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RESUMO

O tracoma como principal causa de cegueira prevenivel no mundo, € uma
doenca negligenciada relacionada a baixas condi¢cdes socioecondmicas e locais sem
saneamento basico. Presente principalmente nos paises subdesenvolvidos traz
grandes prejuizos aos cofres publicos com a perda de produtividade e a deficiéncia
visual. Com a criacdo da Alianca para Eliminacdo Global de Tracoma em 1997
(GET2020), o Estado do Para, com apoio do Ministério da Saude do Brasil,
realizaram em 2006 o inquérito epidemiologico do tracoma em escolares de 12 a 42
série da rede oficial de ensino, nos municipios com indice de desenvolvimento
humano inferior a média nacional, para conhecer a prevaléncia da doenca. Os dados
obtidos no inquérito comprovaram que a doenca néo foi erradicada, revelando 35
municipios paraenses prioritarios e prevaléncias acima de 5%. Uma sub-amostra da
conjuntiva de escolares clinicamente positivos foi coletada para a confirmacao
diagnostica por Imunofluorescéncia direta (IFD). O presente estudo utilizou 52
amostras crio conservadas obtidas durante o inquérito, para serem analisadas pelos
métodos de IFD e de biologia molecular, na identificacdo laboratorial da Chlamydia
trachomatis. Foram encontradas as frequéncias de 26,92% (14/52) e 49% (24/49) de
resultados positivos pelas técnicas de IFD e reacdo em cadeia da polimerase
(nested-PCR), respectivamente. Considerando as 49 amostras analisadas pelas
duas metodologias, as sensibilidades para a deteccdo do agente etioldgico, por IFD
e PCR foram de 28,57% (14/49) e 48,98% (24/49), respectivamente (p = 0,0127). As
duas técnicas juntas confirmaram a infeccdo em 57,14% (n=28) das amostras, onde
50% (n=14) foram positivas apenas pela PCR, 35,72% (n=10) para ambas as
técnicas e 14,28% (n=4) somente pela IFD. A andalise de sete sequéncias
nucleotidicas demonstrou homologia para isolados de C. trachomatis genoétipo L1.
Este estudo é pioneiro no Brasil, pois além de confirmar a presenca de C.
trachomatis em amostras oculares de escolares clinicamente positivos para tracoma,
validou protocolo de obtencdo de DNA a partir de laminas de IFD crioconservadas,
demonstrou a maior sensibilidade do método molecular frente a IFD e identificou o
gendtipo L1 presente nas amostras.

Palavras chave: Chlamydia trachomatis. Tracoma. Inclusdo conjuntival.
Imunofluorescéncia direta. PCR.



Abstract

Trachoma as a leading cause of preventable blindness in the world is a neglected
disease related to low socioeconomic conditions and locations without basic
sanitation. Present mainly in developing countries brings great harm to public coffers
in lost productivity and visual impairment. With the creation of the Alliance for the
Global Elimination of Trachoma in 1997 (GET2020) the State of Para, with support
from the Ministry of Health of Brazil, held in the 2006 epidemiological survey of
trachoma in school 1st to 4th grades of the official network of education in
municipalities with the human development index of less than national average, to
discover the prevalence of the disease. Data from the survey proved that the disease
was not eradicated, revealing 35 priority municipalities in Para and prevalence above
5%. A sub-sample of the conjunctiva of clinically positive students was collected to
confirm the diagnosis by direct immunofluorescence (DIF). The present study used
52 cryopreserved samples obtained during the epidemiological survey to be analyzed
by the methods of DIF and molecular biology to laboratorial identification of
Chlamydia trachomatis. We found frequencies of 26.92% (14/52) and 49% (24/49) of
positive results by DIF techniqgues and polymerase chain reaction (nested-PCR),
respectively. Considering the 49 samples analyzed by two methods, the sensitivities
for detection of the etiologic agent, by FAT and PCR were 28.57% (14/49) and
48.98% (24/49), respectively (p = 0,0127). The two techniques together confirmed
57.14% (n = 28) of samples with infection, where 50% (n = 14) were positive only by
PCR, 35.72% (n = 10) for both technical and 14, 28% (n = 4) only by the IFD. The
nucleotide sequence analysis of seven isolates showed homology to C. trachomatis
genotype L1. These studies is a pioneer in Brazil, as well as confirm the presence of
C. trachomatis in samples from ocular school clinically positive for trachoma,
validated protocol for obtaining DNA from cryopreserved sheets DIF, showed the
highest sensitivity of the molecular method front DIF and identified the genotype L1 in
the sample of the conjunctiva of clinically positive students.

Keywords: Chlamydia trachomatis.Trachoma. Conjunctivitis. PCR.
Direct immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO

O tracoma € a doenca ocular mais frequente e a causa mais comum de
cegueira evitdvel no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2003) estima
gue haja aproximadamente, 84 milhdes de pessoas afetadas pelo tracoma em 57
paises endémicos, o que corresponde a 10% da populacdo mundial com tracoma
ativo precisando ser tratada, além de 8,2 milhGes de pessoas com triqguiase e mais
de 7 milhdes de pessoas irreversivelmente cegas devido a opacificagdo corneana
causada por complicagcdes do tracoma (ABBAS et al.,, 2009; BURTON; MABEY,
2009; MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2009; ZHANG et al., 2010).

A Chlamydia trachomatis (CT), agente etiologico do tracoma, sorotipos A, B,
Ba e C, causam uma afeccao inflamatoria ocular crbnica, recidivante, com producao
de secrecdo purulenta que facilita a reinfeccdo pelo agente etiolégico e garante a
cronicidade da inflamac&o com resposta exacerbada do sistema imune. Fendbmenos
fisiopatoldégicos como a formacdo de Entropio e Triquiase na palpebra superior
fazem com que os cilios invertidos toquem no globo ocular causando dor constante e
intensa fotofobia, podendo levar a graus variados de diminuicdo da acuidade visual
até a cegueira (ANDREASEN et al., 2008; BRASIL, 2001; CHINEN et al., 2006; HU
et al., 2010).

O homem com infecgdo ativa na conjuntiva ou em outras mucosas € a Unica
fonte de infeccao e, os principais reservatérios das formas ativas sdo as criancas em
idade pré-escolar (BRASIL, 2004; CHINEN et al., 2006; KOIZUMI et al., 2005; OMS,
2006).

A transmissdo se da pelo contato direto (olho a olho ou maos contaminadas
com secre¢do ocular) e contato indireto (por vestuario e objetos contaminados ou
por vetores mecanicos como a proliferagdo de moscas domesticas) (BRASIL, 2001,
2004; CHINEN et al., 2006; SCHELLINI et al., 2010; OMS, 2001).

Relacionado a baixas condi¢cbes socioecondmicas e a locais sem saneamento
basico, o tracoma restringe-se quase que exclusivamente as populacbes de baixo
poder socioeconbmico de paises subdesenvolvidos (ABBAS et al., 2009;
DAMASCENO et al., 2009; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004), sendo muito
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prevalente no mundo todo, sobretudo na india, Africa subsaariana, Asia e América
do Sul (HU et al., 2010; KOIZUMI et al., 2005; OMS, 2006).

No Brasil, o tracoma € endémico em varias regifes apesar de ja ter sido
considerado erradicado na década de 1970, quando a realizacdo de campanhas
pelo Ministério da Saude impactou profundamente na incidéncia e na prevaléncia da
doenca no pais (BRASIL, 2001).

No inquérito epidemiolégico de ambito nacional realizado nos anos de 1974 a
1976, as unidades federativas que apresentaram maior prevaléncia da doenca
foram: o Para (26,2%), o Amazonas (15,7%) e Roraima (14,6%) (CHINEN et al.,
2006). Desde entdo, a auséncia de acdes de vigilancia e controle do tracoma
contribuiram para o desconhecimento sobre a prevaléncia e morbidade do mesmo
no Brasil e em especial, no Para (BRASIL, 2008), motivando o Ministério da Saude a
realizar novo inquérito epidemiolégico de tracoma em nivel nacional, nos anos de
2002 a 2007.

No Pard, no periodo de maio a setembro de 2006, a Secretaria de Estado de
Saude Publica do Para realizou o inquérito epidemiolégico do tracoma por
amostragem, em escolares de 12 a 42 serie do ensino fundamental da rede publica,
residentes em municipios com indice de desenvolvimento humano menor que a
média nacional (IDH < 0.764 - IBGE 2000), esclarecendo sobre a prevaléncia do
tracoma no Estado e demonstrando que a doenca néo estava erradicada como se
acreditava. O diagnéstico clinico foi realizado por examinadores padronizados pelo
Ministério da Saude, adotando a classificacdo feita por Thylefors et al. (1987)
(ANEXO A).

Para confirmacdo da circulacdo do agente etioldgico na comunidade
estudada, realizou-se diagnéstico laboratorial em amostras do raspado da conjuntiva
dos escolares com diagnostico clinico de tracoma folicular e / ou inflamatorio, pela
técnica da imunofluorescéncia direta (IFD) que por ser uma técnica simples, esta
disponivel nos laboratérios da rede publica e apresentar alta especificidade. No
entanto, sua sensibilidade é baixa para o tracoma sendo mais adequada para o
estabelecimento de focos endémicos e néo para a confirmacao individual de cada
caso (MEDINA et al., 1996).
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2 JUSTIFICATIVA

O tracoma é a principal causa de cegueira prevenivel no mundo. Embora o
diagnostico clinico do tracoma seja soberano, o diagnostico laboratorial é

fundamental para a confirmacao do agente etioldgico.

Com o objetivo de conhecer a prevaléncia do tracoma em escolares nas
zonas rural e urbana dos municipios paraenses e dar subsidios a planificacdo e
implantacdo de programas de controle da doenca, a Secretaria de Estado de Saude
Pdblica, com apoio do Ministério da Saude, realizou no ano de 2006, o inquérito
epidemioldgico do tracoma no Pard, quando através do exame ocular do tarso

superior de escolares da rede publica foi dado o diagndstico clinico.

Em vista da técnica de imunofluorescéncia direta (IFD), utilizada como
método de escolha para o diagnostico laboratorial do tracoma, ndo possuir
sensibilidade suficiente para confirmacdo de todos os casos clinicamente positivos,
torna-se necessario utilizar técnicas mais sensiveis, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), capaz de detectar a presenca da bactéria nas amostras
coletadas objetivando a comprovacao da circulacdo do agente etiolégico do tracoma
(Chlamydia trachomatis) em localidades onde a IFD nao foi capaz de identificar a

presenca do agente.

Sera utilizado os métodos de IFD e PCR, quando se avaliara a sensibilidade

da IFD e do método molecular proposto

Este enfoque é pioneiro no Brasil, pois prop6e uma metodologia molecular
para, ao mesmo tempo, confirmar a infeccdo e identificar os sorotipos presentes nos
casos com sinais clinicos de tracoma, o que confere ao presente estudo um carater
relevante a saude publica, uma vez que pode demonstrar a real frequéncia da
Chlamydia trachomatis, associada aos casos de tracoma no Estado do Para, além
da viabilizagdo de uma metodologia mais sensivel para o programa de controle do

tracoma.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar identificag&o laboratorial de Chlamydia trachomatis em escolares da

rede publica do Estado do Para com diagnadstico clinico de tracoma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comprovar a circulagdo da Chlamydia trachomatis em amostras de escolares

com sinais clinicos de tracoma por IFD e PCR.

Demonstrar a frequéncia da Chlamydia trachomatis em amostras de

escolares com sinais clinicos de tracoma.

Comprovar a sensibilidade da IFD na identificacao laboratorial da Chlamydia

trachomatis em amostras de escolares com sinais clinicos de tracoma.

Identificar os gendtipos de Chlamydia trachomatis em amostras de escolares

com sinais clinicos de tracoma.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 ASPECTOS HISTORICO

O tracoma, doenca de maior distribuicdo mundial e milenarmente conhecida,
teve o seu primeiro relato em 1556 a.C. no Egito, com a descoberta de papiro
contendo descricdes de uma doenca com caracteristica de tracoma, por George
Ehers (PELICIONO et al.,1992).

No século 27 a.C. ja se conhecia o tracoma e a triquiase, o que confirma a
hip6tese do surgimento da doenca nos primérdios dos povos ndémades da Mongdlia
e, sua disseminacdo através de invasdes para a China, Sibéria e costa do
Mediterraneo. Outros relatos da doencga surgiram no Egito em 525 a.C. (BRASIL,
2001; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004; PELICIONO et al., 1992).

Segundo AMAT (1923 apud PELICIONO et al., 1992 p.178),em 48 a.C., em
Roma, Cicero afirmava que médicos oculistas operavam catarata e tratavam

triquiase.

Para TANG et al.(1957 apud DAROUGAR e JONES, 1983 p. 117) relataram
gue a Chlamydia s6 veio a ser associada com o tracoma, apos a identificacdo de
inclusdes intracitoplasmética em raspado conjuntival de orangotangos infectados
durante um experimento, com material de conjuntiva tracomatosa. Sendo o0 seu

agente etiolégico isolado com sucesso na década de 30.

Com as guerras e as grandes migracfes ocorridas na idade média o tracoma
disseminou-se através da Grécia e do mundo islamico para o restante da Europa
(BRASIL, 2001). Na Europa e América do Norte, o tracoma foi a principal causa de
cegueira no século XIX (LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004). Segundo
Maccallan; Hirschberg (1982; 1931, apud HU et al., 2010, p. 673), a morbidade da
doenca na Europa levou as autoridades sanitarias da época a fundarem importantes

hospitais oftalmoldgicos para tratamento dos enfermos.

O tracoma foi Introduzido no Brasil no século XVIII, por ciganos expulsos de
Portugal, que se instalaram nas provincias do Maranhdo e Ceara (Fig. 1) formando

os primeiros bolsdes da doenca no pais. A disseminagdo no nordeste se deu por
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conta da migracdo de operarios de lavouras e das peregrinacdes religiosas que
atraiam milhares de romeiros para localidades com precarias condi¢cdes sanitérias e
escassez de agua (FREITAS, 1967, 1977).

FIGURA 1 — Principais focos do tracoma no Brasil e suas linhas de disperséo.
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Fonte: Adaptado de MS /SUCAM Manual de Controle do Tracoma, 2001.

Com a imigracao Europeia no século XIX, para o Estados de Sdo Paulo e Rio

Grande do Sul, novos focos de tracoma (Fig. 1), surgiram no Brasil.

Imigrantes tracomatosos procedentes de paises do Mediterraneo entravam
livremente no pais, sem nenhuma vigilancia sanitaria (PELICIONO et al., 1992). O
tracoma disseminou-se entdo para outras regides por migracdes internas, em
direcdo ao sudeste até os Estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de
Janeiro. Na Amazobnia, a doenca foi introduzida durante o ciclo da borracha,
(DAMASCENO et al., 2009; FREITAS, 1967, 1977; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI,
2004).

A partir de 1943, com a campanha nacional para o combate ao tracoma, o
governo federal formou médicos tracomatologistas e instalou postos de tratamento

de tracoma em areas endémicas que, associado ao ciclo de desenvolvimento
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econbmico no inicio da década de 1950, impactou profundamente na ocorréncia da
doenca com intensa diminui¢cdo nas taxas de detecgao, a ponto de ser considerada
erradicada (BRASIL, 2001; DAMASCENO et al., 2009; FREITAS, 1966, 1976, 1977).

AplOs o combate da endemia tracomatosa em nivel nacional, a estrutura da
campanha federal do tracoma foi desmontada e as acdes deixaram de ser
executadas (FREITAS, 1966, 1976).

No inquérito do tracoma ocorrido nos anos de 1974 a 1976 (Fig. 2), o maior
namero de casos detectados na regido Norte, foi nos Estados do Pard e de
Roraima. ApoOs esta década, o Ministério da Saude considerou a doenga sub
endémica e, acdes de vigilancia e controle do tracoma deixaram de ser executadas
(FREITAS, 1976, 1977).

FIGURA 2- Prevaléncia do Tracoma no Brasil - 1974 a 1976.
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Fonte: Adaptado de MS/SUCAM, Freitas, 1976.

No Para, os ultimos dados oficiais do tracoma sdo da década de 1980,
guando a Divisdo de Endemias Focais (DIENF) da Diretoria Regional do Para da
Superintendéncia de Campanhas da Saude Publica (SUCAM), realizou inquéritos
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em escolares obtendo taxas de prevaléncia que variaram de 11,8% a 52,1% nos
municipios de Igarapé Acu, Ourém, S&@o Francisco do Para, Santa Isabel do Para,
Benevides e Santo Anténio do Taua (SUCAM, 1989).

Em 1990, as atividades de controle do tracoma tornaram-se atribuicbes da
Fundacdo Nacional de Saude - FUNASA (BRASIL, 2001). O processo de
descentralizacdo das acoes de saude foi efetivado, e as endemias, que antes eram
coordenadas pela esfera federal, passaram para o Estado, e gradativamente as

atividades de controle do tracoma deixaram de ser executadas.

O mito do crescimento econOmico iniciado nos anos de 1950 impactou
profundamente na prevaléncia do tracoma, a ponto de ser declarado erradicado em
muitos Estados (BRASIL, 2001), trazendo graves prejuizos a Saude Publica
Brasileira principalmente, pela auséncia de capacitacdo para médicos generalistas e
oftalmologistas realizarem diagndstico clinico e tratamento do tracoma (BRASIL,
2001).

Com o descobrimento de novos casos de tracoma inflamatério em pré-
escolares, no municipio de Bebedouro, regido nordeste de Sdo Paulo (LUNA et al.,
1992), a discussdo do tracoma como problema de saude publica foi retomada e,
outros estudos de prevaléncia da doenca, realizados em varios estados brasileiros
como: Séo Paulo, Bahia, Ceara, Pernambuco, Amazonas, Santa Catarina e Parana
(LUNA et al., 1992; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004; MACHADO et al., 2009)
comprovaram a circulacdo do agente etioldgico e a existéncia do tracoma com

caracteristica endémica no pais.

Os dados de prevaléncia obtidos nesses estudos levaram o Ministério da
Saude a realizagdo do ultimo inquérito nacional do tracoma, ocorrido entre 2002 a

2007, com o objetivo de conhecer a situacdo epidemioldgica desse agravo no Brasil.

O Para concluiu o inquérito com o alcance de 95,94% (6.908) da amostra
determinada de escolares (Fig. 3), além de 1.682 comunicantes, onde foram
encontrados 479 (6,93%) escolares e 233 (13,85%) comunicantes com sinais
clinicos do tracoma. Em quatro dos 73 municipios participantes (Fig. 3), ndo foram

identificados casos de tracoma. No restante foram identificadas as prevaléncias de
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>0 a <5%, =5 a <10%, 210 a <20% e 220% em 34, 18, 13 e 4 municipios,
respectivamente. Os municipios com as maiores prevaléncias foram Marapanim
(29,37%), Prainha (22,22%), Igarapé Mirim (22,09%) e Camet& (20,39%)(dados nédo
publicados).

FIGURA 3 — Mapa da distribuicdo espacial da prevaléncia do tracoma por municipios
no Para -2011.
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4.2 AGENTE ETIOLOGICO

4.2.1 Taxonomia das Clamidias

As Clamidias foram historicamente classificadas (Fig. 4) na ordem
Chlamydiales, familia Chlamydiaceae, na qual esta inserido um Unico género
Chlamydia com quatro espécies: Chlamydia trachomatis e Chlamydia pneumoniae
patdgenos exclusivamente de humanos; Chlamydia psittaci, patégeno de aves e de
alguns mamiferos inferiores e a Chlamydia pecorum, responsavel por infeccdo em
bovinos, ovinos e suinos (MOULDER, 1984; STORZ; PAGE, 1971).

A classificacdo atual baseia-se em critérios morfologicos, genéticos e critérios
fendtipos limitados, ndo considerando outros microrganismos intracelulares com o
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mesmo ciclo de desenvolvimento das Clamidias (EVERETT; BUSH; ANDERSEN,
1999).

Um marco na taxonomia das Clamidias, que rompeu o paradigma de
agrupamento por sorologia e afinidade, foi a identificacdo de cepas de Chlamydia
trachomatis por seus acumulos de glicogénio nas inclusées e sua sensibilidade a
Sulfadiazina, ao contrario da Chlamydia psittaci que ndo acumula glicogénio e sao,
geralmente, resistentes a Sulfadiazina (EVERETT; BUSH; ANDERSEN, 1999).

A partir da década de 1980, o desenvolvimento de técnicas de amplificacdo
de &cidos nucleicos, forneceram novas metodologias para diferenciacdo e
classificacdo de grupos de Clamidias (Tab. 1), como a reassociacdo DNA-DNA,
estabelecida como uma ferramenta para distinguir espécies, analise filogenética dos
genes rRNA, antigenos de superficie e proteinas de plasmideo, genes da MOMP
(proteina da membrana externa principal) que estdo sendo utilizados na
reconstrucéo da Arvore evolutiva da Chlamydiaceae (HORN et al., 2004, EVERETT;
BUSH; ANDERSEN, 1999; BUSH; EVERETT, 2001; COLLINGRO et al., 2011).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das Clamidias com base no genoma.

Chiompdioc Chiampdophila Chiomydophiiao Chiompdia Chiompdia

ambiental caviae DRELIM oniae trochomab’s T Lird diarurm
GPIC CWLOZ9 = O MoPn

Cromossomo [phb) 2.414 485* 1.173,3580 1.230,220 1.230,230 1.072,950
Plasmidio [pb) - 7.966 - 7.453 7.501
Conteudo G+C (%) 35.8 33.2 40.6 413 40.3
Tot=alde COEs 2.031 1.009 1073 204 921
Com atribuicio
funcional 784 [38=) BO5[BIE) B35 593 B4 (BT BE3(E1%)
Conservacao
hipotética E23 [21%) 3I20({232%) 251[23%) I5[4%) 281(31%)
No segmento
homdalogo
desconhecido E24 [21%) 24 85 186[173) 265(295%) 77(88E)
Densidade
codificacSo(3) 23 28 28 90 90
Comprimento
médic do gene(pb) 962 103 1031 1.0:29 1.064
O perons rRENA 3 1 1 2 2
tRMNAsS 35 38 38 37 37

Fonte : Adaptado de Horn et.al., 2004.
*Sequéncia contendo uma diferenca de cerca de 3 kb,Cepas:GPIC,CWL029,svD,MoPn.

A descoberta de novos organismos na ordem Chlamydiales isolados de

anfibios, mamiferos e fontes ambientais como a Parachlamydia acanthamoebae,
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parasitas de amebas que podem estar associadas com doenca em seres humanos,

tem comprovado a diversidade de hospedeiros das Clamidias
uma nova percepcao de distribuicdo das mesmas (EVERETT; BUSH; ANDERSEN,
1999; HORN et al., 2004; DEAN et al., 2008).

e contribuido para

Everett, Bush e Andersen (1999), utilizando ferramentas de amplificacdo de

acidos nucleicos em andlise filogenética dos genes 16S rRNA e 23S rRNA na ordem

Chlamydiales, observaram que as sequéncias dos genes 16S rRNA apresentavam

uma similaridade superior a 90% encontrando uma concordancia de 100% com

rDNA utilizando o gene 23S rRNA. Os resultados obtidos no estudo levaram os

autores a proporem (Fig. 4) a esta ordem, quatro familias distintas e dois géneros
com nove espécies para a familia Chlamydiaceae (EVERETT; BUSH; ANDERSEN,
1999; SCHACHTER et al., 2001).

FIGURA 4 - Taxonomia proposta por Everett et al. (1999) para a ordem

Chlamydiales.
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Esta recomendacdo ainda ndo obteve aprovacdo no meio

grande controvérsia que causou.

cientifico pela
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4.2.2 Morfologia das Clamidias

Os membros da familia Chlamydiaceae s&o procariotos intracelulares
obrigatdrios, capazes de infectar uma extensa variedade de espécies causando
varios problemas de salde nos homens e em animais, com muitas caracteristicas

comuns.

Todas as espécies do género Chlamydia sdo patogénicas e apresentam o
mesmo ciclo de desenvolvimento bifdsico com duas formas morfofisioldégicas
distintas e compartilhamento de sequéncias genémicas (LI et al., 2008; SAKA et al.,
2011).

As Clamidias apresentam duas formas distintas: O Corpo Elementar (CE) é
uma estrutura pequena, cocoide de 300 nm, com citoplasma granular, presenca de
ribossomo 70S e DNA concentrado em um cromossomo excéntrico circundado por
uma rigida parede trilaminar (BELLAND et al., 2003; MOULDER, 1991), e o Corpo
Reticular (CR) que séo estruturas maiores chegando a 1.000 nm de diametro que
possuem um DNA fibrilar difuso e alta concentracdo de ribossomos, formam

inclusdes citoplasmaticas ricas em glicogénio (MOUDER, 1982).

As Clamidias s&do bactérias gram negativas com parede celular rigida,
trilaminar desprovida da camada de peptidioglicano, termoldbel, imével, de forma
cocoide com aproximadamente 0,3 a 1,0 um. Possuem uma molécula de DNA e
RNA e ribossomo que evidenciam uma reduzida atividade metabdlica de sintese
proteica, mas nao sintetizam ATP, realizam o transporte de energia através da
importacdo de ATP do citosol da célula do hospedeiro com adenosina difosfato
(ADP), com um ATP/ADP translocase (BELLAND et al., 2003; HORN et al., 2004 ;
MOULDER, 1982).

A parede celular € composta por 1/3 de proteina e 2/3 de lipidios, desprovida
da camada de peptidioglicano, Acido Muramico e proteinas ligaveis & Penicilina; é
constituida por dois antigenos: a proteina Lipopolissacarideo (LPS) constituida por
Acido Cetodeoxietandico e o antigeno MOMP que representa 60% do peso da
membrana (KARI et al., 2009; POIARE et al., 2008; SEADI et al., 2002).
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A MOMP tem sido utilizada na caracterizacdo sorologica dos sorovares da
Chlamydia trachomatis por serem espécie e subespécie-especifico, além de
candidata alvo no desenvolvimento de vacinas para o tracoma (KARI et al., 2009;
ANDREASEN et al., 2008; SRIVASTAVA et al., 2008). Além disso, representa
proteina essencial da parede celular da C. trachomatis é codificada pelo gene ompl
gue contém quatro dominios variaveis (VDS), chamados de VD1 a VD4 que se
encontram intercalados com cinco regides de sequéncias altamente conservadas
(LIMA et al., 2007; RUETTGER et al., 2011; SRIVASTAVA et al., 2008).

A classificacdo dos sorovares € feita pela identificacdo de trés das quatro
regides das sequéncias variaveis da proteina MOMP, denominada VD1, VD2 e VD4
gue sdo expostas na superficie da membrana (LIMA et al., 2007; RUETTGER et al.,
2011; SRIVASTAVA et al., 2008).

A C. trachomatis € classificada sorologicamente em 19 sorotipos com base na
proteina da membrana externa principal (MOMP) (ANDREASEN et al., 2008; LIMA
et al., 2007; KINT et al., 2010; SOMBOONNA et al., 2008; THOMPSON et al., 2008).
Divididos em dois biovares, tracoma e linfogranuloma venéreo, que podem ser
classificados de acordo com as diferentes apresentacdes clinicas (Tab. 2). Os
sorotipos A, B, Ba e C estdo associados ao tracoma endémico; L1, L2, L2A, L2B e
L3 ao Linfogranuloma venéreo e, os sorotipos D, E, F, G, H, |, la, J, Ja e K
associados a infec¢Bes genitais e em neonatos (KINT et al., 2010; SOMBOONNA et
al., 2008).

Associada a diferentes infeccdes humanas (Tab. 2), pode comprometer os
olhos (tracoma e conjuntivite de inclusdo do recém-nascido), o trato respiratério
(pneumonite) e o trato urogenital (linfogranuloma venéreo, uretrite ndo gonocécica,
cervicite, endometrite, salpingite e doenca inflamatoria pélvica - DIP, que como
consequéncia, pode levar a infertilidade e a gravidez ectopica) (BELDA JUNIOR;
SHIRATSU; PINTO, 2009; FERNANDES et. al., 2009; GONGCALVES et al., 2009;
LIMA et al., 2007; MARQUES; MENEZES, 2005; MIRANDA; GADELHA; PASSOS,
2003).
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humanas.
Sorotipos Doen¢as humanas Formas de Patologia
disseminagao
A B.B c Tracoma ocular, M3os aos olhos, Conjuntivite
y e Tracoma endémico fomites, moscas
Doenca 6culo genital, Sexual e Uretrites, Cervicites,
D,E,F,G Uretrite, Oftaimia, Peri Endometrites, Doenca
H I Ia. J Cervicite, Bartholinite, erinatal Inflamatéria
E Pneumonia Endometrite, Pelvica(DIP),
JaeK Sindrome de Reter, Infertiidade, Gravidez
Salpingite(DIP), Ectopica, Conjuntivite
Peri-hepatte, Neonatal e Pneumonia
Cancer de colo uterino. Infantil.
L1,L2,L2A Linfogranuoma Sexual Invasdo da
L2B e L3 venéreo Submucosa Linfo-
nodular com
granulomas
necrosantes e
Fibrose.

Fonte: Adaptado de Miranda; Gadelha; Passos, 2003.

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) estdo entre as infeccbes mais
prevalentes no mundo. Dentre elas, as infecgdes por Chlamydia trachomatis (CT)
sdo as de maior incidéncia, com mais casos novos do que qualquer outra DST
conhecida (MARQUES et al., 2007).

Estudos da Organizacdo Mundial da Saude (2005) e do Centro de Controle de
Doencas dos Estados Unidos da América (CDC, 2002) inferem que ocorrem em
torno de 92 milhdes de novos casos de Chlamydia a cada ano, a maioria nos paises
em desenvolvimento, sendo metade na populacdo compreendida na faixa etéria de
15 a 24 anos de idade (JALIL et al., 2008).

No Brasil, o Ministério da Saude estima que a cada ano, ocorram 1.967.200
casos novos (PNDST/AIDS, 2006). Infecgbes por Chlamydia apresentam elevado
indice de complicagdo para a saude reprodutiva por acometerem, de forma
particular, mulheres jovens (BENZAQUEN et al., 2010; JALIL et al., 2008).

A infeccdo sexual inicia-se usualmente pela endocérvice, podendo ocorrer na

uretra e no reto, as clamidias replicam-se dentro de vacuolos da célula epitelial
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hospedeira, originando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas. O ciclo de
desenvolvimento e a predilecdo para causar infeccdes persistentes sao
caracteristicas distintivas deste patégeno (MOULDER, 1991).

O maior impacto da infeccdo por Chlamydia ocorre no sistema reprodutivo
das mulheres. A recorréncia das infeccdes € comum especialmente nos individuos
que se infectam antes dos 20 anos (GIRALDO; SIMOES, 2000; MARQUES:;
MENESES, 2005; OLIVEIRA et al., 2008; SEADI et al., 2002) sendo a precocidade

do inicio da vida sexual, 0 mais importante fator de risco.

InfecgBes geniturinarias por C. trachomatis em mulheres inicia com um
guadro de cervicite. Graves consequéncias advém do fato da infeccdo apresentar
alta incidéncia em assintomaticos (SACHDEVA et al., 2009). Mais de 70% das
mulheres com lesdo tubaria apresentam anticorpos circulantes para C. trachomatis
(BENZAQUEN et al., 2010; GIRALDO; SIMOES, 2000; JALIL et al., 2008;
MARQUES; MENEZES, 2005; SACHDEVA et al., 2009).

Para Fernandes et al. (2004) a ascensdo deste patdgeno, da cérvice ao
aparelho reprodutivo alto, causa complicacbes como salpingite, abscessos ovarianos
e a doenca inflamatéria pélvica aguda (DIP), maior fator de risco das DST e a
sequela mais temida por afetar diretamente a vida reprodutiva da mulher,

culminando em esterilidade definitiva.

Em portadoras sintomaticas, produz secrecdo muco purulenta pelo orificio
externo do colo uterino, juntamente com processo inflamatério local, podendo ser
acompanhado por dor pélvica crdnica ou dispareunia, e sangramento no ato sexual
(MARQUES; MENESES, 2005; SEADI et al., 2002).

Hoje, o diagndstico precoce da C. trachomatis antes que ocorra a doenca
infecciosa pélvica é uma preocupacdo mundial. A DIP representa um grave
problema que acarreta altos custos aos servicos de saude e aos cofres publicos
(FERNANDES et al., 2004; GONCALVES et al., 2009; MARQUES; MENESES,
2005; SEADI et al.,, 2002). Com mais de um milhdo de episédios a cada ano,
mulheres jovens com menos de 19 anos de idade apresentam maior risco para

desenvolverem DIP.
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Evidéncias cientificas correlacionam a infeccdo por C. trachomatis e lesdes
intra-epiteliais cervicais com o desenvolvimento de neoplasia cervical e aumento na
incidéncia de cancer de colo de Utero (GONCALVES et al., 2009; BELDA JUNIOR;
SHIRATSU; PINTO, 2009; OLIVEIRA et al., 2008).

As InfeccBes por Chlamydia em gestantes estdo associadas a complicacdes
graves, como parto prematuro, endometrite pds-parto, amniorrexe prematura, baixo
peso ao nascer e Obito neonatal. Mulheres que tiveram DIP apresentam risco 10
vezes maior de desenvolver gravidez ectépica. Destas, 15% evoluem a O&bito
(FERNANDES et al., 2004; BELDA JUNIOR; SHIRATSU; PINTO, 2009; MARQUES;
MENESES, 2005).

A DIP, quando nao tratada pode provocar infec¢cdes congénitas, perinatal, e
morte materna durante o primeiro trimestre da gestacdo (BELDA JUNIOR;
SHIRATSU; PINTO, 2009).

Aproximadamente dois tercos dos recém-nascidos de maes infectadas
apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de conjuntivite neonatal,
pneumonia intersticial atipica, bronquite e otite média (JALIL et al., 2008; POIARES
et al., 2007; SEADI et al., 2002).

Marques e Meneses (2005, p. 68) afirmam que “[...] 30% a 50% das criancas
nascidas de maes infectadas pela CT terdo conjuntivite e quase 50% delas terao,
também, infeccdo nasofaringea, das quais 30% desenvolverdo pneumonia por

clamidia”.

No neonato a C. trachomatis é a causa mais comum de conjuntivite de
inclusdo. Se nao tratada, por volta de duas semanas, pode evoluir e causar
pneumonia. O tratamento da pneumonia eventualmente provoca extenso periodo de
internacdo, ocasionando como sequela, deficiéncia pulmonar. A profilaxia € ineficaz
em 15% a 25% dos casos de conjuntivites em recém-nascidos expostos a C.
trachomatis (GIRALDO; SIMOES, 2000; SEADI et al., 2002).

Pelo aumento da incidéncia de partos prematuro, infecgdes por C.
trachomatis apresentam elevado risco de morbidade e mortalidade neonatal. A
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evolucao € insidiosa, oligossintomética ou assintomatica (FERNANDES et al., 2004),
na maior parte das vezes ndo perceptivel ao clinico. Quando sugestivo, a pouca
oferta de diagndstico na rede assistencial do Sistema Unico de Satde(SUS) dificulta

0 acesso ao tratamento, por conseguinte, muitas mulheres n&o sao tratadas.

Nos homens, infeccbes urogenitais por C. trachomatis causam artrite e
epididimite podendo levar a obstrucédo uretral e até infertilidade (BELDA JUNIOR;
SHIRATSU; PINTO, 2009; SACHDEVA et al., 2009).

Os sorotipos L1, L2 e L3 causam uma rara doenca infectocontagiosa
sexualmente transmissivel de carater inflamatoria, invasiva e sistémica, conhecida
como linfogranuloma venéreo (LGV) (SETH-SMITH et al., 2009), importante causa
de doenca ano genital principalmente entre homens que praticam sexo com outros
homens (BELDA JUNIOR; SHIRATSU; PINTO, 2009).

A linfadenopatia inguinal é a manifestacdo clinica mais comum, que aparece
semanas apos a lesdo primaria comumente localizada no prepucio ou glande nos
homens e na vulva ou parede vaginal nas mulheres. As principais queixas sao
ganglios dolorosos e unilaterais com ou sem abscessos (bubdes). Proctites
hemorragicas ocorrem por inoculagdo direta e sdo mais comuns em homens que
mantém relacdes sexuais com homens (HALSE et al., 2006; HERNANI; NADAL,
2007).

4.2.3 Aspecto Gendmico

A C. trachomatis tem um genoma completo constituido por um cromossomo
Unico circular de 1.042.519 pb (Fig. 5), com 58.7% de seu peso de A-T.

As espécies do género Chlamydia apresentam um dos menores genomas
conhecido entre os organismos vivos. Codificam aproximadamente 875 proteinas.
Destas, 70 sdo exclusivas da espécie Chlamydia trachomatis. Contém RNA
ribossomal (rRNA) de 23S, 16S e 5S (CARLSON et al., 2008; CLARKE, 2011,
SETH-SMITH et al., 2009).
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FIGURA 5 - Topologia circular do genoma da Chlamydia trachomatis A/ HAR13.
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Fonte: Adaptado de http://microbewiki.kenyon.edu/images/c/c1/ C trachomatisGenome.jpg
gene 953 1.044.459 pb acesso: NC .007429.

Os genomas menores (1,04 -1,3 Mb) apresentam alto grau de conservacao,
com excecdo da regido polimorfica do genoma denominada zona de plasticidade
(PZ). Na zona de plasticidade ocorre grande variacdo significativa de genes entre
cepas de C. trachomatis que pode ser um fator de viruléncia. O operon trpBA que
reside no PZ é exclusivo de isolados humanos e confirma a hipétese da viremia ao
distinguir cepas oculares de isolados genitais com base na quantidade significativa
de variagdo no PZ(CARLSON et al., 2008; SETH-SMITH et al., 2009).

Estudos realizados com isolados genitais mostraram um operon intacto
codificando uma sintaxe de triptofano funcional, enquanto cepas oculares
apresentaram mutacdes nos genes trpA ou trpB que resultaram em uma sintaxe nao
funcional. A capacidade de sintetizar triptofanos funcionais foi um fator de viruléncia
potencial para cepas genitais, mas nao para cepas oculares (CARLSON et al., 2008;
SETH-SMITH et al., 2009).

Cada célula bacteriana possui de 7 a 10 copias de DNA plasmidial e uma
cépia do DNA do genoma da proteina da membrana externa principal (MOMP) da C.
trachomatis. O plasmideo codifica oito genes todos transcritos e traduzidos durante o
ciclo de desenvolvimento (WANG et al., 2011).


http://microbewiki.kenyon.edu/images/c/c1/%20C%20trachomatisGenome.jpg
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O Plasmideo criptico de 7,5 kb PCTA, pCTT1, pCHL1, pLVG440 e pLGV2
identificados e sequenciados da C. trachomatis sorotipos A, B, D, L1, e L2, séo
altamente conservados e transportam oito quadros de leitura aberta (ORFs),
designado pORF-1 a pORF-8 (BELLAND et al.,, 2003; LI et al.,, 2008) também
denominados de Sequéncias Codificadoras previstas (CDSs) formados por um
conjunto de quatro repeticoes de 22 pb (COLLINGRO et al., 2010; HORN et al.,
2004; SETH-SMITH et al., 2009).

Embora a funcao biolégica do plasmideo no desenvolvimento da Chlamydia
ainda permaneca desconhecida, tem sido relacionado a sintese de glicogénio e
considerado um fator de viruléncia (CLARKE, 2011). O plasmideo é relativamente
estavel e mais resistente a danos de nucleases do que o genoma, estando presente
em até dez cépias por genoma, tem sido visto como um possivel fator confidvel para
testes de diagnostico (SETH-SMITH et al., 2009).

O pORF imediatamente jusante da origem de replicacdo do plasmideo foi
designado pORF1, pCT7 ou pgp7. O pORF1 e pORF2 codificam proteinas
provavelmente envolvidas na replicacdo do plasmideo. O homodlogo do helicase
pORF3 estd envolvido no desenrolamento do DNA de dupla fita durante a
replicacdo. O pORF4 nao tem funcdo conhecida. O pORF5, também designado
pgp3, codifica uma proteina de 28 kDa cuja funcdo ndo muito clara, parece ser
reconhecida por anticorpos humanos e de animais infectados por Chlamydia para
induzir imunidade protetora. O pORF6 codifica uma proteinade 101-102
aminoacidos com funcédo desconhecida, e o pORF7 e o pORF 8 codificam proteinas
gue podem estar envolvidas na regulacdo da separacdo e no numero de copias
geradas. Todas as proteinas que sao secretadas por Chlamydia, nas membranas de
inclusdo ou no citosol da célula hospedeira, podem participar na
imunopatogenicidade (LI et al., 2008).

HC1 e HC2 sao proteinas de ligagdo do DNA a histona H1, codificadas pelos
genes hctA e hctB e, expressas no final do ciclo de vida quando os CR sao
convertidos em CE, com compactacdo da cromatina. A HC1 possui dois dominios:
N-terminal conservado relacionado com a dimerizacdo e o dominio C-terminal

responsavel por DNA vinculativo, rico em lisina. A HC2 apresenta oscilagbes em seu
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tamanho entre os diferentes sorovares em funcdo de variacbes no numero das
repeticdbes pentameras ricas em lisina. Estas proteinas sdo capazes de reprimir a
transcricdo. A HC2 tem maior afinidade de ligacdo com o RNA sendo, portanto, mais
eficiente do que HC1 em reprimir a traducao (KINT et. al., 2010).

As Clamidias apresentam sistema secretor tipo Il (TTSS) considerado
essencial para sua viruléncia (Fig. 7) porque é usado como efetor de proteinas em
células eucaridticas, que induzem a secre¢cdo de outra proteina recentemente
descoberta, o fator ativo de qualidade da protease (CPAF), cuja funcdo ainda
desconhecida esta relacionada a degradacdo de fatores de transcricdo humanos
necessarios para o complexo principal de histocompatibilidade - MHC (HORN et al.,
2004).

As proteinas PLS1 e PLS2, secretadas no limen de inclusdo e que estéao
associadas com as membranas de inclusdo, sédo eliminadas para o ambiente celular
do hospedeiro promovendo a replicacédo bacteriana (JORGENSE; VALDIVIA, 2008).
As Clamidias sdo adaptadas para viverem em inclusdo celular onde ocorrem

processos bioquimicos que ainda sdo desconhecidos.
4.2.4 Ciclo Evolutivo

O ciclo de desenvolvimento e a predilecdo para causar infec¢des persistentes
sdo caracteristicas distintas das Clamidias. O seu ciclo de desenvolvimento vital
bifdsico € composto de doencas infecciosas e estagios ndo infecciosos,
caracterizado por duas formas morfolégicas, o CE, forma contagiosa, resistente ao
ambiente extracelular, metabolicamente inativo e capaz de invadir o citoplasma
celular e, a forma metabolicamente ativa e ndo contagiosa, o CR (BELLAND et al.,
2003; LI et al., 2008; MOULDER, 1991).

O CE é uma particula metabolicamente inativa com uma superficie rigida e
membrana exterior reticulada dissulfeto, servindo para propagar a infeccdo de uma
célula para outra e penetrar nas células do hospedeiro, onde inicia 0 metabolismo
bacteriano e a conversdo do CE para a forma com replicacdo intracelular do
organismo, denominado CR (BELLAND et al.,, 2003; CLARKE, 2011; GIRALDO;
SIMOES, 2000; MARQUES; MENESES, 2005; LI et al., 2008).
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A infeccdo se inicia(Fig.6) com a adeséo do CE a sitios especificos de células
epiteliais colunares nédo ciliadas ou cuboides, do hospedeiro susceptivel a infeccéo,
onde secretam proteinas para promover a sua internalizacdo num vacuolo
parasitéfago para o citoplasma celular, através do processo de fagocitose, pinocitose
ou endocitose, mediada por receptores na superficie celular (BELLAND et al., 2003;
BURTON, 2007; CLARKE, 2011; MOULDER, 1991; NEWTON; ANGELI; KRAJDEN,
2004; SAKA et al., 2011).

FIGURA 6 — Ciclo vital bifasico da Chlamydia trachomatis.
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Fonte: Adaptado de http://microbewiki.kenyon.edu/images/c/c1/C trachomatisGenome.jpg.

Dentro de vacuolos da célula epitelial hospedeira, os CE se multiplicam
protegendo-se dos mecanismos de defesa celular e originam inclusdes
citoplasmaticas caracteristicas (BELLAND et al., 2003; CLARKE, 2011; MOULDER,
1991; NEWTON; ANGELI; KRAJDEN, 2004; SAKA et al., 2011). Nestas inclusbes o0s
CE aumentam de tamanho (0,3 p para 1,0 u), reorganizam-se e tornam-se
metabolicamente ativos transformando-se em CR com 800 a 1.000 nm.

Cerca de duas a trés horas depois os CR formam novos corpusculos. Essa
diferenciacdo de volta para CE envolve uma forma de transicdo, 0S corpos
intermediarios (Cl), que podem ser observados em microscopio eletronico, como CR
com um nucleotideo condensado. A reproducdo se da por fissdo binaria com
duracéo de 8 a 24 horas. O processo completo tem duracao de 7 a 10 dias (SAKA et
al., 2011).


http://microbewiki.kenyon.edu/images/c/c1/CTrachomatisGenome.jpg
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Os CR se condensam transformando-se em CE. O vacuolo
intracitoplasmatico fica repleto de CE e ap6s 48-72 horas, a célula infectada se
rompe liberando numerosos CE para infectar novas células (BELLAND et al.,
2003; CLARKE, 2011; GIRALDO; SIMOES, 2000; MARQUES; MENESES, 2005; LI
et al., 2008).

4.3 PATOGENESE

A principal causa de cegueira evitavel no mundo € o tracoma. A C.
trachomatis cujos soravares responsaveis pelo tracoma endémico séo A, B, Ba e C,
também é o agente causal da conjuntivite inflamatéria crénica (BARBEYRAC et al.,
2007; DEAN et al., 2008; CAJAS-MONSON et al., 2011).

Cepas urogenitais de C. trachomatis sorovares D a K, ndo causam tracoma
endémico, mas podem, eventualmente, causar uma conjuntivite de inclusao
autolimitada caracterizada por grandes foliculos opalescentes relativamente raros
em regides endémicas de tracoma (BURTON, 2007; CARLSON et al., 2008; HU et
al., 2010).

Os Sorovares D, E, G e F que foram isolados de popula¢des com tracoma, ao
serem utilizados em modelos animais, desenvolveram infec¢gdo da conjuntiva com
formacdo de pannus em 12% dos animais infectados, enquanto os sorovares A, B
ou C, sO produziram pannus em 0,5% dos infectados. O sorovar J produziu uma
grave doenca ocular quando comparado aos sorovares B ou C e o sorovar E,

induziu uma resposta inflamatéria conjuntival mais grave (DEAN et al., 2008).

Estudos realizados em diferentes regides endémicas para o0 tracoma
evidenciaram associacdo da gravidade clinica do tracoma a infec¢cdes mistas
microbianas com outras espécies Chlamydiaceae como as Chlamydia pneumoniae,
C. psittaci e Chlamydia caviae, imitando infecgbes agudas o6culo-genitais por C.
trachomatis dos seres humanos (ABBAS et al., 2009; CARLSON et al., 2008; DEAN
et al., 2008; HU et al., 2010; BURTON, 2007).Esses achados sugerem a importancia
das trés espécies na patogénese do tracoma e confirmam a associacdo dos

sorotipos urogenitais com o tracoma em regides endémicas (DEAN et al., 2008).
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Entropio e triquiase apresentam outras etiologias além do tracoma e devem
ser consideradas no diagnostico diferencial. Conjuntivites virais como a provocada
por adenovirus e conjuntivites bacterianas por Staphylococcus aureus e Moraxella,
causam conjuntivite folicular semelhante ao tracoma ativo. Sindrome de Stevens-
Johnson, esclerose sistémica, lesdes quimicas e penfigdide muco-membranoso
podem provocar conjuntivite cicatricial (BURTON, 2007; TAYLOR, 2009).

A conjuntivite alérgica embora seja de baixa gravidade pode levar a quadros
de ceratoconjuntivite atopica com producdo de cicatrizes na cornea e perda de
visdo. Quando associada com o tracoma, papilas gigantes e foliculos na conjuntiva
tarsal superior podem coexistir com exacerbacdo dos sintomas (BEZERRA,;
SANTOS, 2010).

4.3.1 Resposta Imunolégica

A exposicao pregressa a C. trachomatis confere protecao limitada contra
reinfeccdo do tipo sorovar-especifico que é atribuida em grande parte a MOMP,
tornando comum as infecgdes recorrentes (LOOMIS; STARNBACH, 2002; BURTON,;
MABEY, 2009).

Apoés a penetracdo da C. trachomatis, os anticorpos circulantes da mucosa
provavelmente se ligam aos CE extracelulares, neutralizando-os e bloqueando a
capacidade destes de infectar e penetrar as células epiteliais colunares da
conjuntiva. A liberagdo precoce de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias por
células epiteliais apds a infec¢cdo podem iniciar e manter um processo inflamatorio
cronico associado com o tracoma (LOOMIS; STARNBACH, 2002; NATIVIDAD et al.,
2009).

As células apresentadoras de antigenos (APCD) presentes no local da
infeccdo englobam os corpos elementares apresentando-os as Moléculas da classe
Il codificadas no complexo principal de histocompatibilidade (MHC). As células LT
CD4+ sao ativadas apds o reconhecimento do MHC, que tanto pode inibir a
replicacdo de C. trachomatis, como estimular a funcao protetora de outras células
do sistema imunoldgico e inflamatério (LOOMIS; STARNBACH, 2002). No entanto,

os CE que conseguem penetrar nas células epiteliais ndo expressam MHC classe I,
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logo ndo sé@o reconhecidos pelos linfocitos T CD4+. Os CR formados dentro da
inclusdo citoplasmatica sdo inacessiveis aos anticorpos. Esta fase exige uma
resposta imune mediada por interferon gama (IFN-y) (LOOMIS; STARNBACH, 2002;
KARI et al., 2009).

As células T CD4+ e T CD8+ da classe | do MHC apresentam fungdes
efetoras capazes de limitar a replicacdo da Chlamydia e exercem efeitos protetores
atraveés da secrecao de IFN-y (LOOMIS; STARNBACHA, 2002).

Os linfécitos T CD4+ séo reguladores da atividade das células B e estimulam
linfécitos T CD8+ especificos para C. trachomatis. As células T CD8+ atuam por
estimulo do IFN-y ou por lise celular das células infectadas. O IFN-y pode regular o
potencial fagocitario dos macréfagos e a expressdo de moléculas de MHC
aumentando a apresentacdo de antigenos bacterianos para células T CD4+ e T
CD8+. Atividades mediadas por IFN-y contribuem para a inibicdo do crescimento
intracelular da C. trachomatis através da inducdo de Oxido Nitrico (NO), pela
degradacdo de estoques intracelulares de triptofano e privacdo de ferro por
diminuicdo de receptores da transferrina (LOOMIS; STARNBACH, 2002).

A Chlamydia induz a atividade fagocitica na célula a qual esta ligada, ao
mesmo tempo em que impede a unido fago-lisossomo (BURTON; MABEY, 2009;
BOBO et al.,1996).A infec¢do ocular se inicia usualmente pelas células do epitélio
colunar da conjuntiva, onde se aderem a sitios especificos e sdo fagocitadas. A
sobrevivéncia da C. trachomatis intracelular é dependente da resposta imune
celular, caracterizada por um infiltrado de células inflamatérias e por liberacdo de
citocinas proé-inflamatérias na conjuntiva (BURTON; MABEY, 2009; BOBO et
al.,1996).

O processo inflamatorio estimula a producéo de Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a), Interleucina 1b (IL-1b), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 10 (IL-10)
Interleucina 12 (IL-12) e importantes mediadores inflamatérios e cicatriciais,
regulando resposta imunoldgica por células linfocitarias Thl e Th2, estimulando a
proliferacdo de vasos sanguineos no local da infeccdo. As complicacbes decorrentes

do processo infeccioso estdo mais relacionadas a resposta imune do hospedeiro e
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presenca de mediadores quimicos do que aos danos intrinsecos ocasionados pela
bactéria (BENAVIDES et al., 2007).

Natividad (2009) e Dean (2008) observaram que a resposta imune inata no
inicio da infec¢@o por Chlamydia pode ter efeitos favoraveis e desfavoraveis para o
desenvolvimento de sequelas irreversiveis sugerindo que os fatores genéticos

determinantes podem existir entre 0os genes da imunidade inata.

O TNF-a pode ser um participante na resposta inflamatéria iniciada pela
infeccdo por Chlamydia do tipo Thl e na acédo pro-inflamatoéria que parece estar
associada com manifestacfes inflamatorias inicial ou folicular e cicatrizes, enquanto
o IFN-y pode desempenhar papel na persisténcia da infec¢do. As IL-2, IL-6 e IFN-y
estdo elevadas nas infeccbes primaria e secundaria enquanto as IL-4 e IL-5 sdo
indetectaveis (BOBO et al.,1996, BENAVIDES et al., 2007).

A IL-12 participa da ativacdo de células natural Killer (NK) e maturacdo de
linfécitos citotoxicos. A IL-1 foi detectada em lagrimas de pessoas com inflamacgéo
folicular de tracoma em niveis muito maiores do que em pessoas sem a doenca.
Cicatrizes palpebrais causadas por reacdo de hipersensibilidade pela exposi¢do
continua aos antigenos estdo associadas a infeccfes crénicas recorrentes. O grau
de cicatrizacao depende da interacdo entre carga e frequéncia da infec¢do, do tbnus
muscular orbicular dos olhos, do espessamento da placa tarsal, de fatores
imunogenéticos e resposta imune celular (BOBO et al., 1996; BURTON; MABEY,
2009).

Estudo de cultura de células indicou que o IFN-y também pode desempenhar
um papel importante na persisténcia da infeccdo e continuacdo da doenca,

apresentando niveis baixos no tracoma cicatricial (BOBO et al., 1996).

O Fator Beta de Crescimento (TGF-bl) € importante na cicatrizacdo de
feridas, mas a producdo constante pode induzir fibrose patogénica. Esta associado
com todas as manifestacbes da doenca, sobretudo com tracoma cicatricial
(BENAVIDES et al., 2007).
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Em um estudo sobre modulacdo da cicatrizacdo patogénica em resposta ao
trauma, anticorpos neutralizantes de TGF-b1l foram eficazes em suprimir formacao
de cicatriz, sem interferir com a arquitetura dérmica normal e resisténcia a tracao do
tecido (BOBO et al., 1996).

Estudo realizado com ratos de laboratério infectados por mondcitos e
macréfagos com Chlamydia, demonstrou a associacdo de IL-1 e TNF- a, com o
estado inflamatério estimulado por prostaglandinas, producdo de colagenase e
inducao de fibroblastos (BOBO et al., 1996).

Niveis elevados de IL-2 e IL-12 foram associados com tracoma inflamatorio
intenso (T1), mas ndo com as sequelas da infeccdo como as cicatrizes. Um tipo Thl
parece estar associado com resposta inicial em manifestacdo com tracoma folicular,
no entanto, ndo houve diferenca de IL-12 com o estado da infec¢cdo (BOBO et al.,
1996).

O tracoma inflamatoério crénico é caracterizado por altas taxas de IL-8 e
infiltracdo de neutrdfilos do epitélio. Interleucina 8 (IL-8) e fator estimulante de
colénias de granulécitos e macréfagos (QCA2) sdo dois mediadores pro-
inflamatoérios que manifestam uma resposta precoce do hospedeiro para infeccéo de
C. trachomatis visando aumentar a imunidade inata essencial para a defesa celular,
mas se ndo for controlada, causa dano citotoéxico para o epitélio levando a
complicacdes no tracoma cicatricial (NATIVIDAD et al., 2009) e elevacao de células
T citotoxicas / supressoras em comparacdo aos linfécitos T auxiliares (SKWOR et
al., 2008).

SKWOR et al. (2008), analisaram quantitativamente, 25 citocinas e
guimiocinas secretadas na mucosa conjuntival em uma populacdo endémica para o
tracoma e o efeito que elas produziam sobre a infeccdo em cada grau da doenca.
Observaram no tracoma inflamatério intenso niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias TNF- a, IL -1b, IL-12 e IL-10. A Presenca da IL-10 no tracoma folicular
(TF) e tracoma inflamatorio (TI) é considerada fator de risco para progressédo da
doenca. Nos casos de TS, os niveis de IFN-y, TNF-a, e IL-12 encontram-se
diminuidos quando comparados com TF e Tl (SKWOR et al., 2008). As IL-6 e IL-15
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encontram-se elevadas nos casos de TT. A IL-10 e IL-15 foram associadas a fatores
de risco para o tracoma cronico (SKWOR et al., 2008).

Outras proteinas importantes associadas a viruléncia das Clamidias, sdo as
proteinas de inclusédo (Inc) (Fig. 7), cujo alvo € a membrana de inclusdo das células
do hospedeiro. As Inc sdo produzidas no inicio do ciclo de desenvolvimento
intracelular das Clamidias, localizam-se na membrana de inclusdo e estédo
envolvidas na interacdo do patdogeno com a célula hospedeira levando a formacao
da inclusédo. Apresentam um dominio hidrofébico comum de aproximadamente 50-80
aminoacidos (ROCKEY et al., 2002; SETH-SMITH et al., 2009).

FIGURA 7 - Biologia intracelular de proteinas da Chlamydia trachomatis associadas
a membrana de incluséo.
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Fonte: Adaptado de Rockey et al., 2002.

Proteina da membrana:1:Corpo reticular, 2:sistema secretor tipo Il (exportagbes de
proteinas de inclusdo (incluindo IncA, B, e C) e CopN para a membrana de inclusdo. As
proteinas Chlamydiais na membrana de inclusdo permite interagbes com outros
fatores presentes no citosol celular . A porgéo citosélica de IncA interage com o IncA
de outras membranas de inclusdo que facilitam a fusao das vesiculas homotipica. A porgao
citosdlica de IncG interage com a proteina da célula hospedeira 14-3-3SS. Capl associa-
se com a membrana de inclusdo fornecendo as proteinas de acesso ao citosol de

acolhimento. Capl é processado e apresentado via MHC classe 1, estimulando as células
T CD8 +.

A presenca de anticorpo de proteinas de choque térmico (hsp60) é um
importante indicador de infeccdo, mas pode ser um fator de risco para progressao da
doenca (DEAN et al, 2008; HESSEL et al.,, 2001). Mediado por antigenos
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apresentados por macrofagos e células de Langherans do epitélio da mucosa,
promove inflamacg&o aguda local que estimula as células T e B.

As Imunoglobulinas do tipo IgG induzem a liberacdo de enzimas de granulos
de neutrofilos. As 1gG1, 1gG2 e 1gG3 ativam a via complementar e macrofagos que
secretam mediadores adicionais de inflamacdo, podendo provocar uma série de
resposta imune deletéria com dano tecidual e imunorreatividade nas formas ativas
da doenca. O fator de necrose tumoral alfa é liberado para remodelacéo tecidual
(HESSEL et al., 2001).

4.3.2. Manifestacdao clinica

O tracoma €é uma ceratoconjuntivite recorrente crénica causada pela C.
trachomatis sorovares A, B, Ba e C que, acomete principalmente as criangas mais
jovens, sendo grande o numero de casos assintomaticos. Apdés um periodo de
incubacdo que dura aproximadamente de 5 a 12 dias, a resposta inflamatéria a
primo-infeccdo da conjuntiva pela C. trachomatis leva a um quadro brando e
autolimitado de conjuntivite, denominada conjuntivite de inclusdo, sendo o prurido o
sintoma mais relatado (BRASIL, 2001, 2008; HU et al.,, 2010; MACHADO et al.,
2009).

Clinicamente o tracoma esta classificado em doenca ativa e doenca cronica.
O tracoma ativo acomete geralmente as criancas e se caracteriza por presenca de
foliculos subepiteliais na conjuntiva tarsal superior, podendo ser acompanhado de
hipertrofia papilar e evoluir para uma inflamacdo tracomatosa intensa com
espessamento inflamatorio e comprometimento vascular da conjuntiva (BURTON,
2007; HU et al., 2010). Ap6s a cura esses foliculos deixam na pélpebra afetada,
depressdes rasas conhecidas como “Fossetas de Herbert”, sinal patognomonico do
tracoma (HU et al., 2010).

A inflamagcdo causada pela C. trachomatis inicia-se sob a forma de uma
conjuntivite folicular, com olhos vermelhos, lacrimejamento excessivo, dor, secrecao,
fobia a luz, hipertrofia papilar e infiltrado inflamatério difuso que se estende por toda
a conjuntiva, particularmente na conjuntiva tarsal superior (BRASIL, 2001; JONES,
1975, 1980; HU et al., 2010).



44

Nos casos mais brandos pode ocorrer regressdo espontdnea dos foliculos.
Nos severos, os foliculos crescem, evoluindo para necrose com formacdo de
pequenos pontos cicatriciais na conjuntiva tarsal superior. Depois de repetidas
reinfeccdes tem-se a formacédo de cicatrizes mais extensas. Ha formacao de entropio
e triquiase na palpebra superior fazendo com que os cilios invertidos toquem no
globo ocular causando dor constante e intensa fotofobia. As lesfes resultantes deste
atrito podem levar a opacificacdo corneana causando cegueira irreversivel (BRASIL,
2001; 2008; HU et al., 2010; MACHADO et al., 2009).

Nos portadores sintomaticos, o tracoma inflamatério esta associado a
lacrimejamento, sensacdo de corpo estranho, prurido e discreta fotofobia. No
tracoma ativo pode ocorrer irritacdo da cornea e perda de dgua (BURTON, 2007).

A menos que exista uma infec¢gdo bacteriana associada, o tracoma néo
apresenta secrecao purulenta exuberante e os casos graves podem nao apresentar
sintomatologia proporcional as manifestacdes clinicas. No entanto, em areas
endémicas de tracoma, observam-se reinfeccdes sucessivas da conjuntiva com uma
resposta inflamatoria exuberante e fendmenos fisiopatoldgicos que podem levar a
graus variados de diminuicdo da acuidade visual até a cegueira (BRASIL, 2001,
2008; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTE, 2004; MACHADO et al., 2009).

A forma cronica do tracoma é decorrente de reinfec¢des repetidas que
provocam cicatrizes palpebrais definitivas nas formas linear ou estrelada com
fiborose, e complicagbes cicatriciais levando a distorcdo na anatomia ocular
(BURTON, 2007).

As sequelas do tracoma cicatricial se manifestam em idade adulta e
eventualmente leva a cegueira irreversivel por opacificacdo da coérnea. Este estado
final da doenca geralmente ocorre ap0s a terceira década de vida depois de
repetidas infeccbes pelos sorovares endémicos do tracoma (BURTON, 2007;
BAMANI et al., 2010; HU et al., 2010).

Estes sinais clinicos estdo relacionados com a idade, onde se observa
prevaléncia de tracoma inflamatério em criancas em idade escolar e pré-escolar,
contrastando com a diminuicdo de tracoma inflamatério e prevaléncia de cicatrizes

na conjuntiva com o aumento da idade (BURTON, 2007).
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4.5 EPIDEMIOLOGIA

O tracoma € uma doenca milenar que estd associada aos seres humanos
desde as civilizagbes mais antigas. No século XIX, tornou-se um importante
problema de saude publica principalmente na Europa e em outras partes do mundo
para onde se disseminou(HU et al., 2010; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004,
PELICIONO et al., 1992).

A partir da primeira metade do século XX com o crescimento econdémico,
melhorias gerais dos padrdes sanitarios e condicfes de vida, a doenca chegou a
desaparecer na Europa e na América do Norte (HU et al., 2010; BURTON; MABEY,
2009).

Dois fatores sdo atribuidos para a queda na prevaléncia do tracoma ativo
estimado de 84 milhdes de casos para 40 milhdes de casos atuais: a
superestimacdo atribuida a China e a India, paises superpopulosos que n&o
dispunham de dados de prevaléncias atuais, e o crescimento socioecondémico (HU et
al., 2010; BURTON; MABEY, 2009).

Contrapondo a forma ativa, a prevaléncia global de triquiase teve um aumento
de 7,6 milhdes de casos estimados em 2004 para 8,2 milhdes de casos atualmente,
sugerindo que a cicatriz conjuntival pode progredir, mesmo com reducdo da infeccao
da doenca ativa (MARIOTTI, PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2008; HU et al.,
2010).

Atualmente a ocorréncia do tracoma restringe-se quase que exclusivamente
as populacdes residentes em regides rurais, pobres e marginalizadas dos paises
subdesenvolvidos (BURTON; MABEY, 2009; HU et al., 2010; TAYLOR, 2009). Estas

séo areas endémicas para o tracoma onde vivem 1,2 bilhées de pessoas.

Hoje, o tracoma é encontrado em 57 paises do mundo. Os paises com as
maiores taxas de prevaléncia (Fig. 8) estdo na Africa Oriental, Oriente Médio e
subcontinente indiano. No Sudeste da Asia e Africa subsaariana, o tracoma é
endémico((BURTON; MABEY, 2009; HU et al.,, 2010; ; MARIOTTI, PASCOLINI;
ROSE-NUSSBAUMER, 2008; TAYLOR, 2009).
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A Europa é o Unico continente que parece estar livre do tracoma (MARIOTTI;
PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2008).

FIGURA 8 - Mapa da distribuicdo global do tracoma, 2009.
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Fonte: Adaptado de OMS, 2009. Um guia de gestores para programas de controle do
tracoma.

A estimativa atual de pessoas com tracoma ativo € de 41 milhdes, 8,2 milhdes
de pessoas com triquiase e mais de 7 milhdes de pessoas cegas pelo tracoma
(BURTON; MABEY, 2009; OMS, 2007; MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-
NUSSBAUMER, 2008).

A Etiépia e o Suddo apresentam as maiores taxas de prevaléncia de tracoma
encontradas em mais de 50% das criancas menores de 10 anos e triquiase em até
19% dos adultos (ZHANG et al., 2010; OMS, 2006; POLACK et al., 2005).

As maiores taxas de detec¢do de tracoma ativo e triquiase estdo nas areas de
savana da Africa Oriental, Central e Ocidental (HU et al., 2010), com 27,8 milhdes
de casos de tracoma ativo e 3,8 milhdes de triquiase distribuidos entre 28 paises do
continente Africano, onde vivem 279 milhdes de pessoas nas areas endémicas
(MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-SSBAUMER, 2008).
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A Etiopia, india, Nigéria, Suddo e Guiné concentram quase 50% da carga
global de tracoma ativo, enquanto a China, Etidépia e Suddo sao responsaveis pela
metade da carga global de triquiase (MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-
NUSSBAUMER, 2008).

Estudo de base populacional realizado nos anos de 2004 e 2006, na China e
na India, reavaliou a prevaléncia do tracoma em dez provincias chinesas e cinco
estados indianos, sendo estimado para estas regides 1,3 milhdes e 4,5 milhdes de
casos de tracoma ativo, respectivamente (MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-
NUSSBAUMER, 2008).

No sul do Sudéao, estudos encontraram taxa de deteccao de doencga ativa em
criancas de até 80% e triquiase em um quinto da populacdo adulta (NGONDI et al.,
2005; KING et al., 2010).

No continente americano, México, Guatemala e Brasil apresentam casos
confirmados de tracoma, correspondendo a 3% da populacdo mundial. O custo
gerado aos cofres publicos com a perda de produtividade e a deficiéncia visual foi de
aproximadamente 5,3 bilh6es de dolares nos Estados Unidos da América (ABBAS et
al., 2009; BURTON; MABEY, 2009; OMS, 2006).

No Brasil, dados do Ministério da Saude obtidos no inquérito nacional do
tracoma no periodo de 2002 a 2007, revelaram alta prevaléncia desse agravo em
todas as regides do Pais (BRASIL, 2008). No Para, foram identificados 35
Municipios prioritarios com prevaléncia superior a 5% e taxa de deteccdo variando
de 5,33 a29,37% .

4.5.1 Carga global do tracoma e seu custo econdmico

O tracoma pode ocasionar duas categorias de deficiéncia Visual: a Cegueira e a
Baixa Visao, sequelas incapacitantes do tracoma conhecidas como Opacificagdo da
cornea e Triquiase. Estas incapacidades visuais impactam drasticamente na vida do
individuo, afetando-o psicolégica, social e financeiramente (BURTON; MABEY,
2009; HU et al., 2010).
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Embora a dor ocular e a fotofobia provocada pela triquiase, levem a uma
incapacidade visual, sem opacificacdo da coérnea, ainda ndo foi incluida como
doenca incapacitante (BURTON; MABEY, 2009). Esta inclusdo provocaria um
acréscimo de 50% na carga global do tracoma.

HU et al. (2010, p. 675, traducdo nossa) declarou que “[...] o 6nus da Infeccao
por C. trachomatis em uma comunidade é, provavelmente, a taxa de progressao da

doenca ao longo do tempo”.

De fato, triquiase continua a ocorrer nos adultos expostos ao tracoma e as
cicatrizes do tracoma na conjuntiva aumentam com a idade, refletindo a natureza
cumulativa dos danos (BURTON; MABEY, 2009; EMERSON et al., 2006; HU et al.,
2010).

Complicacdes cicatriciais apresentam maiores riscos de evolugdo nos
individuos com sucessivas reinfeccdes persistente de tracoma inflamatério grave
(EMERSON et al., 2006; HU et al., 2010).

A opacificacdo da coOrnea € a sequela mais grave do tracoma. Quando se
desenvolvem no periodo de vida produtiva em individuos de paises com indice de
Desenvolvimento Humano muito baixo, acarretam prejuizos financeiros ao pais de
2,9 bilhdes de dolares, com perda de produtividade além dos investimentos
necessarios ao tratamento medicamentoso e procedimentos cirdrgicos para triquiase
(HU et al., 2010; MARIOTTI, PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2008). Esta carga
nao inclui a perda de produtividade em trabalho informal, bem como o custo indireto

relacionado com o cuidador do deficiente visual.

Nos Estados Unidos a perda de produtividade causada pelo tracoma incluindo
a triquiase, foi estimada em U$ 8 bilhdes. Estudos realizados na tentativa de calcular
a carga global do tracoma apresentaram limitacbes devido a auséncia de dados
reais de mortalidade prematura causada pela incapacidade visual decorrente do
tracoma e dos anos de vida saudavel perdidos por esta incapacidade (BURTON,;
MABEY, 2009).
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45.2 Transmissao

A transmissdo de infecgbes por C. trachomatis, entre individuos,
ocorre por uma variedade de mecanismos dentro de uma comunidade
endémica (HU et al., 2010; BURTON, 2007).

O homem com infecgdo ativa na conjuntiva ou em outras mucosas € a Unica
fonte de infeccao, e os principais reservatérios das formas ativas sao as criancas em
idade pré-escolar (CHINEN et al., 2006; KOIZUMI et al.,, 2005), garantindo a
manutencdo da cadeia de transmissdo (MACHADO et al., 2009). Em uma
comunidade os grupos de maior vulnerabilidade sdo as criancas e as mulheres
adultas cuidadoras das criangas menores, com quem mantém um contato mais

intimo.

As formas de transmissao sao a direta, olho a olho ou méos contaminadas
com secrecdo ocular e a indireta, através de objetos contaminados e vestuario
(BRASIL, 2001, 2005; CHINEN et al., 2006), ou por vetores mecanico através de
insetos, como a mosca doméstica (Musca domestica) (DAMASCENO et al., 2009)

e/ou a lambe-olhos (Hippelates sp).

O tracoma é considerado infeccdo intrafamiliar em &reas pobres, por
aumentar a chance de disseminacdo da doenca através do contato interpessoal e
partilha de objetos de uso pessoal (BRASIL, 2001; JONES, 1975,1980).

Apresenta propriedade focal em nivel de comunidade e familia e sua
caracteristica infecciosa indica a necessidade de contato intimo prolongado para a
transmissao da infecgcédo, onde a maioria dos casos de tracoma ativo ocorre dentro
do lar (HU et al., 2010).

4 5.3 Fatores de risco

Os fatores de riscos potenciais para tracoma estdo classificados em
ambientais, socioecondmicos e comportamentais. Agrupamento familiar, infeccbes
em criangas menores, limitacdo de agua para uso doméstico, reinfec¢des entre
comunicantes, presenca de secre¢des Oculo-nasais em rostos sujos, principalmente

em criangas, presenca de vetores mecanicos nas faces das criangas infectadas e
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ambientes com sujidade, sdo os principais fatores de risco em areas endémicas
associadas ao tracoma (HU et al., 2010; TAYLOR, 2009).

Embora a pobreza por si s6 hdo seja uma causa de tracoma, populacdes que
vivem na pobreza estdo mais susceptiveis a infeccdo devido aos fatores de
exposicdo como higiene inadequada, falta de saneamento basico e de moradia
(WRIGHT; TURNER; TAYLOR, 2007).

Mpyet, Goyol e Ogoshi (2009), demonstraram que todos os fatores de risco
acima mencionados foram significativos para a presenca de tracoma, sendo 0s mais
importantes a presenca de moscas em faces sujas, aumentando o risco de tracoma
em até quatro vezes, e a falta de sanitario nas residéncias. O aumento da densidade

de moscas na comunidade esta relacionado ao habito de evacuar a céu aberto.

Prevaléncias altas de tracoma tém sido encontradas em regides secas, com
escassez de agua. A disponibilidade de 4gua potavel supostamente permitiria uma
melhor higienizacdo e reducdo da carga de infec¢do. Habitos de higiene pessoal
rotineiro como lavagem de rosto e a reducdo de tracoma tém sido relatados por
alguns pesquisadores (HU et al., 2010; BURTON, 2007).

Em regibes endémicas para o tracoma as criangas com tracoma ativo,
geralmente apresentam infeccdes e secrecdes Oculo-nasais. A escassez de agua, a
falta de higiene facial e a presenca de mosca é frequentemente observada em

contato com os olhos, alimentando-se destas secre¢cdes (BURTON, 2007).

Intervencdo na Tanzénia para estimular a higiene facial comprovou que as
criancas que aderiram ao novo habito ficaram menos propensas a ter tracoma

inflamatério grave (HU et al., 2010).

Outro fator potencial de risco é a secrecao Oculo-nasal produzida na forma
clinica do tracoma inflamatério intenso tornando-se uma via importante de
transmissao através do contato direto por maos contaminadas, contato fisico e/ou
através de compartilhamento de objetos pessoais, como toalha, lencol, etc. com
essas secrecdes (HU et al., 2010; BURTON, 2007).
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Vetores mecanicos como as moscas domesticas (M. sorbens) é outro fator de
risco ambiental facilitador da transmissdo da infeccdo tracoma (HU et al., 2010).
Comunidades que ndo dispdem de banheiros biolégicos, comumente apresentam
alta populacédo desses vetores, cuja racdo preferencialmente sdo fezes humanas

e/ou de animais e secregdes purulentas.

O tracoma € uma infeccdo que esta associada a idade, onde se observa que
as formas TF e/ou Tl sdo predominantes nas criangcas enquanto sequelas cicatriciais
se tornam mais frequente com o aumento da idade (BURTON; MABEY, 2009; HU et
al., 2010; MARIOTTI, PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2008).

O tracoma ativo afeta, principalmente mulheres e criangas. O género feminino
apresenta maior prevaléncia de complicacdes de tracoma cicatricial (TS) e
opacificacdo da cornea (CO) devido a maior exposicdo com o reservatorio de
infeccdo que sdo as criancas pequenas (BURTON; MABEY, 2009; MARIOTTI;
PASCOLINI; ROSE-NUSSBAUMER, 2008).

Correntes migratérias humanas para regibes endémicas, vidas em
comunidades populosas ou casas lotadas com varios membros, onde o contato
intimo é maior, facilitam a contaminacdo domiciliar (BRASIL, 2001; BURTON;
MABEY, 2009).

A salde ocular e o sistema imunolégico dos individuos com desnutricao,
linfadenia e hipovitaminose A, séo fatores importantes que devem ser considerados
(ABBAS et al., 2009).

4.6 DIAGNOSTICO DO TRACOMA
4.6.1 Diagndstico clinico

O diagnostico do tracoma é essencialmente clinico. O Ministério da Saude
adotou a classificacdo feita por Thylefors et al. (1987), preconizada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), principalmente pela simplicidade diagnostica
e implicacdes epidemiolégicas, onde se utiliza de uma cartela de gradagdo que se

baseia na presenca ou auséncia de um ou mais dos cinco sinais chaves do tracoma.
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A inflamacéo tracomatosa provoca na conjuntiva duas reagdes que podem ocorrer

simultaneamente, os foliculos e a infiltracao difusa.

A identificacdo desses sinais tem grande importancia, pois representam o
estado epidémico do tracoma na populacdo, priorizando os individuos de uma
coletividade para as estratégias de tratamento farmacolégico e procedimentos
cirrgicos quando necessérios (BRASIL, 2008; BARBEYRAC et al., 2007).

A presenca de individuos com tracoma folicular (TF) ou tracoma inflamatoério
(T1) representa a prevaléncia de doenga ativa. O tracoma intenso com infiltragédo e
espessamento difuso da conjuntiva significa agravamento da doenca que requer
tratamento imediato para se prevenir os estados de cronicidade como triquiase
tracomatosa (TT) e Opacificacdo Corneana (CO). Este diagnostico € realizado por
meio de exame ocular externo, com a utilizagdo de lupa binocular de 2,5 vezes de
aumento em ambiente com boa iluminacdo natural e uma fonte de iluminacao
artificial (BRASIL, 2008).

4.6.2 Diagnostico laboratorial

Entre os métodos laboratoriais disponiveis (Tab. 3) para a deteccédo direta da

Chlamydia esta a cultura, a imunofluorescéncia direta (IFD) e indireta (IFl), o ensaio

Tabela 3 - Comparagéo das principais técnicas de deteccdo da Chlamydia trachomatis,
utilizando como referéncia o padrdo ouro expandido.

Deteccao de antigenos Detecgao de acidos Nucleicos
Cultura [FDx ElA Sonda P(R LCR THA
Sensibilidade Clinica
Prevaléncia =5% 70-80 75 g2-71 75 o0 g7 MO
Especificidade clinica 100 99,3 99,5 999 96100 99100 >9%
Materizl biolagico Qualquer End,Ure, End, Ure, End, End,Ure, End, Ure, End, Ure,
Oc Oc,U UreCc ©Oc,U Oc U Oc U
Yiabilidade 5 H i N i M N
Tempode execucdo 48-72h 40min. 2-3h 2-3h 4-Eh 4-Eh 4-Eh
Teste confirmatdric N N 5 s N N N
Reacdo cruzada N 5 5 N N N N
Equipamento N N 5 5 5 5 5
Contaminacdo N N N Inibicdo  Inibicdo  Inibicdo  Inibicdo

Fonte: Adaptado de Seadi et al., 2001.
End: Endocérvice, Ure: Uretral, Oc: Ocular, URI: Urina, S: Sim, N: Nao.
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imunoenzimético (EIE), a micro imunofluorescéncia indireta (MIF) e as
técnicas de deteccdo de acidos nucleicos (NAAT), que apresentam maior
sensibilidade (BRASIL, 2001; GONCALVES et al., 2009; MARQUES; MENESES,
2005; OLIVEIRA et al., 2008; SACHDEVA et al., 2009; SEADI et al., 2002) .

O padrédo ouro para o diagnéstico laboratorial do tracoma € a cultura, que
apresenta alta sensibilidade, especificidade e maior positividade nos casos de
tracoma ativo e severo (JONES, 1995; OLIVEIRA et al., 2008).

A cultura utiliza células McCoy e apés 72 horas de cultivo, a visualizacdo do
crescimento microbiano é realizada através da IFD para a identificacdo dos CE e CR

ou coloracdo de Giemsa ou lodo.

Por se tratar de uma técnica de procedimento complexo, demorado e caro a
cultura tem sido substituida por outros métodos nédo culturais como os métodos de
amplificacdo de acidos nucleicos, que ndo estdo disponiveis para uso na rotina das
acOes de vigilancia epidemioldgica do tracoma (MILLER, 2006; OLIVEIRA et al.,
2008)

Os testes diagnosticos de deteccdo direta de antigenos e a patogénese da
infeccdo por C. trachomatis estédo relacionados a deteccdo do antigeno contido no
Lipopolissacarideo (LPS), comumente encontrado no CE e no MOMP (GIRALDO;
SIMOES, 2000; SEADI et al., 2002; TAYLOR, 2009).

A IFD permite identificar a C. trachomatis por meio de anticorpos monoclonais
conjugados a fluoresceina, que reagem com a proteina principal da membrana
externa, ligando-se aos corpos de inclusdo extracelular e, ao microscopio de
imunofluorescéncia sao visualizados sob a forma de pequenos pontos arredondados
de contorno regular, com uma cor verde maca fluorescente. A sensibilidade e
especificidade ficam em torno de 85% e 98%, respectivamente. Ligacdes
inespecificas podem ocorrer levando a resultados falso-positivos (OLIVEIRA et al.,
2008; SEADI et al., 2001).

Anticorpo mono ou policlonais marcados com enzimas sao utilizados nos

ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de antigenos presente na parede celular
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da bactéria (MICHELON et al., 2005). Os anticorpos anti-LPS podem levar a reagfes
cruzadas com outras espécies de bactérias Gram-negativas. O produto final é
visualizado por espectrofotometria, fluorescéncia ou quimiluminescéncia e a
sensibilidade é estimada entre 61,9% a 75,3% (SEADI et al., 2001).

Os anticorpos monoclonais da MOMP sé@o espécie e subespécie-especificas,
por isso sdo utilizados para a sorotipagem através de painéis de anticorpos
(GIRALDO; SIMOES, 2000; SEADI et al., 2001; TAYLOR, 20009).

A Imunofluorescéncia indireta, Micro imunofluorescéncia indireta e Ensaio
imunoenzimatico indireto, sdo testes soroldgicos utilizados para a deteccdo de
anticorpos contra o antigeno LPS presentes nas duas formas de desenvolvimento da
Chlamydia, os CE e CR. Estes testes apresentam a desvantagem de reacles
cruzadas com outras espécies de Clamidias sendo mais indicado para estudos
epidemiologicos e infec¢des sistémicas (MICHELON et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2008; SEADI et al., 2001).

A grande vantagem dos métodos moleculares é que estes aumentam a
capacidade de diagnéstico para esta doenca, com uma sensibilidade de 98,0% -

99,9% em relagdo aos demais métodos (Fig. 9).

FIGURA 9 - Comparacdo dos limites de deteccao do numero de Corpo Elementar,

em escala logaritmica entre as diferentes técnicas utilizadas.

1 10" 10° 10° 10° 10° 10°

B | Amplificagdo |de DNA
A Cuitura
SR iFD

I | sondas
de DNA

 — 21

Fonte: Adaptado de Seadi et al., 2001.
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A sensibilidade desses testes de amplificacdbes de DNA sao 20% maior do
gue na cultura de células, imunofluorescéncia direta e ensaios imunoenziméticos
(OLIVEIRA et al., 2008; BLACK, 1997). Podendo ser realizados através de sondas
de DNA ou de amplificacdo de acidos nucleicos (SEADI et al., 2001).

As sondas de DNA utilizam sequéncias complementares ao RNA ribossomal
16S do genoma da Chlamydia, marcadas com éster de acridina que hibridizam com
o DNA da C. trachomatis, onde sdo absorvidas por magnetismo. A reacdo é
guantificada com o emprego de luminédmetro (MICHELON et al., 2005; SEADI et al.,
2001).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem alta especificidade e
sensibilidade, além da capacidade de amplificar exponencialmente copias de DNA a
partir de pequena quantidade de material (MESQUITA et al., 2001), sendo capaz de
detectar até uma cépia de DNA de qualquer célula (LIMA et al.,2007).

A inovacéo tecnolégica da PCR em tempo real apresenta vantagens de gerar
resultados quantitativos, com maior sensibilidade, precisédo e exatiddao, bem como
uma analise mais rapida, o que a torna superior aos outros métodos de PCR padrao
gue apresentam apenas resultados qualitativos sem a necessidade do uso de
células (CDC, 2002; MIRANDA et al., 2004; MOULDER, 1991). A quantificacdo de
DNA e RNA ocorre precisamente e com maior reprodutibilidade porque determina os
valores durante a fase exponencial da reacdo. A sensibilidade torna possivel a
utilizacdo de amostras minimas, como pequenos residuos de sangue, tecido, ou
partes de uma unica célula (MOULDER, 1991; MIRANDA et al., 2004). O tempo
necessario para produzir um resultado é de aproximadamente duas horas, enquanto
outras técnicas requerem mais tempo para o processamento do material (OLIVEIRA
et al., 2008).

Vérios testes comerciais de amplificagdo de &cidos nucleicos estédo
disponiveis no mercado. Empregam variadas técnicas e utilizam diferentes alvos de
sequéncias para a amplificacdo de acidos nucleicos. As técnicas mais empregadas
séo a Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), Reacao da Cadeia da Ligase (LCR)
e Ensaio de Amplificacdo Mediada por Transcricdo (TMA). Esta ultima tem como

alvo o RNA ribossomal da Chlamydia, enquanto a PCR e LCR o alvo € o gene ompA
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qgue codifica a proteina principal da membrana externa (MOMP) ou o plasmideo
criptico (BLACK, 1997; MICHELON et al., 2005). As PCR cujos alvos sdo dirigidos
ao plasmideo da Chlamydia, sdo mais sensiveis, pois contém de sete a dez copias
de DNA, enquanto a PCR dirigida ao gene ompA que codifica a proteina Momp,
dispde de uma s6 copia (MICHELON et al., 2005; SEADI et al., 2001).

Os testes comerciais de amplificacdo de DNA aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration) para deteccdo de C. trachomatis sdo: a polymerase chain
reaction (PCR) (Amplicor C. trachomatis Assay — Roche Molecular Systems), a
ligase chain reaction (LCR) (LCX C. trachomatis Assay—Abbott Laboratories) e o
transcription-mediated amplification assay (TMA) (AMP-CT Assay, Gen-Probe
Amplified C. trachomatis) e, APTIMA Combo 2 (Gen-Probe) e, amplificacdo por
deslocamento da cadeia (SDA) Probe Tec (BD Diagnostics Systems) (LIMA et al.,
2007; SEADI et al., 2002; BLACK, 1997).

O alto custo é a grande desvantagem destes métodos, eles sdo mais caros
(SEADI et al., 2002; BLACK, 1997; MICHELON et al., 2005). Vérios estudos tém sido
publicados mundialmente onde s&o utlizados testes de PCR com protocolos
desenvolvidos por pesquisadores independentes, os quais sdo denominados de
PCR in house ou home brew como estratégia de baratear os custos dos métodos de
deteccdo de &cidos nucleicos (ANDREASEN et al.,, 2008; FERRAZ et al., 2010;
JALAL et al., 2007; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004), haja vista os kits de PCR
comerciais, estarem inacessiveis aos laboratérios publicos, principalmente nos
paises em desenvolvimento, que ndo dispbem desta tecnologia para uso na rotina

dos laboratorios.
4.6.2.1 Diagnostico diferencial

Conjuntivites causadas por virus (adenovirus) e bactérias (Staphylococcus
aureus, Moraxella e Corynebacterium diphtheriae) podem produzir uma conjuntivite
folicular crbnica com uma aparéncia semelhante ao tracoma ativo (BURTON, 2007;
RAJAK; O COLLIN; BURTON, 2012). Além disso, condicbes de severidade
autoimunes como pénfigo muco-membranoso, sindrome de Stevens-Johnson,

esclerose sistémica, lesdes quimicas, drogas, ceratoconjuntivite atopica e doenca



57

linear igA causam conjuntivite cicatricial (BURTON, 2007; RAJAK; O COLLIN;
BURTON, 2012).

Em areas ndo endémicas para o tracoma, a maioria dos casos de entropio
ocorre devido a mudancas involucionais. Epiblefaro (sobreposicdo de pele orbicular
por cima da palpebra tarsal inferior) e distiquiase (linha adicional de cilios
decorrentes dos orificios da glandula Meibomiana) sdo dois distlrbios congénitos
raros de cilios tocando os olhos (BURTON, 2007).

Para Dean et al. (2008), em regides tracomatosas, infecgcdes com sorovares
sexuais de C. trachomatis e outras espécies Chlamydeacea como, Chlamydia
psittaci e Chlamydia pneumoniae ndo sdo consideradas na etiologia da doenca
ocular, portanto ndo sao testadas. Em estudo realizado no Nepal, (Fig. 10) foram
identificados individuos com infecgbes mistas com as espécies Chlamydia psittaci,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis e infecgcbes com 0s sorovares
genitais E e F.

FIGURA 10 - Infec¢Bes por Chlamydiaceae em uma regido endémica de tracoma no
Nepal, utilizando a genotipagem ompA e gene 16S rRNA.

Infecgdes dnica (65%) Infecgdes Mista (35%)

C.psittaci (20%) W

C.trachomatis, C.psittaci e

C.pneumoniae (1,25%) E
C.trachomatis e C.psittaci
(11,25%)

l C.trachomatis e C.pneumoniae
| (14,25%)
,f'l C.psittacie W
C.pneumoniae (5%)

C.pneumoniae (10%)

C.trachomatis OmpA
gendtipo F(2,5%) IR |

C.trachomatis OmpA |
gendtipo C3(11,25%) \
C.trachomatis OmpA
gendtipo C1(5%) Infecgdes mistas [
C.trachomatis (6,25%)
C.trachomatis OmpA C.trachomatis OmpA
gendtipo € (12,5%) M genétipo B (3,75%) I

Fonte: Adaptado de Dean et al., 2008.

As percentagens indicadas apds cada espécie ou gen6tipo ompA representam o nimero de
individuos infectados com as espécies ou gendtipos dividido pelo nimero total de individuos
infectados com qualquer outra espécie ou genétipo ompA (n = 80). Infec¢des mistas incluido
gendtipos ompA de C. trachomatis, genétipo (s) de C. trachomatis com outras espécies
Chlamydiaceae, e co-infec¢c8es com C. psittaci e C. pneumoniae.
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Cepas urogenitais de C. trachomatis causam uma conjuntivite de inclusao de
adultos, caracterizada por grandes foliculos opalescentes (BURTON, 2007). Varios
estudos de swab ocular tém isolado os sorotipos D, E, F, G, J e K de modelos
animais e humanos associados com formacdo de pannus, achado comum no
tracoma (DEAN et al., 2008; KESE et al., 2011).

4.7 TRATAMENTO E CONTROLE DO TRACOMA

A partir de 1987 a OMS adotou o sistema simplificado de classificagdo para o
diagnéstico clinico do tracoma. O esquema de gradacdo das fases de tracoma
desenvolvido por Thylefors et al. (1987), para uso de profissionais de saude,

facilitando o trabalho de campo em pesquisas de tracoma (NGONDI et al., 2009).

Em 1997, A OMS estabeleceu como meta a eliminacao global do tracoma até
o0 ano 2020. Para alcancar este objetivo, os paises membros formaram a alianca
GET 2020 visando definir estratégias e dar subsidios ao programa. A alianca
recomenda a utilizacdo da estratégia SAFE, composta pelos componentes, cirurgia
palpebral ("S”), administracdo de antibiéticos em massa (“A”), limpeza facial (“F”), e
melhoria sanitaria (“E”), como ferramenta de salde publica que combina tratamento
(cirurgia e antibiéticos) com profilaxia (limpeza facial e melhoria ambiental) a
populacdo ja afetada, na prevencdo de sequelas do tracoma como cicatrizes
conjuntival e triquiase, responsaveis pela cegueira irreversivel (BURTON; MABEY,
2009; NGONDI et al., 2009; POLACK et al., 2005).

Paises membros da OMS tém sido estimulados a implantar a ferramenta
SAFE com base na prevaléncia estimada das formas clinicas do tracoma. Para taxa
de deteccédo de tracoma ativo = 10% é recomendado os componentes “A”, “F’ e “E”
promocéo de melhoria de higiene e saneamento. A presenca de TT recomenda
tratamento cirurgico (“S”) e o numero de CO, demonstra o impacto do tracoma como
doenca causadora de baixa visdo ou cegueira (BAMANI et al., 2010; BRASIL, 2008;
EMERSON et al., 2006; OMS, 2006).

Os Programas de controle do tracoma se baseiam na prevaléncia da doenca

dentro de um pais e a falta de dados populacionais e de estudos de prevaléncia



59

minam esfor¢os globais de controle da doenca (NGONDI et al., 2009; POIACK et al.,
2005).

Quando ha erradicacdo do tracoma ativo em uma comunidade, apenas as
formas crénicas da doenca (TS, TT e CO), em individuos adultos, sdo encontradas,
refletindo um passado de doenca ativa, mas um futuro, provavelmente, livre de
cegueira (BRASIL, 2008; LUCENA; CAVALCANTE, 2004; KING et al., 2010; OMS,
2006).

A OMS recomenda tratamento com antibiético em toda a populacdo de
criancas com idade entre 1-9 anos, nos municipios ou localidades que apresentarem
prevaléncia de tracoma ativo maior ou igual a 10% com pelo menos trés
intervencdes anuais (CAJAS-MONSON, et al.,, 2011; POIACK et al., 2005), até a
prevaléncia cair para menos de 5%. Nas comunidades com taxa de deteccao inferior
a 5%, recomenda-se o tratamento dos casos e comunicantes (BURTON; MABEY,
2009; HU et al., 2010; OMS, 2006).

Para o tratamento com antibiotico, duas drogas sédo recomendadas pela OMS:
a pomada de Tetraciclina 1%, que deve ser aplicada duas vezes ao dia por 6
semanas ou Azitromicina oral dose Unica. Estudos tém demonstrado que o0 uso de
Azitromicina oral em dose Unica é mais eficaz que a aplicacéo tépica de Tetraciclina
no tratamento do tracoma (BURTON; MABEY, 2009; EMERSON et al., 2006; HU et
al., 2010; OMS, 2006).

A Azitromicina ndo € recomendada para o controle do tracoma em menores
de 6 meses e gestantes. Nesses casos a pomada de Tetraciclina € o tratamento de

escolha para estes grupos.

Huguet, et al. (2010), realizaram estudo na populagdo da Republica dos
Camardes utilizando para tratamento em massa de criangas menores de 1 e de 10
anos, colirio de Azitromicina a 1,5%, obtendo queda na prevaléncia da doenca ativa
de 31,5% para 6,3%, comprovando que o colirio de Azitromicina € uma alternativa
potencial de cura no tratamento do tracoma ativo em criangas menores de 1 ano e

gestantes.
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Para alcancar o objetivo de eliminacdo da triquiase tracomatosa em
localidades com taxa de deteccéo igual ou superior a 1%, cuja meta € menos de um
caso de TT por 1000 habitantes, cirurgias para triquiase em adultos acima de 15
anos, devem ser ofertadas (BURTON, 2007; KINT et al., 2009; OMS, 2006).

Na prevencdo da cegueira provocada pelo tracoma, a OMS recomenda,
também, a cirurgia como forma de eliminar a abrasdo da cornea provocada pelos
cilios, reduzindo a progressédo da CO (OMS, 2006; MARIOTTI; PASCOLINI; ROSE-
NUSSBAUMER, 2008). Estudo revelou que cirurgias para triquiase além do efeito

protetor proporcionou conforto e melhora na acuidade visual (HU et al., 2010).

Em comunidades endémicas, cirurgias regulares devem ser oferecidas aos
portadores de triquiase independente da quantidade de cilios evertidos. A rotacao
bilamelar tarsal (BLTR), com incisdo da pele, tem sido a técnica mais recomendada
(BURTON, 2007; HU et al., 2010). No entanto, as cirurgias pés-triquiase apresentam

taxa de recorréncia de 20% durante os dois primeiros anos (BURTON, 2007).

Para triquiase leve outra opc¢ao de tratamento € a epilacdo que tem mostrado
reducdo do risco de opacificacdo da cornea (BURTON, 2007; RAJAK et al., 2012)
tendo sido recomendada por alguns programas, como primeiro tratamento para
minimizar TT, sendo bem aceita pelos pacientes, no entanto nao previne reinfeccoes
futuras (RAJAK et al., 2012).

A promocao de lavagem facial e melhorias ambientais tem demonstrado efeito
protetor contra o tracoma ativo sendo incorporadas a estratégia SAFE (BURTON,
2007; KINT et al., 2009; OMS, 2006).
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5 METODOLOGIA
5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizada pesquisa de Chlamydia trachomatis, entre janeiro e dezembro
de 2011, em material coletado de laminas de IFD obtidas no Inquérito
epidemiologico de escolares da rede publica do Estado do Para e arquivadas desde
2006.

5.2 POPULACAO ALVO DO ESTUDO

O inquérito nacional do tracoma etapa Para foi realizado em duas fases no
periodo de maio a setembro de 2006. O tamanho amostral foi estimado em 7.200
escolares acrescido de 20%, para evitar perdas por transferéncias, desisténcia ou
faltosos, considerando uma prevaléncia de 5% em todas as formas clinicas de
tracoma e um erro maximo de 0,01% (BRASIL, 2004).

Foram examinados 6.908 estudantes que frequentavam da 12 & 42 série do 1°
grau em escolas da rede publica distribuidas nos municipios componentes de 12
centros regionais de saude (CRS), envolvendo 73 municipios e 98 escolas, do
estado. As escolas foram sorteadas levando em conta o tamanho das cidades e o
indice de desenvolvimento humano (IDH-M) do IBGE-2000. Somente escolares da
rede publica do ensino fundamental, residentes em municipios com indice de
desenvolvimento humano menor que a média nacional (0, 764), participaram do
sorteio amostral. Um total de 479 escolares apresentaram alguma forma de tracoma
ativo (TF e/ou TI) e uma sub-amostra destes foi submetida a coleta de raspado tarsal
da conjuntiva superior com swab tipo Dacron. A coloracdo e leitura das laminas
foram feitas pelo método de imunofluorescéncia direta (IFD) com anticorpos
monoclonais por profissional treinado e capacitado neste tipo de diagnéstico no
Laboratorio Central do Estado do Para (LACEN-PA).

O inquérito buscou o diagndstico clinico do tracoma através de examinadores
padronizados pelo Ministério da Saude que ap6és treinamento, no qual apresentaram
concordancia igual ou superior a 80%, realizaram exame ocular externo da margem

palpebral da conjuntiva tarsal superior e cornea de ambos os olhos dos alunos das
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escolas sorteadas, utilizando lupa binocular de 2,5 vezes, iluminagéo artificial e o
esquema de gradacéo das fases de tracoma desenvolvido por Thylefors et al. (1987)
(ANEXO A), adotado pela OMS, sendo considerado positivo, 0 exame concordante
para dois examinadores, baseado na presenca ou auséncia de um ou mais dos
cinco sinais chaves seguintes (BRASIL, 2011, 2004; WHO, 2006).

» Tracoma folicular (TF): 5 ou mais foliculos na conjuntiva tarsal superior central

exposta com diametro maior de 0,5 mm.

» Tracoma folicular intenso (TI): predominancia de infiltracdo pronunciada da

conjuntiva tarsal com reducéo dos vasos tarsais normais.

» Cicatrizacao conjuntival tracomatosa (TS): cicatriz na conjuntiva tarsal superior de

aparéncia fibrética esbranquicada, com bordos retos, angulares ou estrelados.

*Triquiase tracomatosa (TT): presenca de pelo menos um cilio atritando a superficie

ocular ou a evidéncia de remocao recente de cilio invertido (epilacéo).

» Opacificacdo corneana (CO): pupila visivelmente obscurecida em pelo menos uma

parte da margem papilar.
5.3 AMOSTRA DO ESTUDO

Foram analisadas 53 laminas de IFD, cujo material foi proveniente de raspado
tarsal de escolares com diagnostico clinico do tracoma, identificados no exame
clinico da conjuntiva do Inquérito nacional Etapa - Para em 2006. Até 0 momento do
estudo as amostras foram mantidas a -20°C, acondicionados em caixas porta
laminas, no LACEN-PA.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas neste estudo 53 laminas coletadas no Inquérito Nacional do
Tracoma realizado nos escolares provenientes da 12, 22, 32, 52 e 62 CRS do Estado

do Para.
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5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas das andlises laboratoriais quatro amostra, coletadas no
Inquérito Nacional do Tracoma realizado nos escolares provenientes da 1°, 2°, 3°, 5°
e 6° CRS do estado do Para, nas quais nao foi possivel a recuperacdo de material

biolégico de uma amostra para o método de IFD e trés para o método molecular.
5.6 ETAPAS DO ESTUDO
5.6.1 Levantamento das amostras

Para o levantamento das amostras foram consideradas as variaveis inerentes
a cada amostra, como procedéncia, idade, género, forma clinica, data da coleta,
celularidade da lamina, numero de corpusculos e resultado da IFD que foram obtidas
a partir das fichas de Inquérito de tracoma/ Busca Ativa de Casos (APENDICE A)
mantidas no LACEN-PA, na sessao de Microbiologia e Micologia, Servico de DST e

Tracoma e das fichas de registro dos resultados de Laboratério (APENDICE B).
5.6.2 Reavaliacao das laminas de IFD

As 53 laminas de IFD foram reavaliadas e foto documentadas, antes da
extracdo do DNA, em conjunto com profissionais habilitados no diagndstico do

tracoma pela técnica de IFD.

Laminas que apresentavam degradacdao do corante ,foram novamente
submetidas a coloracdo pelo O kit da Pathfinder Chlamydia trachomatis Direct

Specimen 30704 50 test BIO-RAD® pelo LACEN-PA e Instituto Evandro Chagas
(IEC).

Foi utilizado microscépio de imufluorescéncia Zeiss, modelo Axioshophon na
foto documentagcdo. Para o diagnostico utilizou-se a objetiva de 60x e para o

registro fotografico foi utilizada objetiva de 100 x.

As laminas contendo pelo menos 80 células colunares foram consideradas

adequadas para a técnica de IFD.
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5.6.3 Protocolo de extracdo de DNA bacteriano das amostras crio conservadas

Para obtencdo do DNA (Fig. 11) das 49 laminas do arquivo (amostras crio
conservadas), utilizou-se a metodologia modificada de Furlaneto et al. (2007), onde
foi otimizado, para cada amostra, 305 pL de Solucdo de Digestdo preparada com
150 pL de Tampéo de lise (300 mM/L Tris-HCI, pH 9.0; 100 mM/L EDTA; 1,25% de
SDS; 20% de sucrose), 150 pL de Tampao de homogeneizacdo (Tris-HCI pH 8.0;
NaCl 1 M; EDTA 0,5 M, pH 8.0; 5% de sucrose) e 5 pL de Proteinase K (10 mg/mL).

Apés a retirada da laminula, o orificio central da lamina de IFD foi lavado com
a Solucao de Digestao, transferindo-se 15 L da solucédo para a area delimitada pela
circunferéncia central da lamina, seguida de raspado do esfregaco com a propria
laminula. Essa operacao foi repetida mais nove vezes, para a retirada completa do
residuo da lamina. A solucdo do raspado da lamina foi transferida para microcubo,
previamente identificado, com capacidade de 1,5 mL. Os microtubos foram
hermeticamente vedados e levados ao aquecimento em banho Maria (BM), a 56°C,

por trés horas, para a extracao do DNA.

FIGURA 11- Representacao esquematica do protocolo de extracdo e purificacao de
DNA a patrtir de laminas crio conservadas de IFD.
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Para precipitacdo do DNA extraido, a cada microtubo, foram adicionados
300 pL de &lcool Isopropilico e 30 uL de acetato de sédio 3 M, ph 4,8 (Sigma),
homogeneizado por inversdo por 1 minuto e refrigerado por 30 minutos a -20°C,
seguido de centrifugacdo por 13.000 rpm, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado por inversao, com retirada do excesso em papel toalha.
Ao sedimento foi acrescentado 100 pL de etanol 70%, com homogeneizagcédo por
inversao da solucdo e posterior centrifugagdo a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Repetiu-se o procedimento de descarte do sobrenadante com remocao do etanol e
secagem do microtubo em papel toalha, seguido de aspiracdo do excesso de alcool
retido no fundo conico do tubo, com o auxilio de pipeta e posterior secagem em
estufa a 37°C, por aproximadamente 40 minutos. O processo foi finalizado com a
reidratacédo do precipitado com 50 pL de TE (TRIS-EDTA 1X [10 mM Tris HCI pH8, 1
mM EDTA pH8]) seguido de agitacdo no termomix por 30 minutos e armazenamento
do produto a - 20°C.

Em cada sessdo de extracdo, foi incluida uma lamina de controle de IFD
positiva para C. trachomatis, obtida de cultura de células McCoy, que acompanha o

kit de IFD, corada e conservada nhas mesmas condi¢cdes das amostras.
5.6.4 Protocolo de deteccédo de DNA da B-globina humana

A pesquisa do gene da B-globina humana foi utiizada como controle de
gualidade da extracdo do DNA gendmico. Todas as amostras de DNA foram
submetidas a PCR utilizando-se pares de iniciadores especificos para a B-globina,
G73 (5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3) e G74 (5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3'), que gerou um produto de 270 pb (GREER et al.,
1991). Para esta reacgao foi utilizado 3 pL de Go Taq® Green Master Mix, 2.5 uL de
agua, 0.25 pL dos primers G73 e G74 (cada) e 1 pL de DNA bacteriano, para um
volume final de 7 pL. Os microtubos de 0,2 mL, contendo os reagentes, foram
colocados em termociclador automatico (Thermo Hybaid/CE 3832), onde teve inicio
0 primeiro passo da reacdo de 94°C por 5 minutos. Seguidos de 35 ciclos de
amplificacdo de 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 45. Apés
o Ultimo ciclo, a temperatura de polimerizacdo (72°C) foi estendida por mais 10

minutos.
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5.6.5 Protocolo de detecgcdo de DNA de Chlamydia trachomatis por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR)

A nested-PCR para C. trachomatis foi realizada nos casos que apresentaram
positividade para B-globina humana. Os oligonucleotideos utilizados nesta etapa
(Tab. 4) foram descritos por Jalal et al. (2007) que amplificam fragmentos de uma

regido altamente conservada do gene ompA da Chlamydia trachomatis.

Tabela 4- Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo das sequéncias de
Chlamydia trachomatis com as respectivas localizacées no gene ompA.

Oligonucleotideos Sequéncia (5° —» 3') Localizacao
P1 GACTTTGTTTTCGACCGTGTT OMP199
P2 AGCRTATTGGAAAGAAGCBCCTAA OMP657
P3 AAACWGATGTGAATAAAGARTT OMP224
P4 TCCCASARAGCTGCDCGAGC OMP617

Fonte: Adaptado de Jalal et al., 2007.

As reacfOes de amplificacdo foram realizadas no Laboratério de Biologia

Molecular do Instituto Evandro Chagas utilizando reagentes da Invitrogen®®. Para a
primeira reacdo de PCR foi preparado uma mistura contendo 25 pmol de cada
oligonucleotideo (P1 e P2); 4 mM MgCl», 200 uM de DNTp, 5 pL de tampé&o de PCR
10X, 1,5 unidades de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen®) e 5 uL de
DNA, para um volume final de 50 pL. Um controle positivo e agua livre de nuclease,
como controle negativo, foram usados em cada reagéao.

Cada reacdo de PCR consistiu de desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos,
seguida de 35 ciclos onde a temperatura de desnaturacdo foi de 94°C por 40
segundos, anelamento de oligonucleotideos a 54°C por 30 segundos, e extensdo a

72°C durante 1 minuto, seguido por uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Em seguida foi realizada uma nested-PCR (22 PCR) nas mesmas condi¢des
da 12 PCR, aplicando os oligonucleotideos P3 e P4 (Tab. 4) e 5 uL de material
genético da primeira PCR cuja regidao amplificada corresponde a 458 pb do gene

ompA da C. trachomatis.
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5.6.6 Eletroforese

Para visualizacdo dos produtos da nested-PCR foram adicionados 0,05 pL de
corante (azul de bromofenol 0,25% + xileno cianol 0,25% + sucrose 40%) a 10 pL de
cada amostra amplificada. A mistura homogeneizada foi submetida a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% contendo 0,375 X de Syber Safe (Invitrogen®),
em TAE 1x (Trisbase 1,6 M, Acetato de Sodio 0,8 M, EDTA-Napy 40mM/1L de agua

deionizada) nas condicfes de 90 Volts a 100 Ampéres, por aproximadamente uma
hora. Utilizou-se como peso molecular Ladder 1Kb( Invitrogen®) contendo de 100
em 100 pares de base. As bandas foram visualizadas através do sistema de foto
documentacdo de géis, em camara escura com transluminador (Vilber Lourmat)
duplo de 312 nm e luz ultra-violeta. O resultado foi considerado positivo para a
presenca de DNA da C. trachomatis quando visualizada a banda correspondente ao

fragmento de 458 pb.
5.6.7 Purificacéo de produtos da nested- PCR

Os produtos de PCR que amplificaram para C. trachomatis foram submetidos
a purificacdo pelo kit HiYield Gel/PCR DNA Mini kit (Cat. N° YDF 100) - RBC Real

genomics®. Brevemente, foi transferido 30 pL do produto de PCR para um
microtubo de 1,5 mL e adicionado 5x o volume de tampé&o Df (150 pL), a mistura foi
agitada em vortex por 1 minuto, transferida para a coluna Df, encaixada no
microtubo de 1,5 mL e centrifugada a 13.000 rpm por 30 segundos. Descartado o
filtrado, a coluna foi novamente lavada com 120 pL de tampao de lavagem, por 1
minuto, adicionado no centro da coluna, centrifugada a 13.000 rpm por 30 segundos,
seguido de descarte do filtrado e transferéncia da coluna para outro microtubo de
coleta com nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 3 minutos. ApOs esta etapa a
coluna foi colocada em novo tubo, eluida com 20 pL de tampao de eluigcédo por 2
minutos, finalizando com centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos. O produto foi

armazenado a - 20°C até seu uso no sequenciamento.
5.6.8 Reacéao de sequenciamento

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

(Terminator v 3.1 Cycle Terminator- Applied Biosystems), de acordo com as
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recomendacdes do fabricante, no Sequenciador automéatico ABI 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems). O protocolo utilizado em cada reacao foi
constituido de uma mistura contendo 2 pL de terminadores marcados (terminator
ready reaction mix-Applied Biosystems), composto de A-Dye Terminator, G-Dye
Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dGTP, dATP, dCTP, dTTP, Tris-
HCI pH 9,0, MgC», Piroofosfato Termo-estavel e AmpliTag DNA Polimerase, Fs, 2

pML de tampao de sequenciamento 2,5 x (Applied Biosystems), 1 uL de produto de
nested-PCR, 10 pmol de cada oligonucleotideo (os mesmos da nested-PCR), em
reacdes separadas e agua deionizada autoclavada em quantidade suficiente para
um volume final de 25 uL. A reacdo foi realizada em termocilador (Thermo
Hybaid/CE 3832), programado para 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 60°C por 4 minutos.
5.6.8.1 Precipitacédo do produto da reacdo de sequenciamento

ApGs a reacdo de sequenciamento as amostras foram submetidas a
precipitacdo com isopropanol e etanol, com a finalidade de retirar o excesso de
didesoxirribonucleotideos ndo incorporados na reacdo de sequenciamento. Foram
adicionados 80 pL de isopropanol 80% ao produto da reacao, seguida de incubacao
por 15 minutos a Temperatura Ambiente. Em seguida, foi realizada centrifugacéo a
14.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado
com 200 uL de etanol 70%, seguindo centrifugacédo a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sedimento foi novamente lavado com etanol 70%, sendo realizada nova
centrifugacdo como descrito anteriormente. O sedimento foi seco em concentrador a
vacuo (Concentrator 5031, Eppendorf, Germany) e ressuspenso em 10 uL de

formamida.
5.6.8.2 Eletroforese capilar do DNA sequenciado

Os produtos foram submetidos a eletroforese capilar no Sequenciador
automatizado de DNA (modelo Applied Biosystems). Os fragmentos de DNA
marcados com corantes fluorescente se movem através de um feixe de laser até
atingir o eletrodo positivo, onde o dispositivo de deteccdo Optica detecta a
fluorescéncia, converte o sinal de fluorescéncia em dados digitais, para em seguida,

registra-los em um arquivo AB1. Quando excitado pelo laser, cada corante emite luz
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de comprimento de onda diferente e todas as quatro cores, correspondente as
guatro bases, podem ser detectadas e distinguidas em uma injeg&o capilar.

5.6.8.3 Analise das sequéncias

As sequéncias do gene ompA foram alinhadas e editadas no programa
BioEdit (verséo 7.0.9; [http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml]). Sequéncias
de gendtipos da espécie C. trachomatis disponiveis no GenBank (Tabela 5) foram
utilizadas para analise comparacdo com cada amostra testada usando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) nucleotideo-padrdo de pesquisa no
Centro Nacional de Informagbes sobre Biotecnologia (http://.ncbi.nlm.nih.gov
BLAST/).

Tabela 5 - Sequéncias do gene ompA de Chlamydia trachomatis
e de Chlamydia pneumoniae depositados no Genbank e utilizadas para comparacao
com as sequéncias do estudo.

Cepa Genotipo N° de Acesso no Genbank
AHAR-1 A DQO064279.1
B/Tunis-864 B DQ064280.1
B/TW5 B DQO064281.1
Ba/Apache -2 Ba DQO064282.1
C/TW-3 C DQO064283.1
D/UW-3 D DQO64284.1
D/IC-CAL-8 D DQO064285.1
E/Bour E DQ064286.1
F/IC-CAL3 F DQ064287.1
G/392 G DQ064288.1
H/580 H DQ064289.1
I/UW-12 | DQO064290.1
la/870 la DQO064291.1
J/UW-36 J DQ064292.1
K/UW-31 K DQ064293.1
L1/440 L1 DQO064294.1
L1-DQ460732 L1 DQ460732.1
L1/DQ064294 L1 DQO064298.1
L1/M36533 L1 M36533.1
BH/BR-FJ428245 L1 FJ428245.1
L2/434 L2 DQ064295.1
L3/404 L3 DQ064296.1

CP/ NC002491 C. pneumoniae NC002491
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A arvore das sequéncias nucleotidica dos genes do ompA isolados deste
estudo e daquelas importadas do GenBank foi inferido usando o método neighbor-
joining com modelo de correcdo Kimura-2-parametros no programa MEGA (versao

5.0; Tamura, Dudley, Nei and Kumar [http://www.megasoftware.net/]).
5.7 NORMAS ETICAS

O Inquérito Nacional de tracoma foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz (ANEXO B) e (ANEXO C) em
Abril de 2002 e, a participacdo no projeto apresentou carater de busca ativa de
casos, sendo que, casos positivos de tracoma foram necessarios para a capacitacao
(padronizacdo) dos profissionais de saude do Estado que atuariam no Inquérito

Nacional etapa Para.

As escolas sorteadas foram visitadas previamente para esclarecimento e
orientacdo dos professores. Apds a adesdo dos educandarios, todos os escolares
das UPAS sorteadas, foram esclarecidos através do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecidos (APENDICE C) para o exame clinico por profissionais padronizados
pelo Ministério da Saude, bem como seus familiares, sendo-lhes garantidas as
informacdes necesséarias sobre o tema da pesquisa, o anonimato dos dados

coletados e o direito de retirar-se do estudo a qualgquer momento.

Nenhuma das comunidades do estudo havia recebido tratamento antibiético
para tracoma antes do inquérito. Os casos identificados de tracoma na forma ativa
durante o inquérito foram tratados com 20mg/kg de Azitromicina oral em dose Unica,
conforme preconizado pelo Ministério da Saude (Portaria n°. 67, de 22/12/2005). O
Inquérito Epidemioldgico Nacional de Tracoma- etapa Para, ocorreu no ano de 2006
sob responsabilidade da Secretaria de Estado de Saude do Para, que garantiu
tratamento a todos os escolares clinicamente positivos e seus comunicantes

(familiares), durante e ap0s a efetivacédo do inquérito.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Nucleo de Medicina Tropical (CEP/NMT) da Universidade Federal do
Para (UFPA) protocolo N° 043/201-CEP/NMT (ANEXO D) e CONEP (ANEXO E)
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comprometendo-se o pesquisador, com a veracidade das informagfes prestadas no
projeto (ANEXO F).

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram inseridos em planilha do programa Excel (Office
2007), onde foram gerados graficos e tabelas para a andlise descritiva. As
prevaléncias foram estimadas por variavel (quantidade de CE presente por amostra,
guantificacdo de DNA, quantidade de proteinas, celularidade, género e idade). A
celularidade e a idade foram divididas em dois grupos: menor que 100 e maior ou
igual a 100 células (= 100) para a celularidade e idade menor que 10 anos (< 10
Anos) e maior ou igual a dez anos (= 10anos) foram os grupos formados com a

variavel idade.

Para estatistica inferencial forma usados os testes do Qui-quadrado (X2) e
Teste Exato de Fisher para avaliar a diferenca estatistica entre as frequéncias das
amostras. O grau de discordancia entre os resultados dos métodos IFD e PCR foi
avaliado pelo Teste McNemar. O grau de dependéncia da positividade para
Chlamydia trachomatis com relacdo as variaveis independentes foi avaliado pela
Regressdo Linear Simples. Todos os testes estatisticos foram realizados com

intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) no programa BioEstat verséo 5.0.3.
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA DO ESTUDO

Um total de 53 escolares com quadro clinico de tracoma, moradores de
municipios pertencentes a 1° CRS (n = 8), 2° CRS (n = 6), 3° CRS (n = 15), 5° CRS
(n =16) e 6° CRS (n = 8) do Estado do Par4, foram submetidos a coleta de material
de raspado tarsal para a pesquisa de C. trachomatis por IFD, no periodo de marcgo a
setembro de 2006. Destes, 49,06% (n = 26) pertenciam ao género masculino e
50,94% (n = 27) ao género feminino (p = 1,0000).

A forma de tracoma folicular (TF) foi identificada em 77,36% (40/53) dos
escolares com manifestacéo clinica de tracoma em um olho e 22,64% (12/53) de TF
em ambos os olhos dos escolares examinados. Ndo ocorreram casos das outras

formas clinicas do tracoma.

A idade desses escolares variou entre 6 e 15 anos, com média de 9,85 (DP %
1,78 anos) e mediana de 10 anos, com 50% dos escolares concentrados na faixa de
9 a 11 anos (Gréfico 1).

Gréfico 1: Box Plot da média e desvio padrdo das idades dos escolares que
demonstraram tracoma e cujos materiais da conjuntiva foram coletados para analise
da Imunofluorescéncia direta para pesquisa de Chlamydia trachomatis.

at Estatiztica Descritiva
Unidades

IDADE [anos)
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A frequéncia dos casos clinicos coletados entre 0os géneros dos escolares
com idade igual ou superior a 10 anos (Tab. 6) ndo mostrou diferenca significativa
daqueles com idade abaixo de 10 anos (p = 0,3229).

Tabela 6- Frequéncia de tracoma em escolares segundo o género e a idade.

Género
. o Geral
Faixa Etaria (em anos) Feminino Masculino
n % n % n %
6 —9 14 52,0 9 35,0 23 434
10 — 15 13 48,0 17 65,0 30 56,6
Total 27 100,0 26 100,0 53 100,00

6.2 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

As 52 laminas que apresentaram condi¢Bes satisfatdrias confirmaram o
diagnéstico da IFD dado por ocasido do inquérito. Seguindo o critério de positividade
adotado pelo Ministério da Saude, com presenca de cinco ou mais CE por lamina
(Fig. 12), a frequéncia da IFD positiva foi de 26,92% (14/52).

FIGURA 12- Foto documentacao de lamina de IFD de raspado tarsal superior
contendo Corpos Elementares de Chlamydia trachomatis (setas).

v
v

Arquivo da pesquisa, obtido em microscopio Zeiss Axioshophon objetiva 100X
no Laboratério de Doengas sexualmente Transmissivel (DST) e tracoma da Secédo
de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas.

Das 53 laminas coletadas para IFD, em uma houve degradacdo da amostra,

mesmo apos ter sido novamente corada para IFD.



74

Do total de 52 laminas (Tab. 7) analisadas, 69,23% (n = 36) apresentou
celularidade maior ou igual a 100 células e 30,76% (n = 16) apresentou quantidade
igual ou superior a 80 e menor que 100 células. Das 14 laminas positivas para IFD,
85,71% (n = 12) tinham 100 ou mais células por campo e 14,29% (n = 2) tinham
entre 80 e 100 células por campo (p = 0,1788).

Tabela 7 — Frequéncia para Chlamydia trachomatis segundo a celularidade e
presenca de Corpos Elementares.

Quantidade de Células

CE >100 >80 e <100 Geral

n % n % n %

Zero 4 11,1 7 44,0 11 21,0

Uum 4 11,1 4 25,0 8 15,0

Dois 12 33,3 3 19,0 15 29,0
Trés 3 8,3 0 0,0 3 6,0
Quatro 1 2,8 0 0,0 1 2,0

cinco 5 13,9 2 12,0 7 13,0
Seis 1 2,8 0 0,0 1 2,0
Sete 4 11,1 0 0,0 4 8,0
Dez 2 5,6 0 0,0 2 4,0

Total 36 100,0 16 100,0 52 100,0

Foram consideradas negativas 38 laminas, por conterem menos de cinco CE.
Destas, 11 ndo apresentaram CE (Fig. 13), oito continham um CE, em 15 foram
visualizados dois CE, trés laminas apresentaram trés CE e uma mostrou quatro CE.

FIGURA 13 - Foto documentacao de lamina de IFD de raspado tarsal superior
negativa para a presenca de Corpos Elementares de Chlamydia trachomatis.

Arquivo da pesquisa, obtido em microscopio Zeiss Axioshophon objetiva 100X no
Laboratério de Doengas sexualmente transmissivel (DST) e tracoma da Secédo
de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas.
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Das 52 amostras de laminas de IFD analisadas neste estudo, a distribuicao
entre os géneros foi de 50% (n = 26) para cada. Das 14 laminas positivas para IFD,
64,28% (n = 9) pertenciam ao género feminino e 35,72% (n = 5) ao masculino (p =
0,4412).

A idade de dez anos foi a que apresentou 0 maior nimero dos casos positivos
na IFD com 35,71% (5/14). Além disso, amostras coletadas de dois escolares com
idades de oito, nove, 11 e 12 anos cada e em um escolar com 14 anos também
positivaram por este método.

6.3 PCR PARA GLOBINA HUMANA

Das 52 laminas adequadas para IFD e submetidas ao raspado para a
extracdo de DNA, trés foram excluidas da pesquisa molecular da C. trachomatis por
nao amplificarem o fragmento de 270 pares de base (pb) do gene B-globina humana
pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR. Um total de 49 amostras
foi submetido a pesquisa molecular da C.trachomatis por apresentar o fragmento do

gene B-globina humana (Fig. 14).

FIGURA 14 - Foto documentacdo da amplificacdo do fragmento de 270pb do gene
B-globina humana em gel de agarose a 2%.

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

500pb
400ph

300ph (R e e 4 . —
200ph

100pb

Arquivo da pesquisa, obtido em transluminador (Vilber Lourmat) no Laboratério de
Biologia Molecular da Secao de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas.

L: marcador de Peso molecular de 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen®), 1:controle
positivo, 2: controle negativo, 3-7,9-11,13-15: amostras positivas e 8 e 12: amostras
negativas.
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6.4 NESTED-PCR PARA Chlamydia trachomatis

O teste molecular para C. trachomatis identificou que 49% (24/49) das
amostras obtiveram resultado positivo por apresentar o fragmento especifico do
gene ompA da bactéria de 458 pb (Fig. 15).

FIGURA 15 - Foto documentacdo da amplificacdo do fragmento de 458pb do gene
ompA de Chlamydia trachomatis em gel de agarose a 2%.

500pb

400pb
300pb

200pb

100pb

Fonte: Arquivo da pesquisa, obtido em transluminador (Vilber Lourmat) no Laboratério de
Biologia Molecular da Secéo de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas. L:
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®). 1 — 6: amostras
positivas, 7: controle positivo, 8: controle negativo.

A representatividade nas 49 amostras testadas foi de 48,98% (n = 24) e de
51,02% (n = 25) para homens e mulheres, respectivamente. Das 24 amostras
positivas para a pesquisa molecular 58,33% (n = 14) foram provenientes de
escolares do género masculino e 41,67% (n = 10) foram provenientes de escolares
do género feminino (p = 0,3187). O resultado do teste molecular da C. trachomatis
foi independente da quantidade de DNA (p = 0,7404) ou de proteina (p = 0,6422)
presente nas amostras, apos extracdo de DNA.
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Tabela 8 — Resultados da PCR para C. trachomatis quanto a presenca de Corpos
Elementares_nas amostras.

Resultado PCR - Chlamydia

EBS Negativo Positivo Geral
n % n % n %

Zero 9 36,0 1 4,2 10 20,4
Um 6 24,0 2 8,3 8 16,4
Dois 7 28,0 8 33,3 14 28,6
Trés 1 4,0 2 8,3 3 6,1
Quatro 0 0,0 1 4,2 1 2,0
cinco 2 8,0 5 20,9 7 14,3
Seis 0 0,0 1 4,2 1 2,0
Sete 1 4,0 2 8,3 3 6,1
Dez 0 0,0 2 8,3 2 4,1

Total 25 100,0 24 100,0 49 100,0

6.5 ANALISE COMPARATIVA DOS DOIS METODOS NA IDENTIFICAQAO
DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA Chlamydia trachomatis

Considerando especificamente as 49 amostras clinicamente positivas para o
tracoma e que foram analisadas pelas duas metodologias, as sensibilidades para a
deteccdo do agente etiolégico, por IFD e PCR foram de 28,57% (14/49) e 48,98%
(24/49), respectivamente. Houve discordancia nas frequéncias de resultados
positivos entre as duas técnicas utilizadas, tendo ocorrido maior nUmero de casos
confirmados com a infecgdo por C. trachomatis pela metodologia molecular (p =
0,0127).

A quantidade de 100 ou mais células epiteliais por lamina, identificadas na
analise da IFD, foi encontrada em 20 (83%) das 24 amostras positivas de PCR para
C. trachomatis e em 14 (56%) das 25 amostras negativas, determinando 1,1 vezes
mais chance de resultado positivo da PCR em amostras que apresentarem 100 ou

mais células (p = 0,0426) na andlise da IFD.

A quantidade média de CE, identificados pela IFD foi de 3,88 nas amostras
com resultados de PCR positivos e de 1,5 entre as amostras com resultados
negativos, determinando 1,6 vezes mais chance de resultado positivo da pesquisa
molecular de C.trachomatis quando identificado ao menos um CE na IFD (p =
0,0011).
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As duas técnicas juntas confirmaram que 55,10% (n = 27) das 49 criancas
investigadas apresentavam a infeccdo por C. trachomatis. Das 27 amostras com
resultados positivos, 52% (n = 14) positivaram apenas pela PCR, 37,0% (n = 10)
para ambas as técnicas, e 11,0% (n = 3) somente pela IFD (Tab. 9).

Tabela 9 — Analise comparativa dos métodos de IFD e PCR para C. trachomatis
guanto a presenca de Corpos Elementares e celularidade.

Celularidade CE Resultado IFD Resultado PCR Geral
=100 280 e <100 Negativo Positivo  Negativo Positivo
n % n % n % n % n % n % n %

10 278 O 0,0

3 91 7 43,7 Zero 9 36,0 1 4,2 10 20,4

4 121 4 250  Um 8 222 0 00 4 549 2 83 8 164

14 389 O 0,0

11 333 3 188  Dois 6 240 8 331 14 286
3 91 0 00 Trés 3 83 0 00 1 40 2 83 3 6,1
1 30 O 00 Quato 1 28 0 00 o gp 1 42 1 2,0
5 152 2 125  cinco 0 00 7 540 5 go 5 210 7 143
1 30 0 00 Seis 0 060 1 76 0 00 1 42 1 2,0
3 91 0 00 Sete 0 00 3 B0, 4o 2 83 3 6,1
2 61 0 00 Dez 0 060 2 154 o 00 2 83 2 4,1

3 100 16 100 Total 36 100,0 13 1000 25 100,0 24 100 49  100,0

6.6 ANALISE DAS SEQUENCIAS DO GENE ompA DA Chlamydia trachomatis

Das 24 amostras que amplificaram o fragmento de 387 pb do gene ompA da
C. trachomatis sete tiveram suas sequéncias nucleotidicas analisadas: PA/BR-2333
e PA/BR-2339 (1° CRS), PA/BR-2341, PA/BR-2342 e PA/BR-2344 (2° CRS) e
PA/BR-2348 e PA/BR-2349 (5° CRS).

As amostras PA/BR-2339, PA/BR-2341, PA/BR-2348 e PA/BR-2349 foram
idénticas entre si, assim como houve 100% de homologia entre as sequéncias
PA/BR-2333, PA/BR-2342 e PA/BR-2344. A divergéncia entre esses dois grupos foi
de 0,3% (APENDICE D).Todas as sete amostras agruparam, com Bootstrap de 99%,
juntamente com o grupo de sequéncias depositadas no Genbank caracterizadas

como genatipo L1 (Fig. 16), com homologia nucleotidica variando de 98,9% a 99,7%.
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As sequéncias nucleotidicas da genotipo L1 das amostras do Estado do Para
demonstraram diversidades que variaram de 68,9% a 93,8% dos outros gendtipos
de C. trachomatis e de 62,7% a 62,9% da C. pneumoniae (APENDICE D).

FIGURA 16 — arvore filogenética das amostras de Chlamydia trachomatis isoladas

de raspado ocular sua relacdo com cepas de referéncia.
L1-DQ460732 7
— BH/BR-FJ428245
1 L1/440
L1-DQ064294 L1
L1-M36533
99
PA/BR-2339 / 2341 / 2348 | 2349
| PA/BR-2333 / 2342 / 2344 ]
L2/434 Jie
D/UW-3 7
100 100 - D/IC-CALS8 | P
E/Bour e
B/Tunis-864 ]
Ba/Apache-2
100 | B/Har-36 ®
B/TW-5 i
— F/IC-CAL3 IF
100 —— G/392 Ja
— L3/404 13
—— A/Har-1 Ja
100 /UW-12
96| |L 127870 ]
C/TW-3 Jc
J/UW-36 14
H/580 IH
K/UW-31 Ik
CP/NC002491
0.05

Fonte: Arquivo da pesquisa.

Arvore filogenética de sequéncias nucleotidicas do fragmento de 387 pb do gene ompA das
amostras de Chlamydia trachomatis isoladas de raspado ocular de escolares da rede publica do

Estado do Pard (PA/BR),

de amostras do Genbank e grupo externo com

cepa de

Chlamydia pneumoniae (CP/NC002491), utilizando o método estatistico de Neighbor-joining, com

modelo de correcdo de Kimura 2-parametros e teste filogenético com 2000 réplicas de Bootstrap.
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7 DISCUSSAO

As orientagdes da OMS (WHO, 2006, 2007) para os programas de controle do
tracoma nao contemplam os ensaios de laboratdrios para determinar a presenca da
doenca. As intervencdes sdo baseadas em sinais clinicos do tracoma, que quando
observados priorizam os individuos e comunidades para a¢fes de tratamento com
antibidtico ou a oferta de cirurgia, quando necessaria, nos casos de entrépio e
triquiase. No entanto, € de fundamental importancia, para as acdes de saude

publica, a confirmacao laboratorial do agente etiologico do tracoma.

Este estudo confirmou a presenca de C. trachomatis em amostras de
escolares da rede publica do Estado do Para, com sinais clinicos de tracoma. A
Sensibilidade de 26,92% (14/52) da IFD neste estudo corroborou resultados
encontrados na literatura (DAMASCENO, 2004; FERRAZ et al.,, 2010; LUCENA,;
CRUZ; CAVALCANTI, 2004; MEDINA et al, 1996; 2011; SEADI et al., 2002) apesar
de taxas inferiores e superiores terem sido encontradas por Thein et al. (2002), que
detectaram em regides com baixa e alta prevaléncia de tracoma positividade pela
IFD de 8% e 70%, respectivamente.

Com relacdo ao género ndo se observou diferenca de prevaléncia,
confirmando os resultados de Bamani et al. (2010) e contradizendo os resultados de
King et al. (2010). As criancas mais acometidas foram as da faixa-etaria de 9 a 10
anos, reforcando dados da literatura que apontam as criancas em idade pré-escolar
e escolar como os grupos mais vulneraveis a infeccdo e os principais reservatérios
das formas ativas da doenca (BAMANI et al., 2010; CHINEM et al., 2006; KING et
al., 2010; KOIZUMI et al., 2005; MACHADO et al., 2009).

O critério para positividade da IFD, definido pela presenca de cinco ou mais
CE em lamina contendo pelo menos 80 células colunares, confirmou a circulacdo da
C. trachomatis nas comunidades estudadas e estabeleceu a existéncia de focos
endémicos, porém, ndo demonstrou sensibilidade suficiente para a confirmacdo de

todos o0s casos clinicos.

N&o houve diferenca significativa nos resultados da IFD entre as amostras do

grupo que apresentou 100 células ou mais por laminas daquelas contento menos de
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100 células, discordando de estudo anterior que obteve sensibilidade maior em
laminas contendo 100 ou mais células (MEDINA et al, 1996) e critério de positividade

igual ao presente estudo.

Foi visualizado ao menos um CE em 27 Laminas de IFD das 38 amostras que
apresentaram resultados negativos. Caso o critério de positividade tivesse sido
baseado na presenca de um ou mais CE, ao invez de cinco ou mais, a sensibilidade
do teste nessas laminas poderia ser de quase 80%. O desempenho do método de
IFD demonstrou ser altamente dependente do numero de CE visualizados nas
laminas analisadas, e ndo apenas da presenca deles, concordando com os estudos
de Medina et al. (1996) e Sachdeva et al. (2009). O erro de diagnéstico na IFD foi
minimizado, haja vista as amostras terem sido examinadas e submetidas ao controle
de qualidade por dois técnicos experientes em diferentes momentos com

concordancia para os dois examinadores.

A dicotomia entre a presenca da infeccdo e achados clinicos deve ser
considerada quando do uso da grade de classificacdo simplificada do tracoma
adotada pela OMS, onde para o diagndstico clinico de TF é necessario a presenca
de no minimo cinco foliculos na conjuntiva tarsal superior (HU et al., 2010). Neste
estudo, todos os escolares clinicamente positivos apresentavam no momento da
coleta a forma clinica TF. O tracoma intenso (Tl) com infiltracdo e espessamento
difuso da conjuntiva, outra forma ativa da doenca, associado a maior producao
cicatricial quando comparado a forma folicular, ndo foi encontrado, inferindo que a

carga bacteriana estava baixa bem como a prevaléncia nos municipios estudados.

A metodologia molecular utilizada (Nested-PCR) foi concebida para amplificar
um fragmento do gene ompl e, demonstrou uma positividade de 49% (24/49). Os
resultados obtidos foram considerados satisfatérios quando comparado ao estudo
realizado por Barbeyrac et al. (2007) que relatou taxa de positividade da PCR para o

tracoma ativo oscilando de 8% a 80% .

Vérios fatores devem ser considerados ao se analisar os resultados negativos
dos exames laboratoriais, em criangas com sinais clinicos de tracoma, como a
conservacao e transporte da amostra, a dificuldade da coleta em criancas, a

diversidade dos sorotipos existentes, além do estagiamento e gravidade da doenca
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gue, quando apresenta baixa carga bacteriana reduz a sensibilidade dos testes
laboratoriais, aumentando a ocorréncia desses resultados (LUCENA; CRUZ;
CAVALCANTI, 2004; MEDINA et al., 1996).

Embora os testes de amplificacdo de acido nucleico sejam os mais sensiveis
para deteccdo de C. trachomatis, principalmente em amostras de pacientes com
tracoma, algumas publicacdes apontam como limitacdes desses testes, a baixa
celularidade, a presenca de inibidores da Tag DNA polimerase e falhas no
processamento das amostras (HU et al., 2010; LIMA et al., 2007). Todos esses

indicadores de qualidade foram analisados neste estudo.

A celularidade nao interferiu nos resultados da IFD, mas a maior quantidade
de células, assim como a presenca de CE, tiveram relagdo com os resultados
positivos da Nested-PCR. A qualidade do DNA extraido, avaliada pela pesquisa da
B-globina humana, apresentou inibidores da Taq DNA polimerase em trés amostras,
uma das quais foi positiva pela IFD com sete CE. A quantidade de proteinas e de

DNA presentes nas amostras nao interferiu na sensibilidade da Nested-PCR.

O resultado negativo da nested-PCR para o gene ompA da C. trachomatis em
amostras contendo de um a sete CE pode ter sido ocasionado por perda de DNA no
momento da extracdo. A baixa taxa de deteccédo observada na Nested-PCR para o
gene ompA pode também ter ocorrido em fungdo da diversidade de
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo de diferentes fragmentos de gene do
DNA em graus variados.

O gene ompA ¢é adequado para identificar, por PCR em tempo real, a infec¢ao
e a genotipagem de C. trachomatis por ter regibes conservadas, ideais para a
fixacdo de oligonucleotideos e dominios variaveis apropriados para o0
sequenciamento genético, permitindo a identificacdo de todos os 19 sorotipos da
bactéria (JALAL et al., 2007; LIMA et al., 2007). A metodologia de PCR em tempo
real para genotipagem de C. trachomatis, desenvolvida por Jalal et al. (2007), obteve
uma sensibilidade de 80% e 90% em amostras de swab genital e retal,
respectivamente. A especificidade foi de 100% para cepas de C. trachomatis com
95% de probabilidade de deteccdo com quatro copias do genoma e intervalo de

confianca de trés a seis copias.
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Por outro lado, as reac6es de PCR utilizando DNA do plasmideo criptico
como alvo sdo consideradas mais adequadas para o diagnostico laboratorial da C.
trachomatis por apresentar de sete a 10 cOpias de DNA por organismo, enquanto o
gene ompA possui apenas uma unica cépia por organismo (SACHDEVA et al.,
2009), assim, a taxa de deteccao de C. trachomatis utilizando a PCR em tempo real
ou os oligonucleotideos direcionados ao gene do plasmideo criptico poderia ter sido

superior ao obtido com o uso da Nested-PCR para o gene ompA.

A Nested-PCR identificou C. trachomatis em amostras que ndo apresentaram
CE pela IFD. Provavelmente este fato ocorreu por conta da precocidade da infeccéo,
encontrando-se o0 agente bacteriano na fase ndo infecciosa da doenca cujo estagio

do ciclo vital apresenta as formas reticuladas intracelular da Chlamydia.

A reprodutibilidade da técnica ndo foi satisfatéria para amostras contendo
baixas cargas de Chlamydia, sendo a presenca de CE um fator determinante. Outros
estudos relataram a mesma associagdo ao correlacionar a cinética da doenga com
uma fase de laténcia onde a infeccdo esta presente sem sinais clinicos, uma fase
latente da doenca onde se observa manifestacdo da doenga com presenca de sinais
clinico e a fase de recuperacdo onde ocorre a cura da infeccdo, mas 0s sinais
clinicos persistem (HU et al.,, 2010). Na fase de recuperacdo o diagnéstico clinico
pode ser positivo para o tracoma ativo, porém nos testes de amplificacdo de acido
nucleico, provavelmente sera negativo, pela auséncia de DNA bacteriano.

Os resultados negativos das PCR também podem ter ocorrido em funcdo de
infeccbes causadas por outros organismos que nao C. trachomatis como
Adenovirus, Herpes simplex, o virus Epstein Barr, molusco contagioso, Moraxella
Spp ou, por outras espécies Chlamydiacea como a C. pneumoniae e C. pssitace que
ja foram relatadas associadas a infecgcbes mistas no tracoma (DEAN et al., 2008;
NGONDI et al., 2009).

Os sinais de tracoma ativo nem sempre se correlacionam com a presenca de
C. trachomatis. Barbeyrac et al. (2007), observaram que nem sempre é possivel a
deteccdo de C. trachomatis em individuos com sinal clinico de tracoma ativo. Em
contrapartida, foi detectado C. trachomatis nas amostras de raspado ocular em

individuos que ndo apresentavam sinais caracteristicos de tracoma nem preenchiam
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os critérios clinicos da doenca ativa, em regides endémicas. Este dado pode ser

justificado pelo estagiamento da infecgéo e o status da inflamacéao.

A genotipagem de C. trachomatis representa uma importante contribuicdo a
saude publica principalmente para o desenvolvimento de vacinas e esclarecimento
entre associacdo dos genoétipos com as manifestacdes clinicas. O conhecimento da
distribuicdo geografica permite priorizar politicas publicas em areas endémicas

facilitando tratar e acompanhar os sintomaticos e comunicantes.

Estudos de genotipagem da C. trachomatis em amostras oculares presentes
no Brasil sdo necesséarios para uma melhor avaliagdo quanto a diversidade das
estirpes desta bactéria circulantes no Pais, associadas ao tracoma. As andlises das
sequéncias nucleotidicas do gene ompA de sete amostras resultaram na
identificacdo de duas cepas do gendtipo L1 de C. trachomatis, caracterizado como

um dos agentes etioldgicos do linfogranuloma venéreo (LGV).

Quando comparadas com as sequéncias dos genotipoes de referéncia da C.
trachomatis biovares LGV recuperados do Genbank, as sequéncias dos genaétipoes
L1/440 e L1/DQ064294 (BRUNELLE; SENSABAUGH, 2006), L1/M36533 (PICKETT;
WARD; CLARKE, 1987) e L1/DQ460732 (dados nédo publicado), foram as que
apresentaram maior similaridade com todos os isolados do presente estudo. A
menor homologia encontrada para o genétipo L1 da C. trachomatis foi com a cepa
BH/BR-FJ428245 (RIBEIRO et al., 2006).

Ribeiro et al. (2006), em estudo de genotipagem com C. trachomatis em
amostras da endocérvice de mulheres atendidas em um Servigco Publico de Belo
Horizonte (Minas Gerais), identificaram 13 variantes genéticas do gene ompA,
caracteristicas dos genoétipos D, E, F, K e L1, sendo o primeiro estudo a identificar os

gendtipos da C. trachomatis no Brasil.

Pickett, Ward e Clarke (1987), a partir de cultivo de células McCoy tratadas
com Cicloheximida, determinaram a sequéncia nucleotidica completa para o gene da
proteina da membrana externa principal da C. trachomatis genétipo L1, revelando
diferenca de seis nucleotideos na regido homéloga da sequéncia espécie-especifica

e em quatro sequéncias de aminoacidos na regidao N-terminal.
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Os genatipos de C. trachomatis responsaveis pelo tracoma sao A, B, Ba e C,
no entanto, cepas urogenitais dos gendétipos D, E, G , F e J ja foram isoladas de
populacbes com tracoma na Asia, Africa e Dinamarca, 0 que comprova a
associacdo dos gendtipoes sexualmente transmissiveis na patogenia da doenca em

regides endémicas de tracoma (DEAN et al., 2008).

Em outro estudo, Brunham et al. (1990) isolou os sorotipos A, B, Ba, D, E, F e
L2 em criancas com sinais clinicos de tracoma em uma area central do kenya
(Africa). As maes das criancas foram investigadas para infecgbes genitais e quatro
apresentaram infecgcdo com soravares concordantes com as criangas com tracoma

pelo sorotipo D e E.

O Biovar linfogranuloma venéreo (LGV) é composto por cinco sorotipos L1,
L2, L2A, L2B e L3 que infectam principalmente o tecido linfatico. O LGV é uma
doenca sexualmente transmissivel que possui carater endémico na Africa, Asia,
Caribe e América do Sul. Surtos de LGV tem ocorrido em Paises da Europa como na
Holanda, América do Norte e Australia, acometendo principalmente homens que
fazem sexo com homens (HALSE et al., 2006; HERNANI; NADAL., 2007).

A impossibilidade de sequenciar todas as amostras positivas nha PCR para
C. trachomatis, provavelmente deveu-se a pequena quantidade de matéria-prima
combinada a algum grau de degradacdo das amostras tornando-as incapazes de

gerar DNA de qualidade para servir como sequéncias alvos.

A partir de 2003 muitos estudos de base populacional estabeleceram a
prevaléncia do tracoma nos estados brasileiros baseado em diagnéstico clinico e
confirmagéo laboratorial pela IFD (CHINEM et al., 2006; DAMASCENO et al., 2009;
FERRAZ et al., 2010; KOIZUMI et al., 2005; LUCENA; CRUZ; CAVALCANTI, 2004;
MEDINA et al., 2011; SCHELLINI et al., 2010). No entanto, ndo existem informacoes
no Brasil de genotipagem da C. trachomatis associada ao tracoma. Os resultados
obtidos neste estudo demonstraram a rara associacéo do biovar LGV envolvidos na
infeccdo ocular no Estado do Para, porém, por se tratar de um estudo pioneiro,
novos estudos devem ser conduzidos para melhor caracterizar as amostras

provenientes de pessoas com tracoma.
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8 CONCLUSAO

Pelo nosso conhecimento este € o primeiro estudo a caracterizar isolados de
C. trachomatis em amostras oculares de escolares clinicamente positivos para
tracoma no Brasil, e, validar protocolo de obtencdo de DNA a partir de laminas de

IFD crio conservadas.

Este estudo confirmou a infeccdo ocular por Chlamydia trachomatis em

amostras de escolares com sinais clinicos de tracoma.

A identificacdo laboratorial de C. trachomatis em amostras clinicamente
suspeitas de tracoma demonstrou discordancia entre os resultados de PCR e IFD,

com sensibilidade significativamente maior para a metodologia molecular.

Os resultados obtidos nesse estudo evidenciaram a associacdo do biovar

LGV (L1) envolvido na infec¢édo ocular por C. trachomatis no Estado do Para.

Para um futuro proximo fica a sugestdo de estudos para Investigar a relacéo
dos genotipos da C.T. com os sinais e sintomas clinicos do tracoma e Identificar os
sorotipos mais prevalentes e suas consequéncias clinicas nos municipios paraenses

prioritarios para o tracoma

Propomos a utilizacdo da metodologia utilizada neste estudo para o programa
de controle do tracoma no Para e a implantagdo da metodologia utilizada neste
estudo no LACEN e no Laboratério de Doencas Sexualmente Transmissivel e
tracoma da Secao de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas.
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APENDICE A - FICHA DE INQUERITO DE TRACOMA/ BUSCA ATIVA DE

CASOS.

Minigtério da Sade
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APENDICE A - FICHA DE INQUERITO DE TRACOMA / BUSCA ATIVA DE

CASOS (CONTINUACAO).

IPEI'P.‘I.I‘;'.:!IE DE PREENCHIMENTO

A fiena do INQUERITDVEUSCA ATIVA e sar wblizaca pam preanchimento de dagod nos
nguaos escalares 'au comiluses.

Campos de identificagio

Orgda Executar: anotar 0 nama o nstuscda respangial el INgueritaiusea atva (Furasa
U 3ES 23 Linidacs Fecsrada ou S 0o munidpo ou ourd trgdo)

Data: anctar dia, mibs & ana o falizagda do ingudrita/busca atia
AgraveyDaanga: Tracoma = Cooiga CD10} AT1 2

UF: anotar a Uratado Fecerada d qual pavtenca o municpioiocicacs 0o reakzaga 4o ine
QUAMDEEC W3

Municiped: aratar o roma 22 municie ange asta sindo malitac o ingusrrausa 2,
Locaidack: anotar o baimo ou distnt RO w5 Saa0 redizana o inguentaBusca ativa
Inquérita: anotar rlmare 1 54 o incudnta far sscoiar e rbmaro 254 o Ingudero for damicihar

Escola: v £50 0% inguinta a0, anatar 0 rame COMaIgtD 2 raiuicdo orde et snde
alTado o inquanio
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Zona: anotar T Urbana; 2 Rural; 3 Fanurtang; & gnarada

Dados dos pacientes

N¥ anatar o rmand Seqlancal 0a rgitrd 0as pREs0as saminada.
Womi: anatar o roma B Sa0TENIM Ca5 PeSSR eNaminads.

Sawa: marcar com ¥ s masculing ou famrin,

Idada: anEHar 3 (240 M anak PN CTARGIE 00 UM 3nd Comiakdn. Em manor ga 1ang, ands
far 3 i3de m nbmaro 0% Maks, SeguiD e M.
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TF rilamagde tracamatos faloular
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4 Qiatroacdo conurtnal tRcamatai

m Trigulse tracomatos

00 | ooificagho omaana
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ausociadad TF am um gu ambas 06 s,
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g | rpery | Al A guando paniar T Gm um o ariags o8 0has

dssiarkata com TF Gm um 0u Imans o6 alngs
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APENDICE B - FICHA DE REGISTRO DOS RESULTADOS DOS TESTES DE LABORATORIO.

Registro

LACEN

IEC

Nome

Procedéncia

Sexo

Idade

Coleta

Forma Clinica Quantidade Resultados
TF- | TF- CE | Células PCR
OD | OE | Outras IFD Gobina |Chlamydia
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

Ministério da Satde
Fundacdo Nacional de Saude

Centro Nacional de Epidemiologia
Coordenagédo Geral de Vigilancia Epidemiolégica

TRACOMA

O Tracoma é uma doenga que da nos olhos, principalmente, das criangas. Pode
ser grave, quando n&o tratado corretamente, e pode levar a baixa de visdo, em alguns
casos.

O exame sera feito por profissionais das Secretarias Estaduais e Municipais de
Saude.

A palpebra superior da crianga sera evertida para ver se a conjuntiva esta
normal.

Sera coletado exame laboratorial do olho de alguns casos que forem
diagnosticados.

Todos os casos diagnosticados receberao tratamento para a doenca.

Caso o Sr. (a) ndo concorde que a crianga seja examinada ou que seja coletado
exame laboratorial, favor assinar abaixo.

Assinatura do responsavel:

Data: Local:




APENDICE D - MATRIZ DE SIMILARIDADE DAS SEQUENCIAS.
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A/Har- B/Har-  B/TW- CITW- D/IC- F/C-
Seq-> 1 B/Tunis-864 36 5 Ba/Apache-2 3 D/UW-3 CALS8 E/Bour CAL3 G/392 H/580 1/UW-12
A/Har-1 ID 0.675 0.675 0.673 0.675 0.952 0.695 0.69 0.683  0.681 0.676 0.95 0.967
B/Tunis-864 0.675 ID 0.989 0.979 0.997 0.668 0.894 0.897 0.9 0.703 0.703 0.68 0.68
B/Har-36 0.675 0.989 ID 0.989 0.987 0.668 0.897 0.9 0.897  0.698 0.698 0.68 0.68
B/TW-5 0.673 0.979 0.989 ID 0.982 0.663  0.887 0.889 0.895 0.7 0.7 0.67 0.675
Ba/Apache-2 0.675 0.997 0.987 0982 ID 0.665 0.892 0.894 0.902 0.703 0.703 0.68 0.678
C/TW-3 0.952 0.668 0.668 0.663 0.665 ID 0.695 0.685 0.675 0.681 0.679 0.95 0.964
D/UW-3 0.695 0.894 0.897 0.887 0.892 0.695 ID 0.989 0.907 0.723 0.721 0.7 0.703
D/IC-CALS8 0.69 0.897 0.9 0.889 0.894 0.685 0.989 ID 0.909 0.721 0.713 0.69 0.698
E/Bour 0.683 0.9 0.897 0.895 0.902 0.675 0.907 0.909 ID 0.698 0.701 0.68 0.685
F/IC-CAL3 0.681 0.703 0.698 0.7 0.703 0.681 0.723 0.721 0.698 ID 0.974 0.69 0.689
G/392 0.676  0.703 0.698 0.7 0.703 0.679 0.721 0.713 0.701 0974 ID 0.69 0.681
H/580 0.954 0.678 0.678 0.673 0.675 0.954 0.703 0.693 0.678  0.686 0.686 ID 0.969
IlUW-12 0.967 0.68 0.68 0.675 0.678 0.964 0.703 0.698 0.685  0.689 0.681 0.97 ID
1a/870 0.962 0.68 0.68 0.675 0.678 0.964 0.698 0.693 0.685 0.691 0.684 0.96 0.994
J/IUW-36 0.972 0.675 0.675 0.673 0.675 0.972 0.698 0.693 0.685  0.689 0.681 0.96 0.979
K/UW-31 0.954 0.668 0.668 0.665 0.668 0.957 0.698 0.688 0.673 0.674 0.679 0.96 0.967
L1/440 0.696 0.905 0.905 0.894 0.902 0.689 0.925 0.93 0.889 0.734 0.731 0.69 0.701
L1-DQ460732 0.696 0.905 0.905 0.894 0.902 0.689 0.925 0.93 0.889 0.734 0.731 0.69 0.701
L1-DQ064294 0.696  0.905 0.905 0.894 0.902 0.689 0.925 0.93 0.889 0.734 0.731 0.69 0.701
L1-M36533 0.696  0.905 0.905 0.894 0.902 0.689 0.925 0.93 0.889 0.734 0.731 0.69 0.701
BH/BR-
FJ428245 0.691 0.9 0.9 0.889 0.897 0.684 0.92 0.925 0.884 0.729 0.726  0.69 0.696
L2/434 0.706  0.885 0.89 0.892 0.885 0.689 0.892 0.897 0.859  0.749 0.739 0.71 0.704
L3/404 0.944 0.698 0.698 0.693 0.695 0.944 0.703 0.706 0.703  0.694 0.686 0.95 0.962
PA/BR-2333 0.701 0.905 0.905 0.9 0.902 0.694 0.925 0.927 0.892  0.739 0.736 0.7 0.706
PA/BR-2342 0.701 0.905 0.905 0.9 0.902 0.694 0.925 0.927 0.892  0.739 0.736 0.7 0.706
PA/BR-2344 0.701  0.905 0.905 0.9 0.902 0.694 0.925 0.927 0.892 0.739 0.736 0.7 0.706
PA/BR-2339 0.699 0.907 0.907 0.897 0.905 0.691 0.927 0.93 0.892 0.736 0.734 0.7 0.704
PA/BR-2341 0.699 0.907 0.907 0.897 0.905 0.691 0.927 0.93 0.892 0.736 0.734 0.7 0.704
PA/BR-2348 0.699 0.907 0.907 0.897 0.905 0.691 0.927 0.93 0.892 0.736 0.734 0.7 0.704
PA/BR-2349 0.699 0.907 0.907 0.897 0.905 0.691 0.927 0.93 0.892 0.736 0.734 0.7 0.704
CP/NC002491 0.598 0.625 0.625 0.625 0.627 0.606 0.616 0.614 0.647  0.609 0.606 0.61 0.613
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Seq-> la/87 J/UW-36 K/UW-31 L1/440 L1-Q460732 L1-Q231368 L1-Q064294 L1-36533 BH/BR-J428245 L2/434  L3/404
A/Har-1 0.962 0.972 0.954 0.696 0.696 0.696 0.696 0.696 0.691 0.706 0.944
B/Tunis-864 0.68 0.675 0.668 0.905 0.905 0.905 0.905 0.905 0.9 0.885 0.698
B/Har-36 0.68 0.675 0.668 0.905 0.905 0.905 0.905 0.905 0.9 0.89 0.698
B/TW-5 0.675 0.673 0.665 0.894 0.894 0.894 0.894 0.894 0.889 0.892 0.693
Ba/Apache-2 0.678 0.675 0.668 0.902 0.902 0.902 0.902 0.902 0.897 0.885 0.695
C/TW-3 0.964 0.972 0.957 0.689 0.689 0.689 0.689 0.689 0.684 0.689 0.944
D/UW-3 0.698 0.698 0.698 0.925 0.925 0.925 0.925 0.925 0.92 0.892 0.703
D/IC-CALS8 0.693 0.693 0.688 0.93 0.93 0.93 0.93 0.93 0.925 0.897 0.706
E/Bour 0.685 0.685 0.673 0.889 0.889 0.889 0.889 0.889 0.884 0.859 0.703
F/IC-CAL3 0.691 0.689 0.674 0.734 0.734 0.734 0.734 0.734 0.729 0.749 0.694
G/392 0.684 0.681 0.679 0.731 0.731 0.731 0.731 0.731 0.726 0.739 0.686
H/580 0.964 0.964 0.964 0.694 0.694 0.694 0.694 0.694 0.689 0.706 0.949
I/UW-12 0.994 0.979 0.967 0.701 0.701 0.701 0.701 0.701 0.696 0.704 0.962
1a/870 ID 0.977 0.962 0.701 0.701 0.701 0.701 0.701 0.696 0.699 0.962
J/IUW-36 0.977 ID 0.972 0.699 0.699 0.699 0.699 0.699 0.694 0.704 0.959
K/UW-31 0.962 0.972 ID 0.686 0.686 0.686 0.686 0.686 0.681 0.696 0.946
L1/440 0.701 0.699 0.686 ID 1,000 1,000 1,000 1,000 0.994 0.938 0.719
L1-DQ460732 0.701 0.699 0.686 1,000 ID 1,000 1,000 1,000 0.994 0.938 0.719
L1-DQ064294 0.701 0.699 0.686 1,000 1,000 1,000 ID 1,000 0.994 0.938 0.719
L1-M36533 0.701 0.699 0.686 1,000 1,000 1,000 1,000 ID 0.994 0.938 0.719
BH/BR-FJ428245 0.696 0.694 0.681 0.994 0.994 0.994 0.994 0.994 ID 0.933 0.714
L2/434 0.699 0.704 0.696 0.938 0.938 0.938 0.938 0.938 0.933 ID 0.716
L3/404 0.962 0.959 0.946 0.719 0.719 0.719 0.719 0.719 0.714 0.716 ID
PA/BR-2333 0.706 0.704 0.691 0.994 0.994 0.994 0.994 0.994 0.989 0.938 0.724
PA/BR-2342 0.706 0.704 0.691 0.994 0.994 0.994 0.994 0.994 0.989 0.938 0.724
PA/BR-2344 0.706 0.704 0.691 0.994 0.994 0.994 0.994 0.994 0.989 0.938 0.724
PA/BR-2339 0.704 0.701 0.689 0.997 0.997 0.997 0.997 0.997 0.992 0.935 0.721
PA/BR-2341 0.704 0.701 0.689 0.997 0.997 0.997 0.997 0.997 0.992 0.935 0.721
PA/BR-2348 0.704 0.701 0.689 0.997 0.997 0.997 0.997 0.997 0.992 0.935 0.721
PA/BR-2349 0.704 0.701 0.689 0.997 0.997 0.997 0.997 0.997 0.992 0.935 0.721
CP/NC002491 0.616 0.608 0.606 0.624 0.624 0.624 0.624 0.624 0.619 0.628 0.616
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Seq-> PA/BR-2333 PA/BR-2342 PA/BR-2344 PA/BR-2339 PA/BR-2341 PA/BR-2348 PA/BR-2349 CP/NC002491
A/Har-1 0.701 0.701 0.701 0.699 0.699 0.699 0.699 0.598
B/Tunis-864 0.905 0.905 0.905 0.907 0.907 0.907 0.907 0.625
B/Har-36 0.905 0.905 0.905 0.907 0.907 0.907 0.907 0.625
B/TW-5 0.9 0.9 0.9 0.897 0.897 0.897 0.897 0.625
Ba/Apache-2 0.902 0.902 0.902 0.905 0.905 0.905 0.905 0.627
C/TW-3 0.694 0.694 0.694 0.691 0.691 0.691 0.691 0.606
D/UW-3 0.925 0.925 0.925 0.927 0.927 0.927 0.927 0.616
D/IC-CALS8 0.927 0.927 0.927 0.93 0.93 0.93 0.93 0.614
E/Bour 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 0.647
F/IC-CAL3 0.739 0.739 0.739 0.736 0.736 0.736 0.736 0.609
G/392 0.736 0.736 0.736 0.734 0.734 0.734 0.734 0.606
H/580 0.699 0.699 0.699 0.696 0.696 0.696 0.696 0.606
I/UW-12 0.706 0.706 0.706 0.704 0.704 0.704 0.704 0.613
1a/870 0.706 0.706 0.706 0.704 0.704 0.704 0.704 0.616
J/IUW-36 0.704 0.704 0.704 0.701 0.701 0.701 0.701 0.608
K/UW-31 0.691 0.691 0.691 0.689 0.689 0.689 0.689 0.606
L1/440 0.994 0.994 0.994 0.997 0.997 0.997 0.997 0.624
L1-DQ460732 0.994 0.994 0.994 0.997 0.997 0.997 0.997 0.624
L1-DQ064294 0.994 0.994 0.994 0.997 0.997 0.997 0.997 0.624
L1-M36533 0.994 0.994 0.994 0.997 0.997 0.997 0.997 0.624
BH/BR-FJ428245 0.989 0.989 0.989 0.992 0.992 0.992 0.992 0.619
L2/434 0.938 0.938 0.938 0.935 0.935 0.935 0.935 0.628
L3/404 0.724 0.724 0.724 0.721 0.721 0.721 0.721 0.616
PA/BR-2333 ID 1,000 1,000 0.997 0.997 0.997 0.997 0.629
PA/BR-2342 1,000 ID 1,000 0.997 0.997 0.997 0.997 0.629
PA/BR-2344 1,000 1,000 ID 0.997 0.997 0.997 0.997 0.629
PA/BR-2339 0.997 0.997 0.997 ID 1,000 1,000 1,000 0.627
PA/BR-2341 0.997 0.997 0.997 1,000 ID 1,000 1,000 0.627
PA/BR-2348 0.997 0.997 0.997 1,000 1,000 ID 1,000 0.627
PA/BR-2349 0.997 0.997 0.997 1,000 1,000 1,000 ID 0.627
CP/NC002491 0.629 0.629 0.629 0.627 0.627 0.627 0.627 ID
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ANEXO A - ESQUEMA DE GRADACAO DAS FASES DE TRACOMA
DESENVOLVIDO POR Thylefors et al. (1987) E ADOTADO PELA WHO.

Al a2 B a

Fig. 1- Tracoma Folicular (TF) Fig. 2-Tracoma Inflamatério (TI)

Fig. 5-Opacificacdo corneana (CO)
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ANEXO B - APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENACAO DOS INSTITUTOS DE PESQUISA
INSTITUTO ADOLFO LUTZ,

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

<

Sédo Paulo, 05 de Abril de 2002.

Ilmo(a). Sr(a).

> Da Noma /,é /@7 17 hectina

Coordenador(a) do Projeto de Pesquisa
> Toguer bo Naciona! i Trecoma

P

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz, em reunido, apresentou o
parecer, enquadrando o referido pProjeto na categoria aprovado de acordo com a
Resolugiio 196/96 sobre Pesquisa Envolvendo Seres Humanos/CN S/MS, Brasilia, 1996,

Atenciosamente,

Souza Felippe

dora
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ANEXO C- PARECER DO COMITE DE ETICA.

AO CEPIAL
PARECER DO RELATOR

PROJETO DE PESQUISA: “INQUERITO NACIONAL DE TRACOMA”.

Trata-se de estudo relevante como objetivo conhecer a prevaléncia de tracoma em
escolares da primeira a quarta série do ensino fundamental, residentes em municipios
com IDH-M menor que a média nacional, visando a implementagio das agdes de
vigilancia epidemiologica do tracoma no Brasil. Serdo examinadas 7.200 criangas em
cada estado sorteados, por meio de amostragem por conglomerados. Os casos de
tracoma serdo tratados conforme orientagio do Ministério da Safde.

Os pesquisadores apresentam modelo de consentimento informado para os pais.

Considero que o presente projeto de pesquisa preenche os requisitos da resolugio
196-96, recomendado portanto sua aprovagio por este comits.

SAO PAULO,26 DE SETEMBRO DE 2002.



ANEXO D - APROVACAO DE PROJETO DE PESQUISA NO CEP/NMT.

NUCLEO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°043/2011-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: DETECGAO DE CHLAMIDIA TRACHOMATIS EM AMOSTRAS DE
ESCOLARES DA REDE PUBLICA DO PARA COM DIAGNOSTICO
CLINICO DE TRACOMA POR PCR.

. Pesquisador Responsavel: Raimunda Marques de Carvalho.
. Instituigdo / Unidade: NMT/UFPA.

Data de Entrada: 16/08/2011.

Data do Parecer: 06/09/2011.

oo s w

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADO.
Belém, 06 de outubro de 2011.

Prof®. Dr2. %bhans Fuzii

Coordenadora do CEP-NMT/UFPA.
Hellen Thals Fuzn
Coordenadora do Comrtd de =
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ANEXO E- APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NO CONEP.

MINISTERIO DA SAUDE
Nacional de Saude

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Projeto de Pesquisa

"Identificag@io laboratorial de Chlamydia trachomatis em amostras clinicamente suspeitas de tracoma em demanda escolar”

Area de Conhecimento Grupo Nivel
(Ciéncias Biologicas 111 Diagnostico
Area(s) Tematica(s) Especial(s) Fase

Né&o se enquadra -

Unitermos

(Tracoma, Chlamydia tracomatis,conjuntivite de inclusdo.

Sujeitos na Pesquisa

N° de Sujeitos no Centro Total Brasil
140 sujeitos 140

N° de Sujeitos Total

Grupos Especiais

140

Placebo Medicamentos

Wash-out

Sem Tratamento Especifico

]Banco de Materiais Biologicos

Pesquisador Responsavel

Pesquisador Responsavel

(91) 82681280

CPF Identidade
Raimunda Marques de Carvalho 166.683.322-34 15553341
Area de Especializagio Maior Titulagdo Nacionalidade
Microbiologia Especialista Brasileira
Endereco Bairro Cidade
Av.ceara,n® 786 CEP -66070-080 Canudos Belém
Cédigo Postal Telefone Fax Email

Rayc baptista@oi.com.br

Termo de Compromisso

(91)3241-0032

(91) 3241-0032

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas compleme s. Comprometo-me a utilizar os mategigis’e dados
coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os resulta sejam eles favor @is ol %
! //7’
Aceito as responsabilidades pela condug&o cientifica do projeto acima. C 2 74
Data: /. / / Ass atura
Ondé Sera

Nome CNPJ Nacional/Internacional
Universidade federal do Para 34621748/0001-23 Nacional

Unidade/Orgéo Participagdo Estrangeira Projeto Multicéntrico
Nicleo de Medicina Tropical Nao Nao

Enderego Bairro Cidade

v. Generalissimo Deodoro, 92 Umarizal Belém

Cadigo Postal Telefone Fax Email

Termo de Compromisso

desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugéo.

Nome: JUAREZ ANTONIO SIMOES QUARESHA

G D'ymr do NMTTUFPA

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complemen(ares € como es? institui

Data: L 8
Vinculada s

Nome CNPJ Nacional/Internacional
Laboratorio Central do Eatado - LACEN-Pa 05054929000117 acional
Unidade/Orgao Participagdo Estrangeira Projeto Multicéntrico
Secretaria Estadual de Satde Publica-SESPA
Endereco Bairro Cidade
Rod. Augusto Montenegro, Km 10, S/N Icoaracy Belém
Cadigo Postal Telefone Fax Email

(91) 32024900 (91) 32024925 Bac (eriologia@yahoqcom.br

Termo de Compromisso

Nome:

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares.

Vania Pimentel Luca
MEDICA PATOLOGISTA CLINICA

pata: 23 4 12 , 1O

Assinatura

J e

CRM/PA 5869

Vige-Diretora /LACEN-PA
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ANEXO F - TERMO DE COMPROMISSO.

N

TR TP
YMVERSIDADE FipfeAL D0MAIZ
B IR
&S, 20

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS-CEP

TERMO DE COMPROMISSO

Eu, Raimunda Marques de Carvalho, brasileira, farmacéutica bioquimica, residente
na avenida Ceara, n° 786, bairro de Canudos, CPF 666080-070, aluna do Curso de
Mestrado em Doencas Tropicais, area Patologia, matricula N° 2010054M0022.
Declaro, para os devidos fins, que ndo dei entrada em outro Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos, e nesse sentido, COMPROMETO-ME com a

veracidade das informacdes prestadas no presente documento.

Assinatura:

Loca e data:

Protocolo n°:




