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RESUMO

Introdugao: A Chlamydia trachomatis é a bactéria responsavel pela doenca
sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo. A maioria das infeccoes em
homens e mulheres é assintomatica e, quando nao diagnosticada e tratada, pode
alcancar as articulagdes e causar artrite, isto sem mencionar outras complicacoes

conhecidas relacionadas ao aparelho reprodutor feminino.

Objetivos: Pesquisar o DNA de C. trachomatis no liquido sinovial e urina, em
pacientes com espondiloartropatias e artrite reumatoide (AR) e avaliar a presenca
de anticorpos séricos IgG e IgM anti-C. trachomatis nestes dois grupos de

doencas. Identificar o antigeno HLA-B27 em pacientes com espondiloartropatias.

Metodologia: A populacao do estudo consistiu de 15 pacientes com
espondiloartropatias: nove com espondiloartropatia indiferenciada (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 eles empregando-
se a PCR (Amplicor Roche). Os anticorpos IgG e IgM anti-clamidiais foram
quantificados por imunofluorescéncia indireta (IFI), enquanto o HLA-B27 foi tipado
em 15 pacientes do grupo I por citometria de fluxo. Os dados sdcio-demograficos,
de comportamento sexual e presenca de sintomas foram obtidos através de

questiondrio na forma de entrevista.

Resultados: O DNA da C. trachomatis foi evidenciado apenas em uma amostra
de liguido sinovial do grupo I (6,7%), sendo o paciente portador de ARe. Em dois
pacientes com AR, o DNA de clamidial foi identificado na urina (13,3%). Os
anticorpos IgG anti-clamidiais estavam presentes em oito pacientes da populacao
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 IgM nao foi detectado em nenhuma amostra
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dos dois grupos. O antigeno HLA-B27 foi positivo em quatro individuos do grupo II

(26,7%) e sua presenca relacionou-se com sacroiliite.

Conclusoes: Os resultados desse estudo indicam que em portadores de
espondiloartropatias e artrite reumatoide, com quadro articular em atividade, a C.

trachomatis nao pode ser excluida como agente desencadeador.

Palavras-chaves: Chlamydia trachomatis, PCR, espondiloartropatias, artrite

reumatoide.
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ABSTRACT

Introduction: 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 1gG and IgM antibodies.

Methods: The population consisted of 15 patients with spondyloarthropathies,
being nine with undifferentiated spondyloarthropathy (US) and six 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 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. Social demographical data
and all information on sexual behavior 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 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
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related to sacroiliitis.
Conclusion: 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.

Key words: Chlamydia trachomatis, PCR, spondyloarthropathies, rheumatoid

arthritis.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo urogenital por Chlamydia trachomatis € a causa de doenca
sexualmente transmissivel (DST) bacteriana mais prevalente em todo mundo.
Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Salde, ocorre a cada ano 4
milhGes de novos casos da infeccao nos Estados Unidos, 10 milhdes na Europa e
92 milhdes em todo o mundo (WHO 2001). No Brasil, existem poucos dados sobre
sua prevaléncia. De acordo com o Ministério da Saude, em 2001 ocorreram
aproximadamente dois milhdes de casos (MS 2002). Em Goiads, um estudo em
populacao de adolescentes e jovens do sexo feminino sexualmente ativas,
realizado no distrito Sanitario Leste de Goiania, demonstrou elevada prevaléncia
(19,6%) de infeccao genital por C. trachomatis ( Aratjo 2001). Num estudo mais
recente realizado em jovens do sexo masculino assintomaticos que se
apresentaram para o servico militar, a prevaléncia encontrada foi de 4,9%
(Fioravante 2003).

A C. trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatdria, paratrofica, que
possui DNA e RNA (Guaschino & De Seta 2000). Seu ciclo de desenvolvimento tem
duas fases. Na primeira, os corpos elementares (CE) extracelulares,
metabolicamente inativos e infecciosos, sdo internalizados por uma célula
hospedeira apropriada. Na segunda fase, os CE intracelulares se reorganizam em
corpos reticulares (CR), metabolicamente ativos, que se multiplicam por divisao
binaria. No final dessa fase, os CR ja diferenciados em CE sdo liberados da célula

hospedeira via lise para perpetuar a infeccao (Wyrick et al 1998, Hackstadt 1999).
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Trés grupos principais de doencas estdo relacionados a diferentes sorovariedades.
As sorovariedades L1, L2 e L3 causam o linfogranuloma venéreo; as A, B e C sdo
responsaveis pelo tracoma endémico e as demais D, E, F, G, H, I, J, K estao
relacionadas especialmente com infeccao do trato genitourinario e podem causar
uretrite, cervicite, epididimite, salpingite, sindrome uretral aguda e artrite
(Guaschino & De Seta 2000).

Contudo, grande parte das infeccdes clamidiais sdao assintomaticas,
tornando dificil o diagndstico. O nimero de homens assintomaticos varia de 25%
a 50% e de mulheres de 65% até 90% (CDC 2000, Nelson & Helfand 2001).
Sendo assim, a infeccao pode induzir complicagdes onde uma forma persistente
deste microrganismo pode estar presente em localizagdes anatdmicas distante do
sitio da infeccdo primaria. Em algumas circunstancias, a clamidia pode se
disseminar do trato urogenital para o interior da articulacao ou outros locais, como
a tuba uterina, causando seqiielas como artrite e infertilidade (Paavonen &
Eggert-Kruse 1999, Beatty et al. 1994, Nanagara et al. 1995, Inman et al. 2000).

Os principais fatores de risco associados a infeccdo clamidial sao a idade
(afeta principalmente adolescentes e jovens), o maior nimero de parceiros
sexuais, a troca recente de parceiro (menos de trés meses), o estado civil
(solteiro), o uso inadequado de métodos contraceptivos de barreira, as baixas
condicOes sdcio-econémicas, a presenca de outras DST, secrecao vaginal anormal
ou outras manifestagdes clinicas e parceiro com sintomas urogenitais
(Tchoudomirova et al. 1998).

O diagnodstico da infeccao clamidial inclui a cultura, os testes para

deteccdo de antigenos como a imunofluorescéncia direta (IFD) e o ensaio
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imunoenzimatico (EIA), a pesquisa de anticorpos por imunofluorescéncia indireta
(IFI) e ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), os testes de deteccao de
acidos nucléicos como a captura hibrida ou hibridizacdo do DNA e, mais
recentemente, os testes de amplificagdo do DNA como a reacao em cadeia da
polimerase (PCR) e a reacao em cadeia da ligase (CDC 2002).

A PCR foi primeiramente descrita em 1985 e tem se tornado uma técnica
padrao em muitos laboratdrios de biologia molecular. Este método utiliza
repetidos ciclos de sintese de DNA direcionados ao oligonucleotideo para obter
réplicas de seqiiéncias de acido nucléico alvo. No caso da C. trachomatis a PCR
pode utilizar primers especificos de DNA alvo para o gene da proteina principal
da membrana externa (major outer membrane protein gene - MOMP), presente
em apenas uma cdépia de DNA cromossomal por corpo elementar; para o
plasmidio criptico que apresenta cerca de sete a dez cépias de DNA por corpo
elementar, e ainda, para o RNA ribossomal (Quinn 1995). Esta técnica pode ser
realizada em secregdes endocervicais e uretrais, urina, liquido sinovial e no
sangue periférico (Loeffelholz et al. 1992, Palmer et al. 1992, Taylor-Robinson et
al. 1992, Jaschek et al. 1993, Kuipers et al. 1998). Em amostras de urina,
secregdes endocervicais e uretrais em que se utiliza o plasmidio criptico de C.
trachomatis como DNA alvo, a PCR demonstra ter uma sensibilidade variando
entre 90 a 96% e especificidade entre 98 a 100% (Quinn 1995).

Este método é considerado como o de escolha na pesquisa do DNA
clamidial em materiais sinoviais devido a negatividade da cultura e
imunofluorescéncia na maioria das amostras, e pelo baixo nimero de células

bacterianas presentes nas articulagdes de pacientes com diferentes artrites
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(Wilkinson et al. 1999, Freise et al. 2001).

A pesquisa de anticorpos, para confirmar infecgao prévia ou atual, através
da IFI, utiliza células infectadas com a sorovariedade L2 e as reagdes de ELISA
detectam anticorpos género-especificos, ou seja, contra lipopolissacarideos (LPS)
presentes nos CE ou CR (Black 1997, CDC 2002). A presenca de anticorpos IgM e
um aumento significativo de IgG (pelo menos dois titulos) entre amostras colhidas
na fase aguda e na fase convalescente evidenciam uma infeccao atual (Warford et
al. 1999).

A presencga da clamidia nas articulacOes foi demonstrada em 1987, através
de IFD de células presentes no liquido sinovial (Keat et al. 1987). No ano
seguinte, Schumacher et al. (1988), com base na microscopia eletronica de
bidpsias articulares, reforcaram a hipdtese da participacdo desta bactéria em
artropatia inflamatdria. Porém, as tentativas iniciais do uso da PCR para deteccao
do DNA clamidial apresentaram resultados inconsistentes, como no estudo de
Saiki et al (1988) e de outros autores, (Wordsworth et al. 1990, Poole et al. 1992),
gue foram incapazes de detectar o DNA da C. trachomatis em bidpsias articulares
ou liguido sinovial. No entanto, em outros trabalhos empregando-se a PCR, a C.
trachomatis foi identificada como infeccdo primaria em 17 a 69% de pacientes
portadores de espondiloartropatias. (Schumacher 1998, Pacheco-Tena et al. 2001,
Kuipers et al. 2002).

As espondiloartropatias compreendem um conjunto de doencgas distintas
entre si, com caracteristicas clinicas em comum e além da C. trachomatis outros
microrganismos desencadeadores podem estar envolvidos, como Shiguella,

Salmonela, Yersinia, Ureaplasma urealiticum (Ikeda & Yu 1998, Lopez de Castro
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1998, Yu & Wiesenhutter 2003). Estas artropatias podem levar ao acometimento
da coluna vertebral, das articulacdes sacroiliacas, manifestarem-se com
envolvimento articular periférico (geralmente oligoarticular, assimétrico, dos
membros inferiores e entesites), de pele e mucosa, dos intestinos, dos olhos, do
coracdo e do sistema genitourindrio, sendo freqlientemente associadas
geneticamente ao antigeno de histocompatibilidade HLA-B27. Fazem parte deste
grupo as seguintes doencas: espondilite anquilosante, espondiloartropatias
indiferenciadas (EI), artrite reativa (ARe), sindrome de Reiter, artrite psoridsica,
artrites enteropaticas (doenca de Crohn, retocolite ulcerativa, doenga de Wipple),
artroosteite pustulosa (sapho) e artrite cronica juvenil (forma oligoarticular de
inicio tardio) (Wright & Moll 1976, Taurog 1993)

Sua incidéncia estimada é de 2% na populacdo caucasiana, existindo uma
variacdo mundial consideravel, dependendo da classificagdo étnica (Yu &
Wiesenhutter 2003). Seus critérios de diagndstico seguem a classificacdo adotada
pelo Grupo de Estudo de Espondiloartropatia Europeu (ESSG), com sensibilidade
de 86% e especificidade de 87%, e a de Bernard Amor (Amor et al. 1990,
Dougados et al. 1991).

A associacdo entre espondiloartropatias e HLA-B27, uma molécula de
classe I do MHC (major histocompatibiilty complex) é sugerida desde o inicio dos
anos 70; porém até hoje ndao estd totalmente compreendida e elucidada
(Schlosstein et al. 1973, Taurog et al. 1994). Na populacdo geral, esse haplétipo é
encontrado em 6 a 8% da raca branca e em 2% da negra, e se distribui
igualmente entre homens e mulheres (Rahman et al. 19927, Cush & Lipsky 1993).

Existem hipoteses de que a expressao do HLA-B27 possa modificar a resposta
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imunopatogénica a certos agentes infecciosos (como Chlamydia e Shiguella), bem
como a sua invasao e sobrevivéncia na articulacdo (Ikeda & Yu 1998).

Para o diagndstico de EI se aplicam os critérios de classificagdo segundo
0 Grupo Europeu de Estudo da Espondiloartropatia — ESSG (Dougados et al.
1991) e os critérios propostos por Bernard Amor (Amor et al. 1990).

Sua prevaléncia foi de 20,0% em um estudo conduzido por Hiilsemann &
Zeidler (1995) em 96 pacientes diagnosticados como portadores de EASN de
acordo com os critérios do ESSG. Este indice chegou a 43,0% em 170 pacientes
com lombalgia e artrite periférica de membros inferiores (Brandt et al. 1997).

No periodo de 1994 a 1997, 54 pacientes com diagndstico de EI foram
acompanhados na disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Campinas (UNICAMP). A casuistica apresentou predominio do
sexo masculino (74%), raca caucasoide (76%), média de idade de inicio de 25,2
anos e o0 HLA-B27 estava presente em 54% dos pacientes (Sampaio Barros et al.
1998). Um estudo recente deste mesmo grupo mostrou que 92,5% dos pacientes
com EI apresentavam o alelo HLA-B*2705 (Sampaio Barros et al. 2003). Zeidler et
al (1992), sugerem que o HLA-B27 pode acometer até 84% dos pacientes com EI.
Entretanto, sua freqiiéncia pode variar de acordo com as populagdes estudadas:
6% nos libaneses (Awada et al. 1997), a 56% em esquimds do Alasca (Boyer et
al. 1997).

A C. trachomatis pode estar associada com EI. Utilizando o gene da MOMP,
varios autores detectaram o DNA clamidial entre 17% e 40,7% (Bas et al. 1995,
Schnarr et al. 2001); entretanto, outros pesquisadores, encontraram o DNA da C.

trachomatis em apenas 2,5% dos pacientes (Kuipers et al. 2002).
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A ARe é uma inflamagao da membrana sinovial que se desenvolve apds uma
infeccdo entérica ou urogenital, razdo de se ter enteroartrite e uroartrite.
Clinicamente caracteriza-se por uma oligoartrite assimétrica dos membros
inferiores, entesopatia no trocanter maior, tenddo de aquiles e calcaneo, lombalgia
e sacroilite. O comprometimento da coluna cervical é infrequente e quando
presente resulta em subluxacao atlantoaxial (Fox et al. 1997, Secundini et al. 1997).
Acredita-se que a clamidia exerca um papel importante na sua etiologia (Bas et al.
1995, Wollenhaupt & Zeidler 1998) embora em outros estudos sua presenca nao
tenha sido demonstrada (Wordsworth et al. 1990, Poole et al. 1992, Detanico et al.
2002). Em pessoas HLA-B27 positivas, a doenca é mais grave e a tendéncia a
cronicidade é maior em comparacao com aquelas negativas (Leirisalo et al. 1982). A
associacao da ARe com o antigeno HLA-B27 esta bem estabelecida em cerca de
50% dos pacientes e a positividade para este antigeno é maior quando se utiliza a
PCR para a sua tipagem (Sieper et al. 1996, Kirverskhari et al. 1997). Embora esteja
fortemente associado a ARe, atualmente este antigeno ndo é considerado como um
fator determinante para sua definicdo. Ao contrario, esta claramente demonstrado
que individuos que ndo expressam HLA-B27 também podem apresentar esse tipo
de artrite (Kuipers et al. 1999, Toivanen & Toivanen 1999)

Uma contribuicdo importante para o diagndstico de ARe é a demonstragao
do microrganismo desencadeador no local da infeccao extra-articular primaria. No
caso da clamidia, o exame de amostra de urina do primeiro jato, ao invés de
material urogenital pode servir como uma alternativa nao-invasiva para a sua
demonstracao através de métodos de amplificacado molecular como a PCR (CDC

2002).
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Branigan et al. (1996) levantaram a questdo de como a clamidia
proveniente do sistema urogenital, o local usual de aquisicao da infeccao, alcanca
as articulacdes. Nesse trabalho, a hibridizacdo in situ e microscopia eletronica do
tecido sinovial mostraram células semelhantes aos mondcitos contendo inclusdes
clamidiais. Outros autores apoiam a hipotese de que os mondcitos estejam
envolvidos nesse transporte (Koehler et al. 1994 e Kuipers et al. 1998). Os ultimos
autores detectaram a C. trachomatis, através 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, através da PCR, e no outro a C.
trachomatis foi cultivada a partir de amostra de swab uretral, reforcando a idéia de
gue esta bactéria possa se disseminar para as articulagdes por via hematogénica.

A melhoria dos métodos de rastreamento para clamidia permitiu a
identificacdo de pacientes que possuem antigenos ou acidos nucléicos clamidiais
nas articulagdes e que ndo se enquadram nos critérios da EASN, assim Zeidler &
Wollenhaupt (1991) e Wollenhaupt & Zeidler (1998) designaram estes casos como
artrite associada a clamidia, ja que estes pacientes possuem oligoartrite e
provavelmente tem mecanismos de doencas semelhantes. Além disso, o DNA de
C. trachomatis foi encontrado através da PCR no liquido e tecido sinovial de
portadores de artrite reumatdide (Rahman et al. 1992°), osteoartrite e em
individuos assintomaticos estudados como controle (Schumacher 1999).

A artrite reumatodide (AR) é uma doenca inflamatdria cronica que se
caracteriza por apresentar sinovite envolvendo principalmente as articulacdes das
maos, punhos, joelhos, tornozelos e pés e, menos freqlientemente, cotovelos,

ombros, coluna cervical, coxofemorais e temporomandibulares (Fuchs & Sergent



26

1997).

O processo inflamatério primario da doenca ocorre na membrana sinovial,
que se torna inflamada e em seguida prolifera, formando o pannus (proliferacao
de tecido sinovial), que invade o 0sso, a cartilagem e os ligamentos, levando a
dor, edema, instabilidade e deformidades articulares, além de complicacdes extra-
articulares (Arnett et al. 1988).

Ea artropatia inflamatdria mais freqiente, ocorrendo em todo o mundo,
com uma prevaléncia em torno de 1 a 3% (Albani et al 1997, Mac Gregor &
Silman 1998). Afeta duas a trés vezes mais mulheres do que homens (Harris Jr.
1990). No Brasil, dados epidemioldgicos mostraram uma prevaléncia de 0,6%
numa populacdo envolvendo 500 familias, em cinco cidades diferentes (Marques
Neto et al 1999).

Embora sua causa ainda permaneca desconhecida, muitos avancos
ocorreram em relacdo a sua patogénese, podendo haver interagbes de varios
fatores, como genéticos, do hospedeiro e ambientais, que podem levar ao
desenvolvimento da doenca (Albani et al. 1992). Em caucasianos e nao-caucasianos
a associacao genética esta ligada a presenca de antigenos HLA-DR4 (Statsny et al.
1988) Embora o fator genético possa ser importante, os estudos em gémeos
monozigdticos mostram que 70% a 80% da etiologia da AR é influenciada por
fatores ambientais ou por outros fatores ndo genéticos (Jawaheer et al. 1994).

Algumas bactérias parecem estar envolvidas na etiopatogénese da AR.
Dados experimentais obtidos em animais e estudos em seres humanos sugerem a
participacdo das micobactérias (Van Eden et al. 1988, Gaston et al. 1989, Tsoulfa et

al. 1989, Karlsson-Parra et al. 1990). Contudo, as tentativas de se detectar o DNA
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do Mycobacterium tuberculosis na articulacao de pacientes com AR nao foram bem
sucedidas (Jalal et al. 1994, Pras et al. 1996). Em um estudo com 70 pacientes
portadores de AR, dois deles (2,8%) apresentaram respostas de linfdcitos sinoviais
apos estimulo com antigenos clamidiais. Apesar da pouca evidéncia, os autores
sugerem que esta bactéria possa, em alguns casos, estar relacionada com esta
doenca (Ford et al. 1988). Esta sugestao foi comprovada por Pando et al. (1995) e
Wilkinson et al (1999) ao evidenciarem o DNA da C. trachomatis no liquido sinovial
de alguns pacientes com AR. Entretanto, Detanico et al. (2002) e Schnarr et al.
(2001) ndo conseguiram detectar o DNA clamidial neste tipo de amostra.

Os dados sobre a associacdao da C. trachomatis nas EASN e AR sao
contraditérios e existem poucos estudos no mundo que relacionam a AR com a
infeccdo por este microrganismo. No Brasil, até o momento, apenas um estudo
avaliou esta associacao nestas doencas (Detanico et al. 2002). Considerando a
elevada prevaléncia para a infeccao clamidial em jovens do municipio de Goiania,
e ainda que a maioria das infeccdes urogenitais por C. trachomatis sao
assintomaticas, fato que induz o médico de varias especialidades a ndo suspeitar
do seu diagndstico, e assim, nao evitar o desenvolvimento de complicacdes e
seqlielas, o presente estudo propds ampliar os conhecimentos sobre a associacao

desta infeccao nestes dois tipos de artrite inflamatoria.



2 OBIJETIVOS

» Pesquisar o DNA da C. trachomatis, no liquido sinovial e urina, em

pacientes com espondiloartropatias e pacientes com artrite reumatoide.

« Quantificar os anticorpos séricos IgG e IgM anti-C. trachomatis nestes

dois grupos de doencas.

« Identificar o  antigeno HLA-B27 em pacientes  com

espondiloartropatias.



3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Amostra:

Entre abril e julho de 2003, foram incluidos no estudo 30 pacientes de
ambos 0s sexos com idade entre 18 e 60 anos, 15 com espondiloartropatias
(grupo I) e 15 com artrite reumatdide (grupo II), selecionados do Servico de
Reumatologia do Hospital Geral de Goiania (HGG) - Alberto Rassi (Figura 1).

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento informado.

Critérios de inclusao:

« Pacientes de ambos o0s sexos que preencheram os critérios de
diagndstico de espondiloartropatias e artrite reumatdide em atividade.
(anexo V- AaD).

» Idade: 18 — 60 anos;

« Sem uso de antimicrobianos nos ultimos 30 dias;

« Auséncia de infiltragbes articulares com costicoesterdides nos ultimos

3 meses anteriores a consulta.
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Critérios de exclusao:

« Pacientes que nao preencheram os critérios diagndsticos de
espondiloartropatias e artrite reumatoide (anexo V - A a D);
» (Gestantes;
« No grupo I, diarréia nos ultimos 30 dias anteriores a consulta;
» Presenca de liquido sinovial purulento tipo III, considerado séptico:
- Cor: esverdeado ou esbranquicado
- Aspecto: turvo
- Viscosidade: baixa
- Coagulo espontaneo: presente
- Contagem celular: > 50.000/mm?3, com predominio de
polimorfonucleares (+ de 80%).
- Cristais: ausentes
- Glicose: abaixo de 30mg

- Microrganismos: presente



Selecdo dos pacientes

Grupo I: pacientes portadores de espondiloartropatias soronegativas (n=15)

Grupo II: pacientes portadores de artrite reumatoide (n=15)

Termo de
consentimento informado

Consulta/Exame Fisico Questionario (entrevista)
Artrocentese Amostra de urina Amostras de sangue

PCR para Sorologia para Fator HLA-B27
Sinovianalise C. trachomatis C. trachomatis reumatodide (citometria
n=30 (Amplicor-Roche) IgG/IgM (IFI) (nefelometria) de fluxo)

n=30 n=30 n=30 grupo I

Figura 1:  Fluxograma do estudo.
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3.2 Coleta das amostras

Durante a consulta o paciente foi convidado a participar da pesquisa,
apos esclarecé-lo que se submeteria a uma avaliagdo médica e que seriam
coletadas amostras de sangue, urina e puncao articular (artrocentese). A
artrocentese foi realizada no joelho, segundo as normas preconizadas por Gater
(Gater et al. 1995), obedecendo-se métodos rigorosos de assepsia e anti-sepsia
e uso de agulha adequada para o tamanho da articulacao acometida. Para a
colheita do liquido sinovial foi utilizada a técnica de anestesia com injecao
subcutanea de xylocaina 2% sem vasoconstrictor. O liquido sinovial foi coletado
em trés tubos, dois contendo anticoagulante (EDTA) e um sem anticoagulante.
Em cada tubo foram adicionados pelo menos 3 mL da amostra. Dois tubos foram
enviados para laboratdrio especializado na realizagdo da citologia sinovial com
citometria, exame bioquimico (glicose, proteinas), citometria qualitativa e
quantitativa e pesquisa do fator reumatodide. Também foi realizada a cultura para
bactérias anaerdbicas, aerdbicas e fungos, além da bacterioscopia (Ziehl-Neelsen
e BAAR).

Foram coletados em recipiente estéril 10mL de urina do 1° jato, com um
intervalo de no minimo 2 horas entre a Ultima miccdo e a coleta, que juntamente
com uma amostra do liquido sinovial contendo EDTA, foram encaminhadas, em
recipiente refrigerado, para o Laboratério de Imunologia Celular do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica — IPTSP/UFG para a pesquisa do DNA de C

trachomatis.

Também foram coletados 10 mL de sangue periférico, 5mL em tubo
contendo anticoagulante ACD (&cido citrico, citrato de sodio e dextrose) para a
realizacao da tipagem do antigeno HLA-B27 e 5mL em tubo sem anticoagulante

para a realizacao da sorologia para C. trachomatis e a pesquisa do fator
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reumatoide.

3.3  Questionario

Apds assinar o termo de consentimento informado e realizar o exame
clinico e coleta de amostras, o paciente respondeu a um questionario na forma de
entrevista contendo questdes sdcio-demograficas, de comportamento sexual e

presenca de sintomas (Anexo I).

3.4 PCR para C. trachomatis

A PCR foi realizada no liquido sinovial e na urina empregando-se o kit
CT/NG Amplicor/Roche que utiliza os primers CP24 e CP27 para definir uma
seqliéncia de aproximadamente 207 nucleotideos dentro do plasmidio criptico da
C. trachomatis. Os procedimentos laboratoriais seguiram as instrugdes 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 50 pL de Master Mix foram
transferidos para o tubo de reacdao. As amplificacbes foram feitas em
termociclador Perkin-EImer 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 deteccdo do CI apds a

amplificagdo indica a presenca de alguma substancia inibidora da enzima Taq DNA
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polimerase na amostra.

3.5 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, France) de acordo
com as instrucdes do fabricante. As amostras foram colocadas em uma lamina
com o substrato de C. trachomatis (sorovariedade L2). Os anticorpos anti - C.
trachomatis fixados ao antigeno foram revelados por uma globulina anti-humana
apropriada marcada com fluoresceina. Foram consideradas como positivas as

amostras com titulos para IgG > 1/16 e IgM > 1/8.

3.6 Pesquisa do antigeno HLA-B27

A tipagem do HLA-B27 foi realizada nos 15 pacientes com EASN
através de citometria de fluxo. Os anticorpos monoclonais anti-HLA-B27 e
anti-HLA-B7 foram fornecidos pela Immunotech (Marseille, France) e para a
leitura foi empregado o citdmetro de fluxo (FACS can, Becton Dickinson — San
José USA).

3.7 Dosagem do fator reumatoide

O fator reumatdide foi quantificado através de nefelometria utilizando o kit
Rheumatoid Factor (Beckman Coulter — USA), considerando como valores de
referéncia para sua positividade titulos = 20 UI/mL. Os testes foram realizados em

nefelometro Array 360 (Beckman Coulter — USA).

3.8 Aspectos éticos
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e
Animal do Hospital Geral de Goiania (HGG) — Alberto Rassi, sendo o protocolo n©
019/02 (Anexo II). Os pacientes que apresentaram PCR positiva para C.

trachomatis foram tratados com doxiciclina 200 mg/dia por quatro semanas.

3.9 Analise dos dados

O processamento e anadlise dos dados foram realizados usando o
programa Epi-Info (versao 6.0 e 2000). Foi feita a andlise descritiva de todas as
variaveis, por meio da distribuicdo de freqiiéncia e calculos das médias, quando
pertinentes. A presenca de anticorpos IgG anti-clamidiais foi comparada nos dois
grupos estudados através do teste do x*. A média de idade entre os dois grupos

foi comparada empregando o teste t de Student.



4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes estudados

4.1.1  Dados socio-demograficos

O grupo I foi constituido por 15 pacientes portadores de
espondiloartropatias, sendo 9 classificados como EI e 6 como ARe. O grupo II foi
composto por 15 pacientes portadores de artrite reumatdide. O tempo de duracao
da doenga no grupo I variou de 7 dias a 8 meses, enquanto no grupo II esta
variagao 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 II foi de 42,7 + 3,2 anos, sem diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupo (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 uniao consensual (80,5%);
o mesmo foi observado no grupo II (53,3%). Quatro pacientes do grupo I
(26,7%) tinham curso superior completo ou incompleto. Um tergo dos pacientes

do grupo II cursou até a 42 série do 1° grau (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas socio-demograficas e de comportamento sexual dos
pacientes com espondiloartropatias (grupo I, n=15) e dos pacientes

com artrite reumatdide (grupo II, n=15).

< s Grupo I Grupo II
Variavel n(%) n (% )
Idade (anos)
18-24 02 (13,4) 02 (13,3)
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/uniao 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(6,7)
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)

4.1.2 Acometimento articular

Oitenta por cento dos pacientes (12/15) do grupo I tiveram oligoartrite
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como apresentacao articular, enquanto no grupo II, 100% dos pacientes

apresentaram poliartrite.

Os joelhos estavam acometidos em todos os pacientes dos dois grupos,
seguidos dos tornozelos. Quatro pacientes do grupo I (26,7%) apresentaram
comprometimento radiolégico das articulagdes sacroiliacas e trés (20,0%) de
calcaneos (entesopatia) (Tabela 2). Dos quatro pacientes que apresentaram
sacroiliite, trés tiveram envolvimento unilateral e um bilateral. O diagndstico de

espondilite anquilosante nestes pacientes nao se confirmou por falta de critérios.

Tabela 2: Articulacoes acometidas em pacientes com espondiloartropatias

(grupo I, n=15) e artrite reumatdide (grupo II, n=15).

Grupo
Articulagoes : n C:‘1rt(| '?,Z I)I
(%)

Joelho (s) 15 (100,0) 15 (100,0)
Tornozelo (s) @ 12 ( 80,0) 14 (193,3)
Pé (s) 01(6,7) 10 ( 66,7)
Mao (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.
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4.1.3  Manifestacoes extra-articulares

Dois pacientes do grupo I (13,4%) tiveram como comprometimento
ocular, uveite anterior, enquanto um do grupo II (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 II, uma
paciente (6,7%) também relatou cervicite antes do inicio do comprometimento
articular e dois pacientes apresentaram nddulos subcutaneos. Todos os pacientes
do grupo II com manifestacdes extra-articulares tinham fator reumatodide positivo

(66,7%).

4.2 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
anti-clamidiais (1/256). Contudo, isso nao ocorreu nos outros pacientes com PCR
positiva para C. trachomatis (Tabela 3).

A inibicao da PCR, evidenciada pelo uso do CI, foi observada em apenas
trés (10,0%) das 30 amostras de liquido sinovial e todas elas eram de pacientes
portadores de artrite reumatdide. Em nenhuma das amostras de urina ocorreu
inibicdo. Apos diluicdo a 1/10 e nova amplificagdo, todas as amostras que haviam

apresentado inibicao na PCR foram negativas para o DNA de C. trachomatis e
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amplificaram adequadamente o CI da reacao.

4.3 Avaliacao de anticorpos IgG e IgM anti-clamidiais através de IFI

Os anticorpos IgG anti-clamidiais 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 II a variacao foi de 1/16 a 1/256. Oitenta por
cento desses anticorpos estavam presentes em pacientes do sexo feminino. A
pesquisa dos anticorpos IgM anti-clamidiais foi negativa em todos os pacientes

dos dois grupos (Tabela 3).
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4.4 Antigeno HLA-B27

O HLA-B27 foi pesquisado somente no grupo das espondiloartropatias.
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 anticorpos anti-clamidiais. Todos
eles tinham comprometimento das articulagdes sacroiliacas (100,0%), dois

entesopatia de calcaneos (50,0%) e um historia prévia de uveite anterior (25,0%).

4.5 Fator reumatoide

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

soro de pacientes do grupo I.

4.6 Analise do liquido sinovial

As 30 amostras de liquido sinovial apresentaram resultados negativos na
pesquisa de cristais, bem como na bacterioscopia (Gram, BAAR) e culturas
(germes inespecificos, gonococos, Mycobacterium tuberculosis e fungos). No

grupo I, os leucdcitos variaram de 270 a 15.680/uL, com uma média de 3.860/uL.
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Os polimorfonucleares neutrofilos de 0 a 90,0%, com uma média de 45,2%. No
grupo II, os leucécitos variaram de 1.040 a 24.000/uL, com uma média de
6.412/uL. Os polimorfonucleares neutrdfilos de 5,0 a 90%, média de 65,5%. O
tipo predominante para o liquido sinovial nos dois grupos foi o inflamatdrio (tipo
II). Para comparacao ver anexo III. Os aspectos do liquido sinovial da populacao

estudada estao listados no anexo 1IV.



5 DISCUSSAO

Os estudos que envolvem a associacao entre C. trachomatis e artrite
apresentam resultados conflitantes. Neste trabalho foram avaliadas duas
modalidades de artrite inflamatdéria. O grupo I foi composto de pacientes
portadores de espondiloartropatias, cuja relagdo causal com a C. trachomatis é
melhor documentada e o grupo II constituido por pacientes com artrite
reumatdide, onde o papel da C. trachomatis nao foi ainda estabelecido.

No presente estudo, a pesquisa de C. trachomatis foi realizada, no liquido
sinovial e na urina, empregando-se a PCR (Amplicor/Roche), teste que amplifica o
DNA plasmidial e que apresenta alta sensibilidade e especificidade (Black 1997,
CDC 2002). O DNA foi evidenciado apenas em uma amostra de liquido sinovial do
grupo I, de um paciente com ARe (6,7%). Resultado semelhante ao de Kuipers et
al. (2002), que também utilizaram a PCR Amplicor/Roche e encontrou uma
amostra positiva, em 21 analisadas de pacientes com a mesma patologia (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. (1997),
empregando a mesma técnica de PCR, ndo encontraram nenhuma amostra
positiva para C. trachomatis no liquido sinovial de 12 pacientes com ARe.

Esse resultado estd de acordo com os de outros estudos como o de
Wordsworth et al. (1990), que também ndo detectaram o DNA plasmidial,
empregando PCR desenvolvida pelos autores, em nove articulagdes de pacientes

com ARe. Alguns pesquisadores que realizaram PCR no liquido sinovial, tendo
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como alvo o DNA da MOMP também ndo obtiveram resultado positivo em
pacientes com ARe (Poole et al. 1992, Detanico et al. 2002).

Segundo a literatura, a ndo deteccdo do DNA de C. trachomatis no liquido
sinovial de pacientes com artrite reativa pode ser explicada por varias hipoteses:
a) a resposta inflamatdria pode ocorrer na auséncia da clamidia na articulacao; b)
a bactéria pode estar presente em quantidades inferiores a sensibilidade da
reacao 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 conseqiiéncia do tratamento
com antimicrobianos; €) a bactéria intacta pode se desintegrar rapidamente antes
do estabelecimento da artrite, podendo nao ser mais detectada a partir da quarta
semana da infeccdo primaria (Saiki et al. 1988, Wordsworth et al. 1990, An et al.
1992, Poole et al. 1992, Taylor — Robinson et al. 1992, An & Olive 1994, Bas et al.
1995, Branigan et al. 1996, Detanico et al. 2002).

A presencga de inibidores da enzima Tag DNA polimerase em amostras de
liquido sinovial e de urina também pode ser um fator responsavel pelos resultados
negativos da PCR, porém, em nosso estudo, esta hipotese foi descartada porque
foi empregado o controle interno do teste, que revela a presenca de inibidores da
PCR na amostra (Bassiri et al. 1997, Rosenstraus et al. 1998). A inibicao ocorreu
em apenas trés amostras de liquido sinovial, desaparecendo quando foram
diluidas a 1/10 e submetidas a nova amplificacdo, como sugerido por Mahony et

al. (1998) para amostras de urina. Assim, todas as amostras retestadas foram
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negativas para C. trachomatis e amplificaram adequadamente o CI da reacao de
PCR. Um aspecto interessante dessa observacao foi que as trés amostras do
liguido sinovial eram de pacientes portadores de artrite reumatdide, o que sugere
gue o liguido sinovial destes pacientes possa apresentar maior quantidade de
inibidores.

Por outro lado, varios autores que também pesquisaram a presenca de
acidos nucléicos da C. trachomatis no liquido sinovial de pacientes com EI e ARe
obtiveram positividade bem superiores as encontradas no presente estudo, que
variaram de 17,3 a 60%, seja para o DNA plasmidial (Pacheco-Tena et al. 2001),
para o gene da MOMP (Bas et al. 1995, Schnarr et al.2001, Kuipers et al. 2002) ou
ainda para o RNA ribossomal (Wilkinson et al. 1998, Wilkinson et al. 1999). Uma
justificativa para a grande variabilidade nos resultados da PCR é que ndo existe,
até o presente momento, padronizacao nas técnicas de amplificacdo de acidos
nucléicos clamidiais pelos grupos que estudam o envolvimento da clamidia com
artrites inflamatdrias, ou seja, cada laboratério adota seu préprio método de
extracao do DNA, amplificacao e deteccao (uso da PCR in house, kits comerciais),
que varia amplamente entre os grupos de pesquisa (Freise et al. 2001).

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 et al.
(2001). Esses autores nao observaram nenhuma urina positiva, em pacientes com
AR, empregando a técnica de LCR (Abbott) que também amplifica o DNA
clamidial. Nesse mesmo estudo quando a PCR foi realizada no liquido sinovial e
direcionada para um alvo diferente (MOMP), também foi negativa em todos os

pacientes (Schnarr et al. 2001). Esses resultados concordam com o0s de outros
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autores que também pesquisaram o DNA da MOMP no liquido sinovial de
pacientes com AR (Detanico et al. 2002).

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) (Wilkinson et al. 1999) e 14,3% (3/21 amostras) (Pando et al.
1995). Os Ultimos autores também evidenciaram o DNA clamidial no tecido
sinovial (24,0%).

No presente estudo, os anticorpos séricos IgG e IgM anti-clamidiais foram
detectados e quantificados utilizando-se a técnica de IFI. Os anticorpos da classe
IgM nao foram encontrados em nenhuma das amostras de ambos os grupos. Os
anticorpos IgG foram detectados em 20,0% dos pacientes do grupo I e em 33,3%
do grupo II, 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) (Erlacher et al.
1995, Wilkinson et al. 1998).

Entretanto, Bas et al. (1996) pesquisando anticorpos IgG e IgM anti-
clamidiais no soro e no liquido sinovial, em uma populacdo de 26 portadores de
EI, encontraram um percentual menor de positividade (de aproximadamente
15%), tanto para anticorpos da classe IgG quanto IgM. Nao houve discrepancia
quanto a deteccdo dos anticorpos no soro e no liquido sinovial. Por outro lado,
taxas maiores de positividade foram encontradas por Bas & Vischer (1998), ao
avaliarem um grupo de 30 pacientes com EI. Naquela populagao, empregando o

teste de ELISA, a positividade para IgG anti-LPS foi de 63% e para IgG anti-MOMP
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foi de 17%. Ximenes et al (1996) em um estudo com 40 pacientes com Are,
detectaram anticorpos IgG anti-C. trachomatis em 34,7% e IgM em 13,0%.
Nikkari et al. (2001), encontraram taxas elevadas 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 pacientes com AR estes
mesmos autores mostraram positividade 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. (1998) ndo foi possivel estabelecer correlacao entre a
presenca de anticorpos e a deteccao do DNA, devido ao pequeno nimero de
pacientes com PCR positiva.

O valor da deteccdao de anticorpos anti-clamidiais no diagndstico da EI e
ARe é controverso, porque esses anticorpos sao fregilientes na populagao em geral
(Erlacher et al. 1995, Bas & Vischer 1998, Machado 2002). Uma explicacao para
isto é que na infeccdo genital por C. trachomatis, apds a soroconversao, os titulos
de anticorpos IgG alcangam seu pico em algumas semanas e podem persistir por
anos, mesmo apos o tratamento efetivo, ou decrescerem lentamente, dependendo
da sensibilidade do teste soroldgico empregado (Clad et al. 2000).

O antigeno HLA-B27 é considerado como um marcador genético associado
as espondiloartropatias. Sua incidéncia varia de acordo com a metodologia
empregada (microcitotoxicidade, citometria de fluxo ou PCR), com a populacao
estudada (peruanos 1,1%), Angulo et al. (2000) e com o tipo de doencga (por
exemplo: 95% em caucasianos com espondilite anquilosante), (Brown et al.
1997). Neste estudo, a positividade para o HLA-B27 no grupo das

espondiloartropatias foi de 26,7% (4/15). Trés pacientes apresentaram EI (3/9 —
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33,3%) e um tinha ARe (1/6 — 16,6%). Prevaléncia menor para este marcador foi
encontrada por Bas et al. (1995), 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. (1998) que, num grupo de 54 pacientes com
esta mesma doenca, obtiveram 54% de positividade para este antigeno. Na ARe,
a comparacao de nossos resultados com os de outros estudos, também mostra
variacao: Cuchacovich et al. (2002), utilizando a técnica de microcitotoxicidade,
somente um (6,7%) em 15 pacientes apresentou HLA-B27 positivo. Entretanto,
Poole et al. (1992) encontraram este antigeno em 12 de 17 individuos (70,5%).

Os quatro pacientes que, no presente estudo expressavam o HLA-B27,
tiveram comprometimento das articulacdes sacroiliacas (100,0%). Destes, trés
apresentaram entesopatia de calcaneos (66,7%) e um histéria prévia de uveite
anterior (25,0%). Estes dados estao de acordo com o trabalho de Sieper &
Kingsley (1996), que sugeriram que o HLA-B27 estd mais associado com sacroiliite
e entesopatias do que com sinovite. Observacoes confirmadas por Leirisalo - Repo
& Suoranta (1988) em pacientes com envolvimento das articulagdes sacroiliacas,
mas nao 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. (1998) que nao observaram esta correlacdo no liquido sinovial
de pacientes com EI e também Cuchacovich et al. (2002) na ARe. Todavia, Bas et
al. (1995), pesquisando 27 individuos com EI encontraram o DNA bacteriano no
liguido sinovial de dois pacientes (7,4%) e o HLA-B27 estava presente em um

deles.
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Esta é a primeira pesquisa realizada no Brasil envolvendo a deteccdo do
DNA plasmidial da C. trachomatis, no liquido sinovial e urina, em pacientes com
doencas artritogénicas como as espondiloartropatias e AR. Uma possivel limitacao
do estudo foi o uso de uma Unica técnica de PCR, embora seja considerada pela
literatura como a mais sensivel, tanto para amostras endocervicais e uretrais
(Loeffelholz et al. 1992, Ossewaarde et al. 1992), como para amostras de liquido
sinovial (Bas et al. 1995). A amplificacao do DNA cromossomal (como o gene da
MOMP, por exemplo) ou do RNA ribossomal poderia aumentar a positividade para

C. trachomatis, na populacao estudada.



6 CONCLUSOES

A deteccao do DNA da Chlamydia trachomatis por PCR foi baixa, tanto
nas espondiloartropatias como na artrite reumatdide. Entretanto, esta
bactéria ndo pode ser excluida como agente causal ou reativador do

quadro articular.

Os anticorpos IgG anti-clamidiais foram encontrados em mais de um
quarto da populacdo do estudo, sendo que o maior titulo ocorreu
quando o DNA clamidial estava presente. Os anticorpos IgM nao
foram detectados em nenhum paciente com espondiloartropatias ou

artrite reumatoide.

O antigeno HLA-B27 foi mais freqliente nos pacientes com EI e
associou-se com sacroiliite. Entretanto, ndo correlacionou-se com a

presenca do DNA clamidial.
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ANEXOS



DATA DA ENTREVISTA:

/

Anexo 1

QUESTIONARIO

NUMERO DE

IDENTIFICACAO:

GRUPO:

Nome:

NO. do prontuario:

Endereco:




Telefone p/ contato:




1 - Dados Sécio-demograficos:

1. Idade: anos completos

2. Sexo:

1 ( ) Masculino
2 () Feminino

( ) Branco
( ) Negro
()
()

Outros

4. Estado Civil:

) Casado (a)
) Solteiro (a)
) Vive junto

~ NN

1.
2.
3.
4.

5. Escolaridade:

() 12 a 42 série do 1° Grau
( ) 52 a 82 série do 1° Grau
() 2° Grau incompleto

() 2° Grau completo

(' )Curso superior

() Nao estudou

ouhwWwN=

IT — Comportamento Sexual:

1. Vocé ja teve relagdes sexuais:

1. ()Sim
2. () Nao

2. Sua primeira relagao sexual foi com:

1. () Namorado (a)

IDADE

SEXO

COR

) Divorciado (a) Desquitado (a)

ESTCIV

ESCOL

JARE

TRANSA

2. ( ) Marido / Esposa, ou pessoa que vocé vive junto



() Amigo (a)

() Prostituta

( ) Estranho (a)

() Outra pessoa — Quem?
(' ) Nunca transei

Nounhw

3. Quantos parceiros sexuais vocé teve durante sua vida? parceiros VIDA

4. Vocé teve um novo parceiro nos ultimos trés meses?

NOVO

1. ()Sim
2. () Nao

5. Quantos parceiros sexuais vocé teve durante os Gltimos trés meses?

m 3 meses

A=
NN ANAN N
N N N NN

6. Nos ultimos trés meses, vocé teve relagdo sexual com algum parceiro que tinha secre¢do no pénis ou
parceira que tinha secre¢do vaginal; dor ao urinar ou outro tipo de doenga sexualmente transmissivel (DST)?

1. ( )Sim RELAC
2. ( )Nao
7. Vocé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel (DST) no passado? DST

1. ()Sim
2. ( )Ngo

8. Se a resposta anterior for “sim”, especificar qual:

9. Vocé usa preservativo nas relagdes sexuais?

PRESER

1. () Todas as vezes
2. () Asvezes
3. ( ) Nunca

ITI — Sintomas:



N

i

. Esta com corrimento uretral / vaginal?

1. ()Sim
2. ( ) Nao

. Se a resposta anterior for “sim”:

1. () Veio antes do quadro articular
2. () Coincidiu
3. () Depois do quadro articular

. Apareceram lesdes no pénis / vagina?
1. ( )Sim
2. () Nao

. Se a resposta anterior for “sim”:

1. ( ) Dolorosas
2. ( ) Indolores

. As lesdes no pénis / vagina sdo recidivantes?
1. ( )Sim
2. () Nao
. Apareceram lesdes na boca?
1. ( )Sim
2. () Nao

. Se a resposta anterior for “sim”:

1. () Dolorosas
2. () Indolores

CORRI

LESO

RECID

BOCA

Vi



8. As lesdes da boca sdo recidivantes?

1. ()Sim
2. () Nao

9. J4 teve Herpes?

Zoster
Ocular

vhwne
~NN AN AN
—

o

o

Q]

Q

11. Apresentagao articular:

() Monoarticular

( ) Oligoarticular

( ) Poliarticular

( ) Artrite assimétrica
( ) Sacroiliacas

( ) Coluna vertebral

oA WN

12. Duragdo da Artrite:

1. () Dias

2. ( ) Semana (s)
3. () Més(es)
4, ( ) Ano (s)

13. Articulagdo (¢0es) acometidas:

) Joelho (s)
) Tornozelo (s)
) Pé (s)

) Mao (s)
) Punho (s)

) Coluna lombar
) Coluna cervical
) Sacroiliaca (s)

) Ombro (s)

) Cotovelo (s)

) Quadril (s)

HBE2WOVONUTAWNE

(
(
(
(
(
(
- (
(
(
0. (
1. (

14. Manifestacdes extraarticulares:

BORECI

HERPE

ARTIC

DURA

Vii



viii

MAEX
1. () Ocular
2. () Intestinal (Diarréia)
3. ( ) Muco / cutaneo
4. () Uretrite / cervicite
15. Ja teve episddios semelhantes de artrite?
SEMEL
1. ( )Sim
2. () Nao

16. Se a resposta anterior for “sim”:
p

1. () Tratado (a)
2. () N&o tratou

IV - Antecedentes:
- Patolégicos

1. Tem alguma destas doencas e/ou situagao:
DOENCA

- Familiares

1. Na sua familia (pais, irmaos, avos e tios) ha alguém com doenga reumatologica:

( ) Artrite Reumatdide FAMIL
( ) Lupus Eritematoso Sistémico
( ) Osteoartrose
() Gota
( ) Fibromialgia
() Artrite de Causa Desconhecida
()
()
()
()

Espondilite Anquilosante

Tem, mas nao sabe o diagndstico
Febre Reumatica

Nao tem

BO0ONoU AW

0

V — Habitos de vida:



1. E viciado em drogas?

DROGA
1. ( )Sim
2. () Nao
2. Se a resposta anterior for “sim”:
1. ( ) Maconha
2. () Cocaina
3. () Cola
4. ( ) Extase
5. () Injetavel
6. ( ) Outros
3. Faz uso bebidas alcodlicas?
BALCO
1. ()Sim
7. ( )Nao

4. Se a resposta for sim:

. () Cerveja

. () Pinga

. () Conhaque
0. ( ) Vinho

1. ( ) Uisque

1
8
9
1
1
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Anexo III

Classificagcdo do liquido sinovial

Xi

Classificacdo do liquido sinovial

Tipo ormal Nao Inflamatoério S
inflamatoério (Tipo II) (Tipo III)

Parametro (Tipo I)
Cor Amarelo-claro | Amarelo-claro Amarelo-claro Escuro
Aspecto Transparente | Claro Turvo Purulento
Viscosidade Alta Alta Diminuida Diminuida
Leucdcitos por mm? 0-200 200-2.000 2.000-50.000 >50.000
Presenca de PMN % | 0-25 0-25 25-90 90-100

Gatter, R.A.& Schumacher, HR.,1984

éptico



Anexo IV

Caracteristicas do liquido sinovial da populagao estudada

Xii

PMN FR Mucina | Cristais | Bacterioscopia
Neutroéfilos /Cultura
Al 14.400/uL 90% 10% 47 mg/dL 3,3 g/dL NR Grau II - -
A2 300/uL 20% 80% 80 mg/dL | 3,6 g/dL NR Grau III - -
A4 4.800/uL 80% 20% 76 mg/dL 4,9 g/dL NR Grau II - -
A5 1.280/uL 10% 90% 68 mg/dL | 4,8 g/dL NR Grau II - -
A6 7.200/uL 90% 10% 98 mg/dL | 3,6 g/dL NR Grau II - -
A10 800/uL 70% 30% 90 mg/dL | 4,2 g/dL NR Grau II - -
All 520/uL 60% 40% 92 mg/dL 5,0 g/dL NR Grau III - -
A12 900/uL 70% 30% 89 mg/dL | 4,3 g/dL NR Grau II - -
Al4 6.400/uL 45% 55% 48 mg/dL | 4,7 g/dL NR Grau II - -
A19 270/uL 15% 85% 68 mg/dL | 4,0 g/dL NR Grau II - -
A22 270/uL 20% 80% 102 mg/dL | 3,5 g/dL NR Grau II - -
A25 1.600/uL 0% 100% 91 mg/dL | 4,7 g/dL NR Grau II - -
A27 3.200/uL 20% 80% 62 mg/dL | 4,9 g/dL NR Grau I - -
A28 15.680/uL 88% 12% 47 mg/dL | 4,8 g/dL NR Grau I - -
A29 1.180/uL 0% 100% 86 mg/dL | 3,4 g/dL NR Grau III - -
Grupo II
A3 7.200/uL 90% 10% 31 mg/dL | 4,4 g/dL [480 Ul/ml| GrauIl - -
A7 1.660/uL 0% 100% 98 mg/dL | 3,5g/dL NR Grau II - -
A8 3.840/uL 80% 20% 81 mg/dL | 4,1g/dL NR Grau II - -
A9 8.800/uL 90% 10% 60 mg/dL | 5,0 g/dL [ 380 Ul/ml| Grau Il - -
A13 2.080/uL 05% 95% 60 mg/dL | 3,6 g/dL NR Grau I - -
A15 7.840/uL 90% 10% 77 mg/dL 4,1 g/dL | 998 Ul/ml| Grau II - -
Al6 1.040/uL 88% 12% 80 mg/dL | 6,8 g/dL NR Grau II - -
Al7 6.080/uL 80% 20% 76 mg/dL | 3,1g/dL [ 281 Ul/ml| Grau Il - -
A18 24.000/uL 80% 20% 40 mg/dL | 4,1g/dL | 184 Ul/ml| Grau Il - -
A20 8.80/uL 90% 10% 70 mg/dL | 4,4 g/dL NR Grau II - -
A21 1.040/uL 20% 80% 87 mg/dL | 2,8 g/dL NR Grau I - -
A23 6.720/uL 85% 15% 124 mg/dL | 3,1 g/dL NR Grau I - -
A24 10.400/uL 92% 08% 50 mg/dL | 4,9 g/dL [ 186 Ul/ml| Grau Il - -
A26 3.200/uL 83% 17% 87 mg/dL | 3,4g/dL | 104 Ul/ml| Grau II - -
A30 13.120/uL 90% 10% 17 mg/dL | 4,7 g/dL | 111 Ul/ml| GraulI - -

PMN= polimorfonucleares

NR= ndo reagente

FR= fator reumatoide




Xiii

Anexo V

A) Critérios de Classificacdo de Espondiloartropatias Segundo o Grupo
Europeu de Estudo da Espondiloartropatia — ESSG - (Dougados et al.
1991).

Dor inflamatoria espinhal ou
Sinovite (assimétrica ou
predominantemente  nos  membros

inferiores) € um ou mais dos seguintes:

* Dor glatea alternante

* Sacroiliite

* Entesopatia

* Histdria familiar positiva

* Psoriase

* Doenga inflamatoria intestinal

e Uretrite ou cervicite ou diarréia um més antes da artrite



Xiv

B) Critérios propostos por Bernard Amor para espondiloartropatias

(Amor, B. et al. 1990):

1. Dor lombar ou dorsal noturna com rigidez matinal = 1
Oligoartrite assimétrica = 2

Dor nas nadegas = 1 ou 2

Dedo em forma de salsicha = 2

Dor no calcanhar = 2

Irite =2

NS kWD

Uretrite ou cervicite nao-gonococica acompanhando, ou um meés

antes, o inicio da artrite = 1

8. Diarréia aguda acompanhando, ou um més antes, o inicio da artrite =
1

9. Presengca de historico de psoriase e/ou balanite e/ou doenga
inflamatodria do intestino (colite ulcerativa, doenga de Crohn) = 2

10.Sacroilite (grau >2 se bilateral; grau >3 se unilateral) = 3

11.Presenca de HLA-B27 e/ou histérico familiar de espondilite
anquilosante, sindrome de Reiter, uveite, psoriase ou enterocolopatias
cronicas = 2

12.Melhora do quadro &lgico com drogas antiinflamatorias nao-

esteroidais (AINH) em menos de 48 horas ou reincidéncia da dor em

menos de 48 horas se AINH forem descontinuadas = 2

Um paciente € considerado como
sofrendo de uma espondiloartropatia se
a soma da pontuacao dos 12 critérios for

<6.
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C) Critérios propostos para o
diagnostico de artrite reativa

(Sieper & Braun 1999).

Artrite assimétrica predominante nos membros inferiores;
Evidéncia de infec¢do precedente / diarréia ou uretrite clinica
dentro das 4 semanas anteriores;

Cultura de fezes positiva;

Deteccao de C. trachomatis no primeiro jato urindrio da manha ou
em swab urogenital,

Anticorpos anti-Yersinia ¢ anti-Salmonella para lipopolissacarides
ou outros antigenos especificos dos subtipos IgG mais IgA ou IgG
mais IgM;

Anticorpos IgG, IgA e IgM para C. trachomatis

Deteccao de DNA clamidial nas articulagdes por PCR;

Outras doencas reumatologicas devem ser excluidas.



XVii

D) Critérios de classificacdo de AR - American College of Rheumatology
—revisdo 1998 (Arnet et al. 1988).

Definicao

1. Rigidez matinal Rigidez matinal na regido
articular ou periarticular,
com duracao de pelo
menos 1 hora antes da
melhora maxima.

2. Artrite de trés ou mais Pelo menos trés regides
regides articulares articulares
simultaneamente com
aumento de volume de
partes moles ou liquido
(ndo somente proliferacido
oOssea isolada), observado
por médico. As 14
articulagdes possiveis sdo
(direita ou esquerda) IFP,
MCEF, punhos, cotovelos,
joelhos, tornozelos, MTF.

3. Artrite das articulagdes Pelo menos uma area

das maos articular aumentada de
volume como descrito
acima, no punho, MCF ou
IFP.

4. Artrite simétrica Envolvimento simultaneo
da mesma area articular
(como no item 2) em
ambos os lados do corpo
(envolvimento bilateral de
IFP, MCF ou MTF séao
aceitas sem absoluta
simetria).

5. Nodulos reumatoéides Noédulos subcutaneos,
sobre proeminéncia 6sseas
ou superficies extensoras,
ou em regides
periarticulares,
observados por médico.

6. Fator reumatodide sérico Demonstragdo de
quantidades anormais de
fator reumatodide sérico
por qualquer método que
tenha sido positivo em
menos de 5% dos
controles normais.

7. Alteragdes radiograficas Alteragdes radiograficas
tipicas de AR em
incidéncia postero-
anterior da méo e punho
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nos raios X, devem incluir
erosdes ou descalcificacdo
Ossea mais intensa na area
periarticular.

Com a finalidade de classificagdo,
um paciente tem AR quando preenche
pelo menos quatro dos sete critérios
acima. Os critérios de 1 a 4 devem
estar presentes por pelo menos seis
semanas. MCF =
metacarpofalangeanas; MTF =
metatarsofalangeanas, IFP =

interfalangeanas proximais.
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