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Resumo

A infeccdo por Chlamydia trachomatis é a Infeccdo Sexualmente Transmissivel (IST)
bacteriana mais prevalente no mundo, podendo ser assintoméatica em até 80% dos casos, e
associa-se as complicacOes tardias. As jovens universitarias fazem parte de uma demanda
diferenciada da populacéo por apresentarem alto grau de escolaridade. Objetivo foi verificar a
prevaléncia e a variabilidade dos gendtipos de C. trachomatis em infeccdo cervical das
estudantes de universidade publica do estado do Pard, Brasil, e avaliar a associacdo deste as
respectivas caracteristicas socio-comportamentais e de queixas ginecologicas. Foram
incluidas 438 estudantes universitérias entre setembro de 2012 a outubro de 2014 e as
amostras endocervicais foram obtidas durante exame ginecoldgico. Realizou-se a técnica de
fenol-cloroférmio para a extracdo de DNA total da amostra de secrecdo cervical, e para a
deteccdo de C. trachomatis, utilizou-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do tipo
seminested-PCR para amplificacdo de 224pb do gene ompl. Para a identificagdo dos
gendtipos, realizou-se uma Nested-PCR, para a amplificacdo de 990pb do gene omp1, no qual,
foi purificada e submetida ao sequenciador ABI3130, posteriormente as sequencias
nucleotidicas foram comparadas com as depositadas no GenBank. A prevaléncia da infeccdo
cervical por C. trachomatis foi de 12,5% (IC: 95% £5,89) e 0s gendtipos identificados foram
0 genotipo J(36,3%), seguido dos gendtipos D (18,2%), E (18,2%), F (18,2%) e la (9,1%).
N&o houve associacdo significativa para a idade, inicio da vida sexual, nimero de parceiros,
se usam preservativo camisinha, presenca de queixas ginecoldgicas e de gendtipos
encontrados na populagéo de estudo. Embora a prevaléncia encontrada apresentar-se alta entre
as estudantes universitarias, a falta de significancia estatistica pode ser devido ao nimero
amostral pequeno e/ou consequéncia de respostas socialmente aceitaveis. Esforgos sejam
feitos para que a ampliacdo do rastreio da infeccdo por C. trachomatis em populagdes
restritas.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis, genotipagem, estudantes universitarias.



Abstract

Infection with Chlamydia trachomatis is a Sexually Transmitted Infection (STI) more
prevalent bacterial in the world and can be asymptomatic in up to 80% of cases and is
associated with late complications. The university students are part of a differentiated demand
of the population for their high level of education. Objective was to assess the prevalence and
variability of the genotypes of C. trachomatis in cervical infection of public university
students in the state of Para, Brazil, and to evaluate the association of the respective socio-
behavioral characteristics and gynecological complaints. They included 438 college students
from September 2012 to October 2014 and cervical samples were obtained during
gynecological examination. It was performed phenol-chloroform technique for extracting total
DNA from the sample cervical secretion, and for the detection of C. trachomatis used the
Polymerase Chain Reaction (PCR) PCR-seminested the type for amplification 224pb gene
ompl. For the identification of genotypes, we carried out a nested PCR for the amplification
of the gene ompl1 990pb, which was purified and subjected to ABI13130 sequencer, then the
nucleotide sequences were compared with GenBank. The prevalence of cervical infection by
C. trachomatis was 12.5% (CIl: 95% + 5.89) and genotypes were identified J genotype
(36.3%), followed by D genotypes (18.2%) E (18.2%), F (18.2%) and la (9.1%). There was no
significant association for age, first sexual intercourse, number of partners, and condoms are
used, the presence of gynecological complaints and genotypes found in the study population.
Although the prevalence found present itself high among university students, the lack of
statistical significance may be due to small sample size and/or result in socially acceptable
answers. Efforts are made to trace the expansion of C. trachomatis infection in restricted
populations.

Keywords: Chlamydia trachomatis, genotyping, university students.
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1 INTRODUCAO

As Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (IST) ainda sdo um grande problema de
salde publica que acometem principalmente adolescentes e adultos jovens sexualmente
ativos. As infecgdes genitais por Chlamydia trachomatis (CT) estdo frequentemente
associadas ou sdo causa da maioria destas IST (SILVA, 2011; TRAVASSOS et al, 2012). A
infeccdo genital por CT evolui com carater assintomatico em até 80% dos casos, favorecendo
o desenvolvimento de cervicite, lesbes cervicais cronicas, tais como doenca inflamatoria
pélvica (DIP), gravidez tubéria, abortos espontaneos, cancro uterino e esterilidade feminina
(ELEUTERIO et al, 2007; BAUD et al, 2011; GEISLER & STAHMM, 2011; MANIA-
PRAMANIK et al, 2012).

A infeccdo por CT é a IST mais frequente no mundo, e de acordo com o Centro de
Controle de Doengas e Prevencdo (CDC) em 2013 estudos evidenciaram, nos Estados Unidos,
623 casos para cada 100.000 mulheres (CDC, 2014). Na Europa e nos paises de Zimbaube,
Russia, China, Peru e Australia verificou-se que em populacGes variadas a infec¢do por CT
representa 0 maior indice de prevaléncia entre as ISTs (ECDC 2011; DETELS et al, 2011;
LEWIS et al, 2012).

Sendo a causa mais comum de infertilidade evitdvel no mundo, a infeccdo genital por
CT também se mostra como cofator que aumenta a exposi¢do a contaminacao pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e influencia o desenvolvimento de Adenocarcinoma cervical
por Papilomavirus Humano (HPV), bem como é fator de risco para infeccbes genitais de
outras etiologias (MADELEINE et al, 2007; MALHOTRA et al, 2013; NAKASHIMA et al,
2014). Infeccbes por CT apresentam elevado indice de complicacdo para a salde reprodutiva
por acometerem de forma particular, mulheres jovens que naturalmente podem se encontrar
em alto periodo reprodutivel (JALIL et al, 2008; BENZAKEN et al, 2010).

A CT é uma bacteéria de aproximadamente 1,3 um de didmetro, possui genoma pequeno
de 1.042.519 pares de bases, com um plasmideo criptico de 7,5 kb que pode estar associado a
fatores de viruléncia. Possui membrana celular externa e interna, é considerado uma bactéria
parasita intracelular obrigatdria que se apresenta em 19 tipos, conhecidos como gendtipos que
se estendem do A ao L, porém os genovares D ao K sdo os mais associados as infeccdes
genitais devido ao tropismo por células epiteliais colunares do trato genital masculino e
feminino (QUINT et al, 2011; HARRIS et al, 2012).

Os genovares que causam infec¢Oes sexuais mais prevalentes mundialmente séo o D, F,

E, G, e o0s estudos com populacdes variadas mostram que héa significativa associacao entre
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estes genotipos e mulheres com idade inferior a 25 anos, que por motivos socioecondmicos e
comportamentais apresentam elevada frequéncia de exposicdo e consequentemente aumento
dos riscos de contaminacgdo por I1STs (PINEIRO et al, 2009; PETROVAY et al, 2009; BENI
et al, 2010; MACHADO et al, 2011; MEJUTO et al, 2013).

Devido a transmissdo ser por via sexual, a prevencdo deste patdgeno baseia-se
fundamentalmente em medidas de educacdo em saude, além do uso dos métodos de barreira,
como a camisinha e do rastreamento por técnicas de biologia molecular (OLIVEIRA et al,
2010; TRAVASSOS et al, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com Gottlieb et al (2010) os programas de controle de infec¢des por CT sdo
baseados principalmente na triagem de infec¢do assintomaética, prevalente em mulheres jovens
sexualmente ativas, dando énfase a identificagéo e prevencdo de lesdes cronicas recorrentes.
Como a infeccdo cervical por CT adquire evolucdo assintomatica em 80% dos casos, a
mesma, contribui para uma epidemiologia do tipo silenciosa (MARKLE et al, 2013).

As jovens universitarias fazem parte de uma demanda diferenciada da populagéo por
estarem em processo de aquisicao e producgdo de conhecimento de diferentes aspectos, porém,
esta caracteristica pode ou nao contribuir para seu modo de vida, maneira de prevencao e
cuidado a satde (JAMES et al, 2008). O relato dos casos de infeccdes deste tipo é bastante
variado entre os paises, devido aos diferentes esquemas de rastreamento e controle entre 0s
mesmos, porém em paises onde ndo ha esquemas de rastreio, os relatos dos casos séo
baseados na triagem no diagnostico hospitalar quando associado a outras patologias do trato
reprodutivo (BENDER et al, 2011).

No Brasil ainda ndo h& programas de rastreio de infeccbes genitais por CT, mas de
acordo com estudos em populacdes brasileiras variadas, o indice destas infeccGes varia de
5,0% a 31% entre os jovens que frequentam ambulatérios e clinicas ginecoldgicas e, mesmo
sendo uma infeccéo silenciosa, 0s genoétipos D, F e E estdo entre os mais prevalentes. Ndo ha
relatos de trabalhos que abordem a genotipagem de CT em infecgdes genitais em jovens
estudantes universitarias na regido Norte do Brasil (LIMA et al, 2007; MACHADO et al,
2012).

O presente trabalho é importante ferramenta para medidas de vigilancia em saude, pois
detectara a prevaléncia e a diversidade genotipica de CT de modo a permitir uma analise do
padrdo genético de cada gendétipo encontrado e a associacdo destes as condicbes socio-
epidemioldgicas e de queixas ginecoldgicas em que se encontram as estudantes universitarias.
Além de que fornece informacgdes importantes que ampliam a observacdo sobre as estirpes
circulantes e possibilita a exploragdo das diferencas nas manifestacfes clinicas entre as

universitarias e os gendtipos identificados
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
e Identificar a prevaléncia e a variabilidade genotipica de Chlamydia trachomatis em

amostras cervicais de estudantes universitarias de Belém do Para, Brasil.

3.2 ESPECIFICOS
e Caracterizar a populacéo investigada;

e Verificar quais fatores socio-epidemioldgicos e de queixas ginecoldgicas associadas a

infeccdo cervical por Chlamydia trachomatis nas estudantes universitarias.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 INFECCOES SEXUAIS POR Chlamydia trachomatis.

4.1.1 Historico
“A palavra “clamidia” vem da palavra grega “ chlamys ", que significa " manto envolto

em torno do ombro ", devido envolver-se no meio intracelular. Em 1907, Halberstaedter e
Prowazec identificaram primeiramente CT a partir da observacgdo de inclus@es citoplasmaéticas
de material oriundo da conjuntiva de primatas ndo humanos afetados por tracoma humano
(HALBERSTAEDTER & PROWAZEC, 1907).

Em 1911 foram identificados inclusfes intracitoplasmaticas em lactentes com uma
forma ndo-gonococica da oftalmia neonatal chamada conjuntivite de inclusdo do recém-
nascido (ICN), ao identificar maes de criancas afetadas, foram encontradas inclusées em suas
células epiteliais cervicais, e 0s pais das respectivas criancas apresentavam inclusées em suas
células uretrais, e com isso a epidemiologia das infeccGes sexualmente transmissiveis por CT
foi revelada. Cinquenta anos depois, foram desenvolvidos procedimentos para o isolamento e
consequentemente os estudos voltaram a demonstrar este patdgeno como sendo a principal
etiologia nas ISTs e na ICN (GRAYSTON, 1963).

Inicialmente foram consideradas como sendo virus devido ao seu tamanho e parasitismo
intracelular obrigatorio, inclusive seu ciclo bioldgico foi descrito e designado como sendo um
ciclo viral, poréem em 1963 ao atentar para sua caracteristica morfologica, foi classificado
como organismos intermediarios e que se assemelhavam a seres do reino monera (BELL et al,
1963; PAAVONEN, 1980).

4.1.2 Epidemiologia

Chlamydia trachomatis é conhecida como a bactéria de transmissdo sexual mais
prevalente em todo o mundo, sendo por isso, considerada um grave problema de salde
publica (CDC, 2011).

A infeccdo por CT é a IST mais frequente no mundo, de acordo com o Centro de
Controle de Doencas e Prevencdo (CDC) em 2013 estudos recentes evidenciaram nos Estados
Unidos um total de 1.401.906 infeccdes (CDC, 2014), verificando que a taxa de prevaléncia
de 623 casos por 100.000 habitantes. De acordo com Scholes et al (2012) o aumento dos
casos de CT foram maiores durante 2005-2007, este também foi 0 mesmo periodo de aumento

da frequéncia no uso do teste de amplificacdo de &cidos nucleicos. Verificou-se também que
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as taxas prevaléncia de doenca inflamatoria pélvica (DIP) diminuiram e as taxas de gravidez
ectdpica permaneceram inalterada (CDC, 2012).

Entre 1997 e 2007 as taxas anuais de prevaléncia de CT aumentaram de forma
significativa para mulheres e homens. Isto pode ser devido ao melhoramento dos testes mais
sensiveis, além de que o nimero de casos de infecgdes deste tipo é bastante variado entre
populacdes variadas, ja que os esquemas de controle se apresentam de forma diferenciada em
muitos paises, e muito dos casos que sdo relatados é devido estarem associados a outras
patologias do trato reprodutivo (BENDER et al, 2011).

Em um estudo pioneiro e recente realizado na Europa em 2011, verificou-se que as
infeccdes por CT representam a IST mais prevalente, de 1990 a 2009, quando comparadas a
outras IST pesquisadas (Quadro 01) em vinte e trés membros da Unido Europeia, e onde 0s
dados ainda ndo estavam disponiveis e/ou ndo estavam relatados como nos paises da Bulgéria,
Republica Checa, Franca, Alemanha, Itdlia, Liechtenstein e Portugal, onde 75% dos casos
foram notificados em jovens entre 15 e 24 anos de idade, sendo a maior incidéncia em
mulheres jovens (ECDC, 2011).

Quadro 01: Numero total de casos notificados de Chlamydia trachomatis, gonorreia e sifilis nos paises europeus
em 1990-1999, 2000-2008 e 2009.

IST N° de casos
1990-1999 2000-2008 2009
Chlamydia trachomatis 722.586 2.101.095 343.958
Gonorreia 406.753 318.233 29.202
Sifilis 126.438 192.917 18.279

Fonte: Adaptado de ECDC, (2011).

E importante perceber que o aumento do nimero de casos de infeccbes pode estar
associado ndo apenas aos fatores de risco, mas com a melhoria da capacidade de diagndstico,
com a implementacdo de programas de rastreio e sistemas de vigilancia em varios paises, por
outro lado, a diminui¢do do nimero de casos pode significar a real situacdo da epidemiologia
de CT, no entanto ha possibilidade de ser resultado de falha no diagnéstico (LOW et al, 2009;
ECDC, 2011).

Na Austrélia, em 1991 a infeccdo por CT genital tornou-se uma doenca de notificagdo
obrigatdria, em todos os estados e territdrios australianos exceto para New South Wales, que
introduziu a notificagdo em 1997, esta estratégia proporcionou uma melhor estimativa da
prevaléncia (NEWMAN et al, 2010).
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De acordo com o estudo de meta-analise de Lewis et al (2012) que envolveu 76
trabalhos sobre a prevaléncia de infecgdes genitais por CT em populacdes australianas, a
prevaléncia apresentou-se bastante variavel, com taxas mais altas entre jovens menores de 25
anos em varias grupos populacionais, sendo mais prevalente entre mulheres ndo-indigenas e
homossexual masculino, porém, entre os indigenas o maior nimero de casos foi restrita a
homens heterossexuais. I.

Em um estudo multicéntrico, realizado em cinco paises que envolveram 18.014
participantes, observou-se grande variagdo das taxas de mulheres assintomaticas infectadas
por CT, sendo no Zimbaube (94,3%), Russia (90,9%), China (86%), Peru (73,9%) e na india
(31,2%) (DETELS et al, 2011).

Apesar de o Brasil ainda ndo apresentar programas sociais para o rastreio de infecgdes
genitais por CT, os testes de diagnéstico baseados na amplificacdo de acidos nucleicos tém
mostrado uma prevaléncia destas infeccdes variando de 5,0% a 31% entre 0s jovens que
frequentam ambulatérios e clinicas ginecoldgicas, além disso, verificou-se que no Brasil 0s
genotipos E, F e D de CT sdo os mais prevalentes (LIMA et al, 2007; MACHADO et al
(2011).

De acordo com Machado et al (2012) a prevaléncia de infec¢Oes genitais por CT em
adolescentes foi de 31% no Estado da Bahia, sendo esta, a maior taxa ja relatada no cenario
nacional. Neste estudo néo foi identificada associacdo da idade na primeira relacdo sexual, do
namero de parceiros sexuais e nem da frequéncia do uso do preservativo em adolescentes

infectadas.

4.1.3 O agente etioldgico

4.1.3.1 Taxonomia de Chlamydia trachomatis
Ao longo da historia, a taxonomia de Chlamydia trachomatis sempre foi sujeita a

modificacbes. A partir de 1957 decidiu-se agrupa-la na ordem Chlamydiales, familia
Chlamydiaceae, onde se encontra o género Chlamydia, que comportava apenas duas espécies
Chlamydia psittaci, agente etioldgico apenas de infeccGes veterinarias e Chlamydia
trachomatis, agente causador de infec¢des oculares e genitais em humanos (RAKE, 1957).
Esta classificacdo taxondmica ndo suportou a introducdo de novas estirpes, ja que 0s
métodos moleculares evidenciaram o aumento da diversidade de CT, entdo, em 1999, foi
proposta uma classificacdo baseada em critérios morfoldgicos e fenotipicos, como a presenca

de glicogénio e a sensibilidade a Sulfadiazima respectivamente, porém os critérios genéticos



25

foram os principais na anélise filogenética da sequéncia de RNA ribossémico (rRNA) 16s e
18s com um limiar arbitrario de similaridade maior de 95%, foram agrupadas quatro familias
Sinkaniaceae  (Sinkania  negevensis), = Waddliaceae ~ (Waddlia  chondrophila),
Parachlamydiaceae (Parachlamydia acanthamoebae) e Chlamydiaceae, na qual esta ultima
apresenta dois géneros, Chlamydophila, (espécies Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydophila percorum, Chlamydophila abortus, Chlamydophila felis, Chlamydophila
psittaci e Chlamydophila caviae) e Chlamydia com as espécies Chlamydia suis, Chlamydia
muridarum e Chlamyida trachomatis (figura 01). Esta taxonomia n&o leva em consideracdo a
biologia de outros organismos intracelulares (EVERETT et al, 1999; BAVOIL, 2013).

Chiamy dophila Hospedeire tipico
C. abortus Mamifere
C. psittaci Passars C. psiftaei
C. felis Gate
_C. eaviae Rate
Chiamydephila Chlamyeliales
C. pecorum Mamifere C. pecorum
‘r‘ Chiamydisceae
l C. preumeniae Humane C. pnewnoniae
Chlamydia
Chiamydiaceae
y Chiamydia
Chiamydia
C. trachomatis Humane
& Suis Suine C. trachomatis
C. muridarum Rate
Hamster
Parachiamyediacae P. eanthameebae
Waddiaceae W. chendreghia
Simkaniaceae 5. negevensi
1a. Neva Taxenomia 1k. Velha Taxenemia

Figura 01: comparacéo entre a antiga e atual taxonomia de Chlamydia trachomatis.
Fonte: Everett et al, (1999).

De acordo com Stephens et al (2009), a classificacdo em dois géneros da familia
Chlamydiaceae € incoerente, ja que todas das espécies bacterianas analisadas ndo apresentam
um limiar de similaridade menor que 95%, que é utilizado para especiacdo de familia em dois

géneros, sugerindo um Unico género, o Chlamydia para todas as espécies (figura 02).
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Figura 02: Arvore genealdgica demonstrando o limiar de parentesco entre espécies do género Chlamydia.
Fonte: Stephens et al (2009).

A classificacdo taxondmica proposta em 1999, que tem como base a andlise das
sequéncias ribossomais, ndo foi utilizada pela comunidade cientifica desde a sua introducéo,
devido ndo apresentar um marcador bioldgico consistente, pois apenas o 16s € abordado e ndo
levam em consideracdo aspectos ecologicos das cepas, além do que ha riscos de pouca
alteracdo genética entre cepas que compartilham o mesmo nicho intravacuolar, isto pode ser
observado nas producfes atuais que ainda se referem a Chlamydia pneumoniae (STEPHENS
et al, 2009).

Do género Chlamydia, as Unicas capazes de contaminar seres humanos sao as espécies:
Chlamydia psittaci que causa a psitacose, transmitida por aves contaminadas, com um quadro
respiratério com chances de evoluir para pneumonia grave e infeccdo sistémica; Chlamydia
pneumoniae que causa pneumonia grave com chances para evoluir para doenca aterosclerética
e a CT que causa infecgdes oculares, respiratorias e genitais (SEHNEM et al, 2010;
OLIVEIRA et al, 2008; REILLY et al, 2007).

4.1.3.2 Aspectos morfofuncionais
A estrutura morfologica e funcional de CT é de aproximadamente 0,2 pum de didmetro,

mas podendo variar de tamanho dependendo do estagio morfologico em seu ciclo biologico,
mas 0 que a caracteriza como bactéria é basicamente a composic¢ao de uma parede celular que
é semelhante a parede de gram negativo, exceto por ndo haver quantidade suficiente de

peptidoglicano no espago periplasmatico, e ndo apresentar proteinas ligaveis a penicilina
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(PBP) ou é&cido murdmico. A parede celular é trilaminar, sendo constituida por
lipopolissacarideos (LPS), proteina principal de membrana externa (MOMP) sua rigidez é
conferida por proteinas contendo ligacGes dissulfeto-reticulados (SEADI et al, 2002; MPIGA
& RAVAOARINORO, 2006).

O corpo celular tem a forma esférica, ha a presenca de &cido desoxirribonucleico (DNA)
e acido ribonucleico (RNA), um ribossomo que revela capacidade reduzida de producao de
proteinas, e metabolismo enzimatico diferenciado (glucose de producdo e desintegracdo de
gas carbbnico). Tem apenas ciclo de vida intracelular, porém hé a falta de alguns dos seus
proprios mecanismos de producdo de energia metabolica, importando a adenosina trifosfato
(ATP) do citosol da celula do hospedeiro (parasitismo de energia) com adenosina difosfato
(ADP), e com a enzima ATP/ADP translocase (BELLAND, 2003).

Observa-se a formacao de inclusdes citoplasmaticas (figura 04) e ndo crescem em meios
de culturas bacterianos sintéticos. Apresentam a sensibilidade ao ambiente externo
(temperatura, luz, secagem), resistindo por 15 minutos a 45°C, e apenas um minuto a 80°C.
Apresentam sensibilidade aos desinfetantes comumente utilizados, como uma solucéo de 1%
de cloramina (KARI et al, 2009; FISHER et al, 2013).

A MOMP ¢ a proteina codificada pelo gene ompl e compreende aproximadamente 60%
do peso molecular da membrana celular, a qual é essencial para a diferenciacdo soroldgica de
cepas de CT, bem como serve também de alvo para o desenvolvimento de vacinas
(STEPHENS et al, 1987; CHENG et al, 2011). Byrne (2010) relata que ndo ha estudos que
comprovem que a variacao das proteinas MOMP pode estar associada ao perfil de viruléncia
da cepa.

A alta capacidade de CT infectar varios tipos celulares ndo fagociticas se deve,
principalmente, a capacidade das adesinas bacterianas reconhecerem receptores conservados
da célula do hospedeiro, mas quanto a isso ndo existe consenso claro sobre a natureza das
moléculas de adesina e dos receptores, no entanto pode-se incluir como possiveis fontes de
interacdo com o hospedeiro as proteinas mompl, MompB, Hsp70, Hsp60 e HsplO
(MASCELLINO etal, 2011; ABDEL-RAHMAN & BELLAND, 2005).

As estirpes patogénicas humanas estdo divididas em 19 genotipos de acordo com as
sequencias da regido ompl, o perfil da infeccdo (figura 03), os que infectam primordialmente
epitélios, mas podem ser subdivididos em dois subtipos na qual pode apresentar-se por
diferentes manifestacdes clinicas, tracoma sendo representados por A, B, Ba e C que séo

transmitidos pelo contato direto, e sdo responsaveis por infeccdo no epitélio ocular
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(ANDREASEN et al, 2008). As infeccOes urogenitais, conjuntivite em adultos e criancas e
pneumonia em criancas sdo causadas pelos seguintes genovares D, Da, E, F, G, Ga, H, 1, Ia, J
e K, jaos tipos L1, L2, L2a, L3 causam o linfogranuloma venéreo uma infeccdo de carater
sisttmico e invasivo nos tecidos linfaticos, acompanhando de Ulceras perigenitais e
inflamacéo anal e retal que séo relatados principalmente em homens que fazem sexo com
homens (MABEY et al, 2001; MABEY et al, 2002; QUINT et al, 2011; CHOROSZY-KROL
et al, 2012).

Chlamydia trachomatis

Tracoma Linfogranuloma venéreo
l Infeccdes Sexuais
A,B,Ba, C l
L1, L2, L2a,L3
D,Da, E F, G, Ga,
H, 1, la,J K

Figura 03: Gendtipos da Chlamydia trachomatis classificadas de acordo com o perfil da infeccéo.
Fonte: Adaptado de Quint et al, (2011).

4.1.3.3 Ciclo biolégico

Todas as bactérias do género Chlamydia tém um desenvolvimento Unico e diferenciado,
o ciclo bifasico, durante o qual a bactéria é encontrada em duas formas, a forma extracelular
chamada corpos elementares (CE) e a forma intracelular que sdo os corpos reticulares (CR).
Sdo as proteinas dissulfeto-reticulados que conferem rigidez ao CE, que sdo soltas no
momento em que se transforma em CR (STEPHENS et al, 2006).

O CE é osmoticamente estdvel e metabolicamente inativo, sendo infectantes para o
homem. S&o estruturas em forma esférica, com membrana e parede celular capaz de lhe
assegurar resisténcia temporaria a determinados fatores ambientais, e que podem prejudicar
sua homeostase. Possui um nucledide compactado, devido a condensacdo de material nuclear
pelas proteinas bacterianas histona-like hctA e hctB, e sdo de tamanho pequeno com
aproximadamente 0,2-0,6 um de diametro (HECZKO, 2007; CLARKE, 2011).
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Uma vez internalizado, o CE altera as propriedades das inclusfes citoplasmaticas do
hospedeiro, dissociando-o dos lisossomos, e por meio de processos que requerem a
participacdo ativa da CT, duas horas ap0s a entrada em células hospedeiras, permanecem em
estreita proximidade do complexo de Golgi, onde ocorrera fusdo das vesiculas de acolhimento
contendo esfingomielina. Tais processos sdo necessarios para a replicacdo bem sucedida em
uma célula hospedeira. Os mecanismos moleculares utilizados para controlar a biologia dos
vacuolos ou inclusdes intracitoplasmaticos sdo pouco conhecidos (ABDEL-RAHMAN &
BELLAND, 2005).

No interior das inclusbes citoplasmaticas o CE diferencia-se em CR apds vaérias
transformacdes. Ao contrario dos CE, CR sdo maiores com tamanho aproximado de 1,5 um
de diametro, o nucledide ¢ menos compactado, suas proteinas dissulfito-reticulados sdo
perdidas, mas é metabolicamente ativo e capaz de se dividir por fissdo binaria no interior de
vacuolos durante todo o ciclo de desenvolvimento, até se diferenciarem em novos CEs que
serdo expelidos pela lise celular (figura 04). Este ciclo ocorre em média de 48-72 horas ap6s a
infeccdo (WYRICK, 2000; BRUNHAM & REY-LADINO, 2005).

Corpo Reticular (CR) em
inclusao citoplasmatica

Corpo elementar {CE)

2hr

/ 12 hf\
Forma -y CR associados
persistente 18 hr a inclusdo de
- membrana

Liberagao de
CEs_

Acumulo de CE

Figura 04: Ciclo biolégico da Chlamydia trachomatis.
Fonte: BRUNHAM & REY-LADINO, 2005.
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Drauty-Varsat et al (2005) levantaram a hipdtese de uma interacdo reversivel inicial,
seguida por uma ligacéo irreversivel da CE a célula do hospedeiro por meio da ligacdo a
superficie exposta da proteina MOMP, e para isso 0s proteoglicanos de heparan sulfato
podem ser importante na interagdo inicial reversivel do CE com a célula hospedeira (TIWARI
et al, 2012; STEPHENS et al, 2001), no entanto, de acordo com Stephens et al (2006), apenas

isto ndo se mostra suficiente para a interacdo e infeccao natural de CT.

4.1.3.4 Aspectos gendmicos
Chlamydia trachomatis apresenta um dos menores e mais conservados genomas ja

identificados entre os mico-organismos, sendo constituido por um cromossomo Unico e
circular composto por 1.042.519 pb, com 58% de peso de A-T. Apresenta uma regido
polimérfica denominada zona de plasticidade (ZP) que alberga genes altamente variaveis
entres cepas. Nesta ZP sdo encontrados genes que estdo envolvidos na producdo de
substancias de carater citotoxico onde se observa um operon intacto (trpRBA) capaz de
codificar triptofano funcional, o qual é um fator de viruléncia e de exclusividade funcional,
apenas dos genovares relacionados as infecces genitais. Este genoma codifica 875 proteinas,
sendo 70 destas exclusivas de CT, além de apresentar o rRNA 23S, 16S e 5S (CARLSON et
al., 2008; SETH-SMITH et al, 2009; HARRIS et al, 2012).

Ja foi relatado que a recombinacédo € caracteristica do genoma da CT, que pode ser o
principal mecanismo para gerar a diversidade dentro de um conjunto de genes isolados. 1sso
pode surgir porque a infeccdo mista com diferentes cepas de CT em uma mesma pessoa
ocorre com uma frequéncia de cerca de 1% (CLARK, 2011).

Apresenta um plasmideo ndo-conjugativo e ndo-integrativo criptico de 7,5 kb, sugere-se
ser um fator de viruléncia que pode estar associado a patogénese da infeccdo e a capacidade
de colonizagdo e sustentacdo da infecgdo no trato genital feminino, sendo fundamental na
codificacdo de fatores que formam o peptidoglicano e o acimulo de glicogénio na inclusédo
citoplasmatica. Existem apenas quatro relatos de cepas isoladas que naturalmente néo
apresentam plasmideo, as analises filogenéticas demostram que 0 mesmo tem seguido a
mesma evolucdo do seu cromossomo cognato, permanecendo intimamente ligados sem
ocorrer troca de material genético como transposons ou de bacteriéfagos ou mesmo restos de
material genético de bactérias de vida livre, ndo sendo relatada a evolugdo independente do
plasmideo. Além disso, o plasmideo é relativamente estavel e mais resistente aos danos por
enzimas degradativas como as nucleasaes, estando presente em até dez copias por genoma
(CARLSON et al, 2008; SETH-SMITH et al, 2009; CLARK, 2011; WANG et al, 2013).
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De acordo com Li et al (2008), j& foram identificados os plasmideos pCTA, pCTT1,
pCHL1, pLGV440, e pLGV2 por sequenciamento dos genotipos A, B, D, L1 e L2 de CT.

O plasmideo codifica oito sequéncias de codificacdes previstas (SCDs) que podem ser
denominadas de quadros de leitura aberta (ORFs). Com excecdo de um, elas séo arranjadas de
forma que todos os genes sdo transcritos em sentido uniforme. Atribui¢do da funcéo bioldgica
dos oito genes do plasmideo é dificil devido a auséncia de um meio simples de cultivo para
manipular o genoma da CT (ROCKEY, 2011).

As andlises de bioinformatica indicaram que as sequéncias de codificagdo pORF1-
pORF3 estdo provavelmente envolvidas na replicacdo do plasmideo, visto que elas regulam a
origem da replicacdo do plasmideo e ambas as sequéncias sdo homologicamente semelhantes,
e sdo também relacionadas a outras recombinases bacterianas e enzimas de replicacdo
distantes. A pORF3 tem homologia com o gene dnaB de Escherichia coli, que codifica uma
enzima envolvida no desenrolamento da fita de DNA durante a replicacdo. A pORF4
apresenta funcdo desconhecida e a pORF5 codifica uma proteina de 28 kDa a pgp3 uma
molécula trimérica que é transportada para o citosol da célula hospedeira durante o processo
infeccioso e sugere-se que esteja envolvida no reconhecimento por anticorpos humanos e de
animais infectados por CT para induzir imunidade protetora. A pPORF6 parece estar associada
ao metabolismo do glicogénio; a pORF7 e pORF8 sdo homdlogas e é provavel que sejam
essenciais para a manutencdo do plasmideo (figura 05)( LI et al, 2008; ROCKEY, 2011;
WANG et al, 2013).
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Figura 05: Formas morfoldgicas da Chlamydia trachomatis em vesicula de inclusdo, corpo
reticular (CR) e corpo elementar (CE), em destaque o plasmideo com as oito ORFs, e 0 ORF5
que codifica pgp3.

Fonte: Adaptado de Rockey,(2011).

4.1.3.5 Resposta imunoldgica
A imunidade do hospedeiro esta diretamente ligada a sua susceptibilidade as infeccGes

gerais, no caso das infeccOes genitais 0 mesmo micro-organismo pode causar diferentes
respostas e consequentemente sintomas em diferentes individuos (WITKIN et al, 2000).

A imunopatogénese relacionada a infecgdo por CT ainda nédo esta bem compreendida,
mas se sabe que a forte resposta imune adaptativa é capaz de desenvolver e aumentar a
viruléncia e piorar o curso clinico da doenca que pode tanto proteger, quanto danificar o
tecido (MOLANO et al, 2005).

A cura da infeccdo depende tanto de uma resposta imunoldgica normal, como de um
tratamento com antimicrobiano, porém algumas mulheres ndo sdo capazes de eliminar o
patégeno de forma adequada, e isto contribui para o surgimento de lesGes crénicas em um
processo inflamatdrio assintomatico (MASCELLINO et al, 2011).
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A imunidade inata é baseada em receptores que reconhecem padrdes moleculares
associados aos patdgenos (PAMPS) conservados e que sdo encontrados em certos micro-
organismos invasores, que sao reconhecidos por receptores especificos das células imunitarias
do hospedeiro. Entre estes, estdo envolvidos principalmente os receptores da classe Toll-likes
(TLKs) TLK1 e TLK2, encontrados em células epiteliais, macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas e células Natural Killer (NK) e os nucleotideos de dominios de oligomerizacédo
(NODs). Ambos reconhecem e induzem a ativacdo do fator nuclear kB (NF-KB), e
posteriormente, uma cascata de transducdo de sinais promove o aumento da producdo de
citocinas pré-inflamatorias, apés a ligacdo ao DNA celular (WIRA, 2005; O’CONNELL et al,
2006; MASCELLINO et al, 2011).

Em células humanas, o receptor TLR2 é quem reconhece o peptidoglicano de CT como
sendo um PAMP, e este é expresso principalmente nas tubas e colo do Utero, ja 0 receptor
TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS) sendo principalmente expresso no interior das
tubas e do endométrio, e pouco na endocérvice (DEN HARTOG et al, 2006; HORNE, 2008).
Os NODs (NOD1 e NOD?2) sdo capazes de reconhecimento intercelular. As sequelas tardias,
como a patologia tubaria, aumentam com o nimero de variacdes genéticas de TLKs e NODs
(DEN HARTOG et al, 2006).

Apos a infecgdo inicial, sdo produzidos varios mediadores pro-inflamatérios como as
citocinas CCL5, CXCL16, CXCL 10, CXCL1, IL-1a, IL-8, IL-12, IL-6, fator estimulante de
colbnias de macrofagos granulécitos (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF), e até
oncogenes relacionados ao crescimento (GROA) que induzem e aumentam a resposta
inflamatoria celular estimulando os danos nos tecidos e expressdo da molécula de adesdo
endotelial, no qual ajuda a atracdo de células imunes (DARVILLE & HILTKE, 2010).

O sistema imune inato produz outros mediadores importantes na resposta contra a
infeccdo e/ou sequelas causadas por CT, como o NAP (Peptideo Antimicrobiano Natural) que
inclui o inibidor da secrecdo de proteinase por leucécito (SLPI) e o elafin que tem acdo
antiproteinase e antibacteriana e com isso contribui para a prevencdo de danos teciduais
contrastando com acdo das metaloproteases produzidas por neutrofilos no processo
inflamatdrio (GANZ, 2004). As denfesinas produzidas por leucdcitos e células epiteliais
foram relatadas em ambiente estéril uterino de gravidas (KLOTMAN & CHANG, 2006).

A resposta adaptativa que é estabelecida ap6s uma sensibilizacdo ocorrida
primordialmente com o sistema inato, é observada que a imunidade celular inicia-se pela

ativacdo das celulas apresentadoras de antigenos (APCs) com a producdo de IL-12 e IFN- vy.
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Esta podera induzir a resposta Th1 que produzira IL-12, IL-2 e IFN-y, a qual esta associada a
resolucdo da doenca; ou a resposta Th2, que sera ativada pela IL-4 e IL-10 que produzira as
citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, onde estdo associadas ao aparecimento de sequelas tardias.
Sendo a CT um patdgeno intracelular, os corpos reticulares persistem e ambas as respostas
imunolégicas adaptativas podem contribuir para a imunopatogénese (BRUNHAM & REY-
LADINO, 2005; AGRAWAL et al, 2009).

Na resposta humoral os linfécitos B sdo estimulados a produzir IgG e IgA, que sdo as
imunoglobulinas mais prevalentes. A funcdo é neutralizar ou destruir diretamente os
patdgenos na fase de corpos elementares, sendo a prevaléncia de anticorpos IgG é
significativamente maior (52% a 72%) em mulheres que apresentam ocluséo tubaria bilateral
(AGRAWAL, 2009; DARVILLE & HILTKE, 2010; BAUD et al, 2011).

4.1.3.6 Genotipos

Os gendtipos associados as infecgdes sexuais sdo D, Da, E, F, G, Ga, H, I, la, J e K,
porém os gendtipos D, F, E, G mostram significativamente associados as mulheres com idade
inferior a 25 anos, de alta exposicao aos fatores dos riscos das ISTs (PINEIRO et al, 2009;
PETROVAY et al, 2009; BENI et al, 2010; MACHADO et al, 2011; MEJUTO et al, 2013).

Os trabalhos que abordam a genotipagem das cepas de CT mostram-se em populacfes
variadas, revelam alta taxa de infegcdes pelo gendétipo E. Uma alta prevaléncia da 48,5% do
gendtipo E, seguida de F (42.4%) e J (31.8%) foi encontrada em criancas menores de seis
meses de idade, internadas no departamento de pediatria e neonatologia de um hospital
publico na China, ndo sendo encontrada nenhuma associagéo aos fatores sintomatoldgicos (LI
et al, 2015). Foi verificada alta taxa de 27,5% em infeccGes pelo gendtipo E, seguida por G
(25%) e D (12. 5%) ao investigarem homens que fazem sexo com homens (MEJUTO et al,
2013). Em Taiwan, os gendtipos E (27,7%) e J (27,3%) foram mais comumente encontrados
em mulheres do que em homens heterossexuais (YANG et al, 2014). Para Beni e
colaboradores, os mais prevalentes em infeccBes sexuais por CT foram os gendtipos E
(35,3%) e F (35,3%), seguida pela D/Da (23,5%) e K (5,9%), e ndo houve associacao
significativa entre gendtipos e a presenga de um marcador de inflamacg&o crénica (BENI et al,
2012). Porém no México, a prevaléncia do gendtipo F (54,2%) foi a maior ja registrada,
seguido pelo gendtipo E (8,7%), L (8,7%), K (8,7%), sendo encontrado o genétipo L2 em
mulheres inférteis, sem sinais ou sintomas de LGV (HARO-CRUZ et al, 2010).
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4.1.4 Manifestaces clinicas e complicagoes
A infeccdo por CT pode acometer varios orgdos e tecidos, tais como o aparelho

geniturinario, faringe, conjuntiva ocular, pulmdes, figado, articulagfes entre outros. A artrite
reativa, o tracoma e a conjuntivite sdo manifestagdes comuns em ambos 0s sexos. Porém,
observa-se que as infeccfes genitais sdo as mais comuns em pessoas sexualmente ativas
(CDC, 2007; FLORES et al, 2011).

A manifestagdo clinica é bastante variavel, pois cerca de 80% das mulheres com
infeccdo cervical e 50% dos homens com uretrite sdo assintomaticos (BRUNHAM & REY-
LADINO, 2005; GEISLER & STAHMM, 2011). Quando presentes, os sintomas podem se
apresentar de forma discreta, podendo ser confundidas com outras etiologias sexualmente
transmissiveis, porém, as queixas mais comuns sdo corrimento vaginal acompanhado ou nédo
de ardor e prurido vulvar, que em geral ocorre no periodo pré-menstrual ou pds-coito, também
¢ comum perceber os sintomas de sinusorragia e sangramento transvaginal intermitente
devido a cervicite erosiva tornarem o epitélio cervical congesto e sensivel podendo ser
acompanhada de dispareunia e dor no abdome inferior. Além disso, 50% das mulheres que
apresentam tal infeccdo podem apresentar infecgdo uretral concomitante (WILSON et al,
2002; GEISLER & STAMM, 2011).

De acordo com Cornetta et al (2006), o exame citolégico mesmo com sensibilidade de
98%, ainda sim é preciso a confirmacdo dos testes especificos complementares, que é
observado apenas nos programas de triagem para o diagnéstico da infec¢éo.

Quando ndo diagnosticada ou nao tratada, a infeccdo em mulheres pode tanto adquirir a
cura espontanea quanto a persisténcia da infeccdo com progressdo para as complicacdes
tardias que ascendem o aparelho genital feminino, porém a incidéncia das complicagdes pode
ser variada entre 1% a 30% das infec¢Oes do trato genital inferior (WESTROM et al, 1992;
GEISLER et al, 2008; LAND et al, 2010).

As complicacdes mais temiveis que podem estar relacionadas a infeccdo cervical por
CT é a doenca inflamatéria pélvica (DIP), que afeta diretamente a vida reprodutiva da mulher,
pois pode ocasionar esterilidade definitiva, constituindo grave problema de satde publica, por
ser a maior causa de infertilidade evitavel ja registrada no mundo (GEISLER & STAMM,
2011; MANIA-PRAMANIK et al, 2012).

O exame histologico de tecidos a partir de mulheres com DIP causadas por Chlamydia
trachomatis revela neutrdfilos na superficie endometrial e dentro do lumen da glandula, e

infiltracdo subepitelial, nos centros germinais ha a presenca de linfocitos transformados.
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Embora uma revisdo mostrou que a taxa de progressao de ambos (DIP e sequelas
reprodutivas) entre as mulheres que adquirem infeccdo sexual por CT ainda é incerto, sugere-
se mais estudos que comprovem a histdria natural deste patdgeno (KIVIAT et al, 1990;
STEPHENS, 2003; HAGERTTY et al., 2010).

A associacdo de infeccBes por CT e aborto espontaneo ainda néo esta totalmente claro,
em estudos anteriores ndo conseguiram documentar tal associacdo, provavelmente, por causa
do numero limitado de pacientes em alguns deles, resultantes da baixa prevaléncia de infec¢édo
sintométicas e/ou menor sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos utilizados, mas
ha& vérios estudos que associam a alta prevaléncia de anticorpos contra CT com abortos
espontaneos e recorrentes (BAUD et al, 2008; BAUD et al, 2011).

A doenca inflamatoria pélvica (DIP) ocorre devido a ascensdo da infeccdo por CT ao
trato genital feminino, é caracterizada por um espectro de distarbios inflamatdrios, como
salpingite, dor pélvica cronica, inflamacéo no Utero, tubas uterinas, abcesso ovariano e fator
de infertilidade tubaria pelos danos aos cilios que revestem as tubas, com a formacgdo de
aderéncias entre o6rgaos pélvicos, podendo causar peritonite pélvica. Apesar desta condigdo
clinica poder ser de outra etiologia, a infeccdo por CT é um importante fator de risco para a
evolucdo para DIP (PAAVONEN et al, 2008; CDC, 2009; HAGGERTY et al, 2010). O
primeiro a estimar a incidéncia de DIP ap6s a infeccdo ndo tratada, em vinte mulheres co-
infectados com CT e Neisseria gonorrhoeae. Estas mulheres receberam terapia adequada
apenas para a infec¢do gonococica e foram acompanhados durante sete semanas, 30% recebeu
0 diagndstico de DIP de médicos que ndo conheciam os resultados da cultura de CT dos
pacientes (STAMM et al.,1984; HAGGERTY, et al 2010). Entre os danos da DIP a gravidez
ectdpica estd entres os mais agressivos, pois € uma das maiores causas de morte materna
(APROBATO, 2010; BENDER et al, 2011).

4.1.5 Transmissao
A transmissdo dos genotipos sexuais de CT, mais precisamente os D a K e 0s do grupo

L, esta associada diretamente a transmissdo sexual e podem comprometer primordialmente o
epitélio colunar onde ocorreu a via de transmissdo. Os genotipos de D a K desenvolvem uma
patologia local, j& os tipos do grupo L a doenca adquire carater sisttmico que podera
desenvolver o linfogranuloma venéreo, a partir disto as infecgcdes por CT deste tipo também
séo consideradas como IST (MABEY & PEELING, 2002; MARKLE et al, 2013).
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4.1.6 Fatores de risco
Os fatores de riscos associados as infecgdes sexuais por CT sdo 0s mesmo para as outras

doengas sexualmente transmissiveis, como o inicio precoce da atividade sexual, a
multiplicidade de parceiros sexuais nos ultimos 90 dias, ser solteira, falta de uso de
preservativo nas relacdes sexuais, uso de contraceptivos hormonais orais por mulheres jovens,
nuliparidade, presenca de ectopia cervical, uso de ducha vaginal, pessoas privadas de
liberdade, habito de fumar, contato prévio de outra doenca sexualmente transmissivel e falta
de conhecimento sobre as DST/Aids (SCHOLES et al, 1996; OMS, 2007; MARKLE et al,
2013).

4.1.7 Diagnostico
A Chlamydia trachomatis é um patogeno intracelular obrigatdrio, por isso, a coleta do

material deve objetivar principalmente as células do hospedeiro que a abriguem. Para
amostras de tecidos cervicais, onde a presenca da bactéria pode ser rara, a amplificacdo de
acidos nucleicos se torna a melhor ferramenta diagnostica. Trata-se de bactérias relativamente
labeis e a viabilidade delas podem ser garantidas refrigerando as amostras clinicas e
minimizando o tempo entre a coleta e os procedimentos laboratoriais. O cultivo celular é
indicado apenas para as amostras clinicas da endocérvice, uretra anterior masculina e
conjuntiva ocular. Quando hé ocorréncia de corrimento e secre¢des abundantes, estes devem
ser retirados antes do momento da coleta, a fim de eliminar inibidores e/ou elementos
contaminantes. As amostras clinicas devem ser transportadas em meios especificos e
independentes da metodologia adotada, a qualidade da amostra clinica coletada é fator
determinante para o sucesso do teste (BRASIL, 1997(a); BRASIL, 2001; CDC, 2002).

4.1.7.1 Cultura bacterioldgica

A cultura bacterioldgica permaneceu como “padrdo-ouro” por muito tempo para o
diagndstico de CT, porém com a introducdo de técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos
este método foi repensado para o uso devido as variagcbes no desempenho de cultivo e outras
limitacBes, as linhagens de células mais comumente utilizadas sdo McCoy, buffalo green
monkey kidney cells (BGMK) e HeLa 299, a visualizag&o é por imunofluorescéncia onde séo
utilizados conjugados de fluoresceina com anticorpos monoclonais para este fim. A coloragédo
e observacdo das inclus@es citoplasmaticas séo por iodo ou Giemsa, onde de 42 a 72 horas de
incubacdo a temperatura de 37° C j& podem ser visualizadas (NEWHALL et al, 1999;
WARFORD, 1999; CDC, 2002; ZIGANGIROVA, et al, 2013).
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As vantagens da cultura celular sdo a especificidade de 100%, a visualizacdo das
inclusbes de CT no espaco intracelular e a possibilidade de estocagem das cepas para o
monitoramento de resisténcia aos antimicrobianos, como a determinada concentracdo
inibitdria minima. As limitagbes do método de cultivo celular s&o a sensibilidade que varia em
torno de 56,1%, a necessidade de infraestrutura laboratorial compativel, a dificuldade em
avaliar a qualidade da amostra e o cuidado especial para transporte e acondicionamento da
mesma (UR-REHMAN et al, 2012; SANDOZ et al, 2012).

4.1.7.2 Testes imunoenzimaticos
O teste imunoenzimatico como o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) permite

a pesquisa sorolégica de CT em grande numero de amostras por investigar etiologia do
aborto, infertilidade, doenca inflamatdria pélvica e gravidez ectdpica. Apesar de menor
especificidade que a cultura celular e a biologia molecular, as vantagens sdo a sensibilidade de
62% a 75%, a facilidade no transporte e acondicionamento da amostra e a objetividade na
leitura dos resultados. Suas limitacGes sdo a especificidade de 80% a 95%, a impossibilidade
de controle de qualidade da amostra e a necessidade absoluta de teste confirmatdrio, uma vez
que ja foram relatadas reagdes cruzadas (BRASIL, 1997 (b); WARFORD, 1999; BAUD, et al
2013).

A pesquisa sorologica ndo é recomendada para o diagnostico de infeccBes urogenitais
por causa da frequéncia de exposicdo aos genotipos da CT e pela ocorréncia de reacfes
cruzadas com outras espécies, especialmente a Chlamydia pneumoniae, este fato dificulta,
portanto as determinacdes de anticorpo em uma Unica amostra (GRAYSTON, 1992; CDC,
2014).

4.1.7.3 Imunofluorescéncia direta
A imunofluorescéncia Direta (IFD) € um método muito utilizado nos laboratorios de

rotina, onde se detecta anticorpos contra antigenos especificos de CT em 40 minutos. E
importante pela sua sensibilidade de 73,6% e especificidade que se mostra acima de 95%, a
infra-estrutura laboratorial é simples para a execucdo, é de fécil transporte e
acondicionamento das amostras, ha possibilidade de avaliar a qualidade da amostra e pode ser
teste confirmatorio para o ELISA de triagem. A limitagdo deste método é a necessidade de
profissional qualificado para sua execucdo (BRASIL, 1997). Van Dommelen et al (2010)
demonstraram que a sensibilidade de IFD foi extremamente baixa de 7,1% a 25% em


https://www.google.com.br/search?client=firefox-a&rls=org.mozilla:pt-BR:official&channel=sb&biw=1366&bih=657&q=enzyme-linked+immunosorbent+assay&spell=1&sa=X&ei=P5exU9vEF8ylsATj64D4Aw&ved=0CBkQvwUoAA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baud%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24365033

39

comparacao com testes de amplificacdo de acidos nucleicos (BRASIL, 1997(b); SEADI et al,
2002; HARKINS & ERIKMUNSON, 2011).

4.1.7.4 Imunofluorescéncia indireta
Na imunofluorescéncia Indireta (IFI) é detectada a cicatriz soroldgica revelada através

do soro do paciente, que é colocado em uma lamina contendo substrato de CT onde sera
considerado positivo quando houver ligacdo de anticorpos anti-LPS, revelado com uma
globulina anti-humana marcada com conjugado de fluoresceina. Este teste é do tipo género-
especifico, e é bastante utilizado em laboratérios, por ser rapido e suficientemente importante
para o diagnostico da infecgdo. Sua sensibilidade é em torno de 71% e especificidade é de
99,5% (SEADI et al 2002). Ao apresentar o anticorpo IgM e/ou IgA e um aumento
significativo de pelo menos dois titulos de 1gG no teste entre uma amostra colhida na fase
aguda e outra na convalescente se evidencia uma infeccdo recente (WARFORD, 1999).

A microimunofluorescéncia (MIF) apresenta 0 mesmo principio da IFI, porém difere
guanto aos antigenos, que sdo utilizados em quantidades minimas, e representam todas as
espécies e genotipos de CT, este teste é indicado para a pesquisa de IgM no diagndstico de
pneumonia clamidiana em recém-nascidos, representa o teste soroldgico mais sensivel, porém
esta técnica é laboriosa e de alto custo (WANG & GRAYSTON, 1974).

4.1.7.5 Técnicas moleculares
As técnicas moleculares, como o teste de amplificacdo de &cidos nucleicos (NAAT)

foram bem aceitos, devido principalmente as deficiéncias dos métodos tradicionais de
diagnostico laboratorial de CT. Com isso, no final da década de 1980, a tecnologia de
deteccdo de é&cidos nucléicos encontrou ampla aplicacdo no diagnéstico de infeccBes
clamidianas, por ser mais réapida e sensivel e por ndo depender da viabilidade da amostra, ja
que a infeccdo adquire carater assintomatico que dificulta o diagndstico, e tem como alvo as
sequéncias de genes da proteina MOMP, do plasmideo criptico ou do rRNA 16S do
respectivo patdgeno (SEADI et al, 2002; POIARES et al, 2008).

Os testes de amplificacdo de acidos nucleicos sdo extremamente sensiveis, capazes de
detectar especificamente apenas uma cépia do gene, apesar de alguns inibidores de reacoes
que podem estar presentes nas amostras clinicas. Estas técnicas sdo classificadas de acordo
com sua estratégia utilizada para a deteccéo, que pode ser amplificagdo do sinal, do DNA alvo
ou de sondas dirigidas ao DNA, reproduzindo milhdes de copias. A Reagdo em Cadeia

mediada pela Polimerase (PCR) é o método base para a amplificacdo de sequéncias de DNA,
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sua sensibilidade é em torno de 80% a 97 % e sua especificidade é entre 91% a 99 %
(GAYDOS et al, 2010; MOLLER et al, 2010), embora em um estudo realizado por
OZUBERK et al (2013), a PCR apresentou 100% de especificidade e sensibilidade.

Desde 2013 estdo disponiveis no mercado cinco ensaios de NAAT que sdo Abbott
RealTime m2000 CT / NG (Abbott Molecular Inc. Des Teste Plaines, Illinois), Amplicor e
cobas CT/NG (Roche Diagnéstico Molecular, Branchburg, New Jersey ); Aptima, (Hologic /
Gen-Probe, San Diego, California); BD ProbeTec ET e Qx (Becton Dickinson, Faisca,
Maryland), e Xpert CT/NG Ensaio (Cepheid, Sunnyvale, Califérnia) (CDC, 2014).

A sonda que é mais utilizada como ferramenta para o diagnostico € o PACE-2 (Gen-
Probe, San Diego, Calif.) que consiste em utilizar uma sonda de DNA quimioluminescente
que hibridiza com uma sequéncia espécie-especifica do gene que codifica rRNA 16S, uma
vez que a bactéria no estagio morfoldgico ativo apresenta mais de 100 copias de rRNA 16S, o
teste PACE-2 tem sensibilidade superior aos de deteccdo de antigenos. Em um estudo
desenvolvido por Robuffo et al (2008) os autores constataram que mesmo que o Amplicor e
Cobas (Sistemas Roche Molecular) seja considerado uma ferramenta mais promissora para o
diagnostico de rotina da infec¢do por CT, o Aptima permitiu identificar melhor CT em 4,8 %
das amostras uretrais, em comparacdo com a amostra de urina. Isto leva a hipdtese de que as
formas de CEs poderiam estar ausentes na urina em infeccdo persistente. Apesar disto, nas
mulheres que participaram do estudo, os esfregacos endocervicais eram semelhantes na faixa
de deteccdo quando se compararam os dois métodos utilizados (MUSHANSKI et al, 2012).

Ha os testes de deteccdo rapida de esfregaco vaginal, conhecida como testes point-of-
care (POC) no qual muitas empresas utilizam como método mais rapido e de baixo custo
comparados aos testes de amplificacdo de acidos nucleicos, mas seu uso na clinica ainda €
alvo de debates e discussbes, sendo aconselhado em ambientes onde os pacientes ndo
retornem confiavelmente (HUANG et al, 2013). Van Dommelen et al (2010) demonstraram
que a sensibilidade de Ct-POC estd em torno de 12%, desconsiderando seu uso por
implicacdes na pratica clinica, reforcando a necessidade de garantia da sua qualidade (DEAN
et al, 2012).

4.1.8 Tratamento
As bactérias do género Chlamydia sdo susceptiveis aos antimicrobianos que interferem

na sintese de DNA e de proteinas, como as tetraciclinas, os macrolidios e quinolonas, essas
estratégias terapéuticas tém sido mais amplamente estudadas e utilizadas no tratamento de
infeccdo humana (HAMMERSCHLAG & KOHLHOFF, 2012). O tratamento pode evitar a
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transmissdo sexual e/ou reinfecgdo do paciente, no qual deve ser fornecida imediatamente
para todas as pessoas com teste positivo para a infeccdo. O regime terapéutico aconselhado
para infeccdes genitais causadas por CT é a administracdo de dose Unica de azitromicina (19)
ou doxicilina (100mg) duas vezes ao dia durante sete dias. Outra estratégia terapéutica pode
ser a eritromicina etilsuccinato (800mg) ou eritromicina (500mg) quatro vezes ao dia durante
sete dias. Apesar de apresentar uma eficacia menor, também pode ser utilizado as quinolonas
como ofloxacina (300mg) com duas doses orais ou uma dose oral de levofloxacina (500mg)
ambas durante sete dias. Os pacientes infectados devem ser aconselhados a abstinéncia sexual
por até sete dias apds o término do tratamento com dose unica (CDC-MMWR, 2010; CDC-
MMWR, 2011).

Relatou-se uma regido de mutacdo do genoma de CT que determinava o fenotipo de
resisténcia desta aos macrolideos, que possivelmente foi selecionada por pressdo seletiva
exercida com o uso continuo da estratégias terapéuticas com macrolideos e tetraciclinas
(BHENGRAJ et al.,2011; UR-REHMAN et al, 2012).

4.1.9 Controle
A avaliacdo dos conhecimentos e atitudes sobre as IST é fundamental para a

intervencdo com medidas de prevencdo em uma populacdo, principalmente se esta for
caracterizada por individuos jovens e que estdo em maior exposicao aos fatores de riscos.
Como a infeccdo por CT evolui em carater predominantemente assintomético, as medidas de
rastreamento por biologia molecular associada a intervencdo em educagdo em saude, bem
como o uso do preservativo no ato sexual, que ainda é a medida mais segura de prevencao as
IST, sendo importantes no controle da doenca (PINTO et al, 2011; TRAVASSOS et al, 2012;
FERNANDEZ-BENITEZ et al, 2013).

Em um estudo realizado em 2004 pela American Social Health Association (ASHA),
envolvendo 1.115 adultos, na faixa etaria entre 18 e 35 anos, observou-se que 45% das
pessoas solteiras ndo fazem uso de preservativos sexuais, 93% das pessoas acreditam que seus
parceiros sexuais atuais ndo apresentam nenhuma IST, um terco dos participantes do estudo
admitiu conversar com 0s seus parceiros a respeito de IST e menos da metade deles
conversam sobre as mesmas com 0s seus médicos durante a consulta (CDC, 2009). Os
programas de controle de infec¢bes por CT devem ser baseados principalmente na triagem de
infeccdo assintomaética, que podem ser prevalente em mulheres jovens sexualmente ativas,
dando énfase na identificacdo e prevencdo das lesdes cronicas recorrentes (GOTTLIEB et al,
2010).
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5 METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDO E POPULAC;AO ESTUDADA

Foi realizado um estudo transversal, observacional e analitico para descrever os fatores
de risco que podem estar associados a infeccdo genital por genotipos de CT em 438 mulheres
estudantes de uma Universidade publica do Estado do Pard, que se certificaram do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Foram recrutadas espontaneamente para realizacdo do
exame preventivo do cancer do colo uterino (PCCU) no laboratdrio de citopatologia da UFPA
durante o periodo de Janeiro de 2010 & Outubro de 2014.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram mulheres que se certificaram do termo de
consentimento livre e esclarecido para participacdo neste estudo. Independente de faixa etéria,
vida sexual ativa e que nunca realizaram exame preventivo Papanicolau ou que ndo tenham
realizado ha mais de 1 (um) ano, assintomaticas ou sintomaticas. Mulheres com idade inferior
a 18 anos, so foram incluidas quando seguiram os parametros acima e obtiveram a permissdo

dos pais ou responsaveis para a realizacdo do exame.

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Mulheres que estivessem menstruadas, mulheres gravidas, mulheres que ndo desejaram

participar do projeto.
5.4 ETAPAS DO ESTUDO

5.4.1 Coleta do material

Foi realizada a coleta da secrecao cervical, que consiste na introducdo do espéculo (sem
lubrificante) no canal vaginal em mulheres nas seguintes condi¢cdes: ndo menstruadas, trés
dias de abstinéncia sexual e sem utilizar duchas e cremes vaginais na véspera do exame. A
escova citoldgica foi introduzida no canal cervical e girada em 360 graus, evitando-se contato
com a parede vaginal, e em seguida foi colocada em uma lamina identificada. Apos esta etapa
as laminas foram fixadas em alcool 95%, coradas pela técnica de Papanicolaou e analisadas
ao microscopio. Outra parte da amostra foi colocada em eppendorf para realizagdo dos testes

moleculares, e armazenadas em conservante Tris- EDTA.
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5.4.2 Protocolo de extracdo de DNA genémico

Do material clinico de secrecdo cervical, foi retirada uma aliquota de 300 pl
(microlitros) e transferido para outro microtubo estéril de 1,5 ml. O DNA bacteriano foi
extraido das células contidas no material cervical pelo método do fenol-cloroférmio,
utilizando a metodologia descrita por ISOLA et al (1994). A esta aliquota de 300 pl, foi
acrescentado 300 pl de tampdo de lise de células (NaCl 1M; TRIS-HCI pH 8,0 1M; EDTA
0,5 M pH 8,0; SDS 10%) estéril e proteinase k na concentracdo final de 10 ug/ml. Os
microtubos foram mantidos em banho Maria a 45°C durante uma hora e meia para ocorrer a
completa dissolucdo do precipitado de células. Foi adicionado 300 pl de fenol tamponado
pH=8 e de fenol/cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1) e homogeneizados por inversdo
durante 10 minutos e posteriormente centrifugados a 5.000 rpm durante 10 minutos. Em
seguida foram retirados 600 pl do sobrenadante e transferido para novo tubo estéril de 1,5 ml.
A este sobrenadante foram adicionados 600 pul de fenol/cloroférmio-Alcool isoamilico,
posteriormente homogeneizados por 10 minutos e centrifugado a 5.000 rpm durante 10
minutos. Uma aliquota de 500 ul foi retirada do sobrenadante e transferida para tubo estéril de
2,0 ml. Neste tubo, foram adicionados 1.000 ul de alcool absoluto e 50 ul de acetato de sddio
e homogeneizado gentilmente por inversdo. Ap0s homogeneizacdo, este microtibos foram
centrifugados por 14.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi descartado por
inversdo. Posteriormente, foram adicionados 500 pul de alcool a 75% gelado, seguido de
agitacdo por 10 segundos. Os microtibos foram centrifugados a 15.000 rpm durante 5
minutos e o sobrenadante foi descartado por inversdo. Esta etapa foi realizada trés vezes, a
fim de eliminar restos de impurezas e reagentes das etapas anteriores da extracdo de DNA.
ApoOs esta etapa, os microtubos foram estocados a 45° C por 30 minutos na estufa e as
amostras reidratadas com TRIS-EDTA (Tris- HCI 10 mM, pH=8; EDTA 1 mM).

5.4.3 Protocolo de Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR)

5.4.3.1 Amplificagdo do gene da -globina humana
Posterior a extracdo do DNA gendmico, foi realizada a amplificacdo do material

extraido para o gene da p-globina humana utilizando os primers G73 (5°-
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’) e G74 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3?)
(GREER et al., 1991), numa concentragdo de 5 pmol/uL (picomoles por microlitro). A
amplificagdo foi realizada no termociclador da Biocycler MJ96G. Para esta reacdo foi
utilizado 3,5uL de Go Tag® Green Master Mix, 2,0uL de agua, 0,25uL dos primers G73/ 74



44

(cada) e 1pL do DNA molde , para um volume final de 7uL, onde foi multiplicado pelo
numero amostral. Foi incluindo um controle positivo, a fim de verificar a eficiéncia da reacdo,
e um controle negativo contendo somente os reagentes de PCR e agua, usados para monitorar
a contaminacdo da reagdo. O produto das reagdes foram submetidas em corrida horizontal
(100V/ 1Hora) em gel de agarose a 1% submerso em TAE 1X (Trisbase 1,6 M, Acetato de
Sodio 0,8 M, EDTA- Na, 40mmM/ 1L de agua deionizada) (TRIS-HCL 10Mm, pH=8; EDTA
1mM; Acetato), corado com brometo de etidio (0,5mg/mL), visualizadas sob luz ultravioleta
(UV).

5.4.3.2 Deteccédo do gene ompl de Chlamydia trachomatis.
Este consiste na amplificacdo do gene da regido ompl da CT (JALAL et al, 2007) e foi

realizada apenas nas amostras que apresentaram positividade para o gene da [-globina
humana. Para a primeira reacdo da Seminested-PCR foi utilizado 6,0uL de Go Tag® Green
Master Mix, 0,5 uL dos primer C.T P3/ P4 (cada) numa concentracdo de 10 pmol/uL e 2uL,
DNA gendmico e 3 uL de agua estéril, para um volume final de 12uL. Posteriormente, na
segunda reacdo, foi utilizado 6,0 uL de Go Taqg® Green Master Mix, 4,5 uL de agua estéril,
0,5 uL dos primers CT P6/ P4 (cada) numa concentracdo de 10 pmol/uL e 0,5 uL do produto
da primeira reagdo, para um volume final de 12uL. Os primers apresentam as seguintes

sequéncias (Quadro 02):

Quadro 02: Sequéncia de primers utilizados para a deteccdo do fragmento de 224 pb do gene ompl da

Chlamydia trachomatis.

Primers Sequéncia Localizacdo
P3/OMP 5-AAACWGATGTGAATAAAGARTT-3 OMP 224
P4/OMP (reverse) 5-TCCCASARAGCTGCDCGAGC-3 OMP 617
P6/OMP 5- TGGGATCGYTTTGATGTATTYTGT-3 OMP 394

Fonte: adaptado de Jalal et al (2007).

Para as duas reacoes da Seminested-PCR, seguiu-se 0 seguinte protocolo: desnaturacdo
a 94°C por 4 minutos; seguida de 35 ciclos (repeti¢des), onde a temperatura de desnaturagdo
foi de 94°C por 40 segundos, de hibridizacdo a 54°C durante 30 segundos, temperatura de
ativacdo da Tag DNA Polimerase e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguida de temperatura de

extensdo de 72°C por 10 minutos, e por fim, resfriamento a 10°C por 3 minutos.
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5.4.3.3 Amplificacdo do fragmento de ompl de Chlamydia trachomatis para sequenciamento.

A Nested-PCR foi realizada para a amplificacdo de um fragmento maior do gene da
regido ompl de 1.102 pb da CT para o sequenciamento nucleotidico. Na primeira reacdo foi
utilizado 0,5 pL dos primers P1 numa concentracdo de 10 pmol/uL, 0,5 uL do primer OMP2,
numa concentracdo de 10 pmol/uL, 5,0uL de DNA genoémico, 14 pL de agua esteril, 2,5 uL
de buffer(10x), 1,0 uL de DNTP(10mM), 1,0 uL de MgCl,, 0,5 uL. de Hotstar Tag DNA
Polimerase 1.5U, para um volume final de 25uL. Em seguida, na segunda reacdo da Nested-
PCR, utilizou-se 0,5 pL do primer MOMP87 e RVS 1059 em uma concentracdo de 10
pmol/uL, 1,5uL de DNA amplificado, 17,5 uL de agua esteéril, 2,5 uL de buffer (10x), 1,0 uL
de DNTP(10mM), 1,0 uL de MgCl,, 0,5 uL de Hotstar Taqg DNA Polimerase, para um
volume final de 25uL, que amplificou um fragmento de 990 pb. Os primers apresentam as
seguintes sequéncias (Quadro 03):

Quadro 03: Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo de 990 pb do gene ompl da Chlamydia
trachomatis para sequenciamento.

Primers Sequéncia Localizacéo
P1 (forward) 5-ATG AAA AAA CTC TTG AAA TCG G-3' OMP1
OMP2(reverse) 5-ACT GTA ACT GCG TAT TTG TCT G-3’ OMP1103
MOMP87(forward) 5'- TGA ACC AAG CCT TAT GAT CGA CGG A-3’ OMP87
RVS1059(rverse) 5'GCA ATA CCG CAA GAT TTT CTAGAT TTC ATC-3’ | OMP1059

Fonte: adaptado de Lysén et al (2004).

Para a primeira reacdo da Nested-PCR, segui-se 0 seguinte protocolo: desnaturacdo a
94°C por 15 minutos; seguida de 35 ciclos (repeticdes), onde a temperatura de desnaturacédo
foi de 94°C por 30 segundos, de hibridizacdo a 55°C durante 30 segundos, temperatura de
ativacdo da Hotstar Tag DNA Polimerase e extensdo a 72°C por 90 segundos, seguida de
temperatura de extensdo de 72°C por 7 minutos, e por fim, resfriamento a 10°C por 3
minutos. No segundo round da Nested-PCR, as condi¢cdes mantiveram-se semelhantes a do

primeiro round, exceto a temperatura de hibridizacdo que foi de 60°C.
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5.4.3.4 Eletroforese
Tanto para os produtos da Nested-PCR, quanto para os produtos da Seminested-PCR

utilizou-se 5 uL que foram visualizados por eletroforese horizontal em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio em TAE 1x (Trisbase 1,6 M, Acetato de Sodio 0,8 M, EDTA-
Na, 40mmM/ 1L de &gua deionizada) nas condicGes de 50 volts a 100 Ampéres por
aproximadamente 1 hora. Foi aplicado 4 puL do peso molecular, de 100 pb (Invitrogen) e
amostras de controle positivo e negativo para cada corrida de eletroforese. Os fragmentos
identificados foram visualizadas pelo sistema de fotodocumentacdo em géis, em camara

escura com transluminador (Vilber Loumat) duplo de 312 nm e luz ultravioleta.

5.4.3.5 Purificagdo dos produtos da Nested-PCR
Os produtos de PCR que amplificaram para C. trachomatis foram submetidos a

purificacdo pelo kit HiYield Gel/PCR DNA Mini kit (Cat. N° YDF 100) - RBC Real
genomics®. Brevemente, foi transferido 20 uL do produto de PCR para um microtubo de 1,5
mL e adicionado 5x o volume de tampéo (150 uL), a mistura foi agitada em vortex por 1
minuto, transferida para a coluna encaixada no microtubo de 1,5 mL e centrifugada a 13.000
rpm por 30 segundos. Descartado o filtrado, a coluna novamente foi lavada com 120 pL de
tampé&o de lavagem, por 1 minuto, adicionado no centro da coluna, centrifugada a 13.000 rpm
por 30 segundos, seguido de descarte do filtrado e transferéncia da coluna para outro
microtubo (de coleta com nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 3 minutos). Apos esta etapa a
coluna foi colocada em novo tubo, eluida com 20 pL de tampao de eluigdo por 2 minutos,
finalizando com centrifugacéo a 14.000 rpm por 2 minutos. O produto foi armazenado a -20°C

até seu uso até a reacdo de sequenciamento.

5.4.3.6 Reacdo de Sequenciamento
Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando o kit Big Dye

(Terminator v 3.1 Cycle Terminator- Applied Biosystems), de acordo com as recomendac6es
do fabricante. O protocolo utilizado em cada reacao foi constituido de uma mistura contendo
2 uL de terminadores marcados (terminator ready reaction mix-Applied Biosystems by life),
composto de A-Dye Terminator, G-Dye Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator,
dGTP, dATP, dCTP, dTTP, Tris- HCI pH 9,0, MgC2, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTaq
DNA Polimerase, Df, 2 uLL de tampao de sequenciamento 2,5 x (Applied Biosystems by life), 1
puL de produto da Nested-PCR, 10 pmol de cada primers (0s mesmos da nested-PCR), em
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reacOes separadas e agua deionizada autoclavada em quantidade suficiente para um volume
final de 25 pL. A reacdo foi realizada em termocilador (Thermo Hybaid/CE 3832),
programado para 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4

minutos.

5.4.3.7 Precipitagéo do produto da reacgéo de sequenciamento
Foram adicionados 10 ml do BigDye XTerminator® Purification Kit nos pocos

utilizados, em seguida foram adicionados 45 ml do San solution, foi adicionados 10 ml da
reacdo de sequenciamento no fundo da placa, com pipetas multicanais, e apo6s isto a placa foi
selada. Agitou-se por 30 minutos (1800 rpm) em seguida, isto centrifugado por 8 minutos a
1000 rpm.

5.4.4 Eletroforese capilar do DNA sequenciado

Os produtos foram submetidos a eletroforese capilar no Sequenciador automatizado de
DNA (modelo ABI3130 Applied Biosystems by life). Os fragmentos de DNA marcados com
corantes fluorescente se moveram através de um feixe de laser até atingir o eletrodo positivo,
onde o dispositivo de deteccdo Optica detectou a fluorescéncia, converteu o sinal de
fluorescéncia em dados digitais, para em seguida, registrad-los em um arquivo AB1. Quando
excitado pelo laser, cada corante emitiu luz de comprimento de onda diferente e todas as
quatro cores, correspondente as quatro bases, foram detectadas e diferenciadas em uma

injecdo capilar.

5.4.5 Analise das sequéncias

As sequéncias do gene ompl foram alinhadas e editadas no programa Ugene Integrated
Bioinformatics Tools (versdao 1.16; [http://www. http://ugene.unipro.ru/]). Sequéncias de
genGtipos da espécie CT disponiveis no GenBank foram utilizadas para anélise de
comparacdo com cada amostra testada utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) nucleotideo-padrédo de pesquisa no Centro Nacional de Informacdes
sobre Biotecnologia (http://.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST). Na formacdo da arvore das
sequéncias nucleotidicas deste estudo e daquelas importadas do GenBank foi utilizada
inferéncia filogenética utilizando o método neighbor-joining, com modelo de correcéo
Kimura-2-parametros no programa MEGA (versdo 5.0; Tamura, Dudley, Nei and Kumar

[http://www.megasoftware.net/]).
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Quadro 04: Sequéncias do gene ompl da Chlamydia trachomatis depositados no GenBank e utilizadas para
comparacdo com as sequéncias do estudo.

Cepa Genotipo N° de acesso do GenBank
F/IC-CAL3 F DQ064287
E/Bour E DQ064286
JIUW-36 J DQ064292
1/lUW-12 | DQ064290
D/UW-3 D DQ064284
D/IC-CALS8 D DQ064285
L3/404 L3 DQ064296
uw-12 I DQ064290
1a/870 la DQ064291
H/580 H DQ064289
Uw/31 K DQ064293
TW3 C DQ064283
G/392 G DQ064288
L2/434 L2 DQ064295
B/TW-5 B DQ064281
B/Tunis-864 B DQ064280
Ba/Apache-2 Ba DQ064282
L1/440 L1 DQ064294
E/Bour E DQ064286
D/UW-3 D DQ064284
D/IC-CALS8 D DQ064285

5.4.6 Local da realizagéo das diferentes etapas
As amostras de material cervical foram coletadas no Laboratério de Citopatologia/

ICB/UFPA, onde também foi realizada a andlise citolégica e o preenchimento dos
questionarios. Para os procedimentos moleculares, o material foi transportado para o

Laboratdrio de Biologia Molecular e Celular (LBMC) do Nucleo de Medicina Tropical
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(NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA), onde foi realizada a extracdo de DNA,
reacao em cadeia mediada pela polimerase (PCR) para os genes da B-globina humana e ompl
e eletroforese no gel de agarose a 1%, com brometo de etidio (0,5mg/mL), visualizadas sob
Luz ultravioleta (UV). O sequenciamento nucleotidico e a genotipagem foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular, da Secdo de Bacteriologia e Micologia do Instituto

Evandro Chagas, Belém do Para.

5.4.7 Descricdo das variaveis e/ou indicadores do estudo e o processo de obtencéo dos
dados

Os questionarios aplicados foram divididos nas seguintes etapas: dados socio-
epidemiolégicos e de queixas ginecoldgicas. Os dados sociais incluidos foram idade, curso,
matricula e estado civil. Nos dados socio-epidemiolégicos foram incluidas se é fumante,
inicio da vida sexual, nimero de parceiros desde o inicio da vida sexual, vida sexual
atualmente ativa, parceiro fixo, uso de preservativo, uso do anticoncepcional, se j& apresentou
algum problema ginecoldgico, realizacdo de exame preventivo anualmente. Em relacdo a
sintomatologia foi incluido: apresenta corrimento, odor, prurido/coceira, ardéncia ao urinar,
dor durante o ato sexual, sangramento durante o ato sexual, sangramento fora do periodo

menstrual (apéndice A).

5.5 NORMAS ETICAS
O TCLE foi empregado antes do ato da pesquisa para que cada participante se torne
conhecedora dos objetivos, riscos e beneficios da mesma, e sigilo das informacGes pessoais

fornecidas.

Apesar da possibilidade minima de riscos de ordem fisica ou emocional relacionados ao
estresse ou incébmodo causado no momento da coleta, foram tomadas medidas para que estes
riscos fossem minimizados como o esclarecimento prévio as estudantes sobre o0s

procedimentos de coleta, treinamento e avaliacdo dos profissionais envolvidos.

Para evitar os riscos de contaminagdes ou acidentes o uso de equipamento de protecao
individual foi imprescindivel durante as coletas do material bioldgico, sendo as coletas foram
realizadas por profissionais experientes, com material estéril e descartavel que foi aberto pela

primeira vez diante do participante.

Este trabalho deu continuidade & pesquisa intitulada de “detecgdo e genotipagem de
Chlamydia trachomatis em estudantes universitarias atendidas no laboratério de

citopatologia/UFPA: andlise citologica e molecular” que ja se encontra aprovada pelo Comité
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de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical, da Universidade Federal do Pard, sob

0 parecer 103.571 (apéndice A).

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados em banco de dados utilizando-se o programa Excel 2007.
O calculo de prevaléncia foi aplicado, indicando 0 nimero de pessoas com a caracteristica
pesquisada em um grupo populacional, em determinado ponto do tempo. O programa Bioestat
5.0 foi utilizado para a analise descritiva e aplicacdo do teste estatistico. O pvalor menor ou
igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significante com o intervalo de confianca de
95%. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a média de idade e o teste do qui-quadrado
foi utilizado para verificar a associacdo dos fatores socio-epidemioldgicos, e de queixas
ginecoldgicas com a positividade da infecgdo por CT.



51

6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO INVESTIGADA
Participaram do estudo 438 estudantes universitérias, a idade dessas estudantes variou

entre 17 a 67 anos, a média de idades foi de 25,11 anos, mediana de 24 anos (IC 95%, £5.89).
A idade média entre as positivas para a infeccdo foi de 25 anos (IC 95%, +6.08), com escores
de 18 anos a 48 anos. Entre as negativas para a infeccdo, a média foi de 25,11 anos (IC
95%,+5.86), com escores de 17 anos a 67 anos (figura 06).
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Figura 06: Box Plot da média e desvio padréo da idade das estudantes universitarias positivas e negativas
para a infecgdo cervical por Chlamydia trachomatis.
Fonte: Arquivo da pesquisa.

De toda populagéo de estudo 86,8% declararam ser solteiras, 97,7% ndo faziam uso do
tabaco, 95,2% iniciaram a vida sexual acima de 15 anos, 64,8% declararam usar preservativo
nas relagcdes sexuais, 52,3% ndo tinham parceiro sexual fixo e 86% tiveram, em média, um

parceiro durante a vida sexual (tabela 1).
6.2 DETECCAO MOLECULAR DA Chlamydia trachomatis
As 436 amostras que foram submetidas ao processo de extragdo, amplificaram o

fragmento de 270 pb do gene da B-globina humana, que foi utilizado como controle de
qualidade para o processo de extracdo de DNA (figura 07). Duas amostras s6 foram
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visualizadas, quando submetidas ao mesmo protocolo com alteragdo no volume de proteinase

K para 4 uL.
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Figura 07: Foto documentacdo da amplificagdo do fragmento de 270pb do gene B-globina humana em gel
de agarose a 1%.

Fonte: Fotodocumentacdo de amplificagdo do fragmento de 270 pb do gene da B-globina em gel de
agarose a 1%. Arquivo da pesquisa, obtido em transluminador (Vilber Lourmat) no Laboratério de
Biologia Molecular do Nucleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Par4. 1-2-3-4-5-6-7-8-9-
10-11: amostras positivas, 12: amostra negativa. CP: controle positivo, CN: controle negativo, L:
marcador de Peso molecular de 100pb plus DNA Ladder (Invitrogen®).

Apo6s a amplificagdo do gene da B-globina humana, todas as amostras foram submetidas
a técnica de Seminested-PCR, que detectou o fragmento de 224pb do gene estrutural ompl de
CT em apenas 55 amostras, na qual se mostraram positiva para a infeccdo (figura 08), e com
isso, a prevaléncia geral da infeccdo cervical por CT em estudantes de universidade publica
foi de 12,5% (55/438).

400pb
300pb
200pb
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Figura 08: Foto documentacdo da amplificagdo do fragmento de 224pb do gene ompl de
Chlamydia trachomatis em gel de agarose a 1%.

Fonte: Arquivo da pesquisa, obtido em transluminador (Vilber Lourmat) no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Ndcleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Pard. 1-
2-3-4: amostras negativas, 5-6: amostras positivas, CN: controle negativo, CP:controle positivo, L:
marcador de Peso molecular de 100pb plus DNA Ladder (Invitrogen®).
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6.3 IDENTIFICACAO DOS GENOTIPOS DE Chlamydia trachomatis

Apenas dezesseis (16/55) amostras de DNA positivas para CT da populagéo de estudo e
dois controles positivos foram submetidas a amplificacdo do fragmento de 990pb do gene
ompl para o sequenciamento nucleotidico. Destas, em cinco amostras ndo foi visualizado
amplificacdo do respectivo fragmento, totalizando onze amostras que foram qualitativamente

escolhidas para a genotipagem (figura 09).

¥ 2.3 4 5i6 =& 8 9 A0:EE 32 33 345 EG6CPIEP2 EN: L

990pb

400pb
300pb
200pb
100pb

Figura 09: Foto documentacdo da amplificagdo do fragmento de 990pb do gene ompl de
Chlamydia trachomatis em gel de agarose a 1%.

Fonte: Arquivo da pesquisa, obtido em transluminador (Vilber Lourmat) no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular da Sessdo de Bacteriologia e Micologia, Instituto Evandro Chagas.
1-2-4-5-6-7-811-12-15-16: amostras que amplificaram o fragmento para sequenciamento, 3-9-10-
13-14: amostras positivas que ndo amplificaram o fragmento para sequenciamento, CP1:controle
positivo 1, CP2: controle positivo 2, L: marcador de Peso molecular de 100pb plus DNA Ladder
(Invitrogen®), CN: controle negativo.

6.4 CARACTERISTICAS SOCIO-EPIDEMIOLOGICAS DAS ESTUDANTES POSITIVAS
PARA A INFECCAO

A infeccdo por CT foi identificada em mulheres com média de idade inferior a 25 anos,
em 12,9% das universitarias solteiras, em 30% das que declararam uso do tabaco, em 13,6%
daquelas que relataram ndo usar preservativo durante as relagbes sexuais, em 19% das que
iniciaram a vida sexual antes dos 15 anos de idade e em 16,3% das estudantes que tinham em
média mais de um parceiro durante a vida sexual, porém, nenhuma destas frequéncias foi

expressiva frente ao grupo das estudantes sem a infeccgéo (tabela 01).



54

Tabela 1- Caracteristicas socio-epidemiolégicas das estudantes universitarias em Belém, Par4, Brasil
(n=438)

Total CT positivo CT negativo p valor
(n=438) (n=55) (n=383)
n (%) n (%) n (%)
Idade (anos) 25,11+5,89 24,9 46,08 25,1+5,86 0,8000
Estado civil
Solteira 380 (86,7) 49 (12,9) 331 (87,1) 0,7390
Casada 58 (13,2) 6 (10,3) 52 (89,6)
Fumante 0,2787
Sim 10 (2,3) 3 (30,0) 7 (70)
Néo 428 (97,7) 52 (12,2) 376 (87,8)
Idade do inicio da vida 0,5756
sexual (anos)
<15 21(4,8) 4 (19) 17 (80,9)
>15 417(95,2) 51(12,2) 366 (87,7)
Usa preservativo 0,7156
Sim 284 (64,8) 34 (11,9) 250 (88)
Néo 154 (35,1) 21 (13,6) 133 (86,3)
Parceiro fixo 0,1708
Sim 209 (47,7) 21(10) 188 (89,9)
Né&o 229 (52,3) 34 (14,8) 195 (85,1)
Média de parceiros na vida 0,8854
sexual
<1 377 (86,1) 45 (11,9) 332 (88)
>1 61 (13,9) 10 (16,3) 51 (83,6)

Para o calculo do pvalor em varidveis continuas, os dados sdo apresentados + DP (desvio padrdo), e
utilizou-se o teste do Qui-quadrado (x%); e o calculo do pvalor para a variavel de idade, utilizou-se o
Mann-Whitney.

6.5 QUEIXAS GINECOLOGICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

O corrimento vaginal foi queixa ginecolégica mais frequente nas estudantes
universitarias (66,6%) no entanto, apesar de se apresentar como o0 mais relatado pelas
estudantes com a infeccdo por CT (72,7%), sua ocorréncia também se mostrou expressiva no

grupo de mulheres ndo infectadas (65,8%). Entre os relatos das queixas ginecologicas
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(corrimento vaginal, odor forte, prurido, dismenorréia, colporragia e disuria), nao foi

identificada diferenca significativa na frequéncia dos sintomas (tabela 2).

Tabela 2- Queixas ginecoldgicas das estudantes universitarias em Belém, Para, Brasil (438)

Total CT positivo CT negativo P valor
(n=438) (n=55) (n=383)

n (%) n (%) n (%)
Corrimento 292 (66,6) 40 (72,7) 252 (65,8) 0,3861
vaginal
Odor 75(17,1) 7 (12,7) 68 (17,8) 0,4629
Prurido 114(26) 14 (25,5) 100 (26,1) 0,9515
Dismenorreia 34(7,7) 3(5,4) 31(8,1) 0,6706
Colporragia 144(32,9) 15 (27,3) 129 (33,7) 0,4280
Dislria 65(14,8) 5(9) 60 (15,7) 0,2802

Os dados das variaveis categoricas sdo representados por n (%).

6.6 GENOTIPOS E OS FATORES EPIDEMIOLOGICOS E DE QUEIXA
GINECOLOGICA IDENTIFICADOS

Das 11 amostras que amplificaram 990pb do gene de ompl de CT, foram submetidas a
analise e identificacdo do genotipo, ao serem comparadas com as sequencias sequéncias
depositadas no GenBank (figura 10).

O quadro 5 mostra os genotipos identificados nas amostras de secrecdo cervical das
estudantes universitarias, bem como as respectivas caracteristicas socio-epidemioldgicas e de
queixas ginecoldgicas apresentadas por cada participante do estudo com resultado positivo

para CT, na qual foi realizado a genotipagem.
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Figura 10: Arvore filogenética das cepas de Chlamydia trachomatis detectadas em amostras de secrecio
cervical de estudantes universitéarias e as disponiveis no GenBank; amostras utilizadas no estudo (249,78, 72,
144,15, 91, 53, 129, 216, 911).

Fonte: Arquivo da pesquisa.
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O mais frequente entre a populacdo estudada foi o gendétipo J, que foi encontrado em
quatro estudantes (36,3%), seguido dos genotipos D (18,2%), E (18,2%), e F (18,2%) que

respectivamente, apresentaram as mesmas frequéncias. O la (9,1%), foi o menos prevalente

dentre a populagéo estudada, sendo, cada um, encontrado em apenas uma amostra.

Quadro 05: Genétipos encontrados em amostras de secrecdo cervical e caracteristicas socio-epidemioldgicas e de
gueixas ginecoldgicas das estudantes universitarias positivas para a infeccdo por CT. Para sim (X) e ndo (-).

AMOSTRAS
15EST |53EST| T72EST 78EST 91EST |129EST |144EST | 216EST 242EST 249EST 911EST
GENOTIPOS F E J J F E la D J J D

ldade (anos) 26 25 23 21 24 23 28 26 24 20 36
Solteira X X X X X X X X X X
Casada - - - X
Fumante - - -

Sim X - - -

N30 X X X X X X X X X X
ldade do
inicio da vida
sexual (anos)
<15 X X - -
>15 X X X X X - X X X X
Média de
parceiro
sexual na
vida
<1 X X X - - X
>1 X X X X - X X X
Usa
preservativo
Sim - X X X
Nao X X X X X X X - - X
Parceiro fixo
Sim X X X - X X X X
Né&o X X X X - -

Sintomatologia Dor Dor Corrimento Dor Dor  [Corrimento| Prurido Prurido Dor
Corrimento Corrimento Corrimentg rirCnOe;\-to ICorrimento [Corrimento [Corrimento

Das universitarias, nas quais foram realizada genotipagem em suas respectivas amostras

endocerviais, dez (90,9%) declararam serem solteiras, ndo foi declarado o uso do tabaco por

nenhuma estudante, nove (81,8%) declararam ter inicio da relagdo sexual com idade igual ou
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superior a quinze anos, sete (63,6%) afirmaram ter tido mais de um parceiro durante toda a vida
sexual, oito (72,2%) ndo usam preservativo durante as relacdes sexuais, sete (63,6%) admitiram
ter parceiro sexual fixo. Porém nove estudantes (81,8%) apresentaram sintomatologia do trato

geniturinario inferior, destes, 100% estavam associados ao corrimento vaginal.
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7 DISCUSSAO

Este € um estudo pioneiro que demonstrou a prevaléncia da infeccdo cervical por CT
(12,5%) em estudantes universitarias de Belém, no Estado do Pard, na Regido Amazénica,
Norte do Brasil. Esta prevaléncia ndo diferenciou significativamente dos resultados
encontrados em outras populacdes femininas brasileiras variadas atendidas em clinicas de
ginecologia nos estados do Rio Grande do Sul (12,6%) (IGNASI et al, 2012), em Goias
(9,6%) (LIMA et al, 2014), Rio Grande do Norte (10,9%) (MAGALHAES et al, 2014) e
Vitoria (8,8%) (MIRANDA et al, 2004). Por outro lado, em Manaus, a prevaléncia (4,3%)
encontrada foi inferior a encontrada no presente estudo (SILVA et al, 2012).

Prevaléncias mais elevadas da infeccdo foram encontradas em populac@es femininas
apenas na Bahia (31%) (MACHADO et al, 2012) e em Pernambuco (23,8%) (TAVARES et
al, 2014). No entanto, estes dois estudos podem apresentar um viés amostral, que pode esta
relacionado ao numero reduzido de participantes na pesquisa, que pode ndo nos dar melhor
amplitude na visibilidade dos casos. Nao ha relatos de estudos sobre infec¢bes por CT em
estudantes universitarios no Brasil, o que contribui para o desconhecimento sobre a
epidemiologia desta infeccdo sexual, além de que, apesar de apresentar prevaléncia
significativamente semelhante, a nossa populacdo de estudo apresenta grau de escolaridade
elevada, diferente das populagdes dos estudos mencionados.

Estudos internacionais demonstram mostram baixas prevaléncias desta infeccdo em
populagOes variadas, como em mulheres menores de vinte e quatro anos na Espanha (4%)
(FERNANDEZ-BENITEZ et al, 2013), em mulheres de baixa escolaridade e com até um
parceiro sexual no Zimbaube, Russia, China, Peru e Australia (4,6%) (DETELS et al, 2011) e
na populacdo feminina dos Estados Unidos (8%) (CDC, 2011).

Frente as investigacdes realizadas especificamente em estudantes universitérias, a
prevaléncia encontrada neste estudo esta em concordancia com os achados de James e
colaboradores, que pesquisaram a infeccdo por CT em estudantes universitarios de Alabama,
Mississipi e Georgia e, encontraram uma prevaléncia de 9,7% (JAMES et al, 2008), assim
como um estudo que obteve prevaléncia de 5,9% na Argentina (OCCHIONERO et al, 2015).
Na Inglaterra, a prevaléncia desta infeccdo em estudantes universitarios foi mais baixa
(3,4%)(ALDEEN et al, 2010).

Na Nigéria, a deteccdo soroldgica de CT em universitarios atingiu uma prevaléncia de

30,2% (UGBOMA et al, 2014), entretanto apenas neste ultimo, ndo foram utilizadas as
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metodologias baseadas na biologia molecular, principalmente das técnicas de amplificagdo de
acidos nucleicos, as quais sdo atualmente recomendadas para a deteccdo molecular e por
serem de alto nivel de sensibilidade e especificidade (CDC, 2014).

Entre as estudantes com a infec¢do, a maioria apresentava variabilidade de parceiros
sexuais e declararam ndo usarem preservativo durante a relagdo sexual, isto é, estdo mais
expostas ao risco de contaminacdo sexual por CT. A falta de constancia no uso do
preservativo durante as relacBes sexuais dificulta, necessariamente, a reducdo das taxas de
infeccOes deste tipo, e inviabilizam as medidas de profilaxia e controle das IST
(FERNANDEZ-BENITEZ et al, 2013). Além disso, as estudantes universitarias ja se
encontram em nivel académico, e por isto, sdo oriundas de escolaridade bésica, onde de
acordo com os Parametros Curriculares Nacionais para o Ensino Médio (PCN), € 0 momento
que sdo trabalhados questbes de conhecimento basico sobre IST, bem como as respectivas
medidas profilaticas, como o uso do preservativo durante as relagbes sexuais (BRASIL,
2006).

A principal queixa ginecoldgica entre as estudantes universitarias foi o corrimento
vaginal, sendo a maior ja encontrada em estudos brasileiros deste tipo (SILVA et al, 2012;
MACHADO et al, 2012). Apesar de evoluir com carater predominantemente assintomatico,
quando presente, os sintomas da infeccdo por CT sdo inespecificos, como o corrimento
vaginal, que € uma condic¢do clinica que pode estar associado a outras etiologias de origem
bacteriana ou parasitologica (AFRAKHTEH et al, 2013).

O genodtipo J apresentou maior frequéncia em amostras endocervicais das estudantes
universitarias e embora alta prevaléncia do gen6tipo J ndo ser amplamente relatada, nossos
resultados estdo de acordo com estudos de Taiwan, que em populacdo feminina que apresenta
risco de co-infec¢do por HIV e outras IST, na qual observou-se uma alta prevaléncia de
27,3% deste gendtipo e ndo foi demonstrada nenhuma associagdo significativa dos sintomas
geniturinarios das participantes da pesquisa a nenhum genétipo encontrado (YANG et al,
2013). Em quatro provincias da China, Han e colaboradores observaram que o genétipo J
permaneceu entre os mais prevalentes, com 16,3 % das infeccGes urogenitais (HAN et al,
2013).

Nossos resultados ndo estéo de acordo com algumas evidéncias cientificas, que mostram
0 genotipo J é encontrado em baixas frequéncias. Beni e colaboradores encontraram uma das
mais baixas freqiiéncias do geno6tipo J, com 1,9% em mulheres entre 25 e 34 anos, verificando

que houve significancia apenas entre 0s genotipos E/Ga com a presenca de sintomatologia, e
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mesmo assim, ndo realizaram a investigacdo de outras infeccGes, para diminuir as chances de
confundidores (BENI et al, 2010). O gendtipo J foi detectado com uma baixa frequéncia de
5% das infeccdes nos heterossexuais de Armsterdan (BOM et al, 2013).

Ao considerar que as infec¢des sexuais por CT sdo de carater tipicamente assintomatico,
0 presente estudo mostra dados pouco relatados, no qual, é observada alta frequéncia de
sintomas genitais nas participantes da pesquisa que positivaram para a infeccdo (ELEUTERIO
et al, 2007; BAUD et al, 2011; GEISLER & STAHMM, 2011; MANIA-PRAMANIK et al,
2012). Apesar do numero de amostras genotipadas permanecer pequeno neste estudo, este
mostra-se importante, pois possibilita o alerta para a necessidade de pesquisas especificas no
rastreio e identificacdo dos genovares de CT que circulam em populacGes diversificadas e/ou
diferenciadas e para a real distribuicdo dos genotipos nas mesmas.

No presente estudo, os gendétipos D e E demonstraram uma baixa prevaléncia, estando
de acordo com o estudo realizado com mulheres mexicanas que apresentavam infertilidade,
onde mostrou-se com menor prevaléncia, correspondendo 4,5% das infecgdes causados pelo
gendtipo D. O gendtipo E foi encontrado em 8,7% das infeccBes sexuais, no entanto, estas
mulheres, que participaram do estudo, apresentaram-se totalmente assintomaticas (HARO-
CRUZ et al, 2011).

Nossos resultados mostraram discordancia de muitos dos trabalhos que abordam a
genotipagem de CT, onde é observada a alta prevaléncia dos geno6tipos D e E. Em um estudo
de genotipagem, através da técnica de Restriction Fragmente Lenght Polymorphism (RFLP),
com mulheres profissionais do sexo na Hungrya, o genotipo D representou 34,4% das
infeccbes seguido do gendtipo E com a prevaléncia de 21,9% (PETROVAY et al, 2009).
Utilizando a mesma técnica para a genotipagem, no Ird as mulheres sintomaticas que
freqlientam clinicas de atendimento para IST, o gen6tipo E mostrou maior prevaléncia, sendo
uma das maiores ja encontradas 31,5%. O gendtipo D permaneceu entre 0s trés mais
prevalentes, representando 13% das infec¢des (BENI et al, 2010).

No Brasil, sdo poucos os registros de genotipagem de CT por biologia molecular. Lima
e colaboradoradores foram os primeiros a sequenciarem e genotiparem genotipos sexuais de
CT, e verificaram alta taxa de infeccdes pelo gendtipo D (33,4%), contrastando aos resultados
da presente pesquisa, que além do gendtipo D ter sido menos prevalente, 0 nimero amostral
manteve-se superior ao trabalho mencionado (LIMA et al, 2007).

O resultado do presente estudo ndo estda em concordancia com os de Magalhdes e

colaboradores, ao realizar uma pesquisa do rastreio de genoétipos ja pesquisados no Brasil,
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evidenciaram a maior prevaléncia do genétipo E (39,3%), F (16,6%), sendo o gendétipo D
(15,9%), estando em terceiro mais prevalente. Porém mostraram potencial significancia, dos
gendtipos H e J com sintomas de corrimento uretral e disdria em homens e dos genotipos F e
G com dores abdominais em mulheres (MAGALHAES et al, 2011).

O corrimento vaginal foi a principal queixa ginecoldgica relatada entre todas as
estudantes que continham a infeccao pelo genotipo J. Entretanto, mesmo que alguns gendtipos
podem estarem associados aos sintomas ginecoldgicos, a sintomatologia geniturinaria pode
estar associada a outras etiologias, sendo necesséaria a pesquisa de potenciais confundidores
(AFRAKHTEH et al, 2013).

Limitacdes desta pesquisa podem ser encontradas no viés amostral, que pode estar
associado a demanda espontanea da populacdo de estudo, do nimero pequeno de amostras
genotipadas, além da resposta ao questionario, uma vez que a participante da pesquisa pode
ndo responder ao questionario e/ou respondé-lo de acordo com medidas socialmente
aceitaveis atualmente, que poderd mascarar suas condutas originais, e que foi fator

determinante do tamanho modesto da nossa amostra.
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8 CONCLUSAO

e O maior grau de instrucdo ndo esta garantindo baixas taxas de infeccdo cervical
por CT, e que o0s gendtipos J, la, F, E e D ndo mostraram diferencas
significativas nas frequéncias entre as estudantes universitarias.

e Esforcos sejam feitos para ampliacdo dos estudos de triagem molecular da
infeccdo sexual causada por Chlamydia trachomatis, bem como averiguar a
distribuicdo dos respectivos gendtipos circulantes em populac6es diferenciadas.

e A investigacdo dos casos assintomaticos se mostra como importante medida para
a prevencdo aos danos tardios recorrentes, para a melhoria da saude reprodutiva
humana e para a qualidade de vida da populacao.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA
PROJETO DE EXTENSAO: PREVENCAO DO CANCER DE COLO DO UTERO

LAMINA: DATA DA
COLETA: /| [

COLETADORA: DATA DA

ENTREGA: _ /| |

1- PERFIL SOCIOECONOMICO

NOME: TELEFONE-
ENDERECO: EMAIL
ESTADO CIVIL: IDADE: ANOS

PROFISSAO/OCUPACAO:

ESCOLARIDADE: ( ) ANALFABETA ( ) ENSINO FUNDAMENTAL: ( ) COMPLETO ( ) INCOMPLETO /
ENSINO MEDIO:

( ) COMPLETO ( )INCOMPLETO

ENSINO SUPERIOR: ( ) COMPLETO ( ) INCOMPLETO

EDUCAGCAO BASICA: ( ) ESCOLA PUBLICA ( ) ESCOLA PARTICULAR

CURSO: RENDA FAMILIAR: PESO: __ Kg

2- DADOS DA ANAMINESE
Fumante: ( ) Sim ( ) Néo Consome bebida alcodlica? ( ) Sempre () Ocasionalmente (
) Nunca
Data da primeira menstruacédo: /[ [/ Data da ultima menstruacao:

I
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Idade da primeira menstruagao: anos Menstruacéo é regular? ( ) Sim ()
Néo
N° de parceiros DESDE o inicio da vida sexual:

Inicio da vida sexual: anos N° de parceiros sexuais no ULTIMO ANO:

Usa preservativo frequentemente em todas as relagtes sexuais? ( ) Sim ( ) N&o

Possui parceiro fixo? () Sim () Néo Possui vida sexual atualmente? ( ) Sim
() Néo

Qual método contraceptivo vocé utiliza: ( )Preservativo ( )DIU ( ) Pilula( ) Outro (
) N&o usa

Aborto: ( ) Sim( ) Néo

Possui filhos? ( ) Sim () Nao Quantos? N° de partos
normais: ___

Idade do primeiro parto Quantos?

Higiene intima: Interna ( ) Sim( ) N&o Externa ( ) Sim( ) Néo

Terapia de reposicdo hormonal: ( ) Sim () Néo Periodo:
Apresentou algum problema ginecol6gico? (Corrimento, Sangramento, Dores, Ardéncia ao
urinar ou outros)

( )Sim( ) Nao Qual?

Faz exame preventivo ginecolégico anualmente? () Sim () Ndo ( ) Primeira coleta

Em que ano fez o Gltimo exame preventivo? onde fez?

Quial foi o resultado?

Possui histdrico de casos de cancer na Familia ( ) Sim () Nao
Faz uso de algum medicamento, (inclusive antibidtico)? ( ) Sim () Nédo

Qual?

Fez alguma cirurgia? ( ) Sim ( ) Néo Qual 6rgao?
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() Cauterizagéo ( ) Biopsia () Radioterapia
Toma remédio para verme: () Sim () Néo

Ultima vez que tomou (més ou ano): Faz uso da segunda dose?

( )Sim( ) Nao

Queixas sintomatoldgicas

Apresenta algum sintoma ginecoldgico? ( ) Sim ( ) N&o

Qual? () Corrimento Cor:

() Sangramentos ( ) Dores ( ) Odor ( ) Prurido/coceira ( ) Ardéncia ao Urinar

ASPECTOS DO COLO DO UTERO

( ) HIPEREMIADO DOUTROS:
( ) FERIDO

) ECTOPIA
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APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Prevaléncia e Variabilidade Genotipica de Chlamydia Trachomatis em
amostras cervical em estudantes de universidade Publica em Belém, Pard, Brasil

Senhora

Solicitamos sua participa¢ao voluntariamente nesta pesquisa que tem como objetivo
investigar Infeccbes sexualmente transmissiveis em mulheres que ja iniciaram sua vida
sexual. Caso vocé aceite participar, serao coletados dois espécimes cervicais (amostras do
colo do utero), um para o exame de biologia molecular (verificacdo de moléculas) e outro
para exame citoldgico (observagdo das condigées das células do colo do utero). Serdo
tomados todos os cuidados necessarios para que a coleta seja 0 menos incomoda possivel,
pois esta sera realizada por profissional capacitado, que ndo comentara em hipétese alguma
condig6es da amostra bem como da quem se submeter ao exame.

Seus resultados serdo tratados de forma andonima e confidencial, isto €, em nenhum

momento serdo divulgados seus dados em qualquer fase do estudo. Quando for necessario
exemplificar determinada situag¢ao, sua privacidade sera assegurada uma vez que seu nome
sera substituido de forma aleatéria. Os dados coletados serdao utilizados apenas nesta
pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas.

Sua participagao nesta pesquisa consistira em responder as perguntas a serem
realizadas sob a forma de questionario. E a doagao de material bioldgico (secre¢do cérvico-
vaginal). Nao havera nenhum custo ou quaisquer compensagdes financeiras, nem riscos de
qualquer natureza relacionada a sua participacdao. O beneficio direto relacionado a sua
participacao sera a obtencdo dos resultados dos exames, além do beneficiamento a
comunidade cientifica através dos resultados da pesquisa.

Fica claro que o sujeito da pesquisa, ou o seu representante legal, pode a qualquer
momento retirar seu consentimento, ndo tendo nenhum tipo de 6nus ou pagamento, e que
sua desisténcia em nada compromete o seu atendimento junto aos servicos oferecidos pela
equipe do projeto.

Leonardo Miranda dos Santos (Pesquisador responsavel)

Consentimento:
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Declaro que li e compreendi as informagGes sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteido da mesma, assim como os seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura do participante

Ambulatoério do Nicleo de Medicina Tropical - Av. Generalissimo Deodoro, n2 92, Umarizal -
fone: (91)3201-6812. CEP: 66055240

ANEXOS
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NUCLEQ DE MEDICINA

TROPICAL-NMT/ e
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PROJETO DE PESQUISA
Titulo: Detecgio de Chlamydia irachomatis em estudantes universitarias atendidas no laboratorio de

Citopatologia/ UFPA: andlise citolégica e molecular.
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 07574012.3.0000.5172
Pesquisador: MAISA SILVA DE SOUSA
Instituicao: Nicleo de Medicina Tropical-NMT/ Universidade Federal do Para - UFPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Numero do Parecer: 103.571

Data da Relatoria: 21/09/2012
Apresentacao do Projeto:
O projeto esta apresentado de maneira adequada, contendo todos os iténs exigidos.

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos estdo claros.
Objetivo Primario:
Estimar a frequéncia de infeccao por Chiamydia trachomatis em estudantes universitdrias que realizam o
exame preventivo de cancer de colo do Utero no laboratério de Citopatologia/ UFPA.

Objetivo Secundario:

a. Comparar resultados entre as técnicas de biologia molecular e citologia.

b. Relacionar achados citoldgicas e inflamatdrios com os casos de infecgaa por Chamydia trachomatis.

c. Identificar um perfil comportamental das estudantes, em relacdo a prevengdo de  infecgbes  sexualmente

transmissiveis.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios estdo descritos no projeto de maneira adequada.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta relevancia cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:
Todos os termos obrigatdrios constam no projeto.

Recomendagdes:
Nenhum

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
O projeto deve ser aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O colegiado acata o parecer do relator.

BELEM, 21 de Setembro de 2012
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