
04

_Resumo

A síf i l is é uma doença sexualmente transmissível causada pela bactéria Tre-

ponema pall idum e constitui um problema de saúde pública mundial, em 

parte devido à ausência de uma vacina para prevenção da sua transmissão. 

A investigação desta doença tem sido atrasada pela incapacidade histórica 

de cultivar T. pall idum in vitro, dif icultando por exemplo o desenvolvimento 

de estudos genómicos. De facto, há uma grande lacuna no conhecimento 

da epidemiologia molecular deste agente patogénico, assim como da base 

molecular que medeia a patogénese da síf i l is. No estudo aqui apresentado, 

foi possível implementar uma abordagem inovadora para capturar o geno-

ma de T. pall idum no contexto de infeção humana, evitando-se, assim, a 

necessidade da cultura da bactéria em modelo animal. Esta estratégia per-

mitiu estudar, pela primeira vez, como é que este agente patogénico vai al-

terando o seu genoma para se adaptar e sobreviver como agente infecioso 

humano. Nomeadamente permitiu descodif icar os principais mecanismos 

genéticos pelos quais a bactéria T. pall idum evade o sistema imunitário e 

se adapta ao Homem nesta complexa e multifásica doença. A aplicação 

desta estratégia inovadora de monitorização da interação Homem-bactéria 

poderá ser importante para o desenvolvimento de novas medidas profi láti-

cas e/ou terapêuticas. Acresce que esta abordagem constitui também um 

ponto de viragem para o aperfeiçoamento de metodologias de diagnóstico 

e de epidemiologia molecular, o que permitirá aumentar o conhecimento 

da distribuição geográfica, das vias de transmissão e das propriedades de 

virulência deste agente patogénico para bem da saúde pública. 

_Abstract

Syphil is, a sexual ly transmitted disease caused by the bacterium T. pal l i-

dum, remains a global problem with an estimated 6 mil l ion people infected 

each year, which is in par t attr ibuted to the absence of a vaccine to prevent 

infection and transmission. Despite its tremendous public health impact, 

research in syphi l is has been considerable hampered due to the historical 

inabil i ty to culture T. pal l idum in vitro, which has hampered, for instan-

ce, the acquisit ion of consistent genomic data. As such, there is a strong 

lack of knowledge on the molecular epidemiology of this important human 

pathogen as well as on the molecular mechanisms underlying syphil is pa-

thogenesis. In the work presented here, we have bypassed the culture 

bottleneck by means of a targeted strategy never applied to uncultivable

bacter ia l human pathogens to direct ly capture whole-genome T. pal l i-

dum data in the contex t of human infect ion. This strategy al lowed, for the 

f i rst t ime, to understand how this pathogen shapes i ts genome towards 

adaptat ion and survival dur ing syphi l is. Whi le this work demonstrates the 

exceptional power of monitor ing the pathogen adaptabi l i ty dur ing human 

infect ion, i t a lso provides cr i t ical data that may guide the development of 

novel treatments and prophylact ic measures, such as a vaccine. In other 

perspective, i t is ant ic ipated that the implemented methodological appro-

ach const i tutes a disruptive step towards the improvement of the current 

diagnostics and typing methodologies, which wi l l enhance the knowledge 

on the geographic distr ibut ion of stra ins, i ts transmissibi l i ty and propen-

si ty to cause disease.

_Introdução

A síf il is é uma doença sexualmente transmissível que consti-

tui um problema de saúde pública a nível mundial, que tem 

sido parcialmente atribuído à ausência de uma vacina para 

prevenção da sua transmissão (1,2). A bactéria Treponema 

pal l idum é o agente etiológico responsável pela síf il is, cujo 

quadro clínico manifesta-se por lesão no local de contacto 

(síf il is primária), lesões cutâneas típicas após disseminação 

na corrente sanguínea (síf il is secundária), bem como quadros 

clínicos mais preocupantes como síf il is terciária (através, es-

sencialmente, da infeção do sistema nervoso central) ou do-

ença congénita_(1). A par da importância da síf i l is em saúde 

pública, a incapacidade histórica de cultivar T. pall idum in 

vitro (a propagação laboratorial só é possível com o recurso 

à inoculação em coelho) tem atrasado a investigação neste 

campo dif icultando, por exemplo, a elaboração de estudos 
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genómicos. De facto, há uma grande lacuna no conhecimen-

to da epidemiologia molecular deste agente etiológico, 

patogénico do Homem, particularmente no que respeita à 

distr ibuição geográf ica e potencial emergência de estirpes 

T. pall idum resistentes aos antibióticos. 

Desconhece-se também a base molecular que medeia a pa-

togénese da síf i l is e que está na base das diferentes mani-

festações clínicas que esta doença apresenta. Por exemplo, 

permanece por esclarecer como é que a bactéria consegue 

evadir o sistema imunitário após a lesão primária, invadindo 

e persistindo na corrente sanguínea e também ultrapassar 

as barreiras hematoencefálica e placentária. 

Apesar da sua grande fragilidade ex vivo, em 1998 um pro-

jeto pioneiro revelou pela primeira vez a sequência completa 

do genoma de T. pall idum, após a propagação laboratorial da 

bactéria em modelo animal (3). Quase duas décadas depois, o 

nosso conhecimento a nível genómico desta bactéria aparen-

tou ter estagnado (apenas 5 outros genomas foram publicados 

neste período), contrastando de forma evidente com outras 

bactérias patogénicas para as quais se conhecem centenas 

ou milhares de sequências genómicas. Não obstante, estudos 

anteriores já mostravam que T. pall idum possuía um genoma 

pequeno (~1,1 Mb), bastante conservado, com dois antigénios 

principais a serem codificados por genes altamente variáveis, 

arp e tprK, devido à presença de motivos genéticos repetitivos 

variáveis e de regiões variáveis fruto de mecanismos de con-

versão génica, respetivamente (3-6).

Neste contexto, surgiu a necessidade de encontrar uma al-

ternativa para capturar, sequenciar e estudar o genoma de T. 

pallidum, diretamente de amostras clínicas humanas, evitan-

do a necessidade da cultura em modelo animal. Neste estudo, 

esse obstáculo foi ultrapassado, permitindo estudar, pela pri-

meira vez, como é que este agente patogénico vai moldando o 

seu genoma para se adaptar e sobreviver no contexto da sífi-

lis. Assim, foi possível descodificar ao nível genético o “braço-

de-ferro” estabelecido entre a bactéria e o ser humano durante 

a doença, tendo sido identificados quais os mecanismos que a 

bactéria usa para se adaptar e assim sobreviver ao ataque do 

sistema imunitário do Homem.

_Objetivo

O presente estudo descreve a implementação de uma abor-

dagem inovadora para capturar e sequenciar o genoma de T. 

pal l idum no contexto da infeção humana. Os objetivos espe-

cíf icos foram: i) identif icação dos principais fatores genéticos 

associados à capacidade de sobrevivência e persistência de 

T. pal l idum durante a infeção; e, i i ) caraterização genómica 

das estirpes de T. pal l idum circulantes em Portugal.

_Material e métodos

Como ponto de par tida uti l izaram-se amostras de DNA total 

extraído de amostras cl ínicas enviadas pela Clínica de Do-

enças Sexualmente Transmissíveis do Centro de Saúde da 

Lapa para o Laboratório de Referência de Infeções Bacte-

rianas Sexualmente Transmissíveis do Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA). De forma a capturar o 

genoma completo de T. pal l idum diretamente de amostras 

cl ínicas, foram desenhadas a nível bioinformático e poste-

riormente sintetizadas cerca de 20000 sondas de RNA com-

plementares ao genoma da bactéria (7). O DNA alvo foi de 

seguida capturado tirando par tido de par tículas magnéticas 

acopladas às sondas desenhas, sendo subsequentemente 

sujeito à metodologia de sequenciação do genoma comple-

to e a análise bioinformática detalhada.

_Resultados e discussão

A importância da identificação e avaliação dos fatores genéti-

cos envolvidos na adaptação, sobrevivência e persistência de 

agentes bacterianos patogénicos no contexto de infeção hu-

mana é inequívoca. No entanto, no que diz respeito ao agente 

etiológico causador da sífilis, a impossibilidade de propagá-lo 

em laboratório tem impedindo o desenvolvimento de estudos 

focados nessa avaliação.

Neste contexto, a abordagem disruptiva descrita neste estu-

do constitui um importante avanço científ ico para o conhe-

cimento da síf i l is, permitindo analisar não só a diversidade 

genética entre estirpes de T. pal l idum que infetam diferentes 

doentes, mas também a diversidade da população bacteria-

na que infeta um único doente. Em particular, este estudo 
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permitiu revelar a existência de uma estirpe de T. pal l idum 

epidémica em Portugal, o que não poderia ser detetado atra-

vés das metodologias moleculares tradicionais usadas até à 

data. Estudos posteriores encontram per f is genéticos simi-

lares em múltiplos países à escala global, apontando que os 

casos de síf i l is atuais são provavelmente causados por uma 

estirpe de per f i l pandémico (8). 

Observou-se que o polimorf ismo genético entre as estirpes 

circulantes estava concentrado essencialmente em 13 genes 

(englobando cerca de 70% do polimorf ismo entre estirpes 

colhidas de doentes diferentes) os quais terão um papel cru-

cial na interação da bactéria com o Homem durante a síf i l is. 

Mais importante, descobriu-se que este agente patogéni-

co modif ica o seu genoma durante o processo infecioso, 

modif icando o status “ON/OFF” de algumas proteínas po-

tencialmente associadas à virulência, tais como proteínas 

membranares e proteínas associadas à motil idade. A gera-

ção e manutenção de diversidade genética durante o pro-

cesso infecioso (“intra-doente”) parece ser fundamental para 

que a bactéria T. pal l idum persista no hospedeiro. Este fe-

nómeno afeta particularmente o maior antigénio da bactéria 

(TprK), o qual revelou uma enorme e surpreendente diversi-

dade (“inter- e intra-doente”), apresentando per f is genéticos 

no contexto da infeção humana diferentes daqueles previa-

mente obtidos após propagação laboratorial em modelo ani-

mal. Esta observação suporta a hipótese de que o estudo 

genético deste agente patogénico durante o processo infe-

cioso no Homem é fundamental para a compreensão da sua 

capacidade de não ser reconhecido pelo sistema imunitário, 

invadir e persistir no sangue, e ultrapassar as barreiras he-

matoencefálica e placentária. 

Finalmente, identificou-se que as estirpes circulantes pos-

suem, não só mutações associadas à resistência à azitromici-

na (antibiótico de segunda linha para o tratamento da sífilis), 

bem como mutações nunca descritas até à data afetando 

uma proteína, cujos homólogos noutras bactérias estão asso-

ciados à resistência aos antibióticos β-lactâmicos. Esta pro-

teína constitui, assim, um alvo importante de vigilância futura 

de uma potencial diminuição da suscetibilidade à penicilina (o 

antibiótico de primeira linha para o tratamento da sífilis). Este 

estudo ilustra a potencialidade da captura de material gené-

tico diretamente de amostras clínicas, acoplada à sequencia-

ção do genoma completo, no estudo de infeções bacterianas. 

A possibilidade de poder avaliar a população bacteriana que 

está efetivamente a circular no Homem durante o processo in-

fecioso abre as portas para um melhor conhecimento dos me-

canismos envolvidos na adaptação e persistência dos agentes 

patogénicos.

_Conclusão

Este estudo permitiu descodif icar os principais mecanismos 

genéticos pelos quais a bactéria T. pall idum evade o sistema 

imunitário e se adapta ao Homem nesta complexa e multifási-

ca doença. 

A aplicação desta estratégia inovadora de monitorização da 

interação Homem-bactéria poderá ser importante para o de-

senvolvimento de novas medidas terapêuticas e/ou profiláti-

cas, tais como o desenvolvimento de uma vacina, na medida 

em que se conseguiu identif icar os perf is antigénicos domi-

nantes da bactéria no processo infecioso. Noutra perspetiva, 

esta abordagem constitui também um ponto de viragem para 

o aperfeiçoamento de metodologias de diagnóstico e de epi-

demiologia molecular, o que permitirá aumentar o conheci-

mento da distribuição geográfica, das vias de transmissão e 

das propriedades de virulência deste agente patogénico para 

bem da saúde pública.

O INSA tem um curso um estudo focado em continuar esta 

impor tante l inha de investigação, o qual foi recentemente f i-

nanciado pela Sociedade Europeia de Microbiologia Clínica 

e Doenças Infeciosas

Dada a relevância do estudo do perfil genético de T. pall idum 

em amostras clínicas associadas aos diferentes locais anató-

micos e estadios de síf ilis, sublinha-se a importância do envio 

deste tipo de amostras para o Laboratório de Referência de 

Infeções Bacterianas Sexualmente Transmissíveis. A equipa 

do INSA está disponível para encetar as colaborações neces-

sárias nesse sentido. 
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