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RESUMO

Apesar da alta prevaléncia e dos riscos associados a Chlamydia trachomatis no Brasil e outros
paises do mundo, pouco se conhece sobre a distribuicdo dos gendtipos no Brasil e a variabilidade
bioldgica deste importante agente transmissor de doencgas sexualmente transmissiveis (DST). A
auséncia de uma investigacao rotineira para C. trachomatis e tratamentos efetivos pode originar
sérias complicacbes e conseqliéncias para os individuos como doenca inflamatdria pélvica,
infertilidade, gravidez ectdpica e infec¢Ges neonatais. Atualmente, a C. trachomatis apresenta 19
sorotipos: A-C associados ao tracoma, D-K responsaveis por infecgdes urogenitais e L1, L2 e
L3, agentes responsaveis pela sindrome do linfogranuloma venéreo. A MOMP, reconhecida
como o antigeno imunodominante codificado pelo o gene ompA, exibe uma extensa area de
variacdo nucleotidica sendo por sua vez, conferido por quatro dominios variaveis (VDI a VDIV).
Estudos sugerem que as mutagOes ocorrem frequentemente entre 0s genotipos e que essas
mutacbes podem indicar diferencas imunogénicas entre as MOMP de genotipos de C.
trachomatis. O presente trabalho tem por objetivo identificar os genoétipos a partir de amostras
positivas por PCR para C. trachomatis de mulheres com diagndstico de infertilidade e em
gestantes na cidade de Manaus, Amazonas — Brasil, além de sequenciar e analisar o gene ompA.
A populacdo de estudo consistiu de 96 mulheres inférteis e 53 mulheres gestantes. A
genotipagem foi feita pela a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) a partir da
sequiéncia do gene ompA e os seguintes genotipos foram identificados em gestantes: D [50,0%];
E [25,0%]; F [12,5%] e | [12,5%]. Em mulheres inférteis os gendtipos identificados foram: E
[16,7%], F [16,7,%] e K [66,7%]. A frequéncia de genotipo K e D encontrada neste estudo sao
consideradas elevadas (66,7%) e (50,0%) e quanto a andlise filogenética, verificamos que 0s
genotipos analisados compartilham do mesmo ancestral. Sugere-se que as variagdes encontradas
nas sequéncias dos gendtipos identificados surgem dos pontos de mutacéo ou possivelmente pela
recombinacdo dos VD na MOMP. A regido VDIl foi que mais apresentou variacdes nas

sequéncias analisadas.

PALAVRAS - CHAVE: Chlamydia trachomatis, genotipagem, gene ompA, dominios

variaveis, Brasil.



ABSTRACT

Despite the high prevalence and the risks associated with Chlamydia trachomatis in Brazil and
other countries, little is known about the distribution of genotypes in Brazil and the biological
variability of this important transmitting agent of sexually transmitted diseases (STDs). The
absence of an inquiry routine for C. trachomatis and effective treatments can cause serious
complications and consequences for individuals as pelvic inflammatory disease, infertility,
ectopic pregnancy and neonatal infections. Currently, C. trachomatis presents 19 serotypes A-C
associated with trachoma, D-K responsible for urogenital infections and L1, L2 and L3, agents
responsible for lymphogranuloma venereum syndrome. The MOMP, which is recognized as the
immunodominant antigen encoded by the ompA gene displays a large area of nucleotide
variation of four variable domains (VDI to VDIV). Studies suggest that mutations occur
frequently among genotypes and that these mutations may indicate differences between the
immunogenic MOMP genotypes of C. trachomatis. The present work aims to identify the
genotypes from samples positive by PCR for C. trachomatis in women diagnosed with infertility
and with pregnant women in the city of Manaus, Amazonas - Brazil, in addition to sequence and
analyze the ompA gene. The study population consisted of 96 infertile women and 53 pregnant
women. Genotyping was performed by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) from
the ompA gene sequence and the following genotypes were identified in pregnant women: D
[50.0%], E [25.0%] and F [12.5%] and | [12.5%]. In infertile women genotypes were identified:
E [16.7%] F [16,7%] and K [66,7%]. The frequency of genotype K and D found in this study are
considered high (66,7%) and (50,0%) and for phylogenetic analysis, we found that the genotypes
analyzed shares the same ancestor. It is suggested that these variations in the sequences of
genotypes identified arise from point mutations, or possibly by VD recombination in MOMP.

The VDIl region showed to be the most variable in the sequences analyzed.

KEY - WORDS: Chlamydia trachomatis, genotyping, ompA gene, variable domains, Brazil.
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Introducéo

1- INTRODUCAO

A Chlamydia trachomatis é reconhecida como o patdégeno mais comum de
transmisséo sexual em todo o mundo (MOLANQO et al., 2004). A infeccdo por clamidia
€ uma preocupacdo importante da saude publica devido os efeitos desfavoraveis que
este patdgeno intracelular obrigatorio podera causar com relagdo a reproducéo humana e
em gestantes (ADETUNDE et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2008; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001). Em mulheres, a infeccdo por C. trachomatis causa
Doenca Inflamatoria Pélvica (DIP) e as conseqliéncias devido aos longos periodos de
infeccdo ocasiona infertilidade, gravidez ectopica e dor crénica pélvica (ADETUNDE et
al., 2009; BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2012). Complica¢fes como parto prematuro, ruptura prematura
de membranas, infeccdo puerperal, conjuntivite e pneumonia neonatal s&o as
complicagdes apresentadas pela infeccdo clamidial em gestantes e em neonatos
(ADETUNDE et al., 2009; BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2008;
MMWR, 2009). A infeccdo genital por C. trachomatis também é estudada como um co-
fator no desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais em mulheres com
histéria de infeccdo por papilomavirus humano (HPV) (ANTTILA et al.,, 2001;
IGANSI, 2005).

A identificacdo dos 19 sorotipos e as variantes de C. trachomatis (A, B/Ba, C,
D/Da, E, F, G, Ga, H, I/la, J, K) e (L1, L2/L2a e L3) foram baseadas em anélises de
imunotipagem dos epitopos da Proteina de Membrana Externa — Major Outer
Membrane Protein (MOMP) através de anticorpos monoclonais e policlonais
(BEBEAR e DE BARBEYRAC, 2009; CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002;
JURSTRAND et al., 2001; NGANDJIO et al., 2004; PEDERSEN, et al., 2000; WANG
e GRAYSTON, 1991;1998; YUAN, et al., 1989). A MOMP é o principal antigeno de
superficie imunodominante de C. trachomatis com presenca de determinantes
antigénicos localizados nos dominios varidveis (VDI a VDIV). Esses dominios sdo
codificados pelo gene ompA e as suas seqléncias nucleotidicas exibem variagoes
distintas em diferentes gendtipos. Subseqlientemente, a analise dessas sequéncias
distintas tem sido amplamente usada para genotipagem de C. trachomatis (BANDEA et
al., 2001; JURSTRAND et al., 2001).
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Com relagdo ao potencial patogénico, os gendtipos A, B, Ba e C sdo comumente
associados ao tracoma e 0 genotipo Ba também é encontrado no trato urogenital. Os
genotipos D a K estdo ligados as infec¢fes do trato urogenital, sendo que os genotipos
D, E e F sdo mais frequentes e os gendtipos L1, L2, L2a e L3 sdo responsaveis pela
sindrome do linfogranuloma venéreo (ALBRECHT et al., 2010; BEBEAR e DE
BARBEYRAC, 2009; CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002; GOMES et al., 2004;
MILLMAN et al., 2004; RHOTON-VLASAK, 2000; SCHACHTER, 1999; YUANG, et
al., 1989).

Alguns autores sugeriram que as infeccBes causadas por C. trachomatis,
pertencentes aos genotipos G, | e D sdo associados ao carcinoma cervical de células
escamosas e a infeccdo cronica associada ao gendtipo K em mulheres tem sido
reconhecidos como causa de infertilidade (ANTTILA et al., 2001; KOSKELA et al.,
2000; MARRAZZO e STAMM, 1998; MORRE et al., 2000).

Com as informacdes relatadas acima e considerando que a infecc¢éo por clamidia
em mulheres pode levar a sérias complicacdes como a infertilidade, gravidez ectdpica,
dor cronica pélvica e sequelas responsaveis por complicacbes em gestantes, verificamos
a necessidade de aprofundar esse estudo tendo como principal linha de investigacédo
andlise da seqliéncia do gene ompA que codifica a Proteina de Membrana Externa e
identificar genotipos de C. trachomatis.

De acordo com Bandea et al. (2001); Dean et al. (1995); Millman et al. (2004);
Stothard; Boguslawski e Jones (1998), a tipagem de cepas pertencente a C. trachomatis
é imprescindivel para estudos epidemiolégicos e para pesquisa clinica de infeccdo
causado por esse patdgeno. Atualmente, os métodos de imunotipagem estdo sendo
substituidos por métodos de genotipagem como analise do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo do DNA (Restriction Fragment Length Polymorphism) e/ou
anélise de sequiéncia de DNA da MOMP, o gene ompA. Os métodos de genotipagem,
principalmente em relagdo ao sequenciamento do gene ompA, sdo considerados mais
sensiveis e precisos na identificacdo de variantes de genoOtipos pertencente a C.
trachomatis.

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a defini¢cdo dos iniciadores com
caracteristicas especificas da seqiiéncia alvo do DNA sdo fatores determinantes para
uma reacdo bem sucedida. Neste estudo a aplicacdo dos iniciadores na reacdo de
genotipagem do ompA de C. trachomatis apresentou alguns resultados variaveis,
sobretudo em relacdo a sensibilidade na amplificacdo do ompA. Diferentes iniciadores
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com sequéncias alvo do ompA foram utilizados e, no entanto, algumas amostras clinicas
positivas na detecgdo de C. trachomatis por plasmidio tiveram resultados negativos na
reacdo de genotipagem do ompA.

A partir do momento que constatamos através dos estudos citados acima e em
outras literaturas, que a infeccdo por C. trachomatis € atualmente reconhecida como a
doenca sexualmente transmissivel mais freqiiente em todo o mundo e a alta taxa de
assintomatologia na maioria das mulheres (70% - 80%) e 50% em homens WHO
(2001), verificamos a necessidade de aprofundar este estudo sequenciando e analisando
0 gene ompA codificador da membrana externa de clamidia. Portanto, o conhecimento
da patogénese e genotipos de clamidia é imprescindivel para a pesquisa clinica. O gene
ompA, por ser considerado um fator importante na patogénese da infeccdo por C.
trachomatis, é considerado alvo de busca de novos conhecimentos para contribuir na
futura producdo de novos farmacos ou vacina anti-clamidial. Como ndo héa relato de
estudo de genotipagem usando a técnica de PCR em mulheres no estado do Amazonas e
a necessidade de conhecer a realidade local dessa infeccdo em mulheres, esta é a
primeira vez a se sequenciar e analisar um dos genes responsaveis pela antigenicidade

de clamidia na regido Amazonica.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a estimativa de novos
casos de infecgéo pela C. trachomatis em adultos era de 92 milhGes em 1999, sendo que
9,5 milhGes ocorreram na América Latina e Caribe (Figura 1). Nas estimativas dos
Centros de Controle de Doencas e Prevencdo, nos Estados Unidos da América (EUA),
existem mais casos novos diagnosticados de infeccdo pela clamidia do que qualquer
outra DST (MMWR, 2009; WEINSTOCK; BERMAN e CATES, 2004; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001). Marques et al. (2007); Weinstock; Berman e
Cates (2004) e World Health Organization (2010) relataram uma estimativa de
ocorréncia entre 4 e 5 milhdes de casos novos de clamidia a cada ano nos Estados
Unidos, enquanto que Guaschino e Seta (2000) referiram-se a uma estimativa de 10

milhGes de novos casos na Europa.

Figura 1 — Estimativa de casos de infec¢do pela Chlamydia trachomatis.
FONTE: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999; 2001.
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Desde a década de 80, a infeccdo por C. trachomatis é considerada como uma das
Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) mais frequentes em todo o mundo (WHO,
2001). A C. trachomatis € a causa mais comum de doenca de transmissdo sexual
bacteriana, a mais notificada nos Estados Unidos e esta entre as mais prevalentes DST.
Desde 1994, esta infec¢cdo tem sido a de maior proporcao de todas as DST reportadas no
CDC (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006; GALVIN e
COHEN, 2004; MMWR, 2009).

Vaérias regides demonstraram um acréscimo do numero de pessoas infectadas
por clamidia. Este acréscimo reflete em parte, no progresso de diagnostico (uso de testes
altamente sensiveis) e/ou mudancas no comportamento sexual (BRUNHAM e REY-
LADINO, 2005; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006).
Entretanto, de acordo com as informacdes obtidas do CDC, muitas mulheres que estao
em risco de se infectarem por clamidia continuam a ndo serem testadas (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006).

Estudos apontam que a infecgdo por clamidia é mais comum entre mulheres,
principalmente entre adolescentes do sexo feminino e jovens senhoras do que em
homens (ADETUNDE et al., 2009; MMWR, Outubro 2004). Em 2005, 976.445 casos
de infec¢des por clamidia foram comunicados ao “Centers for Disease Control and
Prevention” (CDC). Muitos casos ndo sdo registrados ou diagnosticados ¢ a estimativa é
de 2,8 milhdes de novos casos de infeccdo por clamidia a cada ano (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2012). Nos Estados Unidos, numa
populacdo de 100.000 mulheres, a taxa de casos de infec¢do por clamidia encontrou-se
trés vezes maior em comparagdo aos homens. Adolescentes do sexo feminino nas idades
de 15 a 19 anos apresentaram taxas mais elevadas de clamidia (2.796,6/100.000
habitantes), seguindo as jovens com idades de 20 a 24 anos (2.691,1/100.000
habitantes) (CDC, 2006). Foi relatado nos ultimos 20 anos (1989 a 2008) no CDC, um
acréscimo de 102,5 para 401,3 casos de infeccdo por clamidia em uma populacdo de
100.000 pessoas, (CDC, 2008).

Segundo Frias, 2001, no Reino Unido e Estado Unidos foi demonstrada uma
incidéncia entre 2% e 47% de endocervicite por clamidia em gestantes. Estas infeccbes
tém um importante impacto sobre a saude reprodutiva devido as complicacdes que
podem acarretar (MARQUES e MENEZES, 2005).

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

De acordo com a WHO, entre 8% e 12% de casais ou 50 a 80 milhdes de
pessoas no mundo passam de alguma forma a experiéncia de infertilidade durante o seu
periodo reprodutivo. A Doenca Inflamatéria Pélvica (DIP) € a principal causa de
infertilidade, gravidez ectopica e dor pélvica cronica. Maioria dos casos da DIP é
causada pela C. trachomatis e Neisseria gonorrhoeae. Estudos realizados sobre a
prevaléncia de C. trachomatis em pacientes com DIP demonstraram que mais da metade
dos casos sdo causados pela clamidia (PAAVONEN e LEHTINEN, 1996). Através de
informacdes obtidas pelo CDC (2006), 40% das mulheres que ndo recebem tratamento
para a infeccdo clamidial, desenvolverdo DIP, e 20% delas poderdo tornar-se inférteis.

A estimativa de custo anual de tratamento para os casos de DIP nos Estados
Unidos chega a ser de US$ 10 bilhdes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010) e
segundo Eng e Butler (1997) a estimativa de custo para os casos de infecgOes por
clamidia nos Estados Unidos é mais de US$ 2,4 bilhGes por ano. O National Health
Service (NHS) gasta mais que £ 50 milhdes (US$ 79 milhdes; € 72 milhdes) anualmente
para tratar infertilidade feminina associada & infeccdo clamidiana (TEMPLETON,
2002). No Brasil, ndo ha um célculo oficial da prevaléncia da infeccdo (GONCALVES,
et al., 2009; SEADI et al., 2002). Entretanto, no periodo de janeiro de 2003 até outubro
de 2004, foram internadas 93.040 mulheres com DIP em todo o Brasil, representando
custo total de R$ 25.462.880,53, considerando apenas o tratamento hospitalar
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

As estimativas da Coordenacdo Nacional de DST/AIDS demonstram a
existéncia de 1.967,200 casos novos de clamidia a cada ano no Brasil. A incidéncia em
mulheres e homens sexualmente ativos é de 3,5% (1.508,500 casos novos/ano) e 2,32%
(478.700 casos novos/ano), respectivamente (PASSOS; VARELLA e MIRANDA,
2005; PN-DST/AIDS, 2003).

Estimativas do CDC, nos Estados Unidos, demonstram que a infecgéo pela C.
trachomatis esta amplamente disseminada e que existem mais casos novos desta
infeccdo do qualquer outra DST (PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2003).

Segundo Manavi (2006) e MMWR (2002), para a maioria dos autores a baixa
idade é considerada como um dos fatores de risco mais importantes nas pesquisas

realizadas. Portanto, idade inferior a 25 anos, dependendo da populacdo estudada, é
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considerada o principal fator de risco. S&o incluidos também como fatores de risco
mudanca constante de parceiros, multiplos parceiros e sexo sem seguranga.

Na regido Amazénica, h4 poucos dados que demonstrem a situacdo real da
infeccdo por clamidia. Ishak e Ishak (2001) realizaram um estudo soroepidemiolégico
de populacGes indigenas da Amazénia e constataram uma prevaléncia de anticorpos
para clamidia de 48,6%. De acordo com a Coordenacdo Nacional de Doengas
Sexualmente Transmissiveis (DST)/AIDS (1999); Ministério da Saude (2005) e
Sardinha et al. (1999) sao escassos 0s dados epidemiologicos relativos as DST no Brasil
e, especialmente, no estado do Amazonas devido a sub-notificacdo de casos. Com isso,
ndo existem dados que demonstrem a verdadeira situagdo das infecgdes por C.
trachomatis. Segundo o Ministério da Satde (2006), apenas a AIDS, HIV na gestante e
crianca, sifilis na gestante e a sifilis congénita sdo notificadas compulsoriamente.

Foi demonstrado em estudos no Brasil uma variagdo bem significativa na
prevaléncia de C. trachomatis, considerando-se as técnicas laboratoriais e a analise de
fatores socio-demogréaficos e comportamentais (MARQUES et al., 2007). Por
exemplo, no trabalho de Aradjo (2002), foi realizado um estudo utilizando 0 método de
diagnostico da PCR na cidade de Goiania onde foi encontrada a taxa de 19,6% para
clamidia no canal cervical de mulheres atendidas num ambulatério de ginecologia.

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

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

Estudos recentes realizados por Alfaia (2005) e de Lima Freitas et al. (2011),
encontraram resultado de 11,0% e 52,8% de gestantes atendidas em uma clinica de
baixo risco e em uma clinica de infertilidade infectada por clamidia, respectivamente,
em Manaus/Amazonas usando também a técnica de Rea¢do em Cadeia de Polimerase.

Em 2008, Jalil e colaboradores publicaram resultado de uma pesquisa de DST na
populacéo geral e em grupos vulneraveis (em gestantes) de seis capitais de cinco regides
do Brasil (Manaus/AM, Fortaleza/CE, Goiania/GO, Rio de Janeiro/RJ, S&o Paulo/SP e
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Porto Alegre/RS). O estudo demonstrou uma prevaléncia de clamidia de 9,4%. A
técnica usada para detectar clamidia no estudo citado acima foi de captura hibrida.

Pelo que ja foi mencionado, mesmo em paises desenvolvidos, como EUA, as
infeccdes por C. trachomatis ainda sdo inadequadamente controladas pelos servicos de
salde, apesar da énfase na prevencdo. Conscientes da real situacdo, o CDC e a
Associacdo Americana de Salde Social, no ano passado passaram a indicar
rastreamento de rotina para todas as mulheres sexualmente ativas (MMWR, 2002; 2011,
PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005).

No Brasil, nos servicos publicos, sdo raros os locais que oferecem a pesquisa
desse patégeno. Nos servicos privados, geralmente s se pesquisa clamidia em casos
sintométicos ou quando um dos parceiros sexuais relata a presenca da infec¢do. Mesmo
nessas situacdes, infelizmente, a pesquisa de C. trachomatis ainda ndo faz parte da
rotina da maioria dos profissionais de satde que atendem DST (ELEUTERIO et al.,
2007; PASSOS; VARELLA e MIRANDA, 2005). Portanto, a prevaléncia de infecgédo
por C. trachomatis entre mulheres em vérias cidades no Brasil ainda é uma realidade
desconhecida (ELEUTERIO et al., 2007).

2.2 - Biologia e o Ciclo de Desenvolvimento da Chlamydia

A C. trachomatis pertence a familia Chlamydiaceae e é responsavel pela
etiologia de patologias diferentes, associadas as biovariedades como tracoma,
linfogranuloma venéreo e infeccBes genitais (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009;
CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002; MOLANO et al., 2004).

Os membros da familia Chlamydiaceae, assim como o0s virus, sdo parasitas
intracelulares obrigatérios, o que significa que ndo podem crescer em meio artificial
livre de células. As principais caracteristicas desta bactéria sdo: apresentam parede
celular semelhante a das bactérias gram-negativas, a qual é composta por fosfolipidios,
lipidios, lipopolissacarideos e proteinas; sdo patogenos intracelulares obrigatorios que
parasitam exclusivamente as células eucaridticas (ADETUNDE et al., 2009; BEBEAR e
BARBEYRAC, 2009; CARVALHO; ANGELI e KRAJEDEN, 2004; CDC, 2002;
CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002; LONGBOTTON e COULTER, 2003;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Alem do mais, as Chlamydias possuem

comprimento aproximado de 0,2-1,5 um (BIROS et al., 2007) e sdo apresentadas como
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um dos mais prevalentes patdgenos bacterianos que podem ser transmitidos por contato
sexual (ADETUNDE et al., 2009; CANADA COMMUNICABLE DISEASES
REPORT-CCDR, 2005; PEELING e KING, 1999; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Em funcdo do parasitismo obrigatorio e a sua pequena dimensdo, as clamidias
foram consideradas por muito tempo como virus (MIRANDA; GADELHA e PASSOS,
2003), pois, a presenca de C. trachomatis em celulas eucaridticas requer energia para
desenvolvimento do seu ciclo (KALTENBOECK; KOUSOULAS e STORZ, 1993).
Diferem também dos virus, pois possuem um DNA e um RNA, ribossoma que
evidencia uma atividade de sintese de proteinas (MIRANDA; GADELHA e PASSOS,
2003).

Chavez et al. (2011), em seu texto de revisdo sobre as caracteristicas das
clamidias, descreveram que sdo consideradas parasitas antigénicamente fracas, portanto
requerem um quadro de infecgdo persistente causando danos no trato genital superior.
Segundo Kulkarni et al. (2001), as células infectadas pela C. trachomatis secretam
maior quantidade de citoquinas resultando em um estado inflamatdrio mais acentuado.

Quanto a classificacdo taxonémica destes parasitos, uma nova classificacéo foi
proposta com base na analise da sequéncia dos genes que codificam para 16SrRNA e
23SrRNA dividindo assim a ordem Chlamydiales em 4 familias: Chlamydiaceae
contendo dois géneros: Chlamydia e Chlamidophila; Simkaniaceae; Parachlamydiaceae
e Waddliaceae (EVERETT; BUSH e ANDERSON, 1999). Carvalho; Angeli e Krajeden
(2004); Cevenini; Donati e Sambri (2002) e Murray et al. (2004) descreveram que estes
parasitos sao desprovidas de motilidade e apenas trés espécies sdo classificadas como
patdgenos humanos: C. trachomatis, C. pneumoniae e C. psittacci. As espécies
trachomatis, pneumoniae e psittaci sdo reconhecidas como patégenos humanos, embora
a psitacci é reconhecida também como patogeno animal. A Chlamydophila psittacci
infecta primeiramente as aves, bovinos e ovinos e pode desencadear em humanos uma
doenca respiratdria por exposicdo ao material infeccioso (geralmente fezes de aves
infectadas).

A clamidia possui um ciclo de desenvolvimento bifasico de replicacdo dentro de
vacuolos na célula hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas, algo
considerado exclusivo entre as clamidias (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009;
BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002;
GRIMWOOD; OLINGER e STEPHENS, 2001; MURRAY et al., 2004; PAAVONEN e
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EGGERT-KRUSE, 1999). Conforme ja escrito, os membros da ordem Chlamydiales
sdo bactérias filogeneticamente distintas de todas as bactérias conhecidas, porque
possuem um ciclo de desenvolvimento bifasico Unico que as diferencia de todos os
outros procariotos (CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002). O ciclo de
desenvolvimento da clamidia ocorre dentro da célula hospedeira, garantindo com isso
um meio ambiente livre da competicdo com outros microrganismos e preservagdo da
acédo do sistema imune (SILVA e LONGATTO, 2000). A replicagéo apresenta um ciclo
multimdrfico e sem sincronismo de desenvolvimento. Dentro deste ciclo multimérfico
ocorrem duas formas bem distintas: os corpos elementares (CE) e os corpos reticulares
(CR) (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009; BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; HALL,
1997; MOULDER, 1991; SCHACHTER e STAMM, 1999). O corpo elementar é um
pequeno coco eletro—denso de 300 nm a 400 nm de didmetro com numerosos
ribossomos circundados por uma rigida parede trilaminar. E uma forma infecciosa,
metabolicamente inativa, que ndo se divide e é capaz de sobreviver na regido
extracelular (GREGORY; GARDNER e BYRNE, 1979; MURRAY et al., 2004). Esta
particula, que é considerada infecciosa e metabolicamente inativa, penetra no organismo
através de solucdo de continuidade na pele ou mucosas. Logo a seguir, essa particula
adere a célula do hospedeiro suscetivel, que parece envolver uma interacao especifica
entre receptores de membrana (Figura 2). Embora os receptores de membrana celulares
ainda sejam desconhecidos, estudos correlacionam a proteina dissulfeto isomerase do
complexo receptor de estrogénio de células epiteliais humanas com o polissacarideo
sulfatado (heparan sulfate) pertencente a C. trachomatis sorotipo E. Essa associagdo
atua como mediador na adesdo e invasao celular (DAVIS et al., 2002). Ainda mais, a
molécula heparan sulfate ja identificada no corpo elementar, adere a fibronectina da
célula hospedeira. Portanto, esta adesdo forma uma ponte molecular que facilita a
entrada da bactéria na célula hospedeira (KLEBA et al., 2002).
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Figura 2 — Ciclo de desenvolvimento da Chlamydia trachomatis.
FONTE: BRUNHAM E REY-LADINO, 2005.

Uma vez aderida a célula hospedeira, através das microvilosidades, a clamidia penetra
na célula hospedeira por um mecanismo de endocitose e é rapidamente internalizada
pelo macréfago inibindo a fusdo fagolisossémica. O corpo inicial internalizada na célula
hospedeira divide-se por fissdo binaria e origina novos CE. O conjunto de novos CE
envolvidos pela vesicula fagocitica € denominado corpo de inclusdo, que por sua vez €
constituido por microcolénias bacterianas intracelulares. O CE passa por um processo
de reducdo das ligacBGes entre as proteinas da membrana e a ativacdo de adenosina
trifosfatase, que por fim, degrada o ATP da célula hospedeira. Esse processo requer
ganho de energia para sua reorganizagao estrutural em uma forma replicativa, o corpo
reticular (CR) (MAHONY; COOMBES e CHERNESKY, 2003). Portanto, nesta
transformacédo, o CE da origem a uma forma metabolicamente ativa, 0 CR. O CR é
constituido em uma estrutura menos densa de didmetro (800 nm a 100 nm), resultando
assim a sintese de RNA, DNA e outras proteinas (MAHONY; COOMBES e
CHERNESKY, 2003). Essas particulas reticuladas utilizam os substratos do hospedeiro
para se dividir. Embora os CR sejam definidos como elementos osmoticamente
instaveis e incapazes de infectar células vizinhas, sofrem divisdo por fissdo binaria
produzindo assim uma grande inclusdo citoplasmatica (STAMM; JONES e
BATTEIGER, 2005; WARFORD; CHERNESKY e PETERSON, 1999). Esta inclusdo
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contém de 100 a 1000 novos de CE e aproximadamente 40 a 48 horas a partir da
infecgdo celular, o macréfago é rompido, liberando os corpos elementares infectando
células vizinhas (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; MOULDER, 1991;
SCHACHTER e STAMM, 1999).

Os sinais que controlam a transformacdo morfologica do CR para CE ainda sdo
pouco conhecidos. Sabe-se, porém, que esta transformacdo requer em parte a oxidagdo
de proteinas da membrana externa de clamidia, que por sua vez séo ricas em cisteina e
importante na formacdo de ligacdes dissulfeto. Sobre esta transformacdo, os CE
possuem semelhanca a esporos. Portanto, os CE sdo reconhecidos como elementos
rigidos, osmoticamente estaveis e adaptados para a sobrevivéncia extracelular
(MAHONY; COOMBES e CHERNESKY, 2003; STAMM; JONES e BATTEIGER,
2005). Stenner-Liewen et al. (2002) descreveram formas diferentes de liberacdo dos
CE: por processo de exocitose, extrusdo da inclusdo citoplasmatica ou por lise celular.
Um dos mecanismos utilizados pela bactéria para se liberar e infectar novas células de
hospedeiros ¢ através da proteina clamidial CADD (Chlamydia protein associating with
death domains). Esse processo conduz a célula parasitada a apoptose e a associacao com
os receptores da familia TNF (fator de necrose tumoral) do hospedeiro.

Segundo os autores Mahony; Coombes e Chernesky (2003); Morrison (2003),
com o padrdo de expressdo génica alterado, as clamidias assumem a forma de corpo
persistente (CP), que contribui para sua sobrevivéncia intracelular, servindo assim
reservatorio para as reinfeccdes. A forma de CP parece haver com a exaustdo de
nutrientes, concentracdo sub-6tima de antibidticos e a presenga de interferon gama
(IFN-y).

A habilidade da clamidia de poder se transformar da forma néo infecciosa para a
forma infecciosa em células hospedeiras torna-se dificil a sua prépria eliminag¢éo. Pouco
se conhece sobre os mecanismos especificos membranares da clamidia, como o
mecanismo de endocitose, multiplicacdo do parasito na célula hospedeira,
transformacdo da forma inativa do CE para a forma ativa do CR e a expressdo
antigénica na vigéncia do ciclo célular (CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002;
PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999). No entanto, de acordo com Cevenini; Donati
e Sambri (2002); Paavonen e Eggert-Kruse (1999) e Stephens et al. (1998), atualmente
existem novas informacOes referente a biologia celular da clamidia. Apds o
sequenciamento do genoma da clamidia, foram reveladas caracteristicas relacionadas a

sua prépria biologia. Varias proteinas associadas a patogenicidade foram caracterizadas
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e a filogenia dos genes da clamidia esta relacionada a um processo bastante complexo
evolutivo de adaptacdo intracelular obrigatério. Desde entdo, € possivel adentrar com
maiores detalhes, tanto in vivo e in vitro, o link entre a infeccdo clamidial e as doencas
especificas relacionadas a infec¢do. Essa informagdo molecular nos direcionou para um
melhor entendimento do que abrange os patdgenos intracelulares obrigatorios.

Embora, Beatty; Morrison e Byrne (1994) relataram que a infecgdo clamidial
tem o seu inicio pelo o contato do CE com a superficie apical do epitélio da célula alvo,
Cevenini; Donati e Sambri (2002) descreveram que ainda ndo foram identificadas as
estruturas de adesdo ou receptores correspondentes as células eucarioticas. No entanto,
pensa-se que a adesdo da clamidia as células hospedeiras possa acontecer possivelmente
através de interacdes moleculares e diferentes mecanismos. De acordo com Paavonen e
Eggert-Kruse (1999), ja propuserem mecanismos de fagocitose e presenca de receptores
mediadores para endocitose e pinocitose.

Ainda mais, a rigidez de membrana é conferida por ligacGes de dissulfeto entre
as MOMP e por sua vez sdo ricas em residuos de cisteina, existindo em maior
quantidade nos CE do que nos CR (MOULDER, 1991). A C. trachomatis possui uma
caracteristica interessante ao se referir a ndo inclusdo de cisteina, pois, a falta deste
elemento pode atrasar a diferenciacdo dos CR em CE nas inclusdes intracitoplasmaticas,
sendo esse processo normalizado pela sua reintroducdo. Os dois tipos de estruturas
celulares descritos no ciclo celular de clamidia possuem uma grande quantidade de
MOMP (MOULDER, 1991). A MOMP fica localizada na superficie da membrana
celular e estd associada ao lipopolissacarideo (LPS) e por sua vez, os epitopos estdo
localizados na propria MOMP (CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002) (Figura 3).
Rodriquez-Marafion et al. (2002), relataram em seu texto de revisdo sobre a
composi¢do da MOMP, além de existir 4 dominios varidveis (VD) na sua estrutura, ha 5

dominios constantes (CD) intercaladas entre os VD (Figura 4).
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Figura 3 — Principal proteina da membrana externa (MOMP) da Chlamydia
trachomatis.
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Figura 4 — Representacdo esquematica do gene ompA de Chlamydia trachomatis.

FONTE: Modificada — SPAARGAREN et al., 1995.

As MOMP, que tém sido utilizadas para classificar os diferentes genétipos da C.
trachomatis, servem como estruturas de adesdo (SU e CALDWELL, 1991). Embora os
diferentes genotipos de C. trachomatis apresentam diferentes tropismos de tecidos,
todos infectam as células epiteliais (ROAN; STARNBACH, 2008). As células mais
suscetiveis sdo as colunares endocervicais ou metaplasicas escamosas e parabasais do
trato genital inferior (SILVA e LONGATTO, 2000). Murray et al. (2004), descreveram
gue os receptores para corpo elementar sao restritos principalmente as células epiteliais
ndo-ciliadas, colunares, cubicas ou de transicdo, que sdo encontradas nas membranas
mucosas da uretra, endocérvix, endométrio, trompas uterinas, ovarios, reto e
conjuntivas.

A C. trachomatis possui uma caracteristica interessante ao se referir ao seu ciclo

vital. Depende de proteinas especificas e da capacidade da célula hospedeira em gerar
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energia e outros intermediarios metabdlicos, portanto, depende do estado nutricional da
célula hospedeira para sua multiplicacio (MOULDER, 1984). Conforme o que ja foi
descrito, as clamidias ndo sdo capazes de produzir seu proprio ATP, composto essencial
para 0 metabolismo e respiracdo (CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002). Essas
bactérias realizam o processo de transcricdo com RNA polimerase prépria, mas para
isso, é necesséria a utilizagdo dos nucleosideos trifosfatos da célula hospedeira, assim
como a de alguns aminoacidos que elas ndo sdo capazes de produzir. O RNAm ¢
produzido a partir do DNA cromossoémico usando a RNA polimerase do corpo
elementar. Tanto o RNAt quanto o RNA ribossomal também estdo presentes no corpo
elementar (ALLAN e PEARCE, 1983; MOULDER, 1984; SILVA e LONGATTO,
2000; STEPHENS et al., 1998).

Uma outra caracteristica interessante e com base nas suas caracteristicas
bioldgicas, o glicogénio é retido durante o desenvolvimento da inclusdo citoplasmatico.
Possivelmente, o glicogénio providencia uma energia extra no processo de inclusdo
citoplasmatica da C. trachomatis (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999).

2.3 - ManifestacGes clinicas e sequelas no trato reprodutivo da mulher causadas
pela Chlamydia trachomatis

Biologicamente, mulheres sdo mais suscetiveis para maioria das infecgdes
transmitidas pelo ato sexual do que os homens. Esta explicacdo deve-se a anatomia da
vagina e superficie da mucosa exposta para uma grande quantidade de patdgenos
durante o ato sexual, passando-se a oferecer uma menor protecdo efetiva contra os
agentes infecciosos (WHO, 2005). A maioria das mulheres com infeccBes de
transmissdo sexual tendem apresentar-se assintomaticas e, portanto, ndo buscam
tratamento. O ndo diagndstico e ndo tratamento de infecgdes transmitidas pela relagéo
sexual sdo as causas da cronicidade da infeccdo e numerosas complicagOes sofridas
pelas mulheres (WHO, 2010; WYRICK, 2002).

De acordo com Bébéar e Barbeyrac (2009); CDC (2006); Rhoton-Vlasak (2000);
United States Preventive Services Task Force (2002), a C. trachomatis pode acometer

varios locais do organismo, causando, assim, manifestacGes clinicas bem diferentes.
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Dentre estes acometimentos, em mulheres, destacamos: uretrites, cervicites,
endometrites, salpingite, salpingo-ooforites, cancer cervical e peri-hepatite (Sindrome
de Fitz-Hugh-Curtis).

O epitélio endocervical € o tecido que é mais freqiientemente infectado, e a maioria
dos casos € assintomatica. Quando sintomatica, pode apresentar dor no hipogastro,
febre, nauseas, disuria e endocervicite fridvel com a presenca de muco purulento. A
infeccdo primaria acomete o epitélio cilindrico endocervical, considerado reservatério
de infeccio (ADETUNDE et al., 2009; BARNES e SCHACHTER, 1997; BEBEAR ¢
BARBEYRAC, 2009; De PALO, 1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

Além de causar uretrites, cervicites, endometrites e doenca inflamatéria pélvica
nas mulheres, a infeccéo pode evoluir com complicagdes (Figura 5). As mais freqlientes
sdo a infertilidade (formacdo de fibrose das trompas de Faldpio), a gestacdo ectdpica e,
menos freqlientemente, a chamada sindrome de Fitz-Hugh-Curtis (peri-hepatite).
Estudos realizados entre essas pacientes com quadros de infertilidade por lesbes tubarias
e gravidez ectopica demonstraram positividade trés vezes maior para 0s anticorpos
contra C. trachomatis do que na populagio normal (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009;
CDC, 2006; MOL et al., 1997).

Acredita-se que a doenca inflamatdria pélvica é resultado da distribuicdo de
microrganismos no canaliculo do endocérvice para o endométrio, mucosa da tuba
uterina, ovarios e o peritbnio (BARACAT e LIMA, 2005; WHO, 2005). A DIP é uma
sindrome clinica que compreende um espectro de desordens inflamatérias do trato
genital superior (acima do orificio interno do colo uterino), incluindo qualquer
combinacdo de endometrite, salpingite, ooforite, abcesso tubovariano e pelviperitonite.
A patogénese das seqlielas em longo tempo da infec¢do por clamidia ainda € pouco
entendida, mas sabe-se que entre 10% a 40% das mulheres com cervicites por clamidia
e ndo tratadas clinicamente desenvolvem sintomas de DIP (ADETUNDE et al., 2009;
CDC, 1991; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; TOTH et al., 2000). Seqiielas de DIP
como obstrucéo tubéaria e aderéncias pélvicas podem acarretar em infertilidade, gravidez
ectopica e dor pelvica cronica. A gravidade dessas sequelas estd relacionada com a
duragéo da doenga (BARACAT e LIMA, 2005; HAMDAD et al., 2004; WHO, 2005).
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Figura 5 — Infeccéo do trato genital feminino pela Chlamydia trachomatis.
FONTE: BRUNHAM e REY-LADINO. 2005.

O gonococo e a clamidia sdo considerados como 0s patdgenos primarios, pois

representam a primeira onda de invasdo microbioldgica das tubas uterina. As lesbes

provocadas por essas bactérias diminuem o potencial de defesa tubario, permitindo a

invasdo de outros agentes, considerados como os patégenos secundarios. A clamidia

provoca lesdes com tendéncia a cronicidade, evocando-se mecanismos imunol6gicos

para sua propria manutencdo. Por esta razdo, é possivel a presenca de infeccOes
assintomaticas por esta bactéria (DESSUS-BABUS et al., 2002; MINISTERIO DA

SAUDE, 2006).

2.4 - Infecgdo em gestantes e no recém-nascido

A infeccdo por clamidia pode resultar em mau prognostico da gravidez.

Estudos apontam que a relacdo direta das infeccbes neonatais por C. trachomatis se

deve a exposi¢do com as mées infectadas durante o parto vaginal (ADENTUNDE et al.,
2009; PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999). Em gestantes, alguns estudos

demonstram que a infeccdo por clamidia pode resultar em endometrite pos-parto,

prematuridade de parto, ruptura prematura de membranas amnioticas e aborto
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espontaneo. (ADENTUNDE et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2008; RHOTON-
VLASAK, 2000; UNITED STATES PREVENTIVE SERVICES TASK FORCE,
2002). A endometrite pos-parto ocorre em 30% das mulheres com infecgdo antenatal
por clamidia. Infeccbes perinatais causando a conjuntivite/oftalmia neonatal, cegueira,
pneumonia neonatal, baixo peso ao nascer sdo as seqielas observadas oriunda de
clamidia (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009; GERBASE et al., 2010; MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). Portanto, segundo os autores, a infeccdo por C. trachomatis é
reconhecida como a causa mais comum de conjuntivite em neonatos e é considerada
uma das causas mais comuns de pneumonia na primeira infancia (BEBEAR e
BARBEYRAC, 2009; GERBASE et al., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Bébéar e Barbeyrac (2009) descreveram que a transmissdo das infeccdes ao
recém-nascido (RN) ocorre por exposicdo a secrecdes vaginais infectadas e por sua vez
a taxa de transmissdo via secrecdo vaginal ¢é alta (50%-70%). Aproximadamente 30 a
50% dos RN de maes infectadas por clamidia terd conjuntivite de inclusdo 5 a 10 dias
ap6s o nascimento. Cinquenta por cento (50%) dos neonatos com conjuntivite tera
infeccdo nasofaringeal e 0 ndo tratamento da infeccdo adquirido ao nascimento podera
persistir por meses ou até anos. A presenca de infeccdo por clamidia em nasofaringe é
bastante frequente, porém, assintomatica e aproximadamente 30% das criangas com
infecgdo em orofaringe poderdo desenvolver pneumonia (BEBEAR e BARBEYRAC,
2009; BEBEAR e GROMBS, 2010; GOH e FORSTER, 1993; HAMMERSCHLAG,
1989).

Foram reportados casos de infec¢bes por C. trachomatis em RN por partos
cesarianos associado com ruptura prematura de membranas. Entretanto, Gencay et al.
(2000) relataram casos de infeccdo intra-uterina em maes infectadas sem historia de
ruptura de membrana. As infec¢des por clamidia na vagina e faringe de neonatos
também foram observadas (CHERNESKY, 2005). Infec¢bes assintomaticas da vagina
e do reto podem ocorrer em 15% das criangas nascidas de gestantes infectadas (GOH e
FORSTER, 1993; HAMMERSCHLAG, 1989).

2.5 - Infertilidade
Defini¢Ges de infertilidade geralmente s&o referidas as mulheres, devido a

inabilidade da mulher de poder conceber mesmo quando a conseqiiéncia provém do

sexo masculino. Segundo Borges et al. (2005), a infertilidade conjugal ¢é a incapacidade
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de concepc¢do ap6s um ano de vida sexual ativa e regular, sem uso de qualquer método
contraceptivo. As definicdes de infertilidade usadas pelo Borges et al. (2005), sdo as
seguintes: Infertilidade Primaria: A mulher que ndo conseguiu conceber apds 1 ano de
exposicdo a gravidez e ndo houver gestacdo anterior e Infertilidade Secundaria: A
mulher teve uma concep¢do anteriormente, mas ndo consegue conceber mais
posteriormente.

Nas mulheres, as complicacbes mais temiveis de uma infecgdo por clamidia séo
a salpingite e a DIP, conseqiientemente afetando a vida reprodutiva feminina,
ocasionando por sua vez, infertilidade definitiva (CDC, 2006; PAAVONEN e
EGGERT-KRUSE, 1999; WIESENFELD, 2002).

A endocervicite por clamidia é considerada uma infecgdo silenciosa, de alta
prevaléncia e com uma série de repercussdes clinicas para as mulheres. Quando néo
tratada a tempo, essa infeccdo ascende as trompas, causando a DIP e aderéncias. A DIP
pode causar sequelas permanentes nas trompas e Utero e essas seqielas incluem a dor
pélvica cronica, infertilidade e gravidez ectdpica (CDC, 2006; GONCALVES, et al.,
2009). Segundo Haggerty et al. (2003) e Rogstad (2008), a endometrite freqlientemente
acompanha a salpingite e por sua vez podera produzir sangramento uterino irregular.
Em um estudo de revisdo, Bébéar e Barbeyrac (2009) relataram que a salpingite podera
formar uma leséo tissular ou fibrose nas tubas uterinas e consequentemente culminar em
complicacdes na vida reprodutiva. Dois tercos de todos os casos de infertilidade por
fator tubario e um terco dos casos de gravidez ectdpica tem sua origem relacionada a
infecgdo por clamidia (PAAVONEN e EGGERT-KRUSE, 1999; PEIPERT, 2003).

Entre as mulheres que apresentam salpingite, aproximadamente 70% a 90%
delas apresentam a endometrite, entretanto, 8% a 33% de mulheres que ndo apresentam
salpingite tém endometrite. O fator tubario, ou seja, a formagdo das aderéncias das
fimbrias esta diretamente relacionada com o insucesso de gravidez (CDC, 2006).

De acordo com alguns estudos a infecgdo cronica em mulheres esta associada
com o sorotipo K de C. trachomatis e por sua vez, é a causa de infertilidade (ANTTILA
et al., 2001) (Tabela 2) e quanto a sua prevaléncia, é a maior entre mulheres com menos
de 25 anos (CDC, 2006). A frequente assintomatologia da infeccdo por clamidia
demonstra a importancia do rastreamento e tratamento precoce (CDC, 2006; WHO,
2001). E recomendado também o rastreio anual para todas as mulheres sexualmente
ativas com até 25 anos e para mulheres apds os 25 anos, quando ha fatores de risco
identificaveis, é recomendado rastreamento anual (CDC, 2006).
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Tabela 1 - Registro de diferentes gendtipos associadas as repercussdes clinicas.

Sorotipos Repercussoes clinicas
DaK Infec¢Bes do trato urogenital (uretrite, epidimite, cervicite,
salpingite), DIP, gravidez ectopica
K Infertilidade

G, leD Carcinoma de células escamosas do colo uterino

FONTE: HSU et al., 2006.

2.6 - Cancer cervical

Para Anttila et al. (2001); Mufioz et al. (2006) e Paavonen e Eggert-Kruse
(1999), C. trachomatis parece ser um importante co-fator de HPV para carcinoma
cervical.

Estudos epidemiologicos e moleculares apontam que a infeccdo pelo
Papilomavirus humano (HPV) desempenha importante papel no surgimento da
neoplasia. Necessariamente, a infeccdo pelo HPV por si sé ndo é suficiente para o
desenvolvimento do cancer cervical, portanto, exigi-se com isso a coexisténcia de
outros fatores. Varios estudos demonstraram associacfes com a infeccdo por C.
trachomatis e neoplasia intraepitelial cervical ou carcinoma do colo (ANTTILA et al.,
2001; GONCALVES et al., 2009; HERRERO et al., 2005; Ho et al., 1995; LEVI et al.,
2004; RHOTON-VLASAK, 2000; SAMOFF et al., 2005). Além de C. trachomatis,
associacfes de N. gonorrhoeae, Herpes genital (HSV-2) e HPV sdo consideradas
também como provaveis co-fatores para o desenvolvimento de lesdes cancerosas. A
infeccdo por clamidia, a nivel celular, poderd aumentar a susceptibilidade de HPV ao
nivel de epitélio basal, devido a alteracdo das caracteristicas de células epiteliais que sdo
formadas (SAMOFF et al., 2005).

Em um estudo de revisdo, Oliveira et al. (2008) relataram a forma persistente da
infeccdo por C. trachomatis e por sua vez, tem como papel facilitador na carcinogénese
cervical, por meio das proteinas de choque térmico 60 (CHSP60). Durante a infeccéo
persistente, essas proteinas sintetizadas pela C. trachomatis tém acgéo anti-apoptotica e
facilitadora de atuacdo das oncoproteinas em células simultdneamente infectadas por
HPV de alto risco (HPV tipo 16 e 18).
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Antilla et al. (2001) estudaram e analisaram a associacdo entre a exposicao a
diferentes sorotipos de C. trachomatis e desenvolvimento de carcinoma de células
escamosas dosando anticorpos IgG. O estudo foi desenvolvido por pesquisadores que
realizaram testes com 181 amostras de pacientes da Finlandia, Noruega e Suécia com
carcinoma cervical invasivo atraves de métodos de sorologia. Concluiram que pacientes
positivas para C. trachomatis com sorotipo G mostrou-se fortemente associada com
desenvolvimento de carcinoma de células escamosas do colo uterino (Tabela 1).
Portanto, o sorotipo G € o que estd mais fortemente associado ao desenvolvimento de
carcinoma de células escamosas e que o0 aumento de exposicles aos diferentes sorotipos
aumenta o risco mostrando que ha uma relacdo entre infeccdo por C. trachomatis e
carcinoma de células escamosas. Analisaram também outros sorotipos de clamidia e
verificaram que os sorotipos | e D estavam associados a lesdo maligna (Tabela 1). Além
do mais, evidenciaram-se a associacdo do sorotipo G com infec¢bes sintomaticas e
infecgOes do trato superior (ANTTILA et al., 2001). Todavia, a associagdo entre C.
trachomatis e lesdes intra-epiteliais cervicais persiste por ser esclarecida (OLIVEIRA et
al., 2008).

2.7 - Métodos de Tipagens em amostras clinicas de Chlamydia trachomatis

Em 1957, o isolamento inicial de C. trachomatis tem sido importante para a
caracterizacdo de isolados clinicos para estudos epidemioldgicos (SUCHLAND e
STAMM, 1991). No inicio de 1960, o primeiro método desenvolvido de sorotipagem
para C. trachomatis foi o teste de prevencdo a toxicidade. Embora este ensaio soro-
especifico fosse considerado oneroso e demorado, foi 0 que direcionou para a primeira
classificacdo soroldgica de cepas de C. trachomatis (SUCHLAND e STAMM, 1991;
WANG et al., 1985) .

No inicio da década de 80, Wang et al. (1985) desenvolveram um painel de
anticorpos monoclonais (MAbs) utilizado no ensaio de micro imunofluorescéncia
indireta. Em relacdo ao primeiro método mencionado acima, este ensaio foi
consideravelmente mais especifico e menos laborioso, pois, ndo requer a imunizagéo de
ratos para tipagem em cada isolado clinico.

Atualmente, existem varios métodos de tipagem desenvolvidos para um melhor
entendimento da epidemiologia e patogénese de doengas acometidas por clamidia

(DEAN et al., 2009). Um dos métodos de tipagem consiste na utilizacdo de anticorpos
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monoclonais e policlonais contra a principal proteina de membrana externa. Este
método identifica a diferenciacdo de microorganismo em sorotipos e soroclasses: classe
B: (sorotipos B, Ba, D, Da, E, Ly, Ly), classe C: (A, C, H, I, 1, J, Ja, K, L3, L), e classe
intermediéria: (F, G) (DEAN et al., 2009). Varios estudos ressaltaram que o método de
sorotipagem da MOMP é considerado por muitos laborioso e desvantajoso, pois, requer
uso de cultura de células e de painel de analise de anticorpos monoclonais (KLINT et
al., 2007).

Desde entdo, comparando-se com 0s métodos de sorotipagem, os métodos de
genotipagem sdo considerados mais sensiveis e especificos para a identificacdo do
gendtipo de C. trachomatis com base na semelhanga de aminoécidos e sdo comumente
usados (BANDEA et al., 2001; HSU et al., 2006; MOLANO et al., 2004; YUAN, et al.,
1989). Varios estudos demonstraram a viabilidade de isolados clinicos de sorotipos de
C. trachomatis através da técnica de RFLP ou de seqiienciamento do gene ompl
(ompA) (IKEHATA; NUMAZAKI e CHIBA, 2000; LYSEN et al., 2004; NGANDIJO
et al., 2004; SINGH et al., 2003). O gene da MOMP, a ompl (ompA), demonstra ter um
melhor resultado de analise ao ser utilizada a técnica de genotipagem e na diferenciacao
entre as cepas identificadas. No ompl (ompA), ha uma extensa variacdo na seqiiéncia
das regides de segmentos (VS1-4), denominadas de epitopos imunogénicos, importante
para estudo epidemiolégico populacional e conseqlientemente para producdo de vacinas
(GAO et al., 2007; PETERSON et al., 1999; STOTHARD; BOGUSLAWSKI e JONES,
1998). Portanto, Brunelle e Sensabaugh (2006) relataram em um estudo de revisdo que

o ompl (ompA) é considerado um gene altamente polimdrfico em bactéria.

2.8 - Genotipagem de Chlamydia trachomatis

Embora Persson (2002), em um artigo de revisao, descreveu que é proveitoso
somente em alguns casos o estudo de sorologia de infecgdo por clamidia e estudos
relacionados a epidemiologia, Jurstrand et al. (2001) comentaram que a informagéo
obtida referente a caracterizagdo de genotipos de C. trachomatis ndo somente identifica
0S genotipos e seus variantes circulantes na comunidade estudada, mas também nos
oferece um melhor entendimento da epidemiologia a infecgéo por C. trachomatis.

A C. trachomatis, reconhecida como a bactéria encontrada especificamente em

humanos, divide-se em 19 gendtipos. Esta informagdo se baseia na imunoreatividade
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especifica a epitopos da MOMP (BEBEAR e BARBEYRAC, 2009; CEVENINI;
DONATI e SAMBRI, 2002; JURSTRAND et al., 2001).

Baseando-se as diferencas de antigenicidade, além dos 19 diferentes gendtipos,
existem numerosos variantes que ja foram caracterizados. Os gendtipos A, B, Ba e C
infectam a conjuntiva e estdo associados ao tracoma endémico, 0 maior causador de
cegueira na Africa, Asia, no Oriente Médio e América do Sul ; os gendtipos D, Da, E, F,
G, Ga, H, I, la, J e K sdo predominantemente isolados do trato urogenital e estdo
associados com as doencas sexualmente transmissiveis, as conjuntivites de inclusédo ou
pneumonia neonatal em criangas nascidas de maes infectadas. Associados também as
DST, referidos como doenca sistémica, os genotipos L1, L2, L2a e L3, sdo encontrados
nos nodulos linfaticos e sdo associados ao linfogranuloma venéreo (BEBEAR e
BARBEYRAC, 2009; CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002; MANAVI, 2006).

Como se pode observar, de acordo com varias literaturas, a prevaléncia destes
genoétipos é bem heterogénea. Mas mesmo assim, diversos autores relatam que o0s
genotipos mais prevalentes sdo D, E e F.

Os genotipos de C. trachomatis mais prevalentes, segundo diversos autores
consultados, encontram-se da seguinte maneira: No Brasil, a identificacdo dos gendtipos
D, E, F e K foi encontrada em uma populacdo feminina. Os gen6tipos D (33,3%) e E
(33,3%) foram encontrados com maior freqiiéncia de amostras endocervicais (LIMA et
al., 2007). Na Korea, em um estudo realizado por Lee et al. (2006), de 40 amostras
positivas para clamidia, encontraram 6 diferentes gendtipos. A ordem de prevaléncia
dos genotipos encontrados nas infecgdes genitais segue da seguinte maneira: sorotipo E
(45%), F (20%), G (15%), D e H (5%) e J (2,5%) e gendtipos heterogéneos misturados
(7,5%). Mesmo encontrando variedades de gendtipos, o genétipo E foi o mais
prevalente.

Em outro estudo realizado em Camardes, na Africa Central, Ngandjio et al.
(2003) amplificaram e seqlienciaram com sucesso 25 cepas do gene ompl (ompA) de
amostras do trato urogenital. Embora tenham obtido um pequeno ndmero de cepas,
encontraram uma Vvariedade heterogénea de gendtipos. O gendtipo mais comum
encontrado foi E (44%), em seguida foi F (20%) e D/Da (20%). Os genotipos J (12%) e
G (4%) também foram encontrados. A predominancia do genotipo E encontrado nesse
estudo e outros sugere gque esse genotipo possui vantagem bioldgica em relacdo aos
outros genotipos. Foi sugerido pelos autores Jurstrand et al. (2001) e Ngandjio et al.
(2003), com base nas suas caracteristicas bioldgicas, essa vantagem estd associada as
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sequencias nucleotidicas correspondente ao gene ompA e as suas sequéncias de
aminocidos.

Em Nova Delhi, Singh et al. (2003) encontraram um percentual de 48% do
gendtipo D do gene ompl (ompA) de C. trachomatis. Em seguida, os genotipos E
(34%), F (12%) e 1 (6%) também foram encontrados oriundos de amostras urogenitais.

J& na China, Gao et al. (2007) estudaram e identificaram sorotipos de C.
trachomatis coletado do trato genital de mulheres de alto risco. O genotipo mais
prevalente do ompl (ompA), correspondente ao sorotipo E foi (27,9%), seguindo 0s
sorotipos F (23%), G (12,4%) e D (11,1%). Os sorotipos | (6,6%), H (2,7%) e inclusive
B/Ba (1,3%) foram os menos prevalentes. De acordo com estes autores as distribui¢des
genotipicas sdo semelhantes aos que foram reportadas de outros paises.

2.9 - Imunobiologia

2.9.1 - Imunopatogénese da Chlamydia trachomatis

Embora, a infeccdo por clamidia possa ser facilmente tratada, diversos estudos
tém mostrado que C. trachomatis pode persistir latente ou de forma assintomatica no
hospedeiro, dificultando assim, o tratamento na fase inicial (ROAN e STARNBACH,
2008). Portanto, o desafio de controlar as doencas associadas a clamidia é identificar e
tratar os individuos infectados antes de ocorrer danos irreversiveis. Uma abordagem
mais eficaz no controle de infeccdes é o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a
clamidia (ROAN e STARNBACH, 2008).

O esclarecimento da imunobiologia da infec¢do por C. trachomatis é essencial
para o desenvolvimento de uma vacina. A vacina precisa induzir a resposta imunoldgica
que estd associada a infeccdo ou a imunopatologia (BRUNHAM e REY-LADINO,
2005). Os microrganismos possuem componentes antigénicos capazes de provocar uma
resposta imune. Ao desenvolver uma vacina, é importante saber identificar e empregar o
antigeno correto para provocar uma resposta imunologica especifica e protetora contra o
patdgeno correspondente  (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; MARQUES e
MENEZES, 2005).

Embora Darville e Hiltke (2010), comentarem em uma revisdo sobre as
consequéncias de infecgdo por clamidia estarem bem estabelecidas, 0 mecanismo da

imunidade e danos teciduais acometidos por clamidia ainda ndo se encontra totalmente
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esclarecido. Mas sabe-se que infecgbes prévias ndo sdo capazes de conferir uma
resisténcia ou protecdo eficaz as reinfec¢des, portanto, a clamidia possui habilidade de
escapar dos mecanismos imunologicos do hospedeiro (BRUNHAM, 1999; LOOMIS e
STARNBACH, 2002). Millman et al. (2004) e Paavonen e Lehtinen (1996) relataram
que o sistema imunoldgico afetado pela C. trachomatis poderd contribuir para sua
propria sobrevivéncia no hospedeiro infectado e com isso induzir infec¢Bes persistentes.

Segundo Bébéar e Barbeyrac (2009); Dessus-Babus et al. (2002); Jones (1995);
Murray et al. (2004), a infeccdo por C. trachomatis confere baixa protecdo contra a
reinfeccdo e, por sua vez, é considerada de curta duracdo. A reinfeccdo induz uma
intensa resposta inflamatéria com consequentemente formacao de lesdo tissular. Para
Gijsen et al. (2001), a re-infeccdo ou a reativacdo de uma infeccdo primaria latente tém
sido consideradas como indutoras de uma resposta imune mais exuberante. Com isso,
essa resposta inflamatéria pode induzir a formacéo de fibrose que leva a infertilidade e
disfuncdo sexual em pacientes com infec¢des genitais. J& foi sugerido por alguns
pesquisadores, que a infeccdo do trato genital feminino confere, no minimo, uma
imunidade parcial contra a manifestacio da reinfeccio (BEBEAR e BARBEYRAC,
2009; JONES, 1995; MURRAY et al., 2004).

Darville e Hiltke (2010) reforgam em uma reviséo sobre as infec¢Ges cronicas
por C. trachomatis, a natureza dessas infec¢fes que é considerada comum e que sdo
liberados de forma continua os mediadores que promovem a importacdo de células de
resposta inflamatéria. Danos nos tecidos epiteliais no hospedeiro, formacdo de
cicatrizacdo, fibroses e novamente a formacao de cicatrizagéo tecidual correlacionam a
aumento da severidade da infeccdo. Portanto, de acordo com esses autores, 0 processo
de reinfeccdo por C. trachomatis é frequente.

Conforme ja escrito, o sistema imune para combater a C. trachomatis requer
uma variedade de tipos de células, cada uma efetuando uma variedade de efeitos
funcionais. Um trabalho demonstrou que tanto os linfécitos T CD4" e CD8" possuem o0
papel de protecdo através da secrecdo de Interferon-y (IFN-y) (LOOMIS e
STARNBACH, 2002). Portanto, segundo Bobo et al. (1997); Debattista et al. (2003);
Loomis e Starnbach (2002); Ramsey et al. (2001); Shemer e Sarov (1985), na historia
natural da infeccdo clamidial, ha uma forte ligacdo do desenvolvimento do ciclo
intracelular da clamidia com a resposta imune, como a presenca de IFN-y.
Provavelmente, as atividades mediadas pelo IFN-y inibem o crescimento da clamidia

em pessoas infectadas. No entanto, experimentos em humanos e em animais
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demonstraram que essas atividades frequentemente resultam em clearance incompleta
de C. trachomatis, portanto, a resposta inflamatéria por secretar IFN-y podera resultar
em resposta patoldgica. De acordo com Paavonen (2004), o dano tecidual é resultado do
reconhecimento imune de antigenos especificos expressos pelo o organismo. Porém, a
infeccdo cronica do trato genital superior podera ser também resultado de falhas ou
enfraquecimento da acdo das células T helper-1 (Th-1) e/ou resposta hiperestimulada
das células Th-1. Beatty; Morrison e Byrne (1994); Paavonen e Lehtinen (1996)
relataram que a inducdo da resposta celular pela Th-1 ou Th-2 podera ser um fator
determinante na patogénese clamidial. A Th-1 induz a acdo do IFN-y e altas
concentracdes do IFN-y ja foram detectadas em secre¢oes endocervicais de pacientes
com cervicites e no soro de pacientes com DIP por clamidia. Embora Darville e Hiltke
(2010), em um estudo de revisao, explicarem que é essencial a participacdo e a resposta
da célula T na defesa do hospedeiro durante o processo de patogénese por C.
trachomatis, o grau de resposta imune da célula T no processo de infec¢do primaria
aumenta progressivamente com as subsequentes infec¢es, promovendo assim, danos
nos tecidos e a formacéo de cicatrizacao.

Segundo Alberts et al. (2004); Paavonen (2004), a regulacdo da producdo de
citocinas secretadas pelas células Th efetoras, é essencial para 0 sucesso na resposta
imune quando relacionados a infeccdo por patdgenos intracelulares. Deficiéncias na
producdo ou na atividade das citocinas podem estar associadas com processo
inflamatdrio no hospedeiro, apresentando assim, falhas no sistema imunoldgico. De
acordo com Rasmussen et al. (1997), o crescimento intracelular é requerido e a resposta
do processo inflamatdrio pelas citocinas € mantida durante o ciclo de desenvolvimento
clamidial.

Por isso, pode-se concluir que tanto a resposta humoral e a resposta imune
mediada por células s@o importantes na protecdo a infeccdo por clamidia. A vacina
contra a clamidia deverd induzir anticorpos na superficie da mucosa para bloguear a
entrada do CE pelo o epitélio (De la MAZA e PETERSON, 2002).

Em diversos trabalhos ja foi descrito que os anticorpos sdo capazes de
neutralizar a clamidia, inibir sua adesdo a superficie celular e impedir a mudanca de CE
para CR no fagossomo. As células apresentadores de antigenos (APC), presentes no
local da infeccdo, podem apresentar fragmentos de peptideos da clamidia ao complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe 1 aos linfocitos T CD4" (LOOMIS e
STARNBACH, 2002). A ativacéo das células T CD4" pode tanto inibir a replicagdo da
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C. trachomatis como estimular a funcdo de protecdo celular através do processo
imunoldégico e inflamatério (LOOMIS e STARNBACH, 2002). A funcdo principal das
células T CD4" é de promover a ativacdo das células B, células CD8" e outras células
do processo inflamatdrio. Porém, Cotter et al. (1995); Ramsey; Soderberg e Rank
(1988) descreveram em seus estudos que a deficiéncia de células B diante da infeccao
clamidial em ratos, demonstrou que o anticorpo ndo é requerido para a resolugdo da
infeccdo do trato genital ou para resisténcia a reinfecgdo do trato genital. Portanto, esse
fato ndo indica que o anticorpo ndo seja um componente importante para a protecdo do
animal imunocompetente, mas serve como parametro de que o anticorpo, por si s0, ndo
é suficientemente capaz de prevenir a infecgdo. Ainda mais, Morrison e Morrison
(2001), relataram que a imunidade a reinfeccdo no trato genital por clamidia nédo
depende exclusivamente dos linfocitos CD4" e CD8".

O IFN-y possui atividades que parece limitar o processo infeccioso por clamidia.
Segundo Gupta et al. (1994); Murray et al. (1989) o IFN-y inibe a replicacdo de C.
trachomatis através de 3 mecanismos. Primeiramente, 0 IFN-y induz a expressdo de
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), que é uma enzima hospedeira que degrada o
estoque intracelular do triptofano. Como a clamidia ndo possui habilidade de produzir
triptofano, a inducdo do crescimento de IDO pelo o IFN- y limita o crescimento
intracelular clamidial. O IFN-y também regula a expressdo de 6xido nitrico sintetase
(iNOS), que catalisa a producdo de varios intermediarios reativos de nitrogénio, como
por exemplo o éxido nitrico (NO) (LIEW e COX ,1991; LIEW, 1994). E, finalmente, o
IFN- vy ndo regula o receptor que expressa a transferrina na superficie das celulas
infectadas, resultando em uma deficiéncia intracelular de ferro que também é
considerado como um fator de limitacdo a replicacdo da C. trachomatis (BYRD e
HORWITZ, 1993).

Por isso, Pal et al. (2001) e Peterson et al. (1988) esclarecem que 0 mecanismo
envolvido na destruicdo da clamidia ainda ndo esta bem definido. Sabe-se que os
anticorpos poderdo prevenir o desenvolvimento da infec¢do ou interferir o ciclo de

crescimento da clamidia na célula eucariota.
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2.9.2 - Desenvolvimento de vacina anti-clamidial e a identificacdo de proteinas

imunodominantes reconhecidas por células T humanas

O desenvolvimento de vacinas contra C. trachomatis ainda é um desafio. A falta
de adjuvantes (veiculo estimulador inespecifico de resposta imune) como alvo para
producdo de vacinas, o conhecimento limitado em saber quais os antigenos de C.
trachomatis induzem uma resposta imune de protecdo e ferramentas para a manipulacéo
genética de Chlamydia spp., introduzem a complexidade no processo de
desenvolvimento de vacinas (IGIETSEME; BLACK e CALDWELL, 2002). Segundo
Millman et al. (2004) a variacdo genética do ompA, o gene que codifica a MOMP, a
diversidade e evolucao dos epitopos da MOMP entre a populacdo encontrada com DST
é pouco conhecido. A MOMP tem sido o foco principal de estudo por possuir variantes
soroldgicos (sorotipos /gendtipos); estimula as células T para a producdo de anticorpos
e adere e invade as células hospedeiras com tropismo celular (LEE et al., 2006).
Portanto, de acordo com alguns estudos, a MOMP tem sido o foco de estudos
epidemioldgicos de C. trachomatis e a candidata principal para a producdo de vacina. O
ompA codifica e exibe uma extensa sequiéncia de variagdes ou segmentos de DNA onde
pode ser localizada quatro regiGes de dominios variaveis (VDI a VDIV) em diferentes
genotipos. Analises de sequéncias revelaram trés regides que possui uma superficie
exposta com presenca de peptideos antigénicos (epitopos imunogénicos) importantes
para producdo de vacina (GAO et al., 2007; HSU et al., 2006; LEE et al., 2006). Ao
seqlienciar os quatro segmentos variaveis, foi identificado diferencas nas sequiéncias no
mesmo genotipo de C. trachomatis. De acordo com alguns estudos, a anélise molecular
epidemioldgica é considerada importante na identificacdo de grupos de alto risco (HSU
et al., 2006; LEE et al., 2006).

O esclarecimento da imunobiologia de Chlamydia muridarum em modelos de ratos
infectados por clamidia, esta facilitando imensamente a retomada do esforco para
desenhar a vacina contra a infecgdo causada pela C. trachomatis. Atualmente, a selecéo
de antigenos que estimulam as células CD4" Th1 é o centro de um desenho estratégico
para a producéo de vacinas recombinantes (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005). Até o
presente momento, poucas proteinas imunodominantes especificas para C. trachomatis
foram identificadas (STAG et al.,, 1993). Segundo Stambach et al. (2003), a
identificacdo e utilizacdo de proteinas na protecdo imune contra a infec¢do pela C.

trachomatis € considerada importante e nos ultimos 7 anos houve progresso
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consideravel com relacdo a caracterizacdo de 8 proteinas alvos para o reconhecimento

da célula T. Stambach et al. (2003) relataram em um estudo com ratos que a formacao

de protecdo parcial contra a infeccdo pela C. trachomatis através da inclusdo de

membrana associada a proteina CrpA (cysteine-rich protein A) com epitopos de células

T CD8" séo especificos para C. trachomatis. Semelhantemente, foi demonstrado em um

outro estudo, uma inclusdo de membrana associada a proteina de C. trachomatis, a

Capl (class | accessible protein 1) com epitopos de células T, apresenta alta homologia

entre os sorotipos de C. trachomatis (FLING et al., 2001). Dentre os candidatos

antigénicos que contém epitopos de células T conhecidos, sao eles:

A MOMP (Proteina de Membrana Externa ou Mayor Outer Membrane Protein)
constitui aproximadamente 60% do total da massa da membrana externa da
proteina e contém varios epitopos de células CD4" e CD8". A MOMP ¢
considerada o alvo principal da resposta T celular para C. trachomatis, soro
especifica, a mais estudada e a mais forte candidata para a elaboracdo de vacinas
(BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; CAMPBELL et al, 1990;
CHRISTIANSEN; OSTERGAARD e BIRKELUND, 1994; KIM e DeMARS,
2001; MILLMAN et al., 2004; STAG et al., 1993; SU e CALDWELL, 1991).

A OMP2 (Outer-membrane protein 2), é considerada também um antigeno
imunodominante com epitopos de células CD4* e CD8*. A OMP2 é considerada
alvo para a resposta T celular do sistema imune para as infec¢des causadas pela
C. trachomatis e C. pneumoniae (FREIDANK et al., 1993; NEWHALL;
BATTEIGER e JONES, 1982; WAGER et al., 1990).

A CHSP60, proteina de choque térmico 60 (chlamydial heat shock protein 60),
principal componente clamidial, estd associada com seqlielas de longa duragéo
nas tubas uterinas. A presenca da CHSP60 na membrana externa do corpo
elementar ocorre durante o processo de modificagcdo intracelular do corpo
reticular para corpo elementar. Individuos com predisposicdo genética
apresentando resposta imune deficiente poderdo desencadear um ciclo
persistente de infecgdo associada com uma continua estimulacdo antigénica na
inflamacdo cronica, podendo resultar em cicatrizacdo nas tubas uterinas
(KINNUNEN; PAAVONEN e SURCEL, 2001).
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e PmpD, proteina de membrana polimoérfica D (polymorphic membrane protein
D) é considerada potencialmente antigénica e contém epitopos de células T
(BRUNHAM e REY-LADINO, 2005). A funcéo e o desenvolvimento das Pmps
nas clamidias permanecem desconhecidos. De fato é desconhecida, se a variagdo
evidenciada na seqiiéncia do genoma € utilizada pela bactéria durante o ciclo de
desenvolvimento para interagir com a célula hospedeira ou entre as cepas
(GRIMWOOD; OLINGER e STEPHENS, 2001).

Segundo Clifton et al. (2004); Dongre et al. (2001), componentes de C.
trachomatis do Sistema de Secre¢do Tipo Il (Components of the C. trachomatis Type
I11 Secretion System) fazem parte do principal mecanismo de viruléncia do organismo.
As proteinas secretadas por este sistema entram no citosol, se replicam dentro da APC e
sdo apresentadas para moléculas de MHC classe | (Moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade), estimulando uma resposta citotoxica ou células T CD8",

A criacdo de vacinas para estimular a imunidade protetora contra C. trachomatis
e outros patdgenos bacterianos intracelulares requerem uma incorporacdo de varios
antigenos (Tabela 2). As misturas de antigenos deverdo estimular o sistema imune,
incluindo as células de linfécitos T CD4" e CD8" e producio de anticorpos (LOOMIS e
STARNBACH, 2002). Aproximadamente 8% a 57% das amostras clinicas de doencas
sexualmente transmissiveis sdo misturas de diferentes infeccdes (ALZHANQV et al.,
2007; BAILEY et al., 1994; DEAN et al., 1992; DEAN et al. 1995; SPAARGAREN et
al., 2005). Brunham e Rey-Ladino (2005); Loomis e Starnbach (2002) relataram que a
producio de células T CD4" e possivelmente as CD8" que produzem a IFN-y, bem
como as células B em ratos infectados por C. muridarum, séo requeridas para acabar e
prevenir as infecgdes e as reinfeccdes, respectivamente. Entretanto, as respostas imunes
associadas com infecgdes persistentes por C. trachomatis parecem induzir a formagéo
de patologias, resultado de uma inflamacéo cronica e formacao de lesdo tissular. Assim,
a pesquisa entre a imunidade preventiva e imunidade associada & patogénese por C.
trachomatis no hospedeiro, mostra ser de grande impacto para futura criacao de vacinas.

Segundo Brunham e Rey-Ladino (2005); Millman et al. (2004), a pesquisa para
desenvolvimento de vacinas contra as infec¢fes por C. trachomatis continua sendo uma
tarefa complexa. Todavia, houve progresso nos ultimos anos a identificacdo de varios
antigenos de C. trachomatis como candidatos potenciais vacinais. Entrican; Buxton e

Longbottom (2001) descreveram que a producdo de vacinas esta voltada a pesquisa
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genética ou de DNA com a finalidade de induzir a imunidade protetora em varios

modelos de animais. Embora, Brunham e Rey-Ladino (2005) terem relatado sucesso em

regimes de imunizacdo em ratos envolvendo a aplicacdo de DNA e proteinas, a

aplicacdo em humanos continua sendo obscura.

As multisubunidades de proteinas vacinais parecem ser mais eficazes em relagéo

as vacinas baseados num Unico antigeno. Futuramente, os candidatos as vacinas anti-
clamidiais seriam compostas de varios antigenos (BRUNHAM e REY-LADINO, 2005).

Tabela 2 — Proteinas de Chlamydia trachomatis reconhecidas por células T humanas e por ratos.

Proteina

CrpA

Capl

MOMP

OMP?2

HSP60

YopD
homdloga

Enolase

PmpD

CrpA - cysteine-rich protein A; Capl- class | accessible protein; MOMP — major outer membrane protein; OPM2 — outer
membrane protein; HSP60 — heat-shock protein 60; YopD homologue- homéloga de Yersinia pseudotuberculosis YopD;

Peso

Molecular

em Kda

15

30

40

ND

46

160

Local

encontrada

Incluséo de
membrana
Incluséo de
membrana

Membrana

Membrana

Citoplasma

Membrana

ND

Membrana

Células que reconhecem

as proteinas

Células T CD8" (pool)
Células T CD8" (pool)
Clones-Céls T CD8"
(pool) Clones-Céls T
CD8" (pool)
Clone-Célula T CD8"

Clone-Célula T CD4*
Céls T CD4" e T CD8"

Céls T CD4"

Céls T CD8" (pool)

Clone-Céls T CD4"

Clone-Céls T CD4"

Clone-Céls T CD4*

Fonte de células T

Células T-em ratos infectadas
por C. Trachomatis

Células T-em ratos infectadas
por C.trachomatis
CMSP-pacientes com tracoma
CMSP-pacientes infectadas por
C. trachomatis

CMSP-C. trachomatis-exposi¢do
em humanos Liquido sinovial de
pacientes com artrite reativa
Esplendcitos de ratos
imunizados com OMP2

CMSP de pacientes com artrite
reativa

CMSP de pacientes com tracoma
Liquido sinovial de pacientes
com artrite reativa

Liquido sinovial de pacientes
com artrite reativa

Liquido sinovial de pacientes

com artrite reativa

PmpD — polymorphic membrane protein; CMSP — Células Mononucleares de Sangue Periférica; ND

FONTE: BRUNHAM e REY-LADINO, 2005.
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Embora tenha sido descrito que os genomas de Vvarias cepas de C. trachomatis
foram sequenciados, ha ainda pouca informacdo com relacdo a estrutura do gene desta
bactéria (ALBRECHT et al.,, 2010). Portanto, as caracteristicas genéticas de C.
trachomatis ainda estdo incompletas.

Dentre estes estudos, Gomes et al. (2004); Nunes et al. (2007) e Stephens et al.
(1998), comentam que embora, ainda exista uma falta de entendimento a associacao
genética ou diferengas protéicas, como também ao tropismo celular e propriedades
patogénicas entre varios genotipos de C. trachomatis, as analises feitas do genoma
completo de C. trachomatis revelam caracteristicas interessantes relacionada a
complexidade biol6gica da familia Chlamydiaceae. Vérios avancos correspondentes a
genética de C. trachomatis tem sido feitos desde a publicagdo de 1998 referente a
sequéncia do genoma da cepa e gendtipo D/UW-3/Cx (cepa oculo-genital) e a
viabilidade do genoma parcial do gendtipo L2 do linfogranuloma (CEVENINI,
DONATI e SAMBRI, 2002).

Segundo Stephens et al. (1998); Thomas et al. (1997), ja foram identificados os
genomas de duas espécies de clamidia. Em 2010, Albrecht et al.; Cevenini; Donati e
Sambri (2002); Stephens et al. (1998) e Thomas et al. (1997), descreveram o genoma
do gendtipo D de C. trachomatis no qual possui um contetdo com 58,7% de adenina-
timina, organizado num Unico cromossomo circular, com tamanho aproximado de
1.042,519 pares de bases (pb) com aproximadamente 894 genes codificadores, das quais
setenta sdo exclusivas de C. trachomatis e um plasmidio de 7,5 Kb (7493 pb). Ainda
mais, Everett; Hornung e Andersen (1999b) descreveram que o plasmidio exibe 60% a
80% de regido conservada entre as espécies. Os referidos autores Birkelund e Stephens
(1992) relataram que o DNA dos diferentes genoétipos da espécie C. trachomatis possuli
uma homologia de mais de 96%, porém, a homologia gendmica é reduzida entre a
espeécie C. trachomatis com outras espécies da mesma familia.

Thomson et al. (2008) descreveram que os genomas de clamidia exibem uma
capacidade elevada de codificagéo. Segundo Baehr et al. (1988) existe um elevado grau
de homologia dos genes que codificam as MOMP nos diferentes gendtipos. As regides
que apresentam a homologia dos genes sdo constantes, espacadas por quatro dominios
variaveis (VDI a VDIV) apresentando aproximadamente de 40 a 93 pb. As diferencas
nas sequéncias codificantes VDI a VDIV entre os genotipos conferem a variacdo
antigénica (CEVENINI; DONATI e SAMBRI, 2002). Tais segmentos variaveis contém
determinantes antigénicos especificos para sub-espécies e sorogrupos. Ainda mais, a
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variabilidade da seqtiéncia da MOMP provavelmente de deve a selecdo do hospedeiro
(meio) e da capacidade de adaptacdo bacteriana (STOTHARD; BOGUSLAWSKI,
JONES, 1998). Portanto, Yuan et al. 1989; Millman; Tavaré e Dean (2001) afirmam que
0 mapeamento dos epitopos demonstrou que os dominios (VD) contém determinantes
antigénicos que permitam a formacdo de anticorpos especificos de cada genotipo.

Em um estudo de reviséo de literatura, Biros et al. (2007); Cevenini ; Donati e
Sambri (2002); Paavonen e Eggert-Kruse (1999); Seth-Smith et al. (2009) descreveram
que o género Chlamydia compreende um grupo de bactérias, que além de possuir um
cromossoma, possui um plasmidio criptico (pCT) de aproximadamente 7 a 10 copias
altamente conservado, com menos de 1% de variacdo na sequéncia de nucleotideos.
Ainda mais, todos pCT de C. trachomatis codificam oito ORF - open reading frames,
que sdo regides codificadoras de genes com aproximadamente mais de 100 aminoacidos
intercaladas por pequenas regides ndo-codificadoras. As seqiiéncias ja se encontram
completas e disponiveis para os quatro sorotipos (L1, L2, L2a e L3) e por sua vez sao
altamente conservadas entre diferentes isolados.

Em 1997 Farencena et al. descreveram a auséncia de pCT na tentativa de
diagnosticar C. trachomatis pelo plasmidio. De acordo com o0s autores, essa informacéo
nos descreve um isolado menos virulento, pertencente ao genétipo de tracoma e que
cresce bem in vitro. Somente um plasmidio de uma cepa pertencente ao linfogranuloma
venereum foi completamente descrito e caracterizado. Por existir um elemento extra
cromossomal e, portanto considerado essencial para sua sobrevivéncia, sugere-se que a
clamidia possui uma vantagem no seu ciclo de vida ou até no processo da resposta
imune no hospedeiro (FARENCENA et al., 1997).

Embora haja pouca informacdo referente a disseminacdo da cepa mutante
(KLINT et al., 2007), Seth-Smith et al. (2009) relataram uma descoberta de uma nova
variante plasmidial. A descoberta foi em 2006 na Suécia e a variante apresenta uma
delecdo de 377 pb na primeira seqiiéncia de codificacdo do plasmidio, resultando em
uma falha na deteccédo. O resultado negativo de diagnostico nem sempre demonstra uma
diminuicdo de pessoas infectadas. Segundo Herrmann et al. (2008), a descoberta das
variantes nas cepas de C. trachomatis pertence ao genétipo E.

Uma analise comparativa das sequéncias plasmidial revelou a regido mais
conservada. Segundo os autores Seth-Smith et al., a segunda regido de codificacdo do
plasmidio é altamente conservada. O plasmidio é considerado o alvo importantissimo

para os testes de diagnostico, pois possui resisténcia contra danos oriunda da nuclease e



Revisdo Bibliografica 56

como ja foi descrito anteriormente, possui até 10 cdpias por genoma (SETH-SMITH et
al., 2009). Cada plasmidio possui uma Unica ou exclusiva sequéncia, de acordo com o
seu genotipo, porém as diferencas entre alguns sdo minimas. Além disto, as
modificacdes apresentadas na nova variante plasmidial e que sdo consideradas
significativas, estdo sendo disseminadas. Analises filogenéticas de plasmidio clamidial
indicam que sua linhagem evolucionaria sdo de plasmidios de outras espécies de
clamidia (THOMAS et al., 1997).

Ainda mais, ja foi comprovado que o plasmidio ndo é considerado essencial para
o ciclo de vida da bactéria, uma vez que isolados clinicos de C. trachomatis sem a
presenca do plasmidio ja foram descritos (FARENCENA et al., 1997; STOTHARD;
BOGUSLAWSKI e JONES, 1998; THOMAS et al., 1997).

2.11 - Gene ompA de Chlamydia trachomatis

A Proteina de Membrana Externa (MOMP) é uma das principais componentes
estrutural de C. trachomatis e € responsavel pela a integridade estrutural do corpo
elementar de infecgdo extracelular e na converséo do desenvolvimento do corpo
reticular intracelular (LYSEN et al., 2004). A MOMP, reconhecido como o antigeno
imunodominante codificado pelo o gene ompA, exibe uma extensa area de variacao
nucleotidica sendo por sua vez, conferido por quatro dominios variaveis (VDI a VDIV)
(JURSTRAND et al., 2001). Esses dominios contém peptideos antigénicos expostos na
superficie da membrana da bactéria (LYSEN et al., 2004). Conforme a descri¢do do
Yang et al. (2010), as sequéncias nucleotidicas nos dominios VDI e VDIl sdo
suficientemente diferentes em todos 0s genotipos. Yang et al. (2010), em uma curta
comunicacdo, sugerem que as mutacGes ocorrem frequentemente entre os genotipos.
Essas mutacOes podem indicar diferencas imunogénicas entre as MOMP de genotipos
de C. trachomatis.

Descrito como um gene de Unica cOpia, 0 gene ompA, é um dos genes mais
polimérficos conhecidos entre as bactérias. Variagdes acima de 25% tem sido detectada
na sequéncia do ompA, conferindo assim uma sequéncia nucleotidica de polimorfismo.
Sendo assim, a MOMP ¢ considerada como alvo principal de resposta imune em
humano (BRUNELLE e SENSABAUGH, 2006).
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De acordo com Brunelle e Sensabaugh (2006), estudos apontam discordancia
entre as cepas e a analise filogenética do ompA. Dentre estes acometimentos apontados
acima, ainda ndo h& explicagbes com relagdo as caracteristicas bioldgicas de C.
trachomatis. Uma possivel explicacdo se deve a recombinacdo do gene ompA entre as
cepas pertencente a C. trachomatis. Ha evidéncias de recombinacdo génica com outros
genes pertencentes ao genoma de C. trachomatis que consequentemente podera
produzir outras combinagdes de perfil fenotipico (BRUNELLE e SENSABAUGH,
2006). Portanto, a relacdo filogenética e o0 género ou tipos de C. trachomatis é pouco
compreendida. Segundo Kaltenboeck; Kousoulas e Storz (1993), menos de 10%
apresentam similaridade de DNA cromossomal entre as espécies de clamidia. Enquanto
que, aproximadamente 68% do gene ompA € idéntico entre C. psittaci e C. trachomatis
e entre C. pneumoniae e C. trachomatis, 71% do ompA é idéntico entre C. psittaci e C.
pneumoniae.

Ainda mais, Geisler; Morrison e Bachmann (2010), relataram que as cepas de C.
trachomatis podem ser diferenciadas pela a composicdo da OmpA. Sendo assim,
aproximadamente 20 tipos e variantes da OmpA ja foram identificadas. Portanto,
acredita-se que o tropismo e a habilidade de C. trachomatis de estabelecer a infec¢do ou
de persistir em tecido do hospedeiro esta diretamente ligada a composi¢cdo da OmpA e
as caracteristicas imunogenéticas do hospedeiro.
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3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Identificar os genotipos de C. trachomatis a partir de amostras positivas para
DNA plasmidial em mulheres com diagnostico de infertilidade e em gestantes atendidas

em Manaus — Amazonas.

3.2 - Objetivos Especificos

Avaliar as caracteristicas das mulheres inférteis e gestantes estudadas;

= Desenhar iniciadores que amplifiqguem o gene ompA;

= Comparar os iniciadores desenhados neste estudo com os iniciadores descritos

na literatura;

= Amplificar o gene ompA das amostras positivas para C. trachomatis;

= Sequenciar a regido amplificada do gene ompA, codificador da membrana de

proteina externa (MOMP) de C. trachomatis;

= Determinar a frequéncia dos gendétipos encontrados nos dois grupos estudados;

= Analisar a variabilidade genética nas sequéncias do gene ompA;

= Analisar filogeneticamente as seqiiéncias do dominio variavel Il do gene ompA

identificadas neste estudo e comparar com as demais seqliéncias depositadas no
GenBank.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Consideragdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas (CEP/UFAM) no dia 13 de agosto de 2012, conforme
a resolucdo do CAAE n° 0194.0.115.000-08 (ANEXO A) e desenvolvido no Laboratério
de Diagnostico Molecular do Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM).

4.2 - Populagdo em estudo

Fizeram parte deste estudo uma populacdo de 96 pacientes inférteis atendidas na
Clinica de Reproducdo Humana (Clininfert) e 53 gestantes que procuraram o ambulatério
de pré-natal do Hospital Universitario Dona Francisca Mendes situado na zona norte na
cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas (AM). O estudo com a populacdo de
mulheres inférteis, situado na zona centro-sul na cidade de Manaus, capital do estado do
Amazonas (AM) ocorreu no periodo de 04 de abril de 2008 a 21 de dezembro de 2011.

Este trabalho de pesquisa é um estudo molecular de genotipagem de C. trachomatis
em que os dados obtidos sdo mostrados de forma descritiva.

Amostras de 96 mulheres inférteis foram coletadas por uma médica especialista na
clinica particular, Clininfert, a partir do diagnostico clinico, de imagens e laboratorial.
Enquanto as amostras de 53 mulheres gestantes foram coletadas no ambulatério de pré-
natal de baixo risco do Hospital Dona Francisca Mendes, advindas de dissertacdo de
mestrado de Alfaia (2005). As amostras de gestantes foram mantidas no biorepositério do
Centro de Apoio Multidisciplinar — CAM/UFAM e autorizadas para utilizagdo neste
trabalho.

4.3 - Critérios de Inclusédo (INFERTILIDADE)

Os criterios utilizados para as pacientes que buscaram tratamento de infertilidade
teve seguimento nesta ordem: ter o diagnédstico de infertilidade confirmado pela médica

especialista; ter residéncia no estado do Amazonas ha pelo menos um ano; mulheres em
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idade reprodutiva que ndo conseguiram conceber por um periodo minimo de um ano de

tentativa.

4.4 - Critérios de Exclusdo (INFERTILIDADE)

Os critérios de exclusdo das participantes de infertilidade seguem na seguinte
ordem: a desisténcia da paciente em participar da pesquisa; mulheres com menos de um
ano de tentativa para concepg¢do; mulheres que apresentaram sangramento vaginal;
mulheres que tiveram relacdo sexual nas Gltimas 72 horas; mulheres em uso de cremes

vaginais e de antibidticos.

4.5 - Critérios de Inclusdo (MULHERES GESTANTEYS)

Os critérios de inclusdo para mulheres gestantes sdo: estar gravida no terceiro
trimestre (29 a 41 semanas e seis dias de idade gestacional); freqlientar o ambulatorio de
pré-natal de baixo risco no Hospital Universitario Dona Francisca Mendes; residir em

Manaus pelo menos 1 ano.

4.6 - Critérios de Exclusdo (MULHERES GESTANTES)

Foram excluidas as participantes gestantes: mulheres com duracdo gestacional menor
do que 28 semanas e 6 dias; uso de antibidtico devido a outra infecgdo diagnosticada ou
com historia de uso nos Gltimos 30 dias; gestantes que tiveram relacdo sexual nas Gltimas
72 horas; gestantes em uso de cremes vaginais; gestantes com sangramento vaginal;
gestantes com diagndstico de placenta prévia e com diagnostico ou suspeita clinica de

ruptura prematura de membranas.
4.7 - Obtencdo e processamento de amostras bioldgicas
O processamento de todas as amostras (Figura 6) foi realizado pela pesquisadora

responsavel pelo projeto no Laboratério de Diagnostico Molecular do Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM) — Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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Com auxilio de escovas endocervicais (cyto-brush) foram coletadas amostras
endocervicais. Essas amostras foram imediatamente acondicionadas em 400 uL de solugéo
tampéo (TE) (Tris HCI 10 mM e EDTA 1 mM) e mantidas no gelo até o momento do
transporte para o laboratério onde foram congeladas a —20°C até 0 momento da extracéo
do DNA (GRIFFAIS e THIBON,1989). Abaixo segue o fluxograma das atividades
laboratoriais realizadas.

Coleta de
amastras

Extracio do
DA

PCR p/ DMNA
Gendmico
Humano

FCR pf Detecgao do ONA Plasmidial
de Chiamydia trachamatis-CT

PCR Negativo FCR Positivo
psS DA p/f DNA
Plamidial CT Flamidial CT

FHEp

Genotipagem

Uso com primers
descritos MRO # NLO

para o estudo  OmpAF

Primers novos desenhados
CmpAR

Uso com primers descritos Uso com primers
[mested - PCR NRI1 f MLI; desenhados (mested -
Pctm3 / Sero 24 cmpAnzl ompAnsl

Figura 6 - Fluxograma da obtenc&o e processamento de amostras bioldgicas.
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4.8 - Extracdo do DNA das amostras

Antes de iniciar a amplificacdo do DNA bacteriano da C. trachomatis, as amostras
foram submetidas a um processo de extracdo do DNA. As amostras foram descongeladas
de forma gradual e deixadas a temperatura ambiente. Em seguida, preparou-se a solucéo de
tampdo proteolitico TPK'. Aos 400 pL da amostra adicionou-se 400 pL da solugdo de
TPK® e em seguida foi levada ao banho-maria & 56°C por 1 hora e fervura por 10 minutos.

As amostras assim preparadas foram mantidas a —20°C até a sua utilizacdo
(BAUER e MANQOS, 1998). Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA pelo
método Fenol: Cloroférmio (SAMBROOK; FRITSCH e MANIATIS, 1989) (ANEXO B).

4.9 - Amplificagéo Controle do DNA Humano (PCR)

Para certificar-se que o processo de extracdo foi eficiente e como forma de controle
da presenca do DNA cromossomal humano amplificavel, foi realizada uma reacdo de PCR
utilizando iniciadores 1SO05G, que amplificam uma regido microsatélite (GATA)13 do
gene da golgina localizado no cromossomo 15 humano desenvolvidos por Pontes; Angelo
e Astolfi Filho (2003).

4.10 - Sistema de PCR para Controle do DNA Humano

O sistema de PCR continha o volume final de 20,0 uL, composto por seguintes
componentes: 2,2 uL H,O Ultra-purificada; 2,5 uL do Tampé&o da enzima 10X; 2,5 uL de
dNTP 2,5 mM; 2,5 uL de MgCl, 20 mM; 5,0 uL de iniciadores (Primers) 1ISO05G 5 pmol;
0,3 pL da enzima Tag DNA polimerase 5U/uL e 5,0 uL da amostra de DNA.

1 900 pL de TE (Tris HCI 50 mM + EDTA 1 mM) pH 8,0
100 pL de Tween 20%
20 pL proteinase K 10 mg/mL).
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A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Applied Biosystems — Veriti 96

well Thermal Cycler programada da seguinte maneira:

Pré-desnaturacdo por 2 minutos a 95°C;

e Desnaturacéo por 1 minuto a 95°C;

e Anelamento por 1 minuto a 55°C; 40 ciclos de amplificacdo
e Extensdo por 1 minuto a 72°C;

e Extensao final por 5 minutos a 72°C.

O termociclador foi programado, para ao final dos ciclos conservar as amostras que
foram amplificadas a 4°C até que fossem retiradas e congeladas.
Apds a amplificacdo com iniciadores 1ISO05G os amplicons foram visualizados em

gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etideo 1pg/mL.

4.11 - Amplificacdo do DNA Plasmidial da Chlamydia trachomatis (PCR)

Para a pesquisa da C. trachomatis utilizou-se a técnica de PCR. O par de
iniciadores, KL1 (Forward primer) e KL2 (Reverse primer), que amplificam um fragmento
de 241 pb, foi utilizado para a amplificacdo da sequéncia alvo do DNA plasmidial
(MAHONY et al., 1993; SCHACHTER, 1997) (Tabela 5). Um teste confirmatorio das
amostras de PCR positivas do DNA plasmidial de C. trachomatis foi realizado utilizando
os iniciadores: CTP1 (Forward primer) e CTP2 (Reverse primer), que amplificam um
fragmento de 201 pb) (Tabela 3).

Tabela 3 — Sequiéncia dos iniciadores KL1 e KL2 / CTP1 e CTP2.

Oligonucleotideos  Sequiéncia do Iniciador 5 — 3’ Tamanho do amplicon
]

KL1 TCCGGAGCGAGTTACGAAGA

KL2 AATCAATGCCCGGGATTGGT 241p0
CTP1 TAGTAACTGCCACTTCATCA
CTP2 TTCCCCTTGTAATTCGTTGC 201pb

FONTE: MAHONY et al., 1993; SCHACHTER, 1997.
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4.12 - Sistema de PCR para detectar DNA plasmidial da Chlamydia trachomatis

O sistema de reacdo foi composto de 5,0 uL de DNA; 5,0 uL do Tampdo 10X; 2,0
puL de MgSO4 50 mM; 1,0 pL de dNTP 10,0 mM; 5,0 pL do iniciador KL1 5 pmol; 5,0 uL
do iniciador KL2 5 pmol; 0,2 pL de Platinum® Tagq DNA polymerase High Fidelity da
Invitrogen Life Tecnologies 5U/uL e 26,8 uL de agua ultra-purificada totalizando o
volume de 50 pL. O sistema de reagéo para confirmar a amplificagdo do DNA plasmidial
foi o0 mesmo, com uma Unica diferenca de substituir os iniciadores KL1 5 pmol e KL2 5
pmol por CTP1 10 pmol e CTP2 10 pmol.

O controle negativo consistiu em &gua ultra-purificada e o controle positivo
consistiu em amostra positiva sequenciada para DNA de C. trachomatis, extraido de
amostra isolado do trato genital feminino, cedida do acervo de amostras armazenado no
Laboratorio de Diagnostico Molecular do CAM da UFAM.

A amplificagdo do DNA plasmidial de C. trachomatis utilizando os iniciadores
KL1 e KL2 foi processada em termociclador Applied Biosystems — Veriti 96 well Thermal

Cycler programada para realizar o seguinte termociclagem:

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

e Sintese a 68°C por 2 minutos.

Na sintese final, deixou-se mais uma temperatura de sintese a 68°C por 5 minutos.
Ao término dos ciclos, o termociclador foi programado para conservar as amostras numa
temperatura de 4°C.

A termociclagem utilizada para os iniciadores CTP1 10 pmol e CTP2 10 pmol foi:

e Pré-desnaturacdo a 95°C por 4 minutos;

e Desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; 40 ciclos de amplificacao
e Anelamento a 58°C por 1 minuto;

e Sintese a 68°C por 1:30 minutos;

e Sintese final 68°C por 4 minutos.
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4.13 - Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos produtos de PCR para
pesquisa de C. trachomatis com iniciadores desenhados

Para a visualizacdo dos produtos amplificados pela técnica de PCR para a pesquisa
de DNA de C. trachomatis, recorreu-se a técnica de eletroforese em gel de agarose 2,0%
em solugcdo Tampéo 1X. Para a eletroforese, misturou-se 10uL de cada produto de PCR
com 5 pL de uma solugdo de azul de bromofenol (TEB 5X). As amostras foram
consideradas positivas quando apresentaram banda correspondente a 241 pb (KL1/KL2) e
201 pb (CTP1/CTP2), comparando ao marcador de peso molecular na posicao

correspondente.

4.14 - Genotipagem através da seqUéncia do ompA em amostras isoladas de C.

trachomatis

4.14.1 - Iniciadores usados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a

amplificacdo do ompA

Com a finalidade de genotipar as amostras positivas de C. trachomatis, foi realizada
a amplificacdo do gene ompA por PCR utilizando-se os iniciadores NLO e NRO seguida
de nested-PCR com os pares de iniciadores Pctm3 e Sero2A e NLI e NRI (Tabela 6),
respectivamente. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etideo (1,0 pg/mL), evidenciando-se uma banda
correspondente a 1.130 pb e 1.014 pb, respectivamente.

A Tabela 4 mostra as sequéncias dos iniciadores utilizados na genotipagem de C.
trachomatis (GOMES et al., 2004; HSU et al., 2006; NGANDIJIO et al., 2004).
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Tabela 4 — Iniciadores usados na PCR do ompA.

Gene .- ia A ) , Localizacdo do gene  Tamanho

ompA Iniciador Seqiiéncia do iniciador (5' — 3") - (ob)
NLO ATGAAAAAACTCTTGAAATCG la?2l- 1.130

Primeira
Reacéo NRO CTCAACTGTAACTGCGTATTT 1108 a 1128+ 1.130
Pctm3 TCCTTGCAAGCTCTGCCTGTGGGGAATCCT 55 a 84 1.014

Nested-
PCR Sero2A TTTCTAGATTTCATTTTGIT 1068 a 1049: 1.014
NLI GTATTTGCCGCTTTGAGTTCTGCTTC 31a51? 1.014

Nested-
PCR NRI CCGCAAGATTTTCTAGATTTC 1073 a 1053? 1.014

* Baseada na seqiéncia do sorotipo D (GenBank no. AE001273).
FONTE: GOMES et al., 2004; HSU et al., 2006; NGANDUIO et al., 2004.

4.15 - Sistema de PCR para a amplificacdo do ompA

No sistema de PCR para a amplificacdo do gene ompA da C. trachomatis, foi
utilizada uma enzima de alta fidelidade a Platinum® Tag DNA polymerase High Fidelity
da Invitrogen Life Tecnologies. Em cada reacdo utilizou-se como controle negativo um
branco de reacdo, ou seja, no lugar do DNA utilizou-se agua ultra-purificada. Para o
controle positivo, utilizou-se uma amostra comprovadamente positiva e ja sequenciada
pelo Laboratério de Diagnostico Molecular da UFAM. Em seguida, realizou-se a nested-
PCR com os iniciadores NRI/NLI e Sero2A/Pctm3.

O sistema de reacdo de PCR na primeira reacdo e na nested-PCR foi composto de
5,0 uL e 2,5 pL de DNA, respectivamente; Tampéo 10X; MgSO4 50 mM; dNTP 10 mM;
para cada iniciador 10 pmol (NLO/NRO; Pctm3;Sero2A e NRI/NLI); Platinum® Tag DNA
polymerase High Fidelity da Invitrogen Life Tecnologies 1.5U/uL e agua ultra-purificada
totalizando o volume de 25 pL.

A PCR foi processada em termociclador Applied Biosystems — Veriti 96 well

Thermal Cycler programada para realizar o seguinte termociclagem:
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= Pré-desnaturacdo a 95°C por 6 minutos;
= Desnaturac¢do a 95°C por 1 minuto;
* Anelamento a 45°C por 3 minutos; 40 ciclos de amplificacdo

= Sintese a 68°C por 2 minutos;

Na sintese final, deixou-se mais uma temperatura de sintese a 68°C por 5 minutos e
ao término dos ciclos programou-se o termociclador a 4°C para a conservagao das

amostras até a retirada das mesmas.

4.16 - Eletroforese em gel de agarose para visualizacdo dos produtos de PCR para

analise do gene ompA do DNA de C. trachomatis

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 0,8% em solucdo
Tampéo 1X, corado com brometo de etideo (1pg/pL) e revelados por luz ultravioleta. Para
a eletroforese, misturou-se 5 pL de cada produto de PCR com 3 uL de uma solugdo de azul
de bromofenol (TEB 5X) e 2 uL de agua ultra-purificada. Um dos pocos do gel foi usado
para aplicacio do marcador molecular de 1 Kb Ladder (INVITROGEN, Life
Technologies), que possui fragmentos de DNA de 500 pb a 12 Kb. O tamanho dos
produtos amplificados sdo aproximadamente de 1.130 pb (NLO/NRO) e 1.014 pb
(Pctm3/Sero2A e NLI/NRI), respectivamente (Tabela 4) (GOMES et al., 2004; HSU et al.,
2006; NGANDWIO et al., 2004).

4.17 - Desenho dos iniciadores que amplificam o gene ompA de C. trachomatis

As sequéncias nucleotidicas dos novos iniciadores utilizados para a amplificacéo do
gene ompA foram definidas a partir das sequéncias génicas de genotipos de C.
trachomatis, depositadas no banco de dados do NCBI (National Center of Biotechnology
Information) (http:/www.ncbi.nih.nml.gov). As sequéncias selecionadas no GenBank estdo
representadas conforme nimero de acesso: X52080.1; X16007.1; X62921.1; X62918.1;
X52557.1; AF063199.2; AF063202.2; AF063204.2; EU105066.1; AF063208.1;
AY950630.1.
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As sequéncias génicas foram alinhadas no programa Bioedit, com auxilio da
ferramenta ClustalW, onde pode ser gerada a sequéncia consenso que serviu de molde para
a escolha das sequéncias dos novos iniciadores. A escolha das melhores sequéncias de
iniciadores limitou-se a regides conservadas entre os genotipos analisados e assim
desenhamos os iniciadores. Essas regifes puderam ser identificadas com auxilio do
programa MEGA 4.0. As sequéncias de oligonucleotideos foram analisadas e editadas com
o0 auxilio das ferramentas Perl Primer, ClustalW e Primer 3.

Na Tabela 5 estdo descritas as sequéncias dos iniciadores desenhados utilizados na

reacao de genotipagem:

Tabela 5 - Iniciadores desenhados usados na PCR do ompA.

Gene Iniciador Sequéncia do iniciador (5°— 3°) Localizacdo do gene Tamanho (pb)
ompA
OmpAF  GGAGATCCTTGCGATCCTTGC 532 a 552 1.002
PF;LZ‘g;La OmpAR  CATCGATCAAGCGAGTCTCAAC 1555 a 1534 1.002
Nested- ompAnsl  CGACCGTGTTTTGRAAACWGATG 608 a 631 677
PCR ompAns2  GACCATTTAACTCCAATGTARGG 1286 a 1263 677

*baseada nas sequéncias de geno6tipos de C. trachomatis no GenBank.

4.18 - Teste dos iniciadores desenhados

A fim de testar a validade dos iniciadores foi feita a otimizacdo do PCR com
gradiente para determinar temperatura Otima de anelamento dos iniciadores. ApOs
avaliacdo da temperatura 6tima de anelamento foi estabelecido o sistema de PCR para a

amplificagdo do ompA com os novos iniciadores.

4.19 - Sistema de PCR para a amplificagdo do ompA com os iniciadores desenhados

O sistema de reacdo de PCR usando novos iniciadores foi 0 mesmo do sistema

anterior: 5,0 pL de DNA na primeira reacdo e 2,5 uL de DNA na nested-PCR; Tampéo
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10X; MgSO,; 50 mM; dNTP 10 mM; para cada iniciador 10 pmol (OmpAF/OmpAR,;
OmpAns1/OmpAns2); Platinum® Tag DNA polymerase High Fidelity da Invitrogen Life
Tecnologies 1.5U/uL e &gua ultra-purificada totalizando o volume de 25 pL.

O termociclagem da PCR seguiu 0 mesmo das reacdes anteriores, com uma unica
modificacdo na temperatura de anelamento dos iniciadores da primeira PCR com o0s
iniciadores OmpAF/OmpAR (TA = 68°C) e da nested-PCR com os iniciadores
OmpAns1/OmpAns2 (TA =62°C).

As PCR foram processadas também em termociclador Applied Biosystems — Veriti

96 well Thermal Cycler e programada para realizar o seguinte termociclagem:

Programa de termociclagem para a primeira reacao:

= Pré-desnaturacdo a 95°C por 6 minutos;

= Desnaturacao a 95°C por 1 minuto;

= Anelamento a 68°C por 3 minutos; 40 ciclos de amplificagdo
= Sintese a 68°C por 2 minutos;

= Sintese Final a 68°C por 5 minutos

Programa de termociclagem para a segunda reacao (nested-PCR):

= Pré-desnaturacdo a 95°C por 6 minutos;

= Desnaturacao a 95°C por 1 minuto;

= Anelamento a 62°C por 3 minutos; 40 ciclos de amplificagdo
= Sintese a 68°C por 2 minutos;

= Sintese Final a 68°C por 5 minutos

O termociclador foi programado, para ao final dos ciclos conservar as amostras que

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



Material e Métodos 70

4.20 - Eletroforese em gel de agarose para visualizacdo dos produtos de PCR para

analise do gene ompA do DNA de C. trachomatis com iniciadores desenhados

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 0,8%, corados com
brometo de etideo (1ug/uL) e revelados por luz ultravioleta. Para a eletroforese, misturou-
se 5 uL de cada produto de PCR com 3 pL de uma solu¢ao de azul de bromofenol (TEB
5X) e 2 uL de agua ultra-purificada. Um dos pocos do gel foi usado para aplicagdo do
marcador molecular de 1 Kb Ladder (INVITROGEN, Life Technologies), que possui
fragmentos de DNA de 500 pb a 12 Kb. O tamanho esperado dos produtos amplificados é
de aproximadamente 1.002 pb (OmpAF/OmpAR) e 677 pb (OmpAnsl/OmpAns2),

respectivamente.

4.21 - Purificacdo dos produtos amplificados

Na obtenc¢édo do tamanho de fragmento desejado, os produtos amplificados por PCR
foram submetidos a purificacdo ao utilizar as enzimas Exonuclease (Exo) e Fosfatase
Alcalina (Sap).

O sistema de purificacdo foi composto de 10,0 puL do produto da PCR; 6 uL do
produto de PCR; 0,34 uL da enzima Exo (3,3 U) e 0,66 pL da enzima Sap (0,66 U). Em
seguida incubou-se durante 30 minutos a 37°C; 15 minutos a 80°C e 1 minuto a 10°C
(temperaturas ideais para a acdo enzimatica) no termociclador Applied Biosystems — Veriti

96 well Thermal Cycler.

4.22 - Reagao de Sequienciamento dos produtos amplificados

As amostras foram sequenciadas no seqlienciador automatico ABI 3130 XL da
Applied BioSystems na UFAM. Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas pelo o
programa CLUSTAL W - BIOEDIT (THOMPSON; HIGGINS e GIBSON, 1994) com as
sequéncias nucleotidicas disponiveis no Banco de Dados Mundial — GenBank para que

haja a confirmacdo de cada seqliéncia para 0 gene ompA.
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As amostras purificadas, foram seqlienciadas nos segmentos variaveis do ompA
utilizando-se os iniciadores NLO ou NRO; Pctm3 ou Sero2A; NLI ou NRI; OmpAF ou
OmpAR; OmpAnsl ou OmpAns2. Os produtos purificados provenientes das reacdes acima
foram submetidas ao sequenciador automatico ABI 3130 XL da Applied BioSystems
contendo os seguintes reagentes para um volume final de 10 pL: 0,3 pL de Big Dye; 2,5
UL de Tampé&o; 2 L iniciador (10 pmol/uL); 3,2 pL de Agua Milli-Q autoclavada e 2 pL
do produto amplificado por PCR ¢50 ng de 1 a 2 Kb do produto). Apds a montagem da
reacdo de seqienciamento levou-se ao termociclador para realizar a seguinte

termociclagem:

» Pré-desnaturacdo a 96°C por 1 minuto;

= Desnaturagédo a 96°C por 10 segundos;

= Anelamento a 50°C por 15 segundos; 15 ciclos
= Sintese a 60°C por 75 segundos;

= Desnaturagédo a 96°C por 10 segundos;

= Anelamento a 50°C por 15 segundos;

= Sintese a 60°C por 90 segundos;

5 ciclos
= Desnaturacdo a 96°C por 10 segundos;
= Anelamento a 50°C por 15 segundos;
. . 5 ciclos
= Sintese a 60°C por 120 segundos;

= Manutencao/Hold a 10°C por tempo indefinido.

4.23 - Precipitacao dos produtos da reacao de seqiienciamento

Ao término da reacdo, foram adicionados aos produtos da reagdo 2,5 uL de EDTA
125 mM e 27,5 pL de etanol a 100% em cada po¢o de uma placa contendo 96 pogos com
volume final de reacdo de 10 puL. Em seguida, a placa foi selada e deixada em temperatura
ambiente durante 15 minutos e centrifugou-se durante 30 minutos a 2000 rpm em
centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel
absorvente. Aplicou-se um pulso na centrifuga com a placa invertida em papel absorvente
e adicionou-se 30 uL de etanol a 70% em cada amostra e a placa foi selada, novamente.
Apo6s a centrifugagdo durante 15 minutos a 4000 rpm em centrifuga refrigerada, o
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sobrenadante foi descartado e a placa foi invertida sobre papel absorvente e foi
centrifugada novamente durante 1 minuto a 140 rpm. A placa foi acondicionada em
termociclador a 37°C durante 15 minutos para que o produto do seqlenciamento

precipitado secasse.

4.24 - Preparo das amostras para analise no ABI

Ao término da precipitacdo, os produtos foram ressuspensos utilizando-se
Formamida Hi-Di da Applied Biosystems P/N 4311320. Portanto, adicionou-se 10 uL de
Formamida Hi-Di em cada amostra. Logo apds, a placa foi selada e vortexada e aplicou-se
um pulso na centrifuga. Em seguida, as amostras foram desnaturadas em termociclador
durante 2 minutos a 94°C e logo apds, a placa foi imediatamente colocada no gelo durante
2 minutos. Aplicou-se um pulso na centrifuga para remocao de bolhas de ar e removeu-se o
adesivo na placa. Apos este procedimento, a placa com a bandeja e tampa adaptadora
foram colocadas no “autosampler tray” (suporte onde a placa com as amostras ficam).

Apds a reacdo de seqlienciamento, as sequliéncias foram conferidas e alinhadas pela
ferramenta CLUSTAL W disponivel no programa de computador BIOEDIT Version 7.0.0
(HALL, 1999). As seqliéncias nucleotidicas de clamidia foram submetidas ao programa
PHRED/PHRAP, através do site: < www.bioinformatica.ufam.edu.br> disponiveis na

Universidade Federal do Amazonas (UFAM) para analise e verificacdo da viabilidade das
sequéncias.

Para confirmar cada genétipo das seqiiéncias nucleotidicas validas de clamidia,
foram comparadas as amostras seqlienciadas disponiveis no Banco de Dados Mundial de
Nucleotideos — GenBank, utilizando-se o programa BLAST/BLASTN (ALTSCHUL et al.,

1997), através do site: <www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST>. Os valores de e-value com

grandeza exponencial igual ou menor que e foram aceitos. Nao foram aceitos ou

analisados os resultados com valores de e-value iguais ou maiores que e*

4.25 - Analises de tipos de mutacles e dos dominios varidveis do gene ompA de C.

trachomatis

A andlise das sequéncias dos dominios variaveis (VD) do gene ompA de C.
trachomatis foi obtida através das seqiiéncias da MOMP disponiveis no Banco de Dados


http://www.bioinformatica.ufam.edu.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Mundial de Nucleotideos no GenBank, utilizando-se o programa BLAST/BLASTN
(ALTSCHUL et al., 1997), através do site: <www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST>. Todas as
amostras que tiveram seus genoétipos confirmados foram alinhadas e comparadas pela
ferramenta CLUSTAL W disponivel no programa BIOEDIT Version 7.0.0 (HALL, 1999)

com as seqliéncias dos VD de seu prototipo, conforme o nimero de acesso (L03754.1)

depositado no GenBank.

Os tipos de mutagdes nucleotidicas de amostras que foram genotipadas, assim como
0 numero de ocorréncias e suas localizagdes foram alinhados e comparados entre as
sequéncias dos sitios variaveis dos VD no programa Mega 5.0 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis), versdo 5.0 (Kumar et al., 2008). A analise de mutacGes foi baseada nos
nameros de acesso dos VD depositados no GenBank.

4.26 - Analise filogenética

Para analise filogenética foi realizado o alinhamento entre as sequéncias do VD Il
do gene ompA de C. trachomatis depositadas no GenBank conforme nimero de acesso
L03761.1.

O modelo evolutivo adotado para as andlises filogenéticas foi inferido utilizando-se
0 modelo evolutivo escolhido para o alinhamento pelo programa jModelTest versdo 0.1.1
que aplica métodos estatisticos de verossimilhanca para selecionar o modelo evolutivo que
mais se adequa a amostra (POSADA, 2008). Uma vez alinhadas as sequéncias
nucleotidicas obtidas no CLUSTAL W, no BIOEDIT (Thompson; Higgins e Gibson,
1994), o programa jModelTest foi utilizado para determinar o melhor modelo evolutivo
que explica a divergéncia genética entre as amostras estudadas. As arvores filogenéticas
foram obtidas através do método de méxima verossimilhanga através do programa Mega
5.0 versdo 5.0 (Kumar et al., 2008) tendo assim os valores de bootstrap calculados para
1000 reamostragens. Ainda mais, agrupamentos com bootstrap inferiores a 50% sao

considerados valores insignificantes, portanto, foram excluidos da arvore.

4.27 - Metodologia Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de gréaficos e tabelas, onde se calculou as

freqliéncias absolutas simples e relativas para os dados categéricos e média e desvio-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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padrdo (DP) para os dados quantitativos. Na comparacdo dos dados categéricos foi
aplicado o teste do qui-quadrado de Pearson, sendo que na impossibilidade de aplicar o
teste de Pearson foi utilizado o teste exato de Fisher (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info versdo 7, que é

desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.org/epiinfo), e o nivel de

significancia fixado para aplicacdo dos testes foi de 5%.


http://www.cdc.org/epiinfo
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5 - RESULTADOS

Um total de 149 mulheres foram testadas por PCR para C. trachomatis, sendo 96
mulheres inférteis atendidas na clinica particular de Reproducdo Humana (Clininfert) e
53 mulheres gestantes atendidas no ambulatério de pre-natal do Hospital Dona
Francisca Mendes na cidade de Manaus — AM. No grupo de mulheres inférteis
observou-se uma positividade de 24,0% para o0 DNA plasmidial de C. trachomatis,

enguanto no grupo de mulheres gestantes observou-se 39,6%.

5.1 - Caracteristicas da populacéo do estudo

Nesta se¢do, a partir do levantamento de dados obtidos da avaliacao, foi possivel
tracar o perfil geral populacional de 2 grupos diferentes de mulheres estudadas. A
Tabela 6 mostra as caracteristicas das 96 mulheres com problemas de infertilidade e 53
mulheres gestantes estudadas quanto a idade e estado civil. A idade média das pacientes
de infertilidade foi de 32,3 anos (+ 4,7 DP) e das gestantes foi de 24,9 anos (+ 4,9 DP).

Quando feito levantamento sobre seu estado civil, 84,9% das gestantes e 92,7%
das mulheres com infertilidade declararam unido estavel com seus parceiros (Tabela 6).
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Tabela 6 - Distribuicdo segundo a freqiiéncia da faixa de idade e estado civil das gestantes e mulheres em
tratamento para infertilidade em duas Unidades de Salde da cidade de Manaus — AM, 2012.

Grupos
Variaveis Gestantes Infertilidade
(n=53) (n=96)
f, % f; % Total
Idade
18a24 28 52,8 4 4,2 32
25229 16 30,2 24 25,0 40
30a34 6 11,3 33 34,4 39
35a39 3 5,7 30 31,3 33
40 a44 ; ; 5 5,2 5
Média + DP 249+49 32,3+47
Estado Civil
Solteira 8 15,1 7 7.3 15
Unido estavel 45 84,9 89 92,7 134

f; = frequéncia absoluta simples; DP = desvio-padréo.

Na Tabela 7, observou-se entre as 53 gestantes estudadas, 2 pacientes deixaram

de responder em relacdo ao tratamento para engravidar, deixando o total de 51

pacientes. Observa-se ainda que para o grupo de gestantes, 51 (100,0%) néo havia

passado por qualquer tipo de tratamento para engravidar. Ja no grupo de infertilidade,

93,8% das mulheres estavam em tratamento para infertilidade pela primeira vez. Ainda

observando Tabela 7 verificou-se que das 96 pacientes do grupo de infertilidade, 24
(25,0%) e 53 mulheres gestantes 16 (30,2%) relataram historia de aborto.
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Tabela 7 - Distribuicdo segundo a frequéncia dos dados de aborto e tratamento para engravidar por parte
das gestantes e mulheres em tratamento para infertilidade atendidas em duas Unidades de
Saude da cidade de Manaus — AM. 2012.

Grupos
Variaveis Gestantes Infertilidade
f; % f; % Total
Tratamento para engravidar
Sim - - 6 6,3 6
Néo 51 100,0 90 93,8 141
Total 51 10,00 96 100,0
Aborto
Sim 16 30,2 24 25,0 40
Néo 37 69,8 72 75,0 109
Total 53 100,0 96 100,0 149

f; = frequéncia absoluta simples; DP = desvio-padrao.

A distribuicdo em relacdo ao tipo de infertilidade das pacientes neste estudo esta
mostrada na Figura 7. Das 96 mulheres, 64,6% relataram historico de infertilidade

primaria e 35,4% com infertilidade secundaria.

64,6%

® Primaria ™ Secundaria n=96

Figura 7 - Distribuicdo segundo a frequéncia do tipo de infertilidade em mulheres atendidas em
uma unidade de satde da cidade de Manaus — AM, 2012.
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Conforme mostra a Figura 8, das 96 pacientes inférteis que participaram do

estudo, 5,2% das mulheres apresentaram episodio de gravidez ectdpica.

94,8%

\\\

® Ectopica ™ Normal n=96

Figura 8 - Distribuicdo segundo a frequéncia das mulheres atendidas em uma unidade de saude
para tratamento de infertilidade que tiveram gravidez ectopica, Manaus — AM, 2012.

Percebe-se, ainda, na Tabela 8, 42,7% de mulheres com infertilidade
apresentavam cervicite no exame especular enquanto que no grupo das gestantes 43,4%

apresentaram sinais de cervicite.

Tabela 8- Distribui¢do segundo a frequéncia do resultado do exame especular em relacdo ao grupo de
gestantes e mulheres em tratamento para infertilidade atendidas em duas unidades de salde
da cidade de Manaus — AM, 2012.

Grupos
Cervicite (Exame especular) Gestantes Infertilidade
f; % f; % Total
Sim 23 43,4 4 42,7 64
Nao 30 56,6 55 57,3 85
Total 53 35,6 96 64,4 149

f; = frequéncia absoluta simples.
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A Figura 9 mostra a distribuicdo das mulheres com problemas de infertilidade
apresentando algum comprometimento tubario. Das 96 mulheres que participaram do

estudo e que fizeram o exame, 42,7% apresentaram fator tubario no exame de HSG.

®mSim ®™Nao n=296

Figura 9 - Distribuicdo segundo a frequéncia das mulheres cujo o exame HSG detectou fator tubério,
atendidas em uma unidade de salde para tratamento de infertilidade, Manaus — AM, 2012.

5.2 - Resultados Moleculares

5.2.1 - Amplificacdo do DNA plasmidial da Chlamydia trachomatis

Todas as amostras positivas para o controle do DNA genémico humano (Figura
10) foram testadas & amplificagdo do DNA plasmidial de C. trachomatis. Foram
consideradas positivas para C. trachomatis as amostras que apds amplificacdo por PCR
do DNA plasmidial, utilizando os iniciadores KL1/KL2 e CTP1/CTP2 observou-se uma
banda com 241 pb e 201 pb, respectivamente (Figura 11).
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270 pb

270 pb Ll B B R B

Figura 10 - Perfil eletroforético em gel de Agarose 2,5% corado com brometo de etideo (1 pg/uL)
evidenciando uma banda de 270 pb correspondente a amplificacdo de uma regido
microsatélite (GATA);; do cromossoma 15 humano utilizando-se iniciadores 1SO05G 5
pmol (PONTES; ANGELO e ASTOLFI FILHO, 2003); M: Marcador de peso molecular
100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras: 1, 2, 3, 6, 10, 11, 12, 13, 15, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 32; C": Controle Positivo; B: Branco.

Figura 11 - Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo (1 pg/uL) dos produtos
amplificados por PCR para deteccdo de Chlamydia trachomatis utilizando-se os iniciadores CTP1 e
CTP2 que amplificam um fragmento de 201 pb correspondente ao DNA plasmidial da bactéria. A
enzima utilizada foi a Platinum® Tagq DNA Polimerase High Fidelity; M: Marcador de peso molecular
100 pb da INVITROGEN Life Technologies; Amostras de gestante: 10, 30, 31, 36, 40, 58, 80; C+:
Controle Positivo; B: Branco.
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Dentre as 149 mulheres que participaram do estudo, 22 (22,9%) mulheres inférteis e 20
(37,7%) gestantes eram positivas para DNA plasmidial de C. trachomatis quando
testada com os iniciadores KL1/KL2 e CTP1/CTP2. Ndo foi observada significancia
estatistica no resultado da PCR para C. trachomatis em relacdo aos dois grupos de
mulheres estudadas (p = 0,045) (Tabela 9).

Tabela 9- Distribuicdo segundo a frequéncia do resultado do PCR para Chlamydia trachomatis em
relacdo ao grupo de gestantes e mulheres em tratamento para infertilidade atendidas em duas
unidades de salde da cidade de Manaus — AM, 2012.

Grupos
PCR para Chlamydia trachomatis Gestantes Infertilidade
f; % f; % Total
Positivo 20 37,7 22 22,9 42
Negativo 33 623 74 771 107
Total 53 35,6 96 64,4 149

p = 0,045 (Teste do qui-quadrado de Pearson); f; = frequéncia absoluta simples.

5.3 - Genotipagem do gene ompA

Das 42 amostras positivas para C. trachomatis, somente 14 amostras (33,3%)
apresentaram amplificacdo positiva para genotipagem. Das 14 amostras genotipadas, 8
correspondem a amostras de gestantes e 6 correspondentes a amostras de infertilidade
com os iniciadores desenhados. Portanto, 40% (8/20) das amostras de gestantes e

apenas 27,3% (6/22) das amostras de infertilidade foram genotipadas.

Como ja foi mencionado na metodologia deste trabalho, dois tipos de iniciadores
foram utilizados: um descrito na literatura NLO/NRO, seguidos de nested-PCR com
Pctm3/Sero2A e NLI/NRI e os desenhados nesta pesquisa: OmpAF/OmpAR, seguidos
de nested-PCR ompAnsl/ompAns2.
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5.4 - Analise de diferentes iniciadores (primers) utilizados na PCR de genotipagem

A Tabela 10 mostra as PCR realizadas com diferentes iniciadores (NLO/NRO;
NLI/NRI; Pctm3/Sero2A; OmpAF/OmpAR; ompAnsl/ompAns2) com amostras
positivas de mulheres inférteis e de gestantes. Dentre as 22 amostras positivas de
mulheres inférteis testadas com os iniciadores inicialmente propostos, 10 (13,6%)
apresentaram amplificacdo para o gene ompA e com o0s iniciadores desenhados, 14

(27,6%) teve a amplificacdo do ompA pelo nested-PCR.

Ja dentre as 20 amostras positivas para 0 DNA plasmidial de C. trachomatis do
grupo de gestantes, 7 (35,0%) amostras apresentaram amplificacdo positiva para
genotipagem com os iniciadores inicialmente propostos Sero2A e Pctm3, enquanto que
com 0s novos iniciadores (ompAnsl e ompAns2) 8 amostras (40,0%) tiveram o gene
ompA amplificado pelo nested-PCR. Esta andlise na frequéncia nao apresentou
diferengas estatisticamente significativas. Todos os valores encontrados para p-valor
estavam acima de 0,05 (Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuicéo segundo a frequéncia do resultado do PCR da genotipagem em relacéo ao grupo
de gestantes e mulheres com diagnostico de infertilidade atendidas em duas unidades de satde
da cidade de Manaus — AM, 2012.

Grupos
. Gestantes Infertilidade
PCR da genotipagem n=20 n=22
fi % fi % Total p*

Iniciadores inicialmente propostos

NLO/NRO 2 10,0 3 13,6 5 0,182

Sero2A / Pctm3 7 350 3 13,6 10 0,192

NLI/NRI 5 25,0 1 4,5 6 0,054
Iniciadores desenhados

OmpAF/OmpAR 2 10,0 4 18,2 6 0,231

ompAns1/ompAns2 8 40,0 6 27,6 14 0,467

f; = frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher.

N&o foi constatada associacéo estatistica ao nicel de 5% de significancia.
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Portanto, o total de amostras positivas para 0 DNA plasmidial de C. trachomatis
dos dois grupos foram testadas com todos os iniciadores usados nesse estudo para a
amplificacdo do gene ompA, ou seja, tanto os descritos por Gomes et al. (2004); Hsu et
al. (2006); Ngandijio et al. (2004) quanto os desenhados neste estudo.

As Figuras 12 e 13 mostram géis da PCR para genotipagem de C. trachomatis
utilizando os novos iniciadores. Os iniciadores desenhados para amplificacdo do gene
ompA foram os unicos a amplificar (677 pb) o gene da amostra 76 (amostra de
gestante) apods nested-PCR (ompAnsl/ompAns2). Adicionalmente, as amostras 5, 22B
e 26 (amostras de infertilidade) apresentaram a amplificacdo do gene ompA na nested -

PCR apenas com os iniciadores desenhados neste estudo ompAnsl e ompAns2.

677 pb

Figura 12 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (1ug/pL) dos
produtos amplificados de C. trachomatis por nested-PCR genotipagem utilizando-se 0s
iniciadores ompAnsl e ompAns2 que amplificam um fragmento de 677 pb do gene ompA da
bactéria; M: Marcador de peso molecular 1 Kb (1000 pb) da INVITROGEN Life
Technologies; Amostras positivas em mulheres inférteis, gestantes e RN: 5, 6, 24, 25, 26, 27,
10, 30, 31, 36, 40, 76, 78, C+: Controle Positivo; B: Branco.
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77 80 81 87 90 96

Figura 13 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (1pg/pL) dos
produtos amplificados de C. trachomatis por nested-PCR genotipagem utilizando-se os
iniciadores ompAnsl e ompAns2 que amplificam um fragmento de 677 pb do gene ompA
da bactéria; M: Marcador de peso molecular 1 Kb (1000 pb) da INVITROGEN Life
Technologies; Amostras positivas em mulheres inférteis: 8, 1, 11, 15, 22B, 25, 27, 32, 77,
80, 81, 87, 90, 96, C+: Controle Positivo; B: Branco; 6, 7, 8.

5.5 - Confirmacao e andlise de sequenciamento dos produtos amplificados

Das 14 amostras amplificadas com os novos iniciadores, apenas 10 amostras
foram genotipadas com éxito com os iniciadores inicialmente propostos NLO/NRO e
Pctm3 e Sero2A e NLI e NRI, sendo 7 amostras de gestantes e 3 de mulheres inférteis.
Das 4 amostras ndo amplificadas, uma era de gestante (amostra 76) e 3 eram de
infertilidade (amostras 05, 22B e 26). Os genotipos correspondentes podem ser

observados na Tabela 11.

Apos a andlise de sequenciamento dos produtos de PCR com os iniciadores
propostos, realizou-se sequenciamento dos produtos de PCR obtidos com 0s novos
iniciadores. Todas as 14 amostras amplificadas por nested-PCR (ompAnsl/ompAns2),
(8 amostras de gestantes e 6 de infertilidade) apresentaram amplificagéo positiva e
foram sequenciadas para obter os gendtipos correspondentes, os quais podem ser

observados na Tabela 12.

Todas as sequéncias dos genotipos identificados foram comparadas com
prototipos de cada gendtipo depositado no GenBank com seu nimero de acesso. Os
valores de e-value e identificacdo maxima do BLAST foram considerados. Avaliou-se o
grau de similaridade entre as seqliéncias das amostras depositadas no GenBank e cada
sequéncia ja existente no banco de dados. Quanto menor o e-value maior a semelhanca

entre suas sequéncias.
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A analise de sequenciamento com 0s novos iniciadores confirmou o resultado
obtido anteriormente com os iniciadores inicialmente propostos, que foi, genétipo D nas
amostras 10, 30, 36 e 58. Entre a analise das amostras 31 e 40 os novos iniciadores
confirmaram a identificacdo do gendtipo E e na amostra 22A e 86 0 genotipo F. A
identificacdo do genotipo K nas amostras 20 e 24 de infertilidade confirmou o resultado
anterior (Tabela 11 e Tabela 12).

Adicionalmente, analisaram-se e identificaram-se o genotipo E na amostra 05 e
gendtipo K nas amostras 22B e 26 de mulheres inférteis e gendtipo | em amostra 76 de

gestante apenas com 0s novos iniciadores (Tabela 11 e Tabela 12).

Tabela 11 — Tipos de C. trachomatis identificados por BLAST no Genbank (Manaus — AM, 2012).

Iniciadores utilizados: NLO/NRO seguido do Pctm3/Sero2A e do NLI/NRI.

Identificacdo Ndmero de acesso no Gendtipo Max
da amostra : o e-value ident

Amostra GenBank identificado
Gestante HM230054.1 D 0.0 98%
w0 FJ943519 Da 0.0 98%
30 Gestante CP002054.1 D 0.0 99%
31 Gestante CP001890.1 E 0.0 99%
36 Gestante HM230054.1 D 3e-45 100%
40 Gestante CP001890 E 0.0 99%
Gestante HM230054 D 0.0 100%
°8 FJ943521.1 Da 0.0 100%
86 Gestante HM230057.1 F 9e-93 98%
20 Infértil DQ155300 K 0.0 99%
22A Infértil JF437563 F 0.0 99%

24 Infértil FJ428246.1 K 0.0 99%
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Tabela 12 — Tipos de C. trachomatis identificados por BLAST no Genbank (Manaus — AM, 2012).
Iniciadores utilizados: OmpAF/OmpAR seguido do ompAnsl/ompAns2.

Identificacao NuUmero de acesso Genotipo
Amostra e-value Max ident
da amostra no GenBank identificado
10 Gestante AM179412.1 D 0.0 94%
30 Gestante AY950628.1 D 0.0 100%
31 Gestante DQ890028.1 E 0.0 96%
36 Gestante FJ261943.1 D6 0.0 100%
40 Gestante JN192145.1 E 2e-170 96%
58 Gestante AM179412.1 D 0.0 90%
76 Gestante AY950625.1 | 1e91 94%
86 Gestante FJ261947.1 F 3e-64 90%
05 Infértil DQ890028.1 E 0.0 91%
20 Infértil AF414965.1 K le-17 95%
22A Infértil FJ943529.1 F 2e-133 85%
22B Infértil DQ357070 K 0.0 86%
24 Infértil FJ428246.1 K 2e-73 82%
26 Infértil DQ357070.1 K 3e-143 93%

De acordo com a andlise feita no GenBank, a Tabela 13 mostra a distribuicéo

dos genotipos identificados de C. trachomatis em mulheres gestantes e inférteis.

Observa-se que para os dois grupos de mulheres estudados foram identificados uma

maior freqiéncia (50%) de gendtipo D em gestantes e 66,7% de genotipo K em

mulheres inférteis. Ainda observando a Tabela 13, identificou-se 25% de gendtipo E em

gestantes e 16,7% em mulheres com infertilidade. J& para o genétipo F, 12,5% e 16,7%

foram identificados em gestantes e mulheres inférteis, enquanto que o gendtipo | foi



Resultados 87

identificado apenas no grupo de gestantes (12,5%). Os genotipos D e | ndo foram
observados no grupo de mulheres inférteis. O gendtipo K ndo foi observado em
gestantes.

Tabela 13 - Distribuicdo segundo a frequéncia do genotipo identificado em relagdo ao grupo de gestantes

e mulheres em tratamento para infertilidade atendidas em duas unidades de salde da cidade de
Manaus — AM. 2012.

Grupos
Genotipo identificado Gestantes Infertilidade
f; % f; % Total

D 4 50,0 - - 4
E 2 25,0 1 16,7 3
F 1 12,5 1 16,7 2
' 1 12,5 - - 1
K - - 4 66,7 4
Total 8 57,1 6 42,9 14

f; = frequéncia absoluta simples.

5.6 - Analises de tipos de mutacdes e dos dominios variaveis do gene ompA de C.
trachomatis

As sequencias das amostras que tiveram os genotipos identificados foram
analisadas e comparadas com as sequéncias dos dominios variaveis (VD) de seu
prototipo, conforme o nimero de acesso depositado no GenBank (Tabela 14). Observa-
se que essas sequéncias sdo muito variaveis, resultando em 35 pontos de mutacGes.
Quanto ao tipo de mutacgéo, foram identificadas do tipo transversdo: troca de uma purina
por uma pirimidina, ou vice-versa (A/G < C/T) e transi¢do: troca de uma purina por
outra purina (G<—A); ou uma pirimidina por outra pirimidina (C<T). Entre os
gendtipos das sequéncias de amostras analisadas, observou-se que o gendtipo K
apresentou maior nimero de mutacgdes, e ainda mais do tipo transi¢édo (C<—T). Seguindo
a andlise, o genotipo | foi que apresentou nimero de mutagdes do tipo transversdo (GT;
TG) e de transicdo (CT; AG). J& para os gendtipos D e E, observou-se apenas uma
mutacéo do tipo transicdo (AG) e 4 do tipo transversdo (AT; TA; TG; CG), sendo que a
mutacdo para CG foi identificada apenas para o gendtipo D (Grafico 1) (Tabela 14).



Resultados 88

Tipos de mutagao por gendétipo

30

25

20

Gendtipo «

Mutagoes

15

mE

10

o [I—

Transicio Transversdo

Gréfico 1 — Distribuicdo dos tipos de mutacdo por genotipo de acordo com as amostras de
infertilidade e gestante na cidade de Manaus — AM, 2012.

O Gréafico 2 mostra o total de mutagdes por amostra analisada pelo VD.
Observa-se que o maior numero de mutacGes ocorreu nas amostras 20 e 24, que
corresponde as amostras de infertilidade e amostra 76 de gestante. Conforme a analise
realizada, as amostras 20 e 24 sdo as que apresentaram genotipos K (Gréfico 1) (Tabela
14) e a 76 o gendtipo I. Quanto as demais amostras, ndo foi possivel a identificagdo do
VD, provavelmente devido a insuficiéncia de dados moleculares para analise. A amostra
05 (Infertilidade) foi considerada o prototipo para esta andlise por apresentar a
sequéncia dos nucleotideos mais conservada entre as demais amostras com variaveis
analisadas (aproximadamente 63 pb). O tamanho das sequéncias dos VD varia de 42 pb
a 93 pb. De acordo com a andlise feita no GenBank com nimero de acesso L03754.1, o
tamanho da sequéncia dos nucleotideos do VD 11 é de 63 pb.
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Grafico 2 — Distribuicdo do total de mutacdes por amostra de infertilidade e gestante
na cidade de Manaus — AM, 2012,

Quanto a andlise para o total de mutagGes por grupo estudado, observe-se que

apenas o grupo de infertilidade houve maior nimero de mutacdes (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Distribuicdo do total de mutagdes por grupo estudado na cidade de Manaus —
AM, 2012.

Entre as amostras analisadas representadas na Tabela 14, apenas a amostra 26
(infertilidade) apresentou somente o dominio varidvel 111 com tamanho da sequéncia de
42 pb, conforme analise feita no GenBank com numero de acesso L03753.1, ao passo
que a amostra 76 (gestante), apresentou trés dominios diferentes (VDI, Il e 1V). O
tamanho das sequéncias de VDI e VDIV da amostra 76 é de 66 pb e para o VDII é de 63
pb, conforme nimero de acesso no GenBank L03754.1 para VDI e VDIV e L03751.1
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para VDIl. Nas demais amostras, todas apresentaram o dominio variavel II.
Adicionalmente, ndo foi possivel identificar o(s) dominio(s) variante(s) das demais

amostras.

Tabela 14 — Nuimero de acesso no GenBank dos dominios variaveis do gene ompA de C. trachomatis.

Amostra  ldentificacdo ~ Numero de acesso Genotipo Modificacdo Posicao

da amostra _ . nucleotidica
no GenBank identificado

Gestante

30 Gestante
31 Gestante
40 Gestante
58 Gestante
76 Gestante
202 Infértil
24 Infértil
26 Infértil

LO3754.1

LO3754.1

LO3754.1

LO3754.1

LO3754.1

LO3761.1

LO3761.1

LO3761.1

LO3753.1

T—G; A—>G; T-G;

T—G; A—G; T-G;

C—G; BT
Bl -G ASG
T—G; A5G

T—G; A—>G; T-G;
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A—>GHGoTH — }
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A>T, 65T, G- T,
G—A; TSA; CoT;
A-C. . 7-C;
CST; A—T; B
[ HA GRS
GoTd  HEEeR
C—T

A=T: B5T: G- T
G—A; T5A; C-T;
A—C; T—G; T-C;
C5TF; A—T; RS
=6, TC; =
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GoTHE "]
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ModificagOes nucleotidicas das sequiéncias dos dominios variaveis identificadas e representadas por cores diferentes em

diferentes posi¢des do gene ompA de C. trachomatis.
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5.7 - Analise Filogenética

Apos andlise dos resultados do BLAST as sequéncias do VD Il do gene ompA
foram selecionadas a partir dos dados de cada amostra e alinhadas com auxilio da
ferramenta ClustalW, considerando-se os “gaps” do alinhamento como dados perdidos,
ndo como indels (inser¢des ou delec¢bes). A escolha do referido dominio deve-se ao fato
deste apresentar maior qualidade e riqueza de dados dentre os resultados do

sequenciamento de cada amostra.

A partir do alinhamento das sequéncias construiu-se uma arvore filogenética
(Figura 14) utilizando-se o modelo evolutivo de Trés Parametros, ou K81, descrito por
Kimura (1981). Observa-se que valores do bootstrap sdo mostrados nos ramos da
arvore. Os valores que se encontravam abaixo de 50 foram considerados insignificantes,
portanto, foram excluidos. A partir da analise filogenética verificou-se a segregacao da
arvore em quatro agrupamentos distintos, que correspondem aos quatro genotipos
adotados no estudo (D, E, I e K), formando entre si um grupo monofilético enraizado

pela sequéncia do Dominio Variavel 111 (VDIII) do gendtipo K.

Observou-se ainda que as amostras identificadas como gen6tipo D formam um
grupo monofilético com aquelas identificadas como gendtipo E, e as amostras
identificadas como gendtipo K formam um grupo monofilético com aquelas
identificadas como genotipo 1. Além disso, observou-se que o ancestral do gendétipo K
divergiu daquele do gendtipo | antes da segregacdo entre os ancestrais dos genétipos D
e E. Os dados utilizados na andlise ndo foram suficientes para fornecer uma topologia

clara dentro dos grupos de cada genotipo separadamente.
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Figura 14 — Arvore filogenética de anélises de dominio variavel 1l do gene ompA de C.
trachomatis analisadas a partir das sequéncias obtidas no GenBank de amostras de
mulheres gestantes e inférteis (Manaus — AM, 2012).
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6 - DISCUSSAO

6.1 - Analises de variaveis das caracteristicas das populacoes estudadas

Embora, o foco principal deste estudo seja a analise das seqliéncias do gene
ompA de C. trachomatis, consideramos o estudo das variaveis caracteristicas das

populagdes com o intuito de conhecer a populacéo do estudo.

Analisando as variaveis das caracteristicas das duas populacfes estudadas em
relacdo a freqliéncia da faixa de idade, verificou-se que a faixa etaria de mulheres com
diagnostico de infertilidade foi = 30 anos (34,4%), cuja idade média com DP foi 32,3 +
4,7 e positividade para C. trachomatis de 22,9%. Por outro lado, a idade de maior
frequéncia entre as gestantes estudadas foi de 18 — 24 anos (52,8%) com uma média de
idade 24,9 £ 4,9 e positividade para C. trachomatis de 37,7%. Embora a maioria dos
estudos preconiza que a alta prevaléncia da infeccdo por clamidia encontra-se em jovens
com faixa etaria < 25 anos (CDC, 2012), Land e Evers (2002) descreveram que a
maioria das pacientes que apresentam problemas de infertilidade possui idade > 25
anos. Neste estudo, é possivel que entre as mulheres inférteis ndo haja associacao entre
a infeccdo e idade, uma vez que a maioria foi em busca de tratamento para infertilidade

com idade entre 30 a 39 anos.

Dados analisados quanto ao estado civil, 92,7% das mulheres pertencentes do
grupo de infertilidade e 84,9% das gestantes declararam ter unido estavel. Esses dados
mostram a predominancia da unido estavel. Nos dois grupos, segundo dados do IBGE
(2010), nos ultimos 10 anos, 0 nimero de uniGes consensuais, ou seja, aquela unido que
ndo ha ceriménia no civil nem no religioso aumentou no Brasil. A regido que apresenta
maior proporgao de pessoas vivendo em unido consensual fica na regido Norte. Neste
estudo, embora a maioria das mulheres tenha declarado unido estavel, observou-se taxa
de frequéncia de positividade de C. trachomatis (22,9%) em mulheres inférteis e
(37,7%) em gestantes. No estudo realizado por De Lima Freitas et al. (2011), a alta
prevaléncia encontrada de C. trachomatis (52,8%) provavelmente esta relacionada com
numero de parceiros sexuais (48,2%) que ja tiveram contato. De acordo com CDC

(2012), mulheres séo frequentemente reinfectadas por seus parceiros que nao receberem
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tratamento. Portanto, Gaydos et al. (1991) revelaram que o parceiro sexual masculino é

um importante reservatorio para as infeccdes que ocorrem no sexo feminino.

No presente estudo, apenas o grupo de mulheres inférteis foi em busca de
tratamento. No que se refere ao presente estudo, dados nos mostram a associacdo de
aumento de idade (30 a 39 anos) de mulheres inférteis que buscaram tratamento para a
infertilidade (93,8%). Esses dados estdo de acordo com Borges et al. (2005), a relacéo
idade e infertilidade s&o bastante conhecidas. Segundo a American Society for
Reproductive Medicine (ASRM) (2000), a idade da mulher ¢ um fator que esta bem

estabelecido que pode levar a infertilidade.

De acordo com esta pesquisa realizada em 96 mulheres inférteis, das 64,6% dos
casos de mulheres que apresentavam infertilidade primaria e das 35,4% participantes
com infertilidade secundaria, 22 apresentaram positividade para C. trachomatis. No
estudo de De Lima Freitas et al. (2011), encontraram uma taxa de 54,4% de mulheres
que apresentavam infertilidade priméaria e 44,6% infertilidade secundaria com resultado
positivo para clamidia. De acordo com os critérios do CDC (2012), mesmo que 0s
sintomas da clamidia sejam geralmente leves ou ausentes, complicacdes sérias causadas
pela bactéria podem causar danos irreversiveis com presenca de possiveis lesdes
tubarias, tendo como consequéncia a infertilidade. Um estudo realizado na Holanda por
Hartog (2004) descreve que a presenca minima de lesGes tubarias ou endometrite
assintomatica compromete a fertilidade, mesmo que seus achados laporoscopicos se

mostrem normais.

Com relacdo ao aborto, 24 (25,0%) das mulheres inférteis e 16 (30,2%) das
gestantes relataram ter passado pelo processo de aborto. O resultado deste trabalho com
relacdo ao aborto e infecgdo por clamidia foi que 22,9% das mulheres inférteis e 37,7%
das mulheres gestantes relataram aborto. A participagdo da clamidia esti associada
como um dos agentes responsaveis pela infeccdo causando o aborto. Embora alguns
estudos demonstram a relacdo do aborto e infeccéo clamidial, ndo podemos afirmar que
este fato estaria relacionado apenas com a infeccdo por C. trachomatis, pois entre as

mulheres gestantes, 20 (37,7%) apresentaram positividade para clamidia.

Neste estudo observou-se que a distribuicdo de gravidez ectopica nas mulheres
com diagnostico de infertilidade foi minima (5,2%) no universo estudado de 96

mulheres. Do total de 96 pacientes analisadas neste estudo 5 relataram episodio de
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gravidez ectopica. Segundo Bouyer et al. (2003); Marchbanks e Aneger (1988), existem
varios fatores que se associam ao aumento de risco para gravidez ectopica durante a
vida reprodutiva. De acordo com Fernandes et al. (2004), o consequente dano parcial ou
completo das trompas de Faldpio permite que essas mulheres, no futuro, vivenciem
como seqiela gravidez ectdpica. Beslagic; Jasminka e Mahmutovic (2004) relataram
que a DIP é uma doenca de etiologia polimicrobiana e a participacdo da clamidia esta
associada como um dos agentes responsaveis pela infeccdo causando a gravidez

ectdpica.

Neste estudo, 42,7% das pacientes de infertilidade e 43,4% das gestantes
apresentaram dados clinicos de cervicite, cuja positividade para C. trachomatis em
mulheres inférteis e em gestantes foi de 22,9% e 37,7%, respectivamente. Estes dados
apresentam uma importante informacdo para a salde reprodutiva da mulher, pois, em
diversas situacGes podem evoluir para seqiielas como DIP ou infec¢gdes na gravidez,
podendo levar a parto prematuros e infeccGes neo-natais. Varios estudos demonstraram
que a etiologia das cervicites pode estar relacionada tanto com N. gonorrhoeae e C.
trachomatis (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; WHO, 2005).

Ao passo que 22 pacientes (22,9%) neste estudo apresentaram diagndstico
positivo para C. trachomatis, das 96 mulheres arroladas em uma clinica de infertilidade,
42,7% apresentaram achados anormais nos resultados do exame de HSG. A HSG é um
exame que permite avaliar a permeabilidade tubéria e a cavidade uterina na investigacdo
de causa de infertilidade priméaria ou secundaria. Este exame auxilia na investigagdo e
confirmacdo do diagndstico do trato genital feminino superior, como por exemplo,
localizar aderéncias tubarias, e principalmente obstrucbes tubarias geralmente
associadas a doenca inflamatoria pélvica causada pela C. trachomatis ou de etiologia
polimicrobiana. Segundo Almeida et al. (2000), a HSG é o método mais utilizado
atualmente para o diagndstico de fator tuboperitoneal por ser mais pratico. Entretanto,
um teste especifico para confirmar o diagnostico para C. trachomatis é mandatorio,
porém, segundo Marques e Menezes (2005), ndo se deve deixar de valorizar 0s exames

inespecificos que nos podem conduzir a um diagnostico de suspeigéo.
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6.2 - Analise de amplificacdo do gene ompA de C. trachomatis pelo método de PCR

Apesar de a metodologia de estudo ja estar toda estabelecida, observou-se
resultados negativos do gene ompA de amostras positivas a PCR tendo como alvo o
DNA plasmidial de C. trachomatis. Assim, surgiu a possibilidade dos resultados serem
falso-negativos por ndo estarem amplificando o ompA de todas as amostras positivas
pelo o plasmidio. Diante do exposto, neste trabalho realizamos o desenho de novos
iniciadores e a otimizacdo da reacdo em cadeia da polimerase. A acuidade da PCR
depende da escolha da seqiiéncia do DNA, pois, segundo Brunelle e Sensabaugh (2012)
hd uma elevada variabilidade nucleotidica no gene ompA entre as cepas de C.
trachomatis. Além dos comentarios descritos anteriormente a respeito a amplificacdo do
gene ompA, no presente estudo, obtivemos um resultado de 77,2% (32/42) de nédo
amplificacdo do gene ompA com os iniciadores descritos na literatura. Assim, como
foram relatados em outros estudos, Quint et al. (2010) descreveram de 50 amostras
positivas, 14 (28%) foram negativos para 0 gene ompA através de nested-PCR e
portanto, ndo foram sequenciadas. Ainda mais, os iniciadores usualmente usados nas
reacOes de genotipagem amplificam tamanho de fragmento grande (1.1 kb) do gene
ompA. Amostras com baixa qualidade de DNA frequentemente sdo negativas, portanto,
ndo sendo possivel a tipagem dessas amostras (MOLANO et al., 2004). Assim, como a
literatura relata, o resultado obtido nesse trabalho gerou um fato curioso, pois, nem
todas as amostras positivas pelo o plasmidio houve a amplificacdo do gene ompA,

deixando dividas no resultado final.

Em nosso estudo, observamos ao todo que de 149 participantes estudadas,
28,2% (42/149) foram positivas quando realizada PCR tendo como alvo o DNA
plasmidial. Assim, esperava-se que todas as amostras positivas para 0 DNA plasmidial
de C. trachomatis fossem também positivas para 0 gene ompA. Entretanto, somente
13,6% e 4,5% das amostras foram positivas com os iniciadores de amplificacdo do gene
ompA com iniciadores inicialmente propostos (Sero2A/Pctm3 e NLI/NRI) em amostras
de infertilidade e para as amostras de gestantes, 35,0% e 25,0% foram positivas com os
iniciadores Sero2A/Pctm3 e NLI/NRI, respectivamente. Justificando o ocorrido para a
ndo amplificacdo do gene ompA em todas as amostras positivas, a literatura relata uma

elevada variabilidade genética neste gene entre as cepas estudadas e que a acuidade da
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PCR estaria diretamente relacionada a escolha das sequéncias nucleotidicas (ou
iniciadores) utilizados na rea¢do da PCR (BRUNELLE e SENSABAUGH, 2012).

Diante de resultados neste estudo, foi realizado o desenho de novos iniciadores
para regido do gene ompA. Na tentativa de melhorar o desempenho da PCR para
genotipagem foram alinhadas varias sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank e
observou-se a regido de menor variabilidade genética para realizar o desenho dos novos
iniciadores. Apds realizacdo de novas PCR, desta vez, utilizando os novos iniciadores
desenhados, que também possui como alvo o gene ompA, observou-se que 27,6% e
40,0% de positividade foram para amostras de infertilidade e de gestantes. O desenho de
novos iniciadores para nested-PCR foi essencial, pois o tamanho de fragmento possui
677 pb, ou seja, menor que 1.1 Kb. Molano et al. (2004) descreveram que as sequéncias
de menor tamanho s&o considerados mais adequados no processo de amplificacdo.
Apesar destes resultados ndo terem apresentado significancia estatistica eles foram
melhores que o anterior. Portanto, podemos dizer que sdo mais adequados para serem
utilizados nas amostras na PCR de genotipagem.

Quanto as demais amostras positivas para DNA plasmidial de C. trachomatis e a
ndo amplificacdo do gene ompA, alguns estudos correlacionam esse fato por outros
fatores. Segundo Quint et al. (2010), a ndo amplificacdo do gene ompA em amostras
positivas para C. trachomatis podera ser devido a baixa quantidade de DNA na amostra.
A positividade de DNA plasmidial de C. trachomatis esta relacionado com o aumenta
da sensibilidade do método de identificacdo, quando dirigida ao plasmidio criptico da
bactéria presente em 7 a 10 copias por célula, ao comparar com o uso de alvos
cromossomais de copia Unica, como o gene ompA (MAHONY et al., 1993). Portanto,
dados da literatura mostram que o motivo para o resultado falso negativo do ompA em
amostras positivas por plasmidio podem ser devido a presenca de uma Unica copia desse
gene (JURSTRAND et al., 2001). Ainda mais, todos isolados de plasmidios de C.
trachomatis que parasitam a espécie humana sdo altamente conservados com <1% de
variacdo nucleotidica (BIROS, et al., 2007).

6.3 - Identificacdo de gendtipos do gene ompA  de C. trachomatis

As amostras de mulheres inférteis e de gestantes foram genotipadas pela

comparacdo com seqiiéncias de amostras protétipos depositadas no GenBank,
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atribuindo dessa forma, aos gendtipos especificos do gene ompA de C. trachomatis.
Identificamos assim gendtipos D, E, F, | e K. Como descrito por outros autores, a
prevaléncia de gendtipos de C. trachomatis tém sido identificado em diversos lugares
do mundo, como os gendtipos D (5 — 48%), genotipos variantes de D e E (22 - 44%) e F
(8 - 20%), sendo esses predominantemente encontrado em infecgdes urogenital. Ja para
0s genotipos G (4 - 7%), Ga, H (<5%), | (6%), gendtipos variantes de | e J (5 -13%), e
K (5 - 10%), sdo considerados como 0s tipos menos comuns encontrados (De HARO-
CRUZ et al., 2011). Na América Latina e no Caribe, sdo raros dados de prevaléncia de
gendtipos de C. trachomatis em amostras endocervical e uretrais. JA em amostras de
mulheres brasileiras, Lima et al. (2007) descreveram o0s genétipos que foram
identificados associados com infec¢des endocervical: D (33, 3%), E (33,3%), F (16,7%)
e K (16,7%). Gallo et al. (2010) revelaram um estudo realizado recentemente na
Argentina com relacdo aos genotipos mais prevalentes encontrados de amostras
endocervicais. A maioria dos genotipos obtidos foi, E (46,9%), D (21%) e F (16,1%).

Nossos dados estdo de acordo com Lima et al. (2007) e Bandea et al. (2010)
onde os gendtipos D (50%) e E (25,0%) foram predominantes no grupo de mulheres
gestantes. Ao passo que para 0s demais genotipos, foram encontrados o F e | em igual
proporcdo (12,5%). Além de serem os mais prevalentes, os genotipos D, E e F sdo
também responsaveis para a maioria das infeccdes no trato genital causadas por C.
trachomatis (De HARO-CRUZ et al., 2011). Na descricdo de Anttila et al. (2001), o
genotipo F esta frequentemente associado com dor de baixo ventre.

A predominancia do gendtipo D encontrado nesse trabalho sugere vantagem
bioldgica na nossa regido. Assim, a diversidade genética do gene ompA é necessaria
para permitir seu sucesso ecoldgico no hospedeiro (BRUNHAM et al., 1994). Lampe;
Suchland e Stamm (1993) sugerem que é provavel que a recombinacao de variabilidade
geneética ser um mecanismo de diversificacdo do ompA. Esta sugestdo esta baseada nédo
apenas em outros estudos, como por exemplo, descrito por Brunham et al. (1994), mas
também no estudo atual. Ainda mais, neste estudo, ndo foi identificado o genétipo K no

grupo de mulheres gravidas.

Entre as mulheres inférteis, o geno6tipo predominante correspondeu ao sentido
inverso ao que foi descrito por Lima et al. (2007) e Gallo et al. (2004), sendo que no

estudo descrito por Gallo et al. ndo foi identificado o genotipo K no grupo de amostras
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estudado. No presente estudo, o gendtipo predominante foi K (66,7%), e E e F (16,7%).
Segundo dados sugeridos por Antilla et al. (2001), Koskela et al. (2000), Marrazo e
Stamm (1998) e Morre et al. (2000), a identificacdo do gendtipo K em mulheres
inférteis associada a infecgdo cronica tem sido reconhecido como causa de infertilidade.
Portanto, no presente estudo, a taxa encontrada de genotipo K somente no grupo de
mulheres inférteis estd de acordo aos estudos de Antilla et al. (2001), Koskela et al.
(2000), Marrazo e Stamm (1998) e Morre et al. (2000).

6.4 - Andlise das sequéncias dos Dominios Variaveis e de tipos de mutac6es do gene
ompA de C. trachomatis

Ao analisar as amostras sequenciadas de C. trachomatis a maioria revelou uma
elevada variabilidade genética. Das 14 sequéncias obtidas, analisaram-se os VD de
apenas 9 amostras. Uma possivel explicacdo para a ndo identificacdo dos VD das
demais amostras deve-se aos dados moleculares insuficientes para a andlise (no hits
found) ou devido ao nimero de pares de bases insuficiente para anélise. Os tamanhos de
fragmentos dos VD de amostras analisadas e comparadas com as depositadas no banco
de dados Genbank séo pequenos (42 pb a 93 pb). Quanto a amostra 05 de infertilidade,
cuja identificacdo do VD foi do tipo Il (VDII), foi a que apresentou sitio mais
conservado. Portanto, esta amostra foi considerada o protétipo para as analises das

demais amostras.

Em apenas duas amostras com os VD identificados, observaram-se 2 a 3
mutacdes. As demais apresentaram até 19 variacdes nucleotidicas. A elevada
variabilidade da MOMP foi descrita por varios autores e por sua vez, as mutacdes

ocorrem frequentemente entre os genotipos (YANG et al., 2010).

Segundo Everett; Bush e Anderson (1999) e Yuan et al. (1989), os genotipos e
0S segmentos variaveis dos dominios podem ser diferenciados pela seqiiéncia do gene
ompA. Quanto a analise feita neste estudo, a regido do VDII foi que mais apresentou

variagOes nucleotidicas.

Duas amostras de infertilidade com a identificacdo de genoétipo K e 1 amostra de
gestante com gendtipo | foram as que apresentaram maior numero de mutacées do tipo

transicdo e transversdo. Nas duas amostras de infertilidade, verificamos 19 pontos de
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mutacdes, das quais 6 foram de transversdo e na amostra de gestante observamos 18
pontos de mutacdes, das quais 7 foram de transversdao. A mutacdo conhecida por
transversdo é classificada como menos comum, pois, ha troca de uma purina por uma
pirimidina, ou vice-versa. Devem-se considerar as dificuldades no progresso no
desenvolvimento de novas terapias anti-clamidial devido a falta de conhecimento do
sistema genético clamidial (KARI et al., 2011). Segundo Kari et al. (2011), a
identificacdo e conhecimento de mutacOes de genes essenciais com potencial de
patogenicidade devera ser aplicado na manipulacdo genética para desenvolvimento de

terapias efetivas microbiana e de vacinas.

As amostras de infertilidade e de gestante descritas acima apresentaram
mutacdes na regido de variabilidade VDIl e nas regides VDI, VDIl e VDIV,
respectivamente. Segundo Cevenini; Donati e Sambri (2002), as diferencas nas
sequéncias de VDI a VDIV entre os genotipos conferem a variacdo genética. Ou seja,
isso pode explicar a importancia da presenca de peptideos antigénicos nos VD para
desenvolvimento de vacinas (GAO et al., 2007; HSU et al., 2006 e LEE et al., 2006).

Embora Bandea et al. (2001) e De Haro-Cruz et al. (2011) descreveram que 0S
genotipos K e | sdo menos comuns, a freqiiéncia de gen6tipo K e | encontrada neste
estudo foi considerada elevada (66,7%) e (12,5%), respectivamente. Segundo De Haro-
Cruz et al. (2011), mutacBes observadas nos VDI, VDIl e VDIV nesses gendtipos
podem modificar as sequéncias dos aminoacidos. Segundo 0s mesmos autores, tal fato

pode indicar o potencial de evasao de C. trachomatis a resposta imune do hospedeiro.

6.5 - Analise filogenética dos Dominios Variaveis de C. trachomatis

Quanto a analise filogenética do presente trabalho, verificamos que essas
amostras compartilham do mesmo ancestral, demonstrando uma origem comum. Lima
et al. (2007) descrevem no seu estudo, a identificacdo de uma grande quantidade de
substituicdes nucleotidicas que foram observadas no gene ompA, e que este fato sugere
a selecdo genotipica ou a propria sele¢do no hospedeiro e adaptacdo bacteriana. Ou seja,
esta analise de sequéncias pertencentes a esses genotipos pode permitir possivelmente, a

verificacdo de alteraches caracteristicas que podem ter conferido a bactéria uma
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vantagem evolutiva, imunologica, permitindo assim, sua disseminacdo na regido

estudada.

Diante deste estudo, e de acordo com o que foi discutido e sugerido por Lampe;
Suchland e Stamm (1993), as variagdes encontradas nas sequéncias surgem dos pontos

de mutacdo ou possivelmente pela recombinacdo dos VD na MOMP.

Das amostras analisadas neste estudo, verificamos que as frequéncias
genotipicas mais frequentes foram para os genétipos D (50%) e E (25%) em gestantes e
para o genotipo K (66,7%) em mulheres inférteis, respectivamente. Todos esses achados
genotipicos apresentaram 0s pontos de mutacdo na regido de variabilidade VDI, exceto
para uma amostra de infertilidade (\VVDII!I).

Embora neste estudo foi caracterizado o genétipo F, ndo foi possivel identificar
os dominios variaveis. E possivel que se trata de fornecimento de informagcéo

insuficiente para a identificacdo dos VD no resultado de sequenciamento.

A andlise de variabilidade do gene ompA de C. trachomatis no presente estudo
providenciou resultados interessantes que podera ser aplicado para estudos
epidemioldgico, caracterizando, portanto, a circulacdo dos tipos de C. trachomatis na
nossa regido e aplicar para futuros estudos como alvo de drogas. Apesar de existir
alguns estudos que ja descreveram a caracterizacdo dos genétipos no Brasil, é de nosso
conhecimento que este € o primeiro estudo que tenha caracterizado os gendtipos e
analise dos dominios variaveis do gene ompA de C. trachomatis em mulheres inférteis e
gestantes em Manaus - AM.
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7 - CONCLUSOES

10.

Os novos iniciadores desenhados OmpAF/OmpAR e ompAnsl/ompAns2
mostraram melhores resultados do que os iniciadores inicialmente propostos
para serem utilizados na PCR de genotipagem para C. trachomatis.

Neste estudo foram identificados os gendtipos D, E, F, | e K nos grupos de
mulheres estudados.

Os gendtipos D (50%) e E (25%) foram os mais frequentes entre o grupo de
gestantes.

O gendtipo K (66,7%) foi o mais frequente entre as mulheres inférteis.

N&o foi identificado, neste estudo, o gendtipo K no grupo de mulheres gravidas.
Este resultado fundamenta a relacdo do genotipo/sorotipo K em mulheres com
infeccdes crénicas e com infertilidade.

As amostras de infertilidade com a identificacdo de gendtipo K e a amostra de
gestante com gendtipo | foram as que apresentaram maior nimero de mutagdes
do tipo transicéo e transversdo.

A regido VDII foi que mais apresentou variacdes nas sequiéncias analisadas.

A freqliéncia de genotipo K e D encontrada neste estudo sdo consideradas
elevadas (66,7%) e (50,0%).

Sugere-se que as variacdes encontradas nas sequéncias dos genotipos
identificados surgem dos pontos de mutacdo ou possivelmente pela
recombina¢éo dos VD na MOMP.

Neste estudo, observou-se que os genétipos D, E, | e K compartilham do mesmo

ancestral.
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ANEXO B

Extracdo de DNA pelo Método Fenol: Cloroférmio (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).

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

No dia seguinte, dando continuidade ao procedimento de extracdo de DNA,
pegou-se o material precipitado, centrifugou-se a 10.000 rpm por 30 minutos e
descartou-se o sobrenadante cuidadosamente. Logo apds, lavou-se o sedimento de DNA
(Pellet) com 500 uL de Etanol a 70% gelado, centrifugou-se a 8.000 rpm por 10
minutos e descartou-se 0 sobrenadante cuidadosamente para ndo perder o0
sedimento. Em seguida, deixamos secar o sedimento por aproximadamente 40 minutos
no fluxo laminar e fez-se a ressuspensao do sedimento de DNA com 50 uL de agua
Milli-Q.
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