmio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) (Anexo D).

4.4.2. Amplificagcao Controle do DNA Humano (PCR)

Para certificar-se que o processo de extracdo foi eficiente e como forma de controle
da presenga do DNA cromossomal humano amplificavel realizou-se uma reacdo de PCR
utilizando iniciadores ISO5G que amplificam uma regido microsatélite (GATA);; do
cromossoma 15 humano (PONTES; ANGELO e ASTOLFI FILHO, 2003). Apos a
amplificagdo com IS@OS5G evidenciou-se uma banda correspondente a 270 pares de bases
(pb) que foi visualisada apds andlise em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de

etideo.

4.4.3. Sistema de PCR para Controle do DNA Humano

O sistema de PCR continha o volume final de 20,0 pL, composto por seguintes
componentes: 2,2 uL. H,O Milli-Q; 2,5 uL do Tampao da enzima 10x; 2,5 uL de dNTP 2,5
mM; 2,5 uL de MgCl, 20 mM; 2,5 mM; 5,0 uL de iniciadores (Primers) ISO5G 5 pmol;
0,3 uL da enzima Tag DNA polimerase SU/uL e 5,0 uLL da amostra de DNA.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador PXE 0.2 Thermal Cycler —
Electron Corporation programada da seguinte maneira:

Pré-desnaturacdo por 2 minutos a 95°C;

' 900 uL de TE (Tris HC1 50 mM + EDTA 1 mM) pH 8,0
100 pLL de Tween 20%
20 uL proteinase K 10 mg/mL).
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e Desnaturacdo por 1 minuto a 95°C;
e Anelamento por 1 minuto a 55°C; 40 ciclos de amplifica¢ao
e Extensdo por 1 minuto a 72°C;
e Extensdo final por 5 minutos a 72°C.
O termociclador foi programado, para ao final dos ciclos conservar as amostras que

foram amplificadas a 4°C até que sejam retiradas e congeladas.

4.4.4. Eletroforese em Gel de Agarose 2,5%

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2,5% (p/v) em
solucdo Tampao 1x. A corrida iniciou-se com 70 volts at¢ a entrada dos produtos
amplificados no gel e em seguida aumentava-se a voltagem para 110 volts até o final da
corrida com duragdo aproximadamente de duas horas. Utilizou-se como marcador, o
“ladder” multiplo de 100 pb da Invitrogen. Corou-se o gel com brometo de etideo (1pg/pL)
por aproximadamente 20 a 30 minutos e depois fotografado no transluminador com luz

ultravioleta.

4.5. Amplificagao do DNA Plasmidial da Chlamydia trachomatis (PCR)

4.5.1. Oligonucleotideos (PRIMERS)

Foram utilizados os iniciadores que amplificam um fragmento de 241 pb do DNA
plasmidial da C. trachomatis, descritos por (MAHONY et al., 1993; SCHACHTER, 1997).
Segundo Schachter (1997), os primers foram denominados KL1 e KL2 e suas seqiiéncias

estdo apresentadas a seguir:

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA 5° — 3’
KL1 TCCggAgCgAgTTACgAAZA
KL2 AATCAATgCCCgggATTggT
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Estes iniciadores exibem maior sensibilidade em virtude de a C. trachomatis exibir
de 7 a 10 plasmidios por célula bacteriana (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999;
PERSING, 1993).

4.5.2. Detecgao de Chlamydia trachomatis por PCR

As 106 amostras foram submetidas a dois processos de andlise e comparacao da
PCR usando a enzima comum: 7ag DNA Polimerase recombinante LABTRADE do Brasil
Ltda e enzima Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity da Invitrogen Life
Tecnologies. Os sistemas sao semelhantes, porém apresentam alteragcdes peculiares a cada

enzima.

4.5.3. Sistema de PCR usando a Taq DNA Polimerase recombinante
LABTRADE do Brasil Ltda para detectar DNA plasmidial da Chlamydia

trachomatis

O sistema de reagdo continha o volume final de 50 puL, composto por 5,0 uL de
DNA; 5,0 uL do Tampao 10x; 1,5 pL. de MgCl, 50 mM; 1,0 uL de dNTP 10,0 mM; 5,0 uL
do iniciador KL.1 5 pmol; 5,0 uL do iniciador KL2 5 pmol; 0,5 pL de Tag DNA polimerase
S5U/uL e 27 pL de dgua Milli-Q para completar o volume de 50 pL.

A amplificacdo de DNA plasmidial de Chlamydia trachomatis foi processada em
termociclador PXE 0.2 Thermal Cycler Thermo Electron Corporation programada para

realizar o seguinte termociclo:

e Pré-desnaturagdo a 94°C por 2 minutos;
e Desnaturagdo a 94°C por 1 minuto;
e Anelamento a 64°C por 1 minuto; 35 ciclos de amplificacio

e Extensdo a 72°C por 2 minutos.
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No final, deixa-se mais uma temperatura de extensdo a 72°C por 5 minutos. O
termociclador foi programado para, ao término dos ciclos, conservar as amostras a serem

estudadas numa temperatura de 4°C.

4.5.4. Sistema de PCR usando a Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
da Invitrogen Life Tecnologies para detectar DNA plasmidial da

Chlamydia trachomatis

O sistema de reagdo foi composto de 5,0 uL de DNA; 5,0 uL do Tampao 10x; 2,0
pL de MgSO4 50 mM; 1,0 uL de ANTP 10,0 mM; 5,0 pL do iniciador KL1 5 pmol; 5,0 uL
do iniciador KL2 5 pmol; 0,2 pL de Platinum® Tag DNA polymerase High Fidelity 5U/uL
e 26,8 uL de agua Milli-Q totalizando o volume de 50 pL.

A amplificagdio de DNA plasmidial de C. trachomatis foi processada em
termociclador PXE 0.2 Thermal Cycler Thermo Electron Corporation programada para

realizar o seguinte termociclagem:

e Pré-desnaturacdo a 94°C por 30 segundos;
e Desnaturagdo a 94°C por 30 segundos;
e Anelamento a 64°C por 30 segundos; 40 ciclos de amplificagdo

e Extensdo a 68°C por 2 minutos.
Na sintese final, deixa-se mais uma temperatura de extensdo a 68°C por 5 minutos.

Ao término dos ciclos, o termociclador foi programado para conservar as amostras numa

temperatura de 4°C.

4.5.5. Eletroforese em Gel de Agarose 2%
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Os fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2% (p/v) em
solugdo Tampdo 1x, nas seguintes condi¢cdes: 70 volts até a entrada dos produtos
amplificados no gel e aumentou-se a voltagem para 110 volts até a amostra chegar no final
da corrida com duragdo aproximadamente de duas horas. Foi utilizado como marcador o
“ladder” multiplo de 100 pb da Invitrogen. O gel foi corado com brometo de etideo
(1pg/uL) por aproximadamente 20 a 30 minutos e fotografado no transluminador com luz
ultravioleta. As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram banda de 241

pb, comparando ao marcador de peso molecular na posi¢ao correspondente.

4.6. Sequenciamento das Amostras Amplificadas pela PCR

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a purificacdo através das
enzimas Exo e Sap. Foi utilizado 2 pL de Exo e Sap e 12 pL do produto da PCR e incubou-
se posteriormente no termociclador PXE 0.2 Thermal Cycler Thermo Electron Corporation
por 1 hora e 30 minutos a 37°C e 80°C. Em seguida, os produtos que foram purificados
foram submetidos a reagao de seqiienciamento com um volume final de 10 puL, contendo os

seguintes reagentes:

e 4,0 pL do produto amplificado por PCR a ser analisado.

e 1,0 uL de cada iniciadores KL 1 ou KL2 (5 pmol/uL);

e 3,0 uL de H,O Milli-Q autoclavada,;

e 20 uL de Pré-mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit for
MegaBACE da Amersham Bioscience).

Apo6s a montagem da reagdo de seqilienciamento levou-se ao termociclador PXE 0.2

Thermal Cycler Thermo Electron Corporation e realizou-se a seguinte ciclagem:

e 95°C por 25 seg;

e 95°Cpor 15 seg;
e 50°C por 20 seg; 30 ciclos de amplificacao
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e 60°C por 1 min;
e 4°C até a retirada do termociclador AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002).

Ao término da reacdo, os produtos foram precipitados com 1,0 uL. de acetato de
amonia e 27,5 uL de etanol absoluto. Utilizou-se o agitador (vortex) por 1 minuto e
incubou-se a mistura por 20 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz.

Em seguida, centrifugou-se a placa que continha a mistura a temperatura de 4°C por
40 minutos a 4.000 rpm. O contetido foi descartado e adicionou-se 120 pL de etanol 70%
gelado e a placa foi centrifugada por 10 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante com
vigor e a placa foi centrifugada de forma invertida. Deixou-se secar a placa até evaporar o
etanol e o material foi ressuspendido em 10 uL de tampao de corrida (formamida a 70% e
EDTA 1 mM) e centrifugada por alguns segundos.

Ao término da precipitacdo, os produtos foram aplicados em eletroforese capilar de
gel de poliacrilamida e submetidos a corrida por aproximadamente 5 horas no seqiienciador

automatico MegaBACE 1000 DNA Analysis System.

4.6.1. Analise das sequéncias dos produtos amplificados por PCR

A andlise comparativa de genomas ¢ considerada uma metodologia recente tendo
inicio com o seqiienciamento dos primeiros genomas na década de 1990 (CATANHO,
2005).

Segundo Catanho (2005), no que se refere aos microrganismos patogénicos, a
analise de seqiiéncias gendmicas tem varias aplicagdes potenciais, visando, principalmente
no diagnostico.

Portanto, para verificar a variabilidade genética e confirmar as bandas
correspondentes a 241 pb dos produtos da PCR para C. trachomatis realizou-se o
sequenciamento de dez amostras no MegaBACE 1000 DNA Analysis System.

Apds o seqlienciamento, analisou-se seqiiéncias nucleotidicas das amostras
utilizando-se programa de Bioinformatica BLAST/BLAST N através do site
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed> (ALTSCHUL et al., 1997).
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4.7. Metodologia Estatistica

A amostra utilizada na anélise foi composta por 106 pacientes com infertilidade
submetidas ao teste de PCR para C. trachomatis, atendidas no Hospital Universitario Dona

Francisca Mendes da cidade de Manaus — Am.

Os dados foram apresentados através de tabelas e graficos onde se calcularam as
freqliéncias absolutas simples e relativas para os dados qualitativos e médias, mediana e

desvio-padrao (DP) para os dados quantitativos.

Para avaliar a associagdo entre as variaveis categoricas e o resultado do PCR para C.
trachomatis utilizou-se a Estatistica de Teste Qui-quadrado de Pearson e na comparagao
das médias de idade o teste 7" de Student.

O software utilizado na andlise foi o programa Epi-Info 3.3 for Windows
desenvolvido e distribuido pelo CDC e o nivel de significancia utilizado nos testes foi de

5%.
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5 RESULTADOS

O estudo realizado com as 106 mulheres obteve os seguintes resultados:

5.1. Amplificagao Controle do DNA Humano (PCR)

A Figura 9 demonstra o resultado da PCR para controle do DNA humano das
pacientes que procuraram servigo de infertilidade no Hospital Universitario Dona Francisca
Mendes utilizando os primers ISO5G que amplificam um fragmento de 270 pb
correspondente a uma regido microsatélite (GATA);3 do cromossoma 15 humano. Os
produtos amplificados foram analisados em gel de Agarose a 2,5%, corado com brometo de

etideo.

a0 w2 43 M

270 pb

270 pb

Figura 9 Perfil eletroforético em gel de Agarose 2,5% corado com brometo de etideo evidenciando uma
banda de 270 pb correspondente a amplificagdo de uma regido microsatélite (GATA);; do
cromossoma 15 humano utilizando-se iniciadores IS@5G 5 pmol (PONTES; ANGELO e
ASTOLFI FILHO, 2003); M: Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life
Technologies; Amostras: 1, 2, 3, 4, 6, 13, 15, 16, 41, 42, 43, 46, 69, 47, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 70, 71, 72; C*: Controle Positivo; B: Branco.
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5.2. Detecgao de Chlamydia trachomatis por PCR

Os dois sistemas testados por PCR foram semelhantes, porém com as alteragdes
peculiares a cada enzima, conforme descrito no item Materiais e Métodos.

Com o sistema da Tag DNA Polimerase LABTRADE do Brasil observamos poucas
bandas que foram amplificadas detectando apenas 5,7% de positividade para DNA

plasmidial de C. trachomatis, como podemos observar nas Figura 10, Figura 11.

241 pb

55 57 70 1 M C+82 B2

241 pb

Figura 10 Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etideo (1 pg/pL)
dos produtos amplificados por PCR para deteccdo de Chlamydia trachomatis
utilizando-se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241 pb
correspondente a0 DNA plasmidial da bactéria e a enzima 7ag DNA Polimerase
recombinante da LABTRADE do Brasil Ltda; M: Marcador de peso molecular 100 pb
da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 17, 20, 22, 27, 28, 32, 34, 38, 39, 40,
49, 52,55, 57,70, 71; C+: Controle Positivo; B: Branco.
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241pb

Figura 11 Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etideo (1 pg/uL)
dos produtos amplificados por PCR para detec¢do de Chlamydia trachomatis utilizando-
se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241 pb correspondente ao
DNA plasmidial da bactéria e a enzima Tag DNA Polimerase recombinante da
LABTRADE do Brasil Ltda; M: Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN
Life Technologies; Amostras: 1, 42, 58, 59, 65, 71; C+: Controle Positivo; B: Branco.

Utilizando-se a Platinum® Tag DNA polimerase High Fidelity observamos que as
mesmas amostras que foram analisadas anteriormente com a 7aq DNA polimerase
LABTRADE do Brasil, foram em sua maioria positivas para DNA plasmidial de C.
trachomatis, resultando como podemos observar nas Figura 12, Figura 13, Figura 14 e
Anexo E ( Figura 16, Figura 17 e Figura 18).

O resultado diagnostico utilizando-se a Platinum® Tag DNA polimerase High
Fidelity foi diferente do anterior, pois evidenciamos uma prevaléncia de 52,8% das

pacientes do estudo positivas para C. trachomatis.
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241 pb

241 pb

Figura 12 Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etideo
(1 pg/ul) dos produtos amplificados por PCR para detec¢do de Chlamydia
trachomatis utilizando-se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um
fragmento de 241 pb correspondente a0 DNA plasmidial da bactéria e a
enzima Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity; M: Marcador de
peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 1,
17, 20, 22, 27, 29, 32, 33, 34, 36, 38, 39, 40, 42; C+: Controle Positivo; B:
Branco.
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s

241 pb

241 pb

Figura 13 Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etideo (1 pg/uL)
dos produtos amplificados por PCR para detec¢do de Chlamydia trachomatis utilizando-
se os iniciadores KL.1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241 pb correspondente ao
DNA plasmidial da bactéria e a enzima Platinum® Taq DNA Polimerase High Fidelity;
M: Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras:
1, 22, 26, 29, 32, 34, 38, 39, 40, 49, 51, 65, 71, 74, 75, 104, 55, 57; C+: Controle
Positivo; B: Branco.
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241 pb

Figura 14 Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de etideo (1 pg/uL) dos
produtos amplificados por PCR para detec¢do de Chlamydia trachomatis utilizando-se os
iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241 pb correspondente a0 DNA
plasmidial da bactéria e a enzima Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity; M:
Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies ; M: Marcador
de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 22.1, 22.2,
29.1,29.2,43,71, 74, 75, 104; C+: Controle Positivo; B: Branco.
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5.3. Eletroforese em gel de Poliacrilamida a 6% de produtos amplificados

com bandas fracas

Observou-se que algumas bandas apresentavam-se fracas ainda com a utilizacdo da
Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity. Para elucidar estas duvidas analisou-se os
produtos que apresentaram bandas fracas em gel de Poliacrilamida a 6% e confirmou-se
que essas amostras sdo realmente positivas e oriundas do plasmidio de C. trachomatis

( Figura 15).

Figura 15 Perfil eletroforético em gel de Poliacrilamida 6,0% corado com Nitrato de Prata 0,2% dos
produtos amplificados com bandas fracas por PCR para detec¢do de Chlamydia trachomatis
utilizando-se iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241 pb
correspondente a0 DNA plasmidial da bactéria e a enzima Platinum™ Tag DNA Polimerase
High Fidelity; M: Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies;
M: Marcador de peso molecular 100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 12,
17,23, 30,47, 48, 53, 56, 58, 61, 77, 79, 80, 81, 87, 90, 93, 95, 97, 98, 99, 22, 100.
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5.4. Prevaléncia de Chlamydia trachomatis

Das 106 mulheres que fizeram parte do estudo, 56 (52,8%) foram positivas quando
testadas por PCR para pesquisa de C. trachomatis utilizando-se os primers KL1 e KL2
(Grafico 1) utilizando-se a Platinum® Tag DNA polimerase High Fidelity, enquanto quando
utilizou-se a Tag DNA polimerase recombinante da Labtrade do Brasil esta prevaléncia foi

de 5,7% (Grafico 2).

NEGATIVO
47,2% (50)

S

Grafico 1 Distribuigdo segundo o resultado do PCR utilizando-se a Platinum® Tag DNA polimerase High
Fidelity para Chlamydia trachomatis das mulheres com diagnostico de infertilidade atendidas no
Hospital Universitario Dona Francisca Mendes, no periodo de 04 de novembro de 2005 a 21 de
julho de 2006, na cidade de Manaus-AM.
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Em relagdo ao diagndstico molecular a utilizacdo da Platinum® T. aqg DNA
polimerase High Fidelity mostrou maior eficdia na amplificacdo do DNA plasmidial da C.
trachomatis.

Portanto, para fins epidemioldgicos considerou-se a maior prevaléncia encontrada

(52,8%), j& que retrata com maior fidelidade o perfil da populagdo estudada.

POSITIVO 5,7% (6]

NEGATIVO 94,3% (100)

Grafico 2 Distribuicdo segundo o resultado do PCR utilizando-se a Tag DNA polimerase recombinante da
Labtrade do Brasil para Chlamydia trachomatis das mulheres com diagnostico de infertilidade
atendidas no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes, no periodo de 04 de novembro de
2005 a 21 de julho de 2006, na cidade de Manaus-AM.
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5.5. Caracteristicas da populagao do estudo

O estudo das variaveis socio-demograficas das 106 mulheres que participaram do
estudo (Tabela 3) mostra idade, estado marital, nivel de escolaridade, renda familia e zona
de moradia.

A idade média das pacientes foi de 32,0 anos (+ 4,8 DP).

A maioria das participantes (45,4%) que freqiientaram a clinica de infertilidade
apresentaram ensino médio completo. Quando questionadas sobre seu estado civil, 90,6%
declararam unido estavel com seus parceiros. Quanto a renda familiar, era em torno de dois
a quatro salarios minimos. De acordo com o levantamento feito das zonas de residéncia das

pacientes estudadas, maioria (27,4%) reside na zona leste da cidade de Manaus.



Variaveis (n = 106) n %

Idade (Anos)

<25 6 5,6
25 |---| 30 41 38,7
> 30 59 55,7
Média + DP 32,0+4,8
Mediana 31,0
Estado marital
Solteira 9 8,5
Uniao Estavel 96 90,6
Divorciada/Separada 1 0,9
Nivel de escolaridade
Ensino Fundamental Incompleto 17 16,0
Ensino Fundamental Completo 9 8,5
Ensino Médio Incompleto 8 7,5
Ensino Médio Completo 48 45,4
Profissionalizante 3 2,8
Ensino Superior Incompleto 7 6,6
Ensino Superior Completo 14 13,2
Renda familiar (Salario Minimo)
Sem Renda 4 3,8
Um 12 11,3
Dois a Quatro 47 443
Cinco a Seis 29 274
Mais de Seis 14 13,2
Zona
Norte 26 24.5
Leste 29 27,4
Centro-Oeste 11 10,4
Oeste 14 13,2
Centro-Sul 13 12,3
Sul 11 10,4
Interior do Estado 02 1,9

Tabela 3 Distribui¢do segundo as varidveis socio-demograficas das mulheres com
infertilidade atendidas no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes da
cidade de Manaus-AM.

Fonte: Entrevista realizada com as pacientes que participaram do estudo.
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5.5.1.Caracteristica da populagao do estudo quanto ao resultado do PCR

para Chlamydia trachomatis

Entre as 106 mulheres que participaram do estudo e que referiram ter tido trés ou

mais parceiros sexuais durante sua vida reprodutiva, 48,2% apresentaram positividade para

C. trachomatis, enquanto que 21,4% das mulheres com PCR positiva para C. trachomatis

teve apenas um parceiro (Tabela 4).

Nimero de parceiros

PCR para Chlamydia trachomatis

sexuais na vida Positivo Negativo
n % n % Total
Um 12 21,4 8 16,0 20
Dois 14 25,0 7 14,0 21
Trés ou Mais 27 48,2 32 64,0 59
N3do Relatou 3 5,4 3 6,0 6
Total 56 52,8 50 472 106

y*=3,22; p-valor 0,3578

Tabela 4 Descrigdo do nimero de parceiros sexuais das mulheres atendidas na clinica de infertilidade

do Hospital Universitario Dona Francisca Mendes, na cidade de Manaus - AM.

Fonte: Entrevista realizada com as pacientes que participaram do estudo.
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Das 56 mulheres positivas para C. trachomatis apenas 3 (5,4%) relatavam episodio
de gravidez ectopica, enquanto que das 50 mulheres negativas para C. trachomatis apenas 1

(2,0%) relatava episodio de gravidez ectopica (Tabela 5).

. . PCR para Chlamydia trachomatis
Gravidez ectépica

Positivo Negativo
n % n % Total
Sim 3 5.4 1 2,0 4
Nao 53 94,6 49 98,0 102
Total 56 52,8 50 472 106

xz - Yates=0,15; p-valor 0,6929

Tabela 5 Distribuigdo segundo gravidez ectopica das mulheres atendidas na clinica de infertilidade
do Hospital Universitario Dona Francisca Mendes, na cidade de Manaus - AM.

Fonte: Entrevista realizada com as pacientes que participaram do estudo.

Durante o acompanhamento da coleta do material endocervical, observou-se as
caracteristicas na regido da cérvice, presenga de secrecdo como também a sua cor e odor.
Das mulheres infectadas por clamidia, 14,3% apresentavam cervicite no exame especular

enquanto que a maioria (85,7%) ndo apresentaram sinais de cervicite (Tabela 6).

PCR para Chlamydia trachomatis
Exame Especular

Positivo Negativo
n % n % Total
Cervicite 8 14,3 3 6,0 11
Sem Cervicite 48 85,7 47 94,0 95
Total 56 52,8 50 47,2 106

x2 —Yates=1,16; p-valor 0,2813

Tabela 6 Descricdo do exame especular das mulheres atendidas na clinica de infertilidade do Hospital
Universitario Dona Francisca Mendes, na cidade de Manaus - AM.
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De acordo com os valores encontrados no estudo dos dados sécio-demograficos
com relagdo a PCR para C. trachomatis, verificou-se que houve significancia estatistica
entre as pacientes positivas e negativas (p-valor > 0,05) referente a renda familiar (p-
0,0274). Em relagdo as zonas de moradias das pacientes que participaram da pesquisa, a
zona leste foi a regido com maior numero de mulheres que procuraram tratamento para
infertilidade e que foram positivas a PCR (28,6%). Quanto a renda familiar, 33,9% das
mulheres apresentavam uma renda entre dois a quatro salarios minimos.

Nao houve significancia estatistica em relacdo a idade das pacientes (p-0,8697),
estado marital, nivel de escolaridade e zona residencial. Com relagdo as variaveis de estado
marital, nivel de escolaridade e zona residencial, ndo foi possivel aplicar a Estatistica de
Teste por existirem mais de 20% de valores esperados inferiores a cinco unidades, pois,

quando existem valores zerados ou valores esperados inferiores a 5 unidades o teste do qui-

quadrado ndo pode ser utilizado (Tabela 7).
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Variaveis Positivo (n = 56) Negativo (n = 50) p-valor
n % n %
Idade (Anos)
<25 4 7,1 2 4,0
25 |---| 30 23 41,1 18 36,0
> 30 29 51,8 30 60,0
Média + DP 32,0+49 31,9+4,7 0,8697**
Mediana 31,0 32,0
Estado Marital *
Solteira 6 10,7 3 6,0
Uniao Estavel 49 87,5 47 94,0
Divorciada/Separada 1 1,8 - -
Nivel de Escolaridade *
Fundamental Incompleto 7 12,5 10 20,0
Fundamental Completo 3 5,4 6 12,0
Médio Incompleto 4 7,1 4 8,0
Médio Completo 25 44,6 23 46,0
Profissionalizante 1 1,8 2 4,0
Superior Incompleto 7 12,5 - -
Superior Completo 9 16,1 5 10,0
Renda familiar (SM) 0,0274%**
Sem Renda 3 5,4 1 2,0
Um 14,3 4 8,0
Dois a Quatro 19 33,9 28 56,0
Cinco a Seis 14 25,0 15 30,0
Mais de Seis 12 21,4 2 4,0
Zona *
Norte 11 19,6 15 30,0
Leste 16 28,6 13 26,0
Centro-Oeste 4 7,1 7 14,0
Oeste 4 7,1 10 20,0
Centro-Sul 11 19,6 2 4,0
Sul 14,3 3 6,0
Interior do Estado 2 3,6 - -

Tabela 7 Distribuigdo segundo as variaveis socio-demograficas em relagdo ao resultado do PCR para
Chlamydia trachomatis das mulheres com infertilidade atendidas no Hospital Universitario

Dona Francisca Mendes da cidade de Manaus - AM.

Valor em negrito italico indica diferenga estatisticamente significante ao nivel de 5%.

* Nao foi possivel aplicar a Estatistica de Teste por existirem mais de 20% de valores esperado inferiores

a cinco unidades. ** Teste T de Student; *** Teste do qui-quadrado de Pearson.
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Observando a tabela 8 verificou-se que das 56 mulheres positivas para C.
trachomatis, 31 (55,4%) nunca tinham engravidado, enquanto 9 (16%) ja haviam
engravidado, porém a gravidez ndo resultou em crianga viva, 13 (23,2%) resultaram em
gravidez de uma crianga viva e 3 (5,4%) resultaram em duas criangas vivas.

Ainda observando tabela 8 verificou-se que das 56 pacientes positivas para C.
trachomatis, 16 (28,6%) apresentaram historia de aborto, enquanto que 40 (71,4%) nao
relataram abortos. Portanto, observou-se que das 27 pacientes que relataram historico de
aborto 16 (59,2%) foram positivas por PCR para C. frachomatis. Quanto ao tipo de
infertilidade das 56 mulheres positivas para C. trachomatis 31 (55,4%) relataram historico
de infertilidade primdria e 25 (44,6%) com infertilidade secundéria. Quanto ao uso de
antibioticos 18 (32,1%) relataram uso de antibidtico e 38 (67,9%) ndo haviam usado
nenhum antibidtico. Na tabela 8 nenhuma das variaveis estudadas mostrou significancia
estatistica. Todos os valores encontrados para p-valor estavam acima de 0,05, ou seja, p-

valor > 0,05 (Tabela 8).
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Variaveis Positivo (n =56) Negativo (n =50) p-valor *

n % n %

Nimero de gestacoes que

terminaram em nascimento de 0,5614
crianc¢a viva
Nunca Engravidou 31 55,4 30 60,0
Nao teve criangas vivas 9 16,0 7 14,0
Uma 13 23,2 8 16,0
Duas 3 5,4 5 10,0
Aborto 0,4382
Sim 16 28,6 11 22,0
Nao 40 71,4 39 78,0
Tipo de infertilidade 0,6293
Primaria 31 55,4 30 60,0
Secundaria 25 44,6 20 40,0
Uso de antibiéticos 0,2423
Sim 18 32,1 11 22,0
Nao 38 67,9 39 78,0

Tabela 8 Distribui¢do segundo as varidveis clinicas em relagdo ao resultado do PCR para
Chlamydia trachomatis das mulheres com infertilidade atendidas no Hospital
Universitario Dona Francisca Mendes da cidade de Manaus-AM.

* Teste do qui-quadrado de Pearson.
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5.6. Sequenciamento dos produtos amplificados por PCR

Para confirmacao das bandas correspondentes a 241 pb dos produtos da PCR para
C. trachomatis realizou-se o sequenciamento de dez amostras no MegaBACE 1000 DNA
Analysis System. ApoOs o sequenciamento, as amostras foram analisadas utilizando-se
programa de Bioinformatica BLAST/BLAST N descritos no item 3.6.1 (Andlise das
seqiiéncias dos produtos amplificados por PCR) e verificou-se homologia com a seqiiéncia
do DNA plasmidial de C. trachomatis (DQ063827-C).

As amostras foram analisadas e comparadas com seu prototipo no Gene Bank
(DQ063827-C) e observou-se minima variabilidade genética que variou de 1,1% a 3,3%

conforme observa-se na Tabela 9 e Quadro 2.

~ Amostras | Variagdes % | Nucleotideos
17 1,7 181
20 1,1 181
22 1,1 181
29 1,7 181
33 2,2 181
36 33 181
71 1,1 181
74 1,1 181
75 1,1 181
104 1,7 181

Tabela 9 Variacdes de nucleotideos nas amostras seqiienciadas.
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Observou-se que o sitio para a enzima de restricdo Hind Il manteve-se preservado
em todas as 10 (dez) amostras seqiienciadas.

O Quadro 2 mostra o nimero de muta¢des ao analisar as seqiiéncias dos produtos
amplificados por PCR. Verificou-se as seguintes mutagdes: 6 (seis) transi¢cdes, 10

transversoes e 3 (trés) delegdes ao se analisar as 10 (dez) amostras seqiienciadas.

e e I e L e [T L P

5 15 25 35 45 55 65
DQ063827-C TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 17 TAAACTTCTG AGGATAAGCT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 20 TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 22 TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 29 TAAACTTCTG AGGATAAGCT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 33 TAAACTTCTG AGGATAAGC. ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 36 TAAACTTCTG AGGATAAGC. ATAGTAGTCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 71 TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 74 TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 75 TAAACTTCTG AGGATAAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT
Amostra 104 TAAACTTCTG AGGATLAGTT ATAATAATCC TCTTTTCTGT CTGACGGTTC TTAAGCTGGG AGAAAGAAAT

B L T L ol (T N I L I

75 85 95 105 115 125 135

DQ063827-C GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 17 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 20 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 22 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 29 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 33 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 36 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 71 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 74 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 75 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG
Amostra 104 GGTAGCTTGT TGGAAACAAA TCTGACTAAT CTCCAAGCTT AAGACTTCAG AGGAGCGTTT ACCTCCTTGG

T L L e P e [P
145 155 165 175
DQ063827-C AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTT
Amostra 17 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 20 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 22 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 29 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 33 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 36 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 71 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 74 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 75 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA
Amostra 104 AGCATTGTCT GGGCGATCAA CCAATCCCGG GCATTGATTA

>>>>>>>>>>-

Quadro 2 Comparagio dos produtos amplificados da PCR das amostras 17, 20, 22, 29, 33, 36, 71, 74, 75 ¢ 104 com
a seqiiéncia do plasmidio de Chlamydia trachomatis. AAGCTT — sitio de Hind Ill — C, G, . A —
mutacdes; DQ063827-C — seqiiéncia do plasmidio depositada no GenBank. Analise realizada no Banco
de Dados Mundial de Nucleotideos da Universidade de Brasilia (UNB) através do programa
BLAST/BLAST N (ALTSCHUL et al., 1997) seguida de andlise no BioEdit utilizando o programa
Clustal.

Fonte: http://www.unb.br e http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo por C. trachomatis ¢ considerada a DST de maior prevaléncia
reconhecida mundialmente. A magnitude da morbidade associada com as infecgdes
causadas por clamidia ¢ considerada elevada. Segundo Paavonen e Eggert-Kruse (1999), as
manifestacdes e conseqiiéncias de infecgdes por clamidia traz maiores danos na saude
reprodutiva das mulheres do que em homens. Devido a clamidia trazer conseqiiéncias
graves para a saude da populagdo, resolveu-se fazer um estudo de prevaléncia com
mulheres que apresentam problemas de fertilidade usando um método de diagnostico eficaz

como a PCR.

6.1. Importancia da enzima no diagnostico molecular

Neste trabalho foram avaliadas 106 mulheres com diagnéstico de infertilidade
atendidas na clinica de infertilidade do Hospital Universitario D. Francisca Mendes, nas
quais verificou-se a prevaléncia de C. trachomatis nesta populacao, por PCR, utilizando-se
dois sistemas similares, porém diferindo na enzima utilizada na reagdo. O primeiro sistema
utilizou a Tag DNA polimerase recombinante da LABTRADE do Brasil Ltda. onde se
encontrou uma prevaléncia de 5,7%. Assim, como a literatura relata alta prevaléncia desta
bactéria na populacdo estudada conforme mostram os trabalhos realizados por Akanda
(2003) e Barlow et al. (2001) com prevaléncia de 71% e 73%, este resultado gerou um certo
descontentamento, pois apresentava baixa prevaléncia e algumas bandas se apresentavam
muito fracas, deixando davidas no resultado final.

Analisaram-se os dados mencionados acima e decidiu-se usar uma enzima mais

potente, com alto poder de fidelidade e especificidade na reacdo. Optou-se assim, por
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repetir todos os ensaios da PCR utilizando-se a Platinum®™ Tag DNA polymerase High
Fidelity da INVITROGEN Life Technologies.

A escolha da Platinum®™ Tag DNA polymerase High Fidelity da INVITROGEN Life
Technologies deve-se ao fato da enzima possuir as seguintes caracteristicas: possui
fidelidade 6 vezes maior em relagdo a Tag polimerase comum, alta especificidade com a
incorporacio da Platinum® “hot-start” e amplificam fragmentos até 15 kb (SCHUSTER et
al., 1998).

O resultado obtido foi surpreendente e a prevaléncia encontrada foi de 52,8% com
uma melhoria significativa da qualidade das bandas. A utilizagio da Platinum® Tag DNA
polymerase High Fidelity da INVITROGEN Life Technologies apresentou-se muito eficaz
e importante para esclarecimento diagnostico destas pacientes. Barlow et al. (2001) relatam
que em pacientes cronicos o nimero de copias da bactéria na cérvice uterina diminui e este
pode ser um fator limitante no diagndstico. Neste momento o ideal seria coletarmos
material proveniente da tuba uterina, que segundo Barlow et al. (2001) relatam possuir
maior nimero de copias da bactéria e, portanto mais adequado para avaliagdo diagndstica.
Esta coleta ndo foi realizada neste estudo devido a fatos que para obtengao deste tipo de
amostra implicariam em procedimentos médicos de maior complexidade ndo previstos para
este projeto. Porém, fica claro a necessidade deste estudo em projetos de pesquisa
posteriores.

Os resultados mostraram claramente ao usar a enzima do sistema da 7ag DNA
Polimerase Labtrade do Brasil baixo rendimento ao detectar amostras com provavel baixo
nimero de copias da bactéria na cérvice uterina. Uma das desvantagens desta enzima ¢ a
baixa fidelidade na replicagdo por ndo ter a atividade da exonuclease 3’ 5’(LGC
BIOTECNOLOGIA [19987]). Desta forma pode ocorrer uma méa combinagao acidental do
iniciador no fragmento de DNA e conseqiientemente produzir erros na replicagao.

Devido este fato podemos enfatizar a importancia na utilizacio da Platinum® Taq
DNA Polimerase High Fidelity, pois, além de ser uma enzima que possui especificidade e
fidelidade 6 vezes maior em relagdo a Taq polimerase comum, possui atividade de
exonuclease 3’ 5’ e permite também a amplificagdo de fragmentos menores (HU et al.,
2003; INVITROGEN LIFE TECNOLOGIES, 2003).

Talvez este seja um ponto crucial na abordagem clinica e diagnostica destas

pacientes.
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A decisio pela utilizagio de outra enzima, ou seja, Platinum®™ Tag DNA polymerase

High Fidelity, teve grande importancia para conclusdo deste trabalho.

6.2. Analise da prevaléncia e condigoes — s6cio econdmicas e demograficas

da populagao do estudo

Neste estudo analisaram-se 106 mulheres com problemas de infertilidade que
buscaram atendimento na clinica de infertilidade do Hospital Universitario Dona Francisca
Mendes e verificou-se uma prevaléncia bastante elevada de 52,8%. Um estudo realizado
por Barlow et al. (2001) também com um grupo de mulheres que apresentavam
infertilidade por fator tubario, detectou-se uma prevaléncia de 71% de DNA clamidial pelo
método de diagndstico de PCR utilizando iniciadores T1 e T2 que amplificam um
fragmento de 7,5-kb do DNA plasmidial da C. trachomatis e enzima Taqg DNA polymerase
1 U. As estimativas do CDC, nos EUA, mostram que a infec¢ao pela C. trachomatis esta
amplamente disseminada e que existem mais casos novos desta doenga do que qualquer
outra DST (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2003). De acordo com Miranda; Gadelha
e Passos (2003), no Brasil ndo ha muitos dados que demonstrem a situacao da infec¢do pela
C. trachomatis. Os dados publicados em diversas literaturas sobre a prevaléncia de infeccao
por clamidia sao estudos isolados, em populagdes especificas e em determinados servicos
(MIRANDA; GADELHA e PASSOS, 2003). Atualmente ha poucos estudos com relagdo a
prevaléncia de C. trachomatis em Manaus ¢ nenhum trabalho realizado anteriormente
associando a clamidia com a infertilidade feminina. Os trabalhos que ja foram realizados
com clamidia em mulheres sexualmente ativas na cidade de Manaus foram do Alencar;
Ferreira e Loureiro (1993), Santos et al. (2003) e Alfaia (2005), sendo que o método de
diagndstico de escolha foi a imunofluorescéncia indireta no primeiro e PCR no segundo e
terceiro estudo. Varios métodos sdo usados para diagnosticar C. trachomatis, mas estudos
apontam que o método de PCR ¢ mais sensivel e especifico.

Analisando as varidveis socio-econdmicas e demograficas em relagdo ao resultado
da PCR para C. trachomatis, verificou-se que a faixa etaria de mulheres com diagnostico de

infertilidade e positivas para clamidia foi > 30 anos (51,8%), apresentando, portanto uma
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média de idade com DP 32,0 £ 4,9. Através desta analise observou-se que niao houve
significancia estatistica e a mediana de idade das pacientes ¢ de 31,0 anos. Embora, maioria
dos estudos preconiza que a alta prevaléncia da infeccdo por clamidia encontra-se em
jovens com faixa etaria < 25 anos, segundo Land et al. (2002), maioria das pacientes que
apresentam problemas de infertilidade possui idade > 25 anos. Como uma das causas de
infertilidade decorre da infec¢do cronica por C. trachomatis, supde-se que a faixa etaria que
apresenta infertilidade seja uma faixa etaria mais elevada.

A maioria das mulheres que apresentaram resultado positivo para clamidia declarou
ter unido estavel (87,5%) e 44,6% tinham completado o ensino médio. Embora a maioria
das mulheres tenha declarado unido estavel e ensino médio completo, provavelmente a alta
prevaléncia (52,8%) encontrada neste estudo esteja relacionada com niimero de parceiros
sexuais (27) (48,2%) que ja tiveram contato. Gaydos et al. (1991) revelaram que o parceiro
sexual masculino ¢ um importante reservatorio para as infeccdes que ocorrem no sexo
feminino.

Observou-se também que a renda familiar da maioria das participantes positivas
para clamidia encontrava-se entre dois a quatro salarios minimos (33,9%) e maioria delas
(28,6%) declarou ter residéncia na regido zona leste da cidade de Manaus. Apesar de que
ndo houve significancia estatistica em relagdo a zona residencial das participantes e
associagdo com a positividade dos exames para clamidia, o baixo nivel econdmico dessas
participantes teve significancia estatistica (p > 0,0274). Independentemente do grau de
escolaridade e maioria delas ter unido estdvel com seus parceiros, ficou destacado que o
baixo nivel de renda das pessoas ainda ¢ um fator importante para altas taxas de DST.
Segundo Miranda; Gadelha e Passos (2003), maioria das vezes a subordina¢do econdmica e
sociocultural da mulher faz com que elas tenham poucos recursos para controlar sua
exposicao as DST dificultando, portanto, a exigéncia de um comportamento sexual seguro
de seu parceiro. Quanto ao dado de que a maioria das pacientes declarou moradia na zona
leste, isto deve-se ao fato da localizagdo geografica do Hospital Dona. Francisca Mendes,
que também pertence a zona leste. Segundo Nascimento e Teixeira (2006), a zona leste
caracteriza-se por ocupagdes de areas nao construidas (invasdes) e constitui-se a drea mais
pobre da cidade em termos de padrdes s6cio-econdomicos.

Neste estudo observou-se que a distribui¢ao de gravidez ectopica nas mulheres com

diagnodstico de infertilidade foi alta (5,4%) no universo estudado de 106 mulheres.
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Entretanto, do total de 106 pacientes analisadas neste estudo 4 relataram episodio de
gravidez ectopica. Destas quatro (4), trés (3) foram positivas para C. trachomatis, ou seja,
75% das pacientes com gravidez ectopica foram positivas para C. trachomatis. Assim,
podemos inferir a relevancia da patologia por C. trachomatis assim como a importancia do
seu diagnostico precoce. Segundo Bouyer et al. (2003); Marchbanks e Aneger (1988),
existem varios fatores que se associam ao aumento de risco para gravidez ectopica durante
a vida reprodutiva. De acordo com Fernandes et al. (2004), o conseqiiente dano parcial ou
completo das trompas de Falopio permite que essas mulheres, no futuro, vivenciem como
seqiiela gravidez ectdpica. Beslagic; Jasminka e Mahmutovic (2004) relataram que a DIP ¢
uma doenga de etiologia polimicrobiana e a participacdo da clamidia estd associada como
um dos agentes responsaveis pela infec¢ao causando a gravidez ectopica.

Embora sem significancia estatistica, 14,3% das pacientes apresentaram dados
clinicos de cervicite. Esta informag¢do apresenta uma importante informacdo para a saude
reprodutiva da mulher, pois, em diversas situagdes podem evoluir para seqiiclas como DIP
ou infecgdes na gravidez, podendo levar a parto prematuros e infec¢cdes neo-natais. Num
estudo realizado por Harrison’s (2002), o resultado da incidéncia de cervicite foi de
aproximadamente 5% entre estudantes universitarias assintomaticas e mais de 10% em
mulheres que buscaram atendimento em clinicas especializadas de planejamento familiar.
Esse achado clinico estd de acordo com a abordagem sindromica de corrimento vaginal e
cervicite constatado no Ministério da Saude (2006). Embora no total das 56 mulheres
positivas, 48 pacientes (85,7%) ndo apresentavam sinais de cervicite. De acordo com
Carvalho; Angeli e Krajden (2004); Land e Evers (2002), este fato torna-se relevante
principalmente pelo cariter assintomdatico que esta infec¢do apresenta e assim pela
dificuldade de seu rastreamento. As cervicites podem evoluir para seqiielas importantes
como doenga inflamatoria pélvica, tendo como conseqiiéncias: infertilidade, gravidez
ectopica, aborto e trabalho de parto prematuro.

O resultado deste trabalho com relagdo ao aborto e infec¢do por clamidia foi que
28,6% das mulheres positivas para C. trachomatis relataram aborto, enquanto que 71,4%
das mulheres com diagnoéstico positivo para C. trachomatis nao relataram ter passado pelo
o processo de aborto. Alguns estudos demonstram a relagdo do aborto e infec¢ao clamidial.
Penney et al. (1998) relataram que amostras coletadas do trato genital inferior tem mostrado

a presenca de clamidia em 6% das mulheres em fase de indug¢do ao abortamento. Porém se
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avaliarmos o universo de 27 mulheres que relataram episddio de abortamento, verificou-se
que 16 (59,2%) foram positivas para C. trachomatis. Portanto, verificou-se que em torno de
60% dos abortos relatados ha presenca de C. trachomatis, havendo a necessidade de
esclarecer sobre o verdadeiro papel da C. trachomatis na patogénese do aborto. Segundo
Mardh (2002), mulheres gravidas com a infeccdo por C. trachomatis pode resultar em
aborto espontaneo no 1° trimestre de gravidez.

De acordo com a pesquisa realizada, 31 (54,4%) mulheres que apresentavam
infertilidade primaria e 25 (44,6%), infertilidade secundaria tinham resultado positivo para
clamidia. Segundo Wiesenfeld (2002), as complica¢des mais temiveis sdo a salpingite e a
doenca inflamatdria pélvica que pode ocasionar esterilidade definitiva tanto na infertilidade
primaria quanto na infertilidade secundaria. Um estudo realizado na Holanda por Hartog
(2004) descreve que a presenca minima de lesdes tubarias ou endometrite assintomatica
compromete a fertilidade, mesmo que seus achados laporoscopicos se mostrem normais.
Embora boa parte das participantes do estudo possui prognostico de infertilidade, ndo
podemos afirmar que este fato estaria relacionado com presenga de possiveis lesdes
tubdrias.

Devido ao tempo do estudo no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes ter
sido feito em curto espaco de tempo, nao foi possivel obter resultados do exame de
histerossalpingografia (HSG) de todas as pacientes. A HSG ¢ um exame que permite
avaliar a permeabilidade tubéria e a cavidade uterina na investigacdo de causa tanto de
infertilidade primaria como secundéria.

Sabendo que o uso indiscriminado de antibidticos pode gerar uma resisténcia
bacteriana, questionamos as pacientes quanto ao uso de antibidticos e obtivemos o seguinte
resultado: 18 pacientes (32,1%) de 56 com diagnostico positivo para clamidia tomaram
antibidtico para diversas finalidades neste ultimo ano. Land et al. (2002), verificaram que
ndo héa diferenca na deteccdo de C. trachomatis em pacientes que fizerem uso de
antibidticos para tratamentos (tetraciclina, ofloxacino ou roxitromicina) e em pacientes que
nao fizerem uso. Alguns estudos indicam que C. trachomatis podera persistir num estado
vidvel nas trompas de Falopio por um longo periodo, mesmo apds tratamento com
antibioticos. Chernesky (1999), através de alguns estudos, verificou através do teste de
acido nucléico, o resultado para infeccdo clamidial pode permanecer positiva semanas

mesmo apos tratamentos.
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Segundo Paavonen e Eggert-Kruse (1999), nesses casos se a C. trachomatis persistir
em nao responder a a¢ao de antibioticos, essa informagao podera influenciar na decisao de
um novo direcionamento clinico de infec¢des por clamidia no futuro.

Embora ¢ sugerido que a realizacdo de tratamento inicial para infec¢do clamidial é
um sucesso, o antibioticoterapia durante a fase cronica da infec¢do poderd ser menos

efetivo (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999).
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6.3. Analise de amostras com bandas fracas

Quando se analisou o gel de agarose 2% verificou-se que algumas bandas
correspondentes ao DNA plasmidial da C. frachomatis apresentavam-se fracas causando
davidas para o diagndstico. Para elucidar este problema foi feito um gel de poliacrilamida
6%, onde se confirmou a existéncia das mesmas.

Provavelmente, as amostras com bandas fracas representaram baixo numero de
copias do DNA bacteriano. A N. gonorrhoeae e C. trachomatis sdo as causas mais comuns
de DIP e segundo Westrom e Mardh (1990), a coinfec¢@o entre esses dois microrganismos
também ocorrem freqiientemente. Alguns estudos relatam que C. trachomatis pode causar
inicialmente uma infec¢do endocervical e depois ascender ao trato genital superior persistir
e permanecer num estado metabolicamente ativo por um longo periodo de tempo resultando
uma PCR negativa da cérvice (DIETERLE et al., 1998; GERARD et al., 1998; RICE e
SCHACHTER, 1991).

6.4. Estudo de variabilidade genética dos fragmentos amplificados

As 10 (dez) seqiiéncias de DNA obtidas correspondentes ao DNA plasmidial de C.

trachomatis foram analisadas no programa BLAST (disponivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov)

e comparou-se as seqiiéncias obtidas com as sequéncias do plasmidio de C. trachomatis
depositadas no Gene Bank e observou-se que o sitio de Hind III permaneceu preservado em
todas as amostras seqiienciadas.

Ao avaliar-se as seqiiéncias do DNA plasmidial de C. trachomatis correspondentes
a 180 pb obtidas por sequenciamento verificou-se algumas mutacdes que variaram de 1,1%
a 3,3%, as quais ndo implicam em mudancas genéticas importantes e que podem ter

ocorrido devido a limitagdes da técnica.
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7. CONCLUSAO

® A prevaléncia encontrada de Chlamydia trachomatis em mulheres com diagndstico
de infertilidade atendidas no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes foi de

52,8% utilizando-se a enzima Platinum®™ Tag DNA Polimerase High Fidelity.

e Das 106 amostras clinicas que foram analisadas por PCR utilizando os iniciadores
KL1 e KL2 e a enzima Tag DNA polimerase recombinante da LABTRADE do

Brasil Ltda., detectou-se apenas 5,7% (6 amostras) de positividade.

e Conforme o observado, a Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity mostrou-se
bem mais eficiente para utilizagdo em diagnostico molecular para Chlamydia

trachomatis.

e A média de idade das mulheres que participaram deste estudo e positivas para
clamidia foi de 32 anos. Isso demonstra a procura tardia para tratamento da
infertilidade. Um fator importante para este comportamento ¢ a existéncia de 70 a

80,0% de mulheres assintomaticas.

e Apesar de que maioria das mulheres estudadas declarou ter unido estavel com seus
parceiros, 87,5% delas foram diagnosticadas positivamente para clamidia, onde
48,2% das mulheres com PCR positivo para Chlamydia trachomatis relataram trés

ou mais parceiros sexuais durante a vida.

e Neste estudo, observou-se que grande parte das pacientes infectadas por clamidia
possui uma renda familiar baixa (33,9%) e reside em bairros de nivel socio-

econdmico baixo (28,6%).
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48,2% das pacientes positivas para clamidia referiam trés ou mais parceiros sexuais

durante toda a vida e 55,4% apresentaram infertilidade primaria.

Do total de 106 pacientes analisadas neste estudo 4 relataram episodio de gravidez
ectopica. Destas quatro (4), trés (3) foram positivas para Chlamydia trachomatis, ou
seja, 75% das pacientes com gravidez ectdpica foram positivas para Chlamydia
trachomatis. Assim, podemos inferir a relevancia da patologia por Chlamydia

trachomatis assim como a importancia do seu diagnostico precoce.

No universo de 27 mulheres que relataram episdédio de abortamento, verificou-se
que 16 (59,2%) foram positivas para Chlamydia trachomatis. Portanto, verificou-se
que em aproximadamente 60% dos abortos relatados houveram a presenca de
Chlamydia trachomatis, havendo a necessidade de esclarecer sobre o verdadeiro

papel da Chlamydia trachomatis na patogénese do aborto.

No total das 106 mulheres estudadas, 48 pacientes (85,7%) com diagndstico
positivo para Chlamydia trachomatis nao apresentavam sinais de cervicite. Este
fato torna-se relevante principalmente pelo carater assintomatico que esta infecgao

apresenta e assim pela dificuldade de seu rastreamento.

No presente estudo, verificou-se baixa variabilidade genética nas amostras

seqiienciadas de Chlamydia trachomatis.

Uma vez que a assintomatologia e a taxa de prevaléncia encontrada neste trabalho
foi alta (85,7%) e (52,8%), recomenda-se fazer uma investigacdo rotineira para
Chlamydia trachomatis em mulheres sexualmente ativas através da técnica da PCR
por ser um método que demonstra melhor sensibilidade e especificidade para o

diagnostico desta infeccao.
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Anexo A

Parecer Comité de Etica em Pesquisa

@)
':-\.--F"/:-" UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 44
LL.I;—:M Comité de Etica em Pesquisa— CEPIUFAM e,

PARECER CONSUBSTANCIADO
| Identilicacio

«  Tiwlo do l’!‘l.‘ljclﬁ de Pesquzn: *Deteceio de Clamdia trachomaiis em AmoEinms
emdocervicms de mulheres mfiénes pela onica de Reaglo em Cadeia de
Palimerase (PCR) ma cidade de Manaus' Amazonas™

*  Pesquisadora Responsivel Norma Suely de Lima Freitas

* Instituigdio onde se realizard; CAM/UIFAM

* [ata de apresentagio ao CEP; 05/77/05

*  Prcesson® 13105

Il-  Ohjetivos:
Investigar a presenga de Clamydia pachomatis, pela téenica de diagnistico
di Rewde em Cuadeia de Polimerase (PCK), em mullieres sexuabmente ati &S,
atendidas com diagndstico de infertilidade no Hospital Francisca Mendes na cidade
de Manaus, visando estabelecer a incidnein do infeegio na populacio femining
estudada.

- Sumirio do Projeto:

A Clamydia trachomatis ¢ uma baciérin sexualmente trnsmissivel, de
grande impacto ne sistema reprodutivo dis mulheres, sendo wmbém um imporiante
problema para & Saode Piblica. O disgndstico & erftico devida 3 freqiiéncia de
infeegfes assintomdticas. Em mulheres, 3 infecgdo pela C vachomatis causa doenga
mflamatona pélvica (DIP} ¢ 45 suas conseqiéncias podem ser a infenilidade,
cravidez ectopica e dor crémica péivica Este projeto pretende dingnosticar mulheres
aendidas pela Clinica de Infedilidade do Hospital Francisea Mendes aa UFAM,
atraves da tecnica de amplificagio de deidos nucléicos (PCR), que permile utilizar
peguenas quantidades de amostras para a defecedio da Clamydia, apresentands uma
maior especificidade e asurieis no disgnostico, podendo-se estabelecer uma
estimativa mais fidedigna dos niveis desta infeegio na cidade de Manaus

I Comenthrko feente b Resolugio 19696 do CNSMS/CONEP ¢ eomplementares:

Trata-se de um projeto de Mestrado em Bioteenologin da UFAM, cuju
onentador ¢ o Proll Dr Sparaco Astolfi Filhe e lem como calaboradom a Prof®
Crstena Mara Borborema dos Santos

O cileuls dy amostra s¢ basew am pesquisa amenior por oulro mélodo
diagndstica e sobre o nimero de alendimentos do Hospitl Francisca Mendes, Foi
apresentada uma minuta do Termo de Consentimento Livie ¢ Esclarecido
tevidamente elaborada

A data prevista para o inicio da coleta das amnstras & outbro/ 2004 Projeta
finaneiado pelo propno laboratdrio de Biotecnologia da LIFAM

Recomenda-se que o nome “Termo de Consentimento Livee ¢
Esclarecido”™ sejn ressaltado no inicio do documento apreseniado as pacienfes,
com o devido precuchimento dos espagos destinados a0 nome do pesguisador ¢

Fua Alecandee Amotio, 330 ApJ.l-t-t'la-.l_lf"-ql 63010300 Manai'Ams FomeFax 1921237 5098
Eeoaill copt@nfam edu br

113



114

e .
(@ E

A UNIVERSIDADE FEDE.AL DO AMAZONAS Vg
UF.I;'-".M Comite de Etica em Pesquisa - CEPUFAM -

telefone de contafy, Sejo acrescentado i equipe o ginecologista responsdvel pela
iriagem  das  pacientes oo Hospital Francisca  Mendes, o Servico  de
Infertilidade

Pareeer:
Pelo expasio e dos comentinos acima apresentados, o parecer deste Comité
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas que este projeto de
pesquisa sejs considerado Aprovade com Recomendagiio.

Data da renniio: 01/4905
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Anexo B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

AMOSTRA DE CONSENTIMENTO APOS INFORMACAO

e PESQUISADOR(A): Norma Suely de Lima Freitas

e INSTITUICAO: Unidade: Centro de Apoio Multidsciplinar (CAM) - Universidade
Federal do Amazonas

e TELEFONE: 3647-4230

e TITULO: Detecgio de Chlamydia trachomatis em amostras endocervicais de
mulheres inférteis pela técnica da Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) na cidade

de Manaus / Amazonas.

e EQUIPE E GINECOLOGISTAS RESPONSAVEIS NO SERVICO DE
INFERTILIDADE: Mestranda: Norma Suely de Lima Freitas, Dra. Daria Neves e
Dra. Ione Brum.

e N°do protocolo: 131/2005

e DESCRICAO E OBJETIVO DO ESTUDO
Este ¢ um estudo epidemioldgico. Seu objetivo ¢ investigar a presenca de
Chlamydia trachomatis em mulheres inférteis da cidade de Manaus-AM, através do
método da PCR, visando estimar a prevaléncia da infeccdo na populagdo

pesquisada.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu recebi a explicagdo de que eu serei uma das pacientes participantes do
projeto. Minha participagdo serd absolutamente voluntdria. Este estudo foi
planejado para avaliar quantas mulheres do grupo em estudo sdo portadoras de
Chlamydia trachomatis e assim determinar a incidéncia da infec¢do. Se eu
voluntariamente concordar, eu permitirei a coleta do material endocervical para
realizagdo da PCR. Nem diferentes testes laboratoriais serdo realizados, nem
precisarei de hospitalizacdo. Além das amostras coletadas, serei questionada sobre
mim mesmo no que se refere a algumas questdes de saude e condi¢des de vida.

Todos os procedimentos serdo realizados em apenas uma ocasiao.

RISCOS ASSOCIADOS AO ESTUDO

Retirada da amostra endocervical: o seu maior desconforto ¢ no momento da

introducdo da escova vaginal (cytobrush).

BENEFICIOS

Participando neste estudo, estarei me beneficiando do exame, pois, assim, sera
verificado a presenga ou ndo da Chlamydia trachomatis. Além disso, estarei
contribuindo para o conhecimento de quantas pessoas sdo afetadas por este tipo de

doenga.

CONFIDENCIALIDADE E AVALIACAO DOS REGISTROS

Minha participacao neste estudo sera confidencial e os registros ou resultados ao
estudo serdao divulgados ao nivel cientifico e autoridades de saude publica a fim de
que sejam tomadas atitudes que garantam a satde da populagao.

Minha identidade permanecera sempre em confidencialidade.
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DIREITO A RETIRADA DO ESTUDO

Eu tenho direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais para
mim durante minha participa¢do neste estudo.
Eu serei notificada com referéncia a qualquer nova informacao relacionada com

o estudo, eu serei capaz de contatar a Dra , cujo nome de

telefone é

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A minha participa¢do neste estudo ¢ voluntaria. Se eu recusar a participagao
neste estudo, ndo havera qualquer tipo de retaliagdo ou perda de beneficios a que
tenha direito.

Eu tenho o direito de manter uma copia assinada deste documento

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Ap6s ter recebido informagdes claras, eu concordo com minha participacao no

estudo.

Assinatura do Paciente do Estudo Data

Assinatura da 1* Testemunha Data

Assinatura do Pesquisador Data



Questionario

1.0 Consentimento da paciente em participar do estudo.

Anexo C

1.1( )Sim
1.2( )Nio

Informacoes Pessoais

2.0 Nome:

3.0 Idade: ---------=-------- Anos

4.0 Enderego:
4.1 ( ) Zona Norte
4.2 ( ) Zona Leste
4.3 () Zona Centro-Oeste
4.4 ( ) Zona Oeste
4.5 ( ) Zona Centro-Sul
4.6 ( ) Zona Sul

5.0 Telefone para contato:

6.0 Qual seu estado marital?
6.1 () Solteira
6.2 () Unido Estavel

6.3 () Divorciada/separada

118



7.0 Qual o nivel mais elevado de escolaridade que vocé completou?
7.1 () Ensino Fundamental incompleto
7.2 () Ensino Fundamental completo
7.3 () Ensino Médio incompleto
7.4 () Ensino Médio completo
7.5 () Curso profissionalizante
7.6 () Ensino Superior incompleto

7.7 () Ensino Superior completo

8.0 Qual a sua renda familiar?
8.1 ( ) 1 salario minimo
8.2 () 2-4 salarios minimos
8.3 ( ) 5-6 salarios minimos
8.4 ( ) Acima de 6 salarios minimos

8.5( ) Sem Renda

9.0 Quantas de suas tentativas de gestagdes terminaram em nascimento de crianga viva?
9.1 ( ) Nunca engravidei
9.2 () Nao tive criangas que nasceram vivas
93( )Uma
9.4( ) Duas

10.0 Teve Gravidez Ectopica? () Sim ( ) Nao

11.0 Quantos abortos ja teve?
11.1 () Nenhum
11.2( )Um
11.3( ) Dois
11.4( ) Trés
11.5( ) Acima de trés
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12.0 Tipo de Infertilidade:
12.1 () Infertilidade Primaria
12.2 () Infertilidade Secundaria

13.0 Qual o nlimero de parceiros sexuais que vocé ja teve na vida? -----------------

Um( ) Dois( ) TrésouMais ( ) Naorelatou( )

14.0 Uso de antibidticos no ultimo ano () Sim () Nao
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Anexo D

Extracio de DNA pelo método Fenol: Cloroférmio (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).

Adicionou-se 400 pL de Fenol Hidratado a 400 puL da amostra, que foi previamente
digerida com proteinase K (BAUER & MANOS, 1998) e homogenizou-se suavemente por
10 minutos seguido de 10 minutos de centrifugacao a 12.000 rpm. Logo em seguida
coletou-se o sobrenadante e adicionou-se 400 pL de Fenol:Cloroformio: Alcool Isoamilico
(25:24:1). Homogenizou-se essa mistura por 10 minutos e a seguir centrifugou-se a 12.000
rpm por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante e adicionou-se 400 pL de Cloroférmio
Hidratado 1:1 e agitou-se por 10 minutos seguidos de centrifuga¢do a 12.000 rpm por 10
minutos. Coletou-se novamente o sobrenadante e adicionou-se 1/10 (10%) do volume do
sobrenadante NaCl 5M e 1000 uL de Etanol Absoluto gelado, deixando-se precipitando a
0°C por 12 horas.

No dia seguinte, dando continuidade ao procedimento de extragdo de DNA, pegou-
se o material precipitado, centrifugou-se a 10.000 rpm por 30 minutos e descartou-se o
sobrenadante cuidadosamente. Logo apds, lavou-se o sedimento de DNA (Pellet) com 500
uL de Etanol a 70% gelado, centrifugou-se a 8.000 rpm por 10 minutos e descartou-se o
sobrenadante cuidadosamente para nao perder o sedimento. Em seguida, deixamos
secar o sedimento por aproximadamente 40 minutos no fluxo laminar e fez-se a

ressuspensao do sedimento de DNA com 50 pL de dgua Milli-Q.
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Anexo E

241 pb

Figura 16 Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo
(1pg/pL) dos produtos amplificados por PCR para deteccdo de Chlamydia
trachomatis utilizando-se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um
fragmento de 241pb correspondente ao DNA plasmidial da bactéria e a enzima
Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity Ltda; M: Marcador de peso
molecular 50 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 12, 23, 52, 54,
61,93, 95; C": Controle Positivo; B: Branco.



123

Anexo E

241 pb

241 pb

Figura 17 Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo (1pg/uL)
dos produtos amplificados por PCR para deteccdo de Chlamydia trachomatis
utilizando-se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um fragmento de 241pb
correspondente a0 DNA plasmidial da bactéria e a enzima Platinum® Tag DNA
Polimerase High Fidelity Ltda; M: Marcador de peso molecular 50 pb da
INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 28, 30, 31, 37, 41, 44, 47, 48, 53, 56, 58,
67, 68, 77, 78; C": Controle Positivo; B: Branco.
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Anexo E

241 pb

241 pb

Figura 18 Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo
(1pg/ul) dos produtos amplificados por PCR para deteccdo de Chlamydia
trachomatis utilizando-se os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam um
fragmento de 241pb correspondente ao DNA plasmidial da bactéria e a enzima
Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity Ltda; M: Marcador de peso
molecular 50 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 79, 80, 81, 83,
85, 87,90, 96, 97, 98, 99, 100, 102; C™: Controle Positivo; B: Branco.





