ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL ARTICLE

Deteccao do DNA de Chlamydia trachomatis em
Espondiloartropatias e Artrite Reumatdide™

Detection of Chlamydia trachomatis DNA in
Spondyloarthropathies and Rheumatoid Arthritis

Rafael Navarrete Fernandez”, Anténio Carlos Ximenes®, Maria de Fatima Costa Alves®

RESUMO

Chlamydia trachomatis é a bactéria responsavel pela doenca
sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo. A maioria
das infec¢des em homens e mulheres é assintomatica e, quando
nio diagnosticada e tratada, pode causar artrite e complicagdes
relacionadas ao aparelho reprodutor feminino. Objetivo: pes-
quisar o DNA de C. trachomatis no liquido sinovial e urina de
pacientes com espondiloartropatias e artrite reumatéide (AR),
avaliar a presenca de anticorpos séricos IgG e IgM anti-C.
trachomatis nesses dois grupos de doencas e identificar o
antigeno HLA-B27 em pacientes com espondiloartropatias.
Métodos: a populacio do estudo consistiu em 15 pacientes
com espondiloartropatias: nove com espondiloartropatia indi-
ferenciada (EI) e seis com artrite reativa (ARe) (grupo I) e 15
pacientes com AR (grupo II). O DNA clamidial foi pesquisado
em amostras de liquido sinovial e urina de todos os pacientes,
empregando-se a PCR (Amplicor Roche, Sui¢a). Os anticorpos
IgG e IgM anticlamidiais foram quantificados por imunofluo-
rescéncia indireta (IFI), enquanto o HLA-B27 foi tipado em 15
pacientes do grupo I por citometria de fluxo. Resultados: o
DNA da C. trachomatis foi evidenciado apenas em uma amostra
de liquido sinovial do grupo I (6,7%), sendo o paciente portador
de ARe. Em dois pacientes com AR, o DNA clamidial foi
identificado na urina (13,3%). Os anticorpos IgG anticlamidiais
estavam presentes em oito pacientes da populacio estudada, trés
do grupo I (20%) e cinco do grupo II (33,3%). O maior titulo
desse anticorpo (1/256) associou-se com a presenca do DNA
clamidial na urina de um paciente do grupo II. O anticorpo

ABSTRACT

Chlamydia trachomatis is the bacteria responsible for the most
prevalent sexually transmitted disease worldwide. Most of the
infections in men and women is asymptomatic and when
undiagnosed and untreated may reach the joints causing not only
arthritis, but also other acknowledged complications related to
the female reproductive system. Objective: To investigate C.
trachomatis DNA in the urine and synovial fluid from patients
with spondyloarthropathies (SpA) and rheumatoid arthritis (RA)
and evaluate serum anti-C. trachomatis IgG and IgM antibodies.
Methods: The population consisted of 15 patients with
spondyloarthropathies, being 9 with undifferentiated spondyloar-
thropathy (US) and 6 with reactive arthritis (ReA) (group I), and
15 patients with rheumatoid arthritis (RA) (group II). The
chlamydial DNA was assessed in synovial fluid and urine samples
of all patients by Amplicor (Roche, Swiss) PCR. The anti-
chlamydial IgG and IgM antibodies were quantified through
indirect imunofluorescence (IIF), while 15 patients of group I
were typed for HLA-B27 by the use of flow citometry.
Sociodemographical data and all information on sexual behaviour
and presence of symptoms were collected through a (questionnaire
in the form of) an interview. Results: C. trachomatis DNA was
found in only one synovial fluid sample from patient with ReA
(6,7%). In two patients with RA, chlamydial DNA was identified
in the urine sample (13,3%). The anti-chlamydial IgG antibodies
were present in eight patients of the population studied; being
three patients from group I (20%), and five from group II (33,3%).
The greatest titer of this antibody 1/256 was associated with the
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IgM nio foi detectado em nenhuma amostra dos dois grupos. O
antigeno HLA-B27 foi positivo em quatro individuos do grupo
11 (26,7%) e sua presenga relacionou-se com sacroileite.
Conclusdes: os resultados deste estudo indicam que em pacientes
com diagndstico de espondiloartropatias e artrite reumatoéide,
com quadro articular em atividade, a C. trachomatis nio pode
ser excluida como agente desencadeador.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis, PCR, espondiloartropatias,
artrite reumatodide.

INTRODUGAO

A infec¢io urogenital por Chlamydia trachomatis é a causa
de doenga sexualmente transmissivel (DST) bacteriana mais
prevalente em todo o mundo. Segundo estimativas da
Organizagdio Mundial de Satde, ocorrem a cada ano 4
milhdes de novos casos da infec¢io nos Estados Unidos,
10 milhdes na Europa e 92 milhdes em todo o mundo™.
No Brasil, existem poucos dados sobre sua prevaléncia.
De acordo com o Ministério da Satide, em 2001 ocorreram
aproximadamente dois milhdes de casos®. Um estudo em
populacio de adolescentes e jovens do sexo feminino
sexualmente ativas demonstrou elevada prevaléncia (19,6%)
de infeccio genital por C. trachomatis®. Em outro estudo
mais recente, realizado em jovens do sexo masculino assin-
tomadticos que se apresentaram para o servi¢o militar, a
prevaléncia encontrada foi de 4,9%.

A C. trachomatis é uma bactéria intracelular obrigatéria,
paratrofica, que possui DNA e RNAP). Seu ciclo de desen-
volvimento tem duas fases. Na primeira, os corpos elemen-
tares (CE) extracelulares, metabolicamente inativos e infec-
ciosos, sdo internalizados por uma célula hospedeira apro-
priada. Na segunda fase, os CE intracelulares se reorganizam
em corpos reticulares (CR), metabolicamente ativos, que se
multiplicam por divisdo binaria. No final dessa fase, os CR
ja diferenciados em CE sio liberados da célula hospedeira
via lise para perpetuar a infec¢ao®”). A maioria das infec¢des
clamidiais € assintomatica, tornando dificil o diagnéstico. O
numero de homens assintomaticos varia de 25% a 50% e de
mulheres de 65% até 90%®?). Sendo assim, a infec¢io pode
induzir complica¢des onde uma forma persistente deste mi-
crorganismo pode estar presente em localizagdes anatdmicas
distante do sitio da infec¢io primiria. Em algumas cir-
cunstancias, a clamidia pode se disseminar do trato urogenital
para o interior da articula¢io ou outros locais, como a tuba
uterina, causando seqiielas como artrite e infertilidade’?.

O diagnéstico da infecgio clamidial inclui a cultura, os
testes para detec¢io de antigenos, como a imunofluores-
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presence of chlamydial DNA in a patient from group II. The IgM
antibody was not detected in any of the samples from both groups.
Four individuals from group II (26,7%) were HLA-B27 positive
and its presence was related to sacroiliitis. Conclusions: The results
in this study show that in patients with spondyloarthropathies and
rheumatoid arthritis, presenting a picture of articular activity, one
might not exclude C. trachomatis as the triggering agent

Keywords: Chlamydia trachomatis, PCR, spondyloarthropathies,
rheumatoid arthritis.

céncia direta (IFD) e o ensaio imunoenzimaitico (EIA), a
pesquisa de anticorpos por imunofluorescéncia indireta
(IFI), ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), os testes
de detec¢io de acidos nucléicos, como a captura hibrida
ou hibridiza¢io do DNA, e, mais recentemente, os testes
de amplificacio do DNA, como a reacio em cadeia da poli-
merase (PCR) e a reacio em cadeia da ligase™®.

Este método é considerado como o de escolha na
pesquisa do DNA clamidial em materiais sinoviais em de-
corréncia da negatividade da cultura e imunofluorescéncia
na maioria das amostras, e pelo baixo nimero de células
bacterianas presentes nas articulacdes de pacientes com
diferentes artrites!'>!.

A presenca da clamidia nas articulagdes foi demonstrada
em 1987, por meio de IFD de células presentes no liquido
sinovial’”. No ano seguinte, Schumacher et al.™®, com base
na microscopia eletronica de bidpsias articulares, reforcaram
a hipétese da participagio desta bactéria em artropatia
inflamatéria. Contudo, as tentativas iniciais do uso da PCR
para detec¢io do DNA clamidial apresentaram resultados
inconsistentes, como no estudo de Saiki"” e de outros au-
tores (Wordsworth® e Poole®), incapazes de detectar o
DNA da C. trachomatis em bidpsias articulares ou liquido
sinovial).

Uma contribui¢do importante para o diagnostico das
espondiloartropatias é a demonstracio do microrganismo
desencadeador no local da infec¢io extra-articular priméria.
No caso da clamidia, a utilizacio do exame de amostra de
urina do primeiro jato em vez de material urogenital pode
servir como uma alternativa nio-invasiva para a sua de-
monstra¢io, por meio de métodos de amplificacio mole-
cular como a PCR 9.

Branigan et al.?? levantaram a questio de como a cla-
midia proveniente do sistema urogenital, o local usual de
aquisicdo da infecc¢io, alcanca as articulagdes. Nesse
trabalho, a hibridiza¢io in situ e microscopia eletronica do
tecido sinovial mostraram células semelhantes aos
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mondcitos contendo inclusdes clamidiais. Outros autores
apo6iam a hipétese de que os mondcitos estejam envolvidos

23249 - Os tltimos autores detectaram a C.

nesse transporte'
trachomatis, por meio de PCR, em leucdcitos do sangue
periférico de dois pacientes com artrite reativa (ARe). Em
um deles o DNA da bactéria também foi encontrado no
liquido sinovial, por método de PCR, e no outro a C.
trachomatis foi cultivada a partir de amostra de swab uretral,
reforcando a idéia de que esta bactéria possa se disseminar
para as articulacdes por via hematogénica.

A melhoria dos métodos de rastreamento para clamidia
permitiu a identificacio de pacientes que possuem antigenos
ou 4cidos nucléicos clamidiais nas articulagdes e que nio
se enquadram nos critérios da EASN. Assim, Zeidler e
Wollenhaupt®, e Wollenhaupt e Zeidler® designaram
estes casos como artrite associada a clamidia, ja que estes
pacientes possuem oligoartrite e provavelmente tém meca-
nismos de doencas semelhantes. Além disso, o DNA de C.
trachomatis foi encontrado por método de PCR no liquido
e tecido sinovial de portadores de artrite reumat6ide®”,
osteoartrite e em individuos assintomaticos estudados como
controle®.

Os dados sobre a associac¢io da C. trachomatis na EASN e
AR sio contraditérios e existem poucos estudos no mundo
que relacionam a AR com a infec¢do por este microrganismo.
No Brasil, até o momento, apenas um estudo avaliou esta
associacio nestas doencgas®”. Considerando a elevada pre-
valéncia para a infeccio clamidial em jovens e ainda que a
maioria das infec¢cdes urogenitais por C. trachomatis sio
assintomaticas, fato que induz o médico de varias especialidades
a nio suspeitar do seu diagndstico, e assim, nio evitar o
desenvolvimento de complicacdes e seqiielas, o presente estudo
propos ampliar os conhecimentos sobre a associa¢do desta
infec¢do nestes dois tipos de artrite inflamatéria.

PACIENTES E METODOS

AMOSTRA

Entre abril e julho de 2003, foram incluidos no estudo 30
pacientes de ambos os sexos com idade entre 18 e 60 anos,
15 com espondiloartropatias (grupo I) e 15 com artrite
reumatéide (grupo II), (Figura 1). Todos os pacientes
assinaram o termo de consentimento informado.

CRITERIOS DE INCLUSAO
* Pacientes de ambos os sexos que preencheram os
critérios de diagnoéstico de espondiloartropatias e artrite
reumatéide em atividade (anexo V - A a D);
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 idade: 18 — 60 anos;

e sem uso de antimicrobianos nos ultimos 30 dias;

e auséncia de infiltracdes articulares com costicoeste-
roides nos tltimos trés meses anteriores a consulta.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
* Pacientes que nio preencheram os critérios diagnods-
ticos de espondiloartropatias e artrite reumatdide
(anexo V - A a D);
* gestantes;
* no grupo I, diarréia nos tltimos 30 dias anteriores a
consulta;
¢ presenca de liquido sinovial purulento tipo III, consi-
derado séptico:
- cor: esverdeado ou esbranquicado;
- aspecto: turvo;
- viscosidade: baixa;
- coagulo espontineo: presente;
- contagem celular: > 50.000/mm’, com predo-
minio de polimorfonucleares (+ de 80%);
- cristais: ausentes;
- glicose: abaixo de 30mg;
- microrganismos: presente.

COLETA DAS AMOSTRAS

Durante a consulta o paciente foi convidado a participar
da pesquisa, ap6s ter sido esclarecido que se submeteria
a uma avalia¢io médica e que seriam coletadas amostras
de sangue, urina e pung¢io articular (artrocentese). A
artrocentese foi realizada no joelho, segundo as normas

3 obedecendo-se métodos rigo-

preconizadas por Gater!
rosos de assepsia e anti-sepsia e uso de agulha adequada
para o tamanho da articula¢io acometida. Para a coleta
do liquido sinovial foi utilizada a técnica de anestesia
com inje¢io subcutinea de xilocaina 2% sem vaso-
constritor. O liquido sinovial foi coletado em trés tubos,
dois contendo anticoagulante (EDTA) e um sem anti-
coagulante. Em cada tubo foram adicionados pelo menos
3 ml da amostra. Dois tubos foram enviados para labo-
ratério especializado na realiza¢io da citologia sinovial
com citometria, exame bioquimico (glicose, proteinas),
citometria qualitativa e quantitativa e pesquisa do fator
reumatéide. Também foi realizada a cultura para bac-
térias anaerdbicas, aerdbicas e fungos, além da bacte-
rioscopia (Ziehl-Neelsen e BAAR).

Foram coletados em recipiente estéril 10ml de urina do
1° jato, com um intervalo de no minimo duas horas entre
a ultima micc¢do e a coleta, que juntamente com uma
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Selegdo dos pacientes

Grupo |; pacientes portadores de espondiloariropias soronegativas (n=15)

Grupo ||: pacientes portadores de artrite reumataide (n=15)

Termo de
consentimento informado

Consulta/Exame Fisico

Questiondrio (entrevista)

Artrocentese Amosira de urina Amosliras de sangue
PCR para Sorologia para Fator HLA-BZ2T

Sinovianalise C. Trachomatis C. Trachomatis reumaldide (citometria
n=30 (Amplicor-Roche) lgGflgM (IF1) (nefelometria) de fluxo
n=30 n=30 n=30 arupa [)

FiGura 1 - Fluxograma do presente estudo

amostra do liquido sinovial contendo EDTA, foram
encaminhadas, em recipiente refrigerado, para o Labora-
tério de Imunologia Celular do Instituto de Patologia
Tropical e Satide Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFG), para a pesquisa do DNA de C. trachomatis.

Também foram coletados 10 ml de sangue periférico,
5ml em tubo contendo anticoagulante ACD (4cido citrico,
citrato de sédio e dextrose) para a realizacio da tipagem
do antigeno HLA-B27 e 5ml em tubo sem anticoagulante
para a realizacio da sorologia para C. trachomatis e a
pesquisa do fator reumatoéide.
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PCR PARA C. TRACHOMATIS

A PCR foi realizada no liquido sinovial e na urina em-
pregando-se o kit CT/NG Amplicor/Roche (Sui¢a) que
utiliza os primers CP24 ¢ CP27 para definir uma seqiiéncia
de aproximadamente 207 nucleotideos dentro do plasmidio
criptico da C. trachomatis. Os procedimentos laboratoriais
seguiram as instru¢des do fabricante indicadas para a analise
de amostras de urina. Apds a coleta das amostras (liquido
sinovial e urina), estas foram separadas em aliquotas e
armazenadas a -80°C até o processamento. A seguir, 50 pl
da amostra processada contendo DNA, juntamente com
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50 pl de Master Mix foram transferidos para o tubo de
reacdo. As amplificacdes foram feitas em termociclador
Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400. Os controles
positivos e negativos, fornecidos pelo kit, além do controle
interno do teste (CI), foram incluidos em cada série de
testes realizados. A falha na detecgdo do CI apds a ampli-
ficacdo indica a presenca de alguma substancia inibidora
da enzima Taq DNA polimerase na amostra.

PESQUISA DE ANTICORPOS IGM E IGG ANTI-C.
TRACHOMATIS

A sorologia foi realizada por imunofluorescéncia indireta
(IFI), empregando o kit Chlamydia trachomatis — Spot IF
(bioMérieux, Fran¢a) de acordo com as instrucdes do fabri-
cante. As amostras foram colocadas em uma lamina com o
substrato de C. trachomatis (sorovariedade L2). Os anti-
corpos anti-C. trachomatis fixados ao antigeno foram reve-
lados por uma globulina anti-humana apropriada marcada
com fluoresceina. Foram consideradas como positivas as
amostras com titulos para IgG = 1/16 ¢ IgM = 1/8.

PESQUISA DO ANTIGENO HLA-B27

A tipagem do HLA-B27 foi realizada nos 15 pacientes com
EASN por meio de citometria de fluxo. Os anticorpos
monoclonais anti-HLA-B27 e anti-HLA-B7 foram forne-
cidos pela Immunotech (Marseille, Franca) e para a leitura
foi empregado o citometro de fluxo (FACScan, Becton
Dickinson — EUA).

DOSAGEM DO FATOR REUMATOIDE

O fator reumatdide foi quantificado por meio de nefelome-
tria utilizando o kit Rheumatoid Factor (Beckman Coulter
— USA), considerando como valores de referéncia para sua
positividade titulos = 20 Ul/ml. Os testes foram realizados
em nefelometro Array 360 (Beckman Coulter — EUA).

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana e Animal. Os pacientes que apresentaram PCR
positiva para C. trachomatis foram tratados com doxiciclina
200 mg/dia por quatro semanas.

ANALISE DOS DADOS

O processamento e anilise dos dados foram realizados
usando o programa Epi-Info (versio 6.0 e 2000). Foi feita
a anilise descritiva de todas as varidveis, por meio da distri-
buicio de freqiiéncia e cilculos das médias, quando
pertinentes. A presenca de anticorpos IgG anticlamidiais

284

foi comparada nos dois grupos estudados por meio do teste
do %*. A média de idade entre os dois grupos foi comparada
empregando-se o teste t de Student.

RESULTADOS
CARACTERISTICAS DOS PACIENTES ESTUDADOS

Dados sécio-demogriticos

O grupo I foi constituido por 15 pacientes portadores de
espondiloartropatias, sendo 9 classificados como espondilite
anquilosante (EA) e 6 como artrite reativa (ARe). O grupo
II foi composto por 15 pacientes portadores de artrite reu-
matdide. O tempo de duracio da doenca no grupo I variou
de 7 dias a 8 meses, enquanto no grupo II a variacio foi de
6 meses a 23 anos. A média de idade (+ DP) do grupo I foi
de 37,6%2,6 anos, enquanto a do grupo 1I foi de 42,7£3,2
anos, sem diferenca estatisticamente significativa entre os
dois grupos (p>0,05).

O sexo feminino predominou igualmente nos dois grupos
(73,5%). Dos 15 pacientes do grupo I, a maioria era casada ou
vivia em unido consensual (80,5%); o mesmo foi observado
no grupo 11 (53,3%). Quatro pacientes do grupo 1 (26,7%)
tinham curso superior completo ou incompleto. Um terco
dos pacientes do grupo II cursou até a 4* série do 1° grau
(Tabela 1).

TaBeLa 1
CARACTERISTICAS SOCIO-DEMOGRAFICAS E DE COMPORTAMENTO
SEXUAL DOS PACIENTES COM ESPONDILOARTROPATIAS (GRUPO I, N=15)
E DOS PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE (GRUPO II, N=15)

Variavel GrupoI Grupo II
n (%) n (%)

Idade (anos)

18-24 02 (13,4) 02 (13,4)

25-40 05 (33,3) 04 (26,7)

41-60 08 (53,3) 09 (60,0)
Sexo

Feminino 11 (73,3) 11 (73,3)

Masculino 04 (26,7) 04 (26,7)
Estado civil

Casado/unido consensual 12 (80,0) 08 (53,3)

Solteiro 03 (20,0) 07 (43,7)
Grau de escolaridade (anos)

<5 02 (13,3) 05 (33,3)

5-8 05 (33,3) 03 (20,0)

9-11 04 (26,7) 06 (40,0)

>11 04 (26,7) 01 (06,7)
Duragao da doenca

Dias (7-30) 05 (33,3) -

Meses (2-10) 10 (66,7) 04 (26,7)

Ano(s) (1-23) - 11 (73,3)
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Acometimento articular

Oitenta por cento dos pacientes (12/15) do grupo I tiveram
oligoartrite como apresentac¢io articular, enquanto no grupo
11, 100% dos pacientes apresentaram poliartrite.

Os joelhos estavam acometidos em todos os pacientes
dos dois grupos, seguidos dos tornozelos. Quatro pacientes
do grupo 1 (26,7%) apresentaram comprometimento
radiolégico das articulacdes sacroiliacas e trés (20,0%) de
calcaneos (entesopatia) (Tabela 2). Dos quatro pacientes
que apresentaram sacroileite, trés tiveram envolvimento
unilateral e um bilateral. O diagnéstico de EA nestes pa-
cientes nio se confirmou por falta de critérios.

Manitestacdes extra-articulares

Dois pacientes do grupo I (13,4%) tiveram como com-
prometimento ocular, uveite anterior, enquanto um do
grupo 1II (6,7%) apresentou antecedente de episclerite.
Quadro de cervicite esteve presente em sete pacientes do
grupo I (46,7%) e manifestou-se antes do inicio do quadro
articular. No grupo 11, uma paciente (6,7%) também relatou
cervicite antes do inicio do comprometimento articular e
dois pacientes apresentaram nédulos subcutineos. Todos
os pacientes do grupo II com manifesta¢Oes extra-articulares
tinham fator reumatoéide positivo (66,7%).

RESULTADOS DA PCR PARA C. TRACHOMATIS

O DNA da C. trachomatis foi detectado em uma amostra
(A2) do liquido sinovial do grupo I (6,7%) e em duas
amostras (A16 e A17) de urina do grupo II (13,3%). Um
dos pacientes (A16), apresentou titulo elevado de anticorpos
IgG anticlamidiais (1/256). Contudo, isso ndo ocorreu nos
outros pacientes com PCR positiva para C. trachomatis
(Tabela 3).

A inibi¢io da PCR, evidenciada pelo uso do CI, foi obser-
vada em apenas trés (10,0%) das 30 amostras de liquido
sinovial e todas elas eram de pacientes portadores de artrite
reumatéide. Em nenhuma das amostras de urina ocorreu
inibicdo. Apds dilui¢do a 1/10 e nova amplificacio, todas
as amostras que haviam apresentado inibi¢io na PCR foram
negativas para o DNA de C. trachomatis e amplificaram
adequadamente o CI da reagio.

AVALIACAO DE ANTICORPOS IGG E IGM
ANTICLAMIDIAIS POR MEIO DE IFI

Os anticorpos IgG anticlamidiais foram detectados em trés
amostras do grupo I (20,0%) e em cinco do grupo II
(33,3%), sem diferenca estatisticamente significativa entre
os dois grupos. Os titulos de anticorpos IgG no grupo I
variaram de 1/32 a 1/128, enquanto no grupo Il a variagio
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TABELA 2
ARTICULAGOES ACOMETIDAS EM PACIENTES COM ESPONDILOARTRO-
PATIAS (GRUPO I, N=15) E ARTRITE REUMATOIDE (GRUPO II, N=15)

Articulagoes Grupo I Grupo II
n (%) n (%)

Joelho(s) 15 (100,0) 15 (100,0)
Tornozelo(s)® 12 (80,0) 14 (93,3)
Pé&(s) 01 (6,7) 10 (66,7)
M3o(s) 01(6,7) 12 (80,0)
Punho(s) 01 (6,7) 13 (86,7)
Coluna lombar 04 (26,7) -
Coluna cervical - 02 (13,4)
Sacroiliaca(s)® 04 (26,7) -
Ombro(s) - 07 (46,7)
Cotovelo(s) - 05 (33,3)
Quadril(s) 02 (13,4) 05 (33,3)
Entesopatia 03 (20,0) -
Temporomandibular(es) - 01 (6,7)

@ confirmado radiologicamente

foi de 1/16 a 1/256. Oitenta por cento desses anticorpos
estavam presentes em pacientes do sexo feminino. A pes-
quisa dos anticorpos IgM anticlamidiais foi negativa em
todos os pacientes dos dois grupos (Tabela 3).

ANTIGENO HLA-B27

O HLA-B27 foi pesquisado somente no grupo das espon-
diloartropatias. Dos 15 pacientes, quatro foram positivos
para esse antigeno (26,7%), trés deles foram classificados
como EI (3/9 — 33,3%) e um como ARe (1/6 — 16,6%)
(Tabela 3). Nenhum dos quatro pacientes apresentava anti-
corpos anticlamidiais. Todos eles tinham comprometi-
mento das articulacdes sacroiliacas (100,0%), dois enteso-
patia de calcaneos (50,0%) e um historia prévia de uveite
anterior (25,0%).

FATOR REUMATOIDE

O fator reumatdide foi quantificado em toda a populacio
do estudo. Dos 15 pacientes do grupo II, oito (53,3%)
foram positivos no soro em titulos que variaram de 23 a
413 Ul/ml (Tabela 3). Este marcador nio estava presente
no soro de pacientes do grupo 1.

ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL
As 30 amostras de liquido sinovial apresentaram resultados
negativos na pesquisa de cristais, bem como na bacterios-
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copia (Gram, BAAR) e culturas (germes inespecificos,
gonococos, Mycobacterium tuberculosis e fungos). No
grupo I, os leucécitos variaram de 270 a 15.680/pl, com
uma média de 3.860/pl. Os polimorfonucleares neu-
trofilos de 0 a 90,0%, com uma média de 45,2%. No
grupo 11, os leucécitos variaram de 1.040 a 24.000/pl,
com uma média de 6.412/pl. Os polimorfonucleares
neutréfilos de 5,0% a 90%, média de 65,5%. O tipo pre-
dominante para o liquido sinovial nos dois grupos foi o
inflamatério (tipo 1II).

DISCUSSAO

Os estudos que envolvem a associacao entre C. trachomatis
e artrite apresentam resultados conflitantes. Neste trabalho
foram avaliadas duas modalidades de artropatia inflamatéria.
O grupo I foi composto de pacientes portadores de
espondiloartropatias, cuja relagio causal com a C. trachomatis
¢ mais bem documentada e o grupo II constituido por
pacientes com artrite reumatdide, onde o papel da C.
trachomatis ainda nio foi estabelecido.

No presente estudo, a pesquisa de C. trachomatis foi
realizada, no liquido sinovial e na urina, empregando-se a
PCR, teste que amplifica o DNA plasmidial e que apresenta
alta sensibilidade e especificidade**Y. O DNA foi eviden-
ciado apenas em uma amostra de liquido sinovial do grupo
I, de um paciente com ARe (6,7%). Resultado semelhante
ao de Kuipers et al.®?, que também utilizaram a PCR
Amplicor/Roche e encontraram uma amostra positiva, em
21 anilises de pacientes com a mesma doenca (4,8%). Nesse
mesmo estudo, os autores obtiveram apenas dois resultados
positivos para o DNA clamidial em 79 pacientes com EI
(2,5%). Contudo, Nikkari et al.®?, empregando a mesma
técnica de DNA, nio encontraram nenhuma amostra posi-
tiva para C. trachomatis no liquido sinovial de 12 pacientes
com ARe.

Esse resultado esta de acordo com o de outros estudos,

29 que também nio detec-

como o de Wordsworth et al.¢
taram o DNA plasmidial, empregando PCR desenvolvida
pelos autores, em nove articulagdes de pacientes com ARe.
Alguns pesquisadores que realizaram PCR no liquido
sinovial, tendo como alvo o DNA da MOMP, também nao
obtiveram resultado positivo em pacientes com Are #'29).

Segundo a literatura, a nio detec¢io do DNA de C.
trachomatis no liquido sinovial de pacientes com artrite
reativa pode ser explicada por varias hipoteses: a) a resposta
inflamatéria pode ocorrer na auséncia da clamidia na arti-

culagio; b) a bactéria pode estar presente em quantidades
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inferiores a sensibilidade da reacio utilizada. A escolha de
novos primers que amplifiquem regides diferentes do DNA
da C. trachomatis pode ser utilizada como uma estratégia
para se aumentar a sensibilidade do método; c) é possivel
que a bactéria se encontre mais localizada no tecido do
que no liquido sinovial; d) a clamidia intra-articular pode
perder plasmidios e também o gene da MOMP em conse-
quiéncia do tratamento com antimicrobianos; e) a bactéria
intacta pode se desintegrar rapidamente antes do estabele-
cimento da artrite, podendo nio ser mais detectada a partir
da quarta semana da infeccio primdria (1%:19-22:29.30.33-30)

A presenca de inibidores da enzima Taq DNA polimerase
em amostras de liquido sinovial e de urina também pode
ser um fator responsavel pelos resultados negativos da PCR;
em nosso estudo, porém, esta hipdtese foi descartada, pois
foi empregado o controle interno do teste, que revela a
presenca de inibidores da PCR na amostra®~*. A inibi¢io
ocorreu em apenas trés amostras de liquido sinovial, desapa-
recendo ao serem diluidas a 1/10 e submetidas a nova
amplificagio, como sugerido por Mahony®? para amostras
de urina. Assim, todas as amostras testadas novamente foram
negativas para C. trachomatis e amplificaram adequada-
mente o CI da reagio de PCR. Um aspecto interessante
dessa observacio foi que as trés amostras do liquido sinovial
eram de pacientes portadores de artrite reumatdide, o que
sugere que o liquido sinovial destes pacientes possa apre-
sentar maior quantidade de inibidores.

Por outro lado, virios autores que também pesquisaram a
presenca de acidos nucléicos da C. trachomatis no liquido
sinovial de pacientes com EI e ARe obtiveram porcentuais de
positividade bem superiores aos encontrados no presente
estudo, que variaram de 17,3% a 60%, seja para o DNA
plasmidial®”, para o gene da MOMP®****) ou ainda para o
RNA ribossomal®*?. Uma justificativa para a grande variabi-
lidade nos resultados da PCR ¢ que nio existe, até o presente
momento, padronizagio nas técnicas de amplificacio de dcidos
nucléicos clamidiais pelos grupos que estudam o envolvimento
da clamidia com artrites inflamatérias, ou seja, cada laboratério
adota seu proprio método de extracio do DNA, amplificagio
e detec¢io (uso da PCR in house, kits comerciais), que varia
amplamente entre os grupos de pesquisa®®.

Neste estudo, o DNA da C. trachomatis foi detectado
em duas amostras de urina de pacientes com AR (13,3%),
dados que diferem dos de Schnarr®). Esses autores nio
observaram nenhuma urina positiva, em pacientes com AR,
empregando a técnica de LCR, que também amplifica o
DNA clamidial. Nesse mesmo estudo, quando a PCR foi

realizada no liquido sinovial e direcionada para um alvo
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diferente (MOMP), também foi negativa em todos os
pacientes. Esses resultados coincidem com os de outros
autores que também pesquisaram o DNA da MOMP no
liquido sinovial de pacientes com AR®.

Em outros trabalhos realizados em pacientes com AR,
alguns autores conseguiram detectar o DNA da C. trachomatis
no liquido sinovial, empregando como alvo o gene 16s do
rRNA. As taxas de prevaléncia encontradas foram 38,8%
(7/18 amostras)'® e 14,3% (3/21 amostras). Os tltimos
autores também evidenciaram o DNA clamidial no tecido
sinovial (24,0%).

No presente estudo, os anticorpos séricos 1gG e IgM
anticlamidiais foram detectados e quantificados utilizando-
se a técnica de IFL. Os anticorpos da classe IgM nio foram
encontrados em nenhuma das amostras de ambos os grupos.
Os anticorpos IgG foram detectados em 20,0% dos pa-
cientes do grupo I e em 33,3% do grupo 1I, sem diferenca
estatisticamente significativa quanto a positividade entre
os dois grupos. Resultados semelhantes foram encontrados
por outros autores em pacientes com EI (22% e 25,8%,

respectivamente) >4,

401 pesquisando anticorpos IgG e

IgM anticlamidiais no soro e no liquido sinovial, em uma

Entretanto, Bas et al.‘

populacio de 26 portadores de El, encontraram um por-
centual menor de positividade (de aproximadamente 15%),
tanto para anticorpos da classe IgG quanto IgM. Nio houve
discrepancia quanto a deteccio dos anticorpos no soro e
no liquido sinovial. Por outro lado, taxas maiores de posi-
tividade foram encontradas por Bas e Vischer®” ao avalia-
rem um grupo de 30 pacientes com EI. Naquela populagio,
empregando o teste de ELISA, a positividade para IgG anti-
LPS foi de 63% e para IgG anti-MOMP foi de 17%.

Ximenes*®

, em um estudo com 40 pacientes com Are,
detectaram anticorpos IgG anti-C. trachomatis em 34,7%
e [gM em 13,0%. Nikkari et al.?® encontraram taxas ele-
vadas de anticorpos IgG anti-C. trachomatis (83,0% - 19/
23) em pacientes com Are induzidos por C. trachomatis e
que apresentavam cultura ou antigenos positivos. Em pa-
cientes com AR estes mesmos autores mostraram positi-
vidade para IgG anti-C. trachomatis de 32,0% - 8/23,
resultados semelhantes aos deste trabalho. No presente
estudo, assim como no de Wilkinson et al.*?, nio foi
possivel estabelecer correlacio entre a presenga de anti-
corpos e a detec¢io do DNA, em razio do pequeno niimero
de pacientes com PCR positiva.

O valor da deteccio de anticorpos anticlamidiais no
diagnéstico da EI e ARe é controverso, porque esses

anticorpos sio freqiientes na popula¢io em geral#+44),
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Uma explicagio para isto é que na infec¢io genital por C.
trachomatis, apGs a soroconversio, os titulos de anticorpos
IgG alcancam seu pico em algumas semanas e podem
persistir por anos, mesmo apds o tratamento efetivo, ou
decrescerem lentamente, dependendo da sensibilidade do
teste soroldgico empregado®.

O antigeno HLA-B27 ¢ considerado como um marcador
genético associado as espondiloartropatias. Sua incidéncia
varia de acordo com a metodologia empregada (microcito-
toxicidade, citometria de fluxo ou PCR), com a popula¢io
estudada (peruanos 1,1%)" e com o tipo de doenca (por
exemplo: 95% em caucasianos com espondilite anquilo-
sante)®?. Neste estudo, a positividade para o HLA-B27 no
grupo das espondiloartropatias foi de 26,7% (4/15). Trés
pacientes apresentaram EI (3/9 — 33,3%) e um tinha ARe
(1/6 — 16,6%). Prevaléncia menor para este marcador foi

encontrada por Bas et al.®9

, que avaliaram 14 pacientes
com EI e o HLA-B27 foi identificado em apenas dois deles
(14,3%). Por outro lado, um indice maior foi observado
por Sampaio Barros et al.®?, que, num grupo de 54 pa-
cientes com esta mesma doenga, obtiveram 54% de posi-
tividade para este antigeno. Na ARe, a comparacio de
nossos resultados com os de outros estudos também mostra
variacio: em um estudo de Cuchacovich et al.®¥, utili-
zando a técnica de microcitotoxicidade, somente um (6,7%)
em 15 pacientes apresentou HLA-B27 positivo. Por outro
lado, Poole et al.?" encontraram este antigeno em 12 de
17 individuos (70,5%).

Os quatro pacientes que no presente estudo expressavam
o HLA-B27 tiveram comprometimento das articulacoes
sacroilfacas (100,0%). Destes, trés apresentaram entesopatia
de calcaneos (66,7%) e um histdria prévia de uveite anterior
(25,0%). Estes dados estio de acordo com o trabalho de
Sieper e Kingsley®, que sugeriram que o HLA-B27 estd
mais associado com sacroileite e entesopatias do que com
sinovite. Observa¢des confirmadas por Leirisalo-Repo e

Suoranta®®

em pacientes com envolvimento das articu-
lagdes sacroiliacas, mas nido com artrite periférica, induzida
por Yersinia.

No presente estudo, nenhum paciente com positividade
para o antigeno HLA-B27 apresentou o DNA de C.
trachomatis pela PCR. Resultados similares aos de Wilkinson
et al.*, que nio observaram esta correlacio no liquido
sinovial de pacientes com EI e também Cuchacovich et al.®¥
na ARe. Todavia, Bas et al.®%, pesquisando 27 individuos
com EI, encontraram o DNA bacteriano no liquido sinovial
de dois pacientes (7,4%) e o HLA-B27 estava presente em
um deles.

Rev Bras Reumatol, v. 45, n. 5, p. 280-90, set./out., 2005
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Esta é a primeira pesquisa realizada no Brasil envolvendo

a detec¢io do DNA plasmidial da C. trachomatis, no liquido
sinovial e urina, em pacientes com doengas artritogénicas

como as espondiloartropatias e AR. Uma possivel limitacio
do estudo foi 0 uso de uma tnica técnica de PCR, embora
seja considerada pela literatura como a mais sensivel, tanto
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