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RESUMO

A falta de preciséo e rapidez no diagndstico laboratorial de algumas doencgas
sexualmente transmissiveis (DST) sdo problemas enfrentados pelos profissionais
gue atuam nesta area. Além dessas dificuldades inerentes aos testes, a falta de
alguns deles na rede publica de saude dificultam ainda mais a elucidacdo de
diagnosticos. Por causa dessas dificuldades, as DST sédo subdiagnosticadas, sendo
tratadas indiscriminadamente, valendo-se apenas do diagndstico clinico. Os
métodos moleculares de diagnéstico tém surgidos nos ultimos anos como uma
excelente alternativa para preencher algumas dessas lacunas deixadas pelos
meétodos tradicionais. Esta pesquisa teve como finalidade estudar a epidemiologia de
alguns patdégenos sexualmente transmissiveis a nivel molecular, valendo-se para
isso de técnicas de biologia molecular, em mulheres atendidas na Atencao Primaria
a Saude do Municipio de Coari, Amazonas (AM). Foram colhidas amostras cervicais
de 361 mulheres para exame citologico (Papanicolaou) e exame molecular. Foi
realizado o diagndstico molecular através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e PCR em tempo real para alguns patdgenos sexualmente
transmissiveis, que foram: Papilomavirus Humano, Herpes Virus Simples 2,
Citomegalovirus Humano, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e
Trichomonas vaginalis. Os resultados obtidos mostraram que 47,8% dessas
mulheres estavam infectadas por algum dos patdégenos estudados. Constatou-se
alta prevaléncia de infec¢do por Papilomavirus Humano (29,1%), seguida pelo T.
vaginalis (12,7%), Citomegalovirus Humano (8,3%), C. trachomatis (6,4%), N.
gonorrhoeae (1,4%) e Herpes virus Simples 2 (0,6%). O tipo prevalente de HPV nas
mulheres infectadas foi o HPV 16 (58,1%), seguido pelo HPV 58 (20,0%). As
laminas citologicas satisfatorias para diagnostico (n=321) mostraram que 7 mulheres
(2,1%) exibiram alteracfes citologicas (ASCUS, LSIL e HSIL), estando 5 delas
contaminadas pelo HPV. N&o foram encontradas associagdes estatisticamente
significativas entre as infec¢cdes por patdgenos sexualmente transmissiveis e
variaveis relacionadas a condi¢cdes soOcio-demogréaficas, historia clinica e

comportamento sexual.

Palavras-chaves: Doencas sexualmente transmissiveis (DST); Diagndstico

molecular; Coari; Amazonas; Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)



ABSTRACT




ABSTRACT

The lack of precision and speed in the laboratory diagnosis of some sexually
transmitted infections (STI) are commom problems faced by professionals working in
this area. Additionally, the lack of some of them in the public health system become
more difficult to elucidate the diagnosis. Because of these difficulties, the STI are
underdiagnosed, being treated indiscriminately, using only clinical diagnosis. The
molecular diagnostic methods have arisen in recent years as an excellent alternative
to fill some of the gaps left by traditional methods. The aim of this research was to
study the epidemiology of some sexually transmitted pathogens at molecular level,
using molecular biology techniques in women attended in public health system in the
city of Coari, Amazonas, Brazil. Samples were collected from 361 women for cervical
cytology (Pap Smear) and molecular examination. We carried out molecular
diagnosis using the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) and real-time
PCR for some sexually transmitted pathogens, which were: Human Papillomavirus,
Herpes Simplex Virus 2, Human Cytomegalovirus, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae and Thichomonas vaginalis. The results showed that 47.8% of these
women were infected by any of the pathogens. There was a high prevalence of
infection with Human Papilomavirus (29.1%), followed by T. vaginalis (12.7%),
Human Cytomegalovirus (8.3%), C. trachomatis (6.4%), N. gonorrhoeae (1.4%) and
Herpes Simplex Virus 2 (0.6%). The prevalence of HPV type in the infected women
was HPV 16 (58.1%), followed by HPV 58 (20.0%). The satisfactory slides for
cytological diagnosis (n=321) showed that 7 women (2.1%) showed abnormal
cytology (ASCUS, LSIL and HSIL), 5 of them being infected by HPV. There were no
statistically significant associations between sexually transmitted infections and the

variables related to socio-demographics, medical history and sexual behavior.

Key Words: Sexually Transmitted Infections (STI); Molecular Diagnosis; Coari;

Amazonas; Polymerase Chain Reaction (PCR)
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1. INTRODUCAO

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) sao afec¢des que tém como
caracteristica a transmissdo através de praticas sexuais. Por causa disso, muitas
vezes, tabus, desinformacdo, vergonha e preconceito, dentre outras coisas,
dificultam e atrasam seu reconhecimento e a busca precoce por assisténcia. As DST
estdo entre os problemas de saude mais comuns em todo o mundo, estando entre
as cinco principais causas de procura dos servicos de saude nos paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2009).

O local inicial da infeccdo de um patdgeno sexualmente transmissivel em
mulheres pode ser a uretra, vagina, colo do Utero, reto ou mesmo a orofaringe. Com
algumas excecdes, 0s organismos que causam essas infeccdes tendem a ter vida
curta fora do hospedeiro, dependendo, geralmente, da disseminacéo direta pessoa a
pessoa. Esses patdgenos podem ser infecciosos, porém, sem a presenca de
sintomas, e assim a transmissao ocorre, com frequéncia, em pessoas que nao
percebem que tém uma infeccdo (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005; CODES et al.,
2006).

As implicacbes das DST em gestantes sdo bastante graves, pois podem
colocar em risco a saude e a sobrevivéncia do feto. Quando ndo diagnosticadas e
tratadas adequadamente podem culminar com aborto, gravidez ectopica ou ainda
serem transmitidas de mae para filho intra-Utero ou no momento do parto
(transmissao vertical), levando sérios transtornos para o neonato, podendo causar
conjuntivite, infeccdes em orofaringe, otite média, infeccdes do aparelho respiratorio
(pneumonia), dentre outras afeccdes (BRASIL, 2009).

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é certamente a DST
de maior impacto socioecondmico e bioldgico. Este retrovirus causa a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA, ou AIDS, do inglés) que é caracterizada por
profunda imunossupressdo que resulta em infec¢cdes oportunistas, neoplasmas
secundarios, dentre outros problemas. As principais vias de transmissdo sdo o
contato sexual, a inoculacdo parenteral e a passagem do virus de mées infectadas
para seus recém-nascidos. A transmissdo sexual é claramente o modo
predominante em todo o mundo. Por muito tempo, a maior parte da transmissao

sexual ocorreu entre homens que fazem sexo com homens, porém atualmente, a
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principal transmissdo tem sido heterossexual (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005;
RACZ, 2008).

Com o advento da AIDS, todas as DST assumiram grande importancia no
contexto da saude publica, pois todas sdo consideradas como facilitadoras da
infeccdo pelo HIV, principalmente aquelas que causam formacéo de Ulceras. Além
do HIV, os principais patégenos sexualmente transmissiveis sado: Treponema
pallidum, Herpes virus simples 2, Citomegalovirus Humano, Chlamydia trachomatis,
Papilomavirus Humano, Neisseria gonorrhoeae, virus da Hepatite B e Trichomonas
vaginalis. Estima-se que o risco de uma pessoa se infectar com HIV aumenta em até
10 vezes no caso de sifilis, 6 vezes no caso de clamidia, 18 vezes no caso de
herpes genital e gonorréia e 2 a 3 vezes no caso de tricomoniase. O inverso também
é verdadeiro: pessoas que vivem com HIV apresentam maior risco de adquirir outras
DST, em funcado da baixa imunidade provocada pelo virus (SORVILLO et al., 2001;
BRASIL, 2007; PASSOS et al., 2008; VAN DER POL et al., 2008; SUNTOKE et al.,
2009; MELGACO et al., 2011).

O conhecimento da epidemiologia das DST € escasso no estado do
Amazonas e nos seus municipios do interior. Neste contexto, foi idealizada esta
pesquisa sobre a prevaléncia das DST em mulheres na cidade de Coari/AM, cidade
importante na regido do médio Solimdes. Esta cidade localiza-se as margens lago
de Coari, no Rio Solimdes, distante 363 km de Manaus, capital do estado do
Amazonas. Tem uma populacdo de aproximadamente de 67.000 habitantes,
segundos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2009), o
que a coloca na posicdo de quinto maior municipio do Amazonas. E uma das
cidades mais ricas da regido Norte do Brasil, devido principalmente a exploracdo de

petréleo em suas terras.

Estratégias de prevencdo primaria (uso de preservativo) e secundaria
(diagnostico e tratamento precoces) podem permitir o controle das DST e suas
consequéncias. Para isso, é importante o conhecimento detalhado, preciso, e acima
de tudo, regionalizado da epidemiologia das DST. Certamente esse conhecimento
tem trazido e ainda trar4, a medida em que aumenta, grande auxilio na tomada de
decisdes relativas ao enfretamento da chamada “feminizacdo da epidemia de AIDS

e outras DST” no Brasil e em especial, no estado do Amazonas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

O aparelho genital feminino, que consiste em dois ovarios, duas tubas
uterinas, o Utero, a vagina e a genitalia externa, pode ser infectado por uma grande
variedade de microrganismos. Algumas infec¢des, como a candidiase, por exemplo,
sdo bastante comuns e geralmente causam bastante desconforto, porém
praticamente nenhuma sequela grave. Por outro lado, outras infeccbes, como a
gonorréia e a clamidia, sdo causas importantes de infertilidade feminina, a sifilis
pode causar graves problemas ao feto e o Papilomavirus Humano (HPV) esta
implicado na etiologia do cancer de colo de utero. Adicionalmente a isso, o aparelho
genital feminino é porta de entrada para microrganismos que causam patologias em
sitios anatdbmicos outros, tais como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que
infecta linfocitos e o virus da hepatite B, que provoca danos hepaticos. Muitos
desses microrganismos sdo transmitidos por contato sexual, caracterizando-se como
Patogenos Sexualmente Transmissiveis (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005; RACZ,
2008).

A vagina e o colo de Utero sdo regifes estratégicas para a saude do trato
genital feminino. A composi¢éo da cérvice vaginal normal é constituida por células
esfoliadas, muco e varios microrganismos que compdem a microbiota cérvico-
vaginal normal. A bactéria predominante neste meio é o Lactobacillus sp,
responsavel pela producéo de peréxido de hidrogénio (H202) e pelo pH acido nesta
regidao (3,8 a 4,5). A presenca de H,0, e a manutencdo deste pH &cido inibe o
crescimento de varios microrganismos. Por outro lado, sua diminuicdo esta implicada
na substituicAo por outros microrganismos, como por exemplo, a Gardenerella
vaginalis, e a um risco aumentado de infeccdo por doencas sexualmente
transmissiveis, tais como o HIV, o HPV, o Herpesvirus Simples 2 (HSV-2) o
Citomegalovirus Humano (HCMV), dentre outros (CONTI, MALACRINO,
MASTROMARINO, 2009; DONATI et al., 2010).

Fatores  biol6gicos, socio-econbmicos e  principalmente  culturais-
comportamentais tém sido largamente discutidos na literatura relativa a incidéncia e
prevaléncia das DST. Estas tém sido associadas a pobreza e ao baixo indice de

escolaridade, mas principalmente a “promiscuidade sexual”’, provocando estigma
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moral e social nas pessoas que as contraem, levando muitas vezes a deterioragdo
de seus relacionamentos e desvalorizagdo social, além de perda da produtividade
econdmica (JIMENEZ et al., 2001).

Para as mulheres, as DST podem causar sofrimento por complicacdes e
sequelas decorrentes da auséncia ou retardo no tratamento, uma vez que, apesar
de algumas serem curaveis, a maioria dessas doencas apresenta infec¢des sub-
clinicas ou podem ser assintomaticas por muito tempo, de forma que muitas
mulheres somente sdo levadas a procurarem servicos de saude em fases mais
avancadas da doenca, quando se tornam sintomaticas. Além disso, muitos sintomas
s&o inespecificos (JIMENEZ et al., 2001; CODES et al., 2006, BERGEN et al., 2006).

As consequéncias das mais graves DST para as mulheres sdo extremamente
debilitantes. O carcinoma de colo uterino, cujo agente etiolégico mais fortemente
implicado € o HPV, um patégeno sexualmente transmissivel, € uma das principais
causas de Obitos entre mulheres. As estimativas do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) para o ano de 2012, véalidas também para 2013 s&o de que ocorrerdo cerca
de 17.540 novos casos desta patologia no Brasil, ocupando assim a terceira posi¢cao
entre os tipos de cancer mais comuns entre as mulheres, ficando atras apenas do
cancer de pele (ndo melanoma) e do cancer de mama. Para o Estado do Amazonas,
0S numeros sao ainda mais preocupantes, pois estima-se que esta patologia
ocupara a primeira posicao entre o0s tipos de cancer mais comuns entre as mulheres
deste estado (BRASIL, 2011).

As mulheres sdo o segmento da populacdo com AIDS que mais cresce no
mundo, principalmente entre aquelas que se encontram em relacionamentos
estaveis, o que é chamado de “feminizagao da epidemia de AIDS”. O Brasil segue
esta tendéncia mundial: a razdo entre os sexos vem diminuindo sistematicamente,
passando de 15,1 homens por mulher infectada em 1986, para 1,5 homem por
mulher em 2005 (BRASIL, 2007).

Outras principais complicacbes das DST estdo relacionadas a saude
reprodutiva da mulher. A doenca inflamatoria pélvica (DIP), causada por
microrganismos como a Chlamydia trachomatis, pode causar infertilidade, gravidez

ectopica, parto prematuro, infeccdes puerperais e dor pélvica cronica. Outras
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complicagbes atingem também o feto: aborto, baixo peso ao nascer e sifilis
congeénita, causada pelo Treponema pallidum (JIMENEZ et al., 2001).

As mulheres sdo mais susceptiveis a maioria das infec¢gfes transmitidas pelo
ato sexual do que os homens. Aspectos biologicos, como a anatomia da vagina e a
maior superficie de mucosa exposta durante o intercurso sexual facilitam a infeccao.
(WHO, 2005).

Aspectos culturais também podem ser citados. Embora esta condicdo esteja
mudando em muitas culturas, em algumas sociedades as mulheres tém pouco ou
nenhum controle quanto as decisfes relativas a quando e sob quais condicfes ter
relacdo sexual, com relacdo ao uso de preservativo pelo parceiro e, menos ainda,
das condutas sexuais dele. Segundo Jiménez et al., (2001), até em sociedades ditas
mais “modernas”, casais heterossexuais com relagdes consideradas por eles como
“fixas” e onde o relacionamento sexual é também “afetivo” e “duradouro”, o que
implica “conhecer” e “confiar” no parceiro, é dificil que o uso do preservativo como
meio de prevencdo a DST seja negociado, ho maximo o € como meio a
anticoncepcado. Para algumas mulheres, a confianga no parceiro tem que constituir o
anico meio de prevencdo. As relacbes de género, isto €, as relacdes de poder
existentes entre os homens e mulheres, sdo certamente um grande agravante da
vulnerabilidade feminina, hoje considerada como um “permanente estado de
vulnerabilidade”. Outros fatores que concorrem para uma maior vulnerabilidade
feminina sdo a pobreza e a violéncia doméstica (JIMENEZ et al., 2001; BRASIL,
2007; GUILHEN, AZEVEDO, 2008).

7z

O rastreamento de individuos em risco, porém assintomaticos, é parte
importante de qualquer estratégia de controle das DST. O conhecimento da situacao
epidemioldgica poderia ser a base para a implementacdo de tratamento e de
estratégias de rastreamento. Teoricamente, existe possibilidade tecnologica para o
controle das DST. Porém, na pratica, existem muitos entraves, como por exemplo, a
dificuldade de se atingir as pessoas que ndo procuram o0s servigos de saude por sua
prépria iniciativa, funcionando como reservatérios desconhecidos do patégeno. De
outro lado, ndo ha ainda o uso disseminado de métodos rapidos de diagnéstico que
nao necessitem de equipamentos sofisticados ou refrigeracdo ou ainda de pessoal

qualificado, que possa ser aplicavel em populacdes mais pobres e/ou de dificil
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acesso por servigcos de saude de menor complexidade. Além disso, ainda ndo ha
uma disponibilidade muito abrangente de métodos de deteccdo modernos e
sensiveis, tais como os métodos de amplificacéo de acidos nucléicos, para deteccéo
de patégenos (CODES et al., 2006; GREER, WENDEL, 2008; SIEMER et al., 2008).

Segundo Pinto, Baggio, Guedes (2005) e Jalil et al., (2008), a introducdo do
uso sistematico de técnicas laboratoriais mais sofisticadas e sensiveis, como a
Biologia Molecular, para deteccdo de patdégenos sexualmente transmissiveis tem
sido motivo de debate, pois certamente apresentam um maior custo imediato ao
sistema de saude. Porém, o investimento em diagndstico precoce e tratamento
adequado podera resultar em reducdo dos custos com 0s agravos a saude da

populacao, principalmente em mulheres e criangas.
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2.2. PATOGENOS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS
2.2.a. Papilomavirus Humano

O Papilomavirus Humano (HPV) é um patdégeno sexualmente transmissivel
comprovadamente relacionado ao desenvolvimento de neoplasias benignas e
malignas no colo de Utero e regido vulvo-vaginal e anal (DOOBAR, 2005; PINTO,
BAGGIO, GUEDES, 2005).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e ao género papilomavirus. E um
virus epiteliotropico, de DNA dupla-fita circular, de cerca de 8.000 pares de bases
(pb), que infecta a camada basal do epitélio e expressa seus genes de acordo com 0
processo de diferenciacdo terminal dos queratindcitos, induzindo proliferacao
epitelial e provocando lesdes de aspecto verrucoso. Sua principal importancia
certamente relaciona-se a sua capacidade em provocar a transformacao maligna do
epitélio, principalmente na zona de transformacédo da cérvice uterina (DOOBAR,
2005; zur HAUSEN, 2009).

Existem mais de 100 tipos genémicos de HPV, identificados por nUmeros que
indicam a sequéncia histérica de sua descricdo. Sao divididos em grupos de acordo
com 0 risco oncogénico: baixo risco (onde se encontram os tipos 6 e 11, principais
responsaveis pelas lesdes benignas) e alto risco (representados principalmente
pelos tipos 16 e 18, envolvidos na transformac&o maligna do epitélio) (de VILLIERS
et al.,, 2004; BERNARD, 2005; CALLEJA-MACIAS et al., 2005; STEBEN, DUARTE-
FRANCO, 2007).

O genoma do HPV pode ser dividido em 3 regides: uma regido longa de
controle (LCR, do inglés Long Control Region ) e as regides precoce (E, do inglés
Early) e tardia (L, do inglés Late) (Fig. 1). As regibes E e L sdo as sequéncias de
leitura aberta (ORFs, do inglés Open Reading Frame) e codificam as proteinas
virais. A LCR, por sua vez, representa cerca de 15% do DNA viral e contém
importantes sequéncias regulatérias da transcricdo e replicacdo virais (SOARES,
1999; PASSOS et al., 2008; de VILLIERS et al., 2004).
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Fig.1 — Desenho esquematico da estrutura
gendmica do HPV, mostrando as regides génicas
LCR, E (precoce) e L (tardia). FONTE:
www.bolocol.com

As lesdes benignas causadas pelo HPV na regido vulvo-vaginal sao
principalmente o condiloma acuminado e as verrugas e papilomas genitais. O
condiloma acuminado apresenta-se como lesGes solitarias ou multiplas, que as
vezes coalescem; afetam a regi&o perineal, vulvar e perianal, assim como a vagina,
e menos frequentemente, o colo. As verrugas e papilomas genitais também podem
se apresentar Unicas ou multiplas e tém aspecto clinico caracteristico de lesdes em
“couve-flor”, brancas ou rosa palido, dependendo do grau de ceratinizagcdo. O
diagndstico é clinico e histopatoldgico (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

O desenvolvimento do cancer de colo de Utero esta diretamente relacionado a
infeccdo persistente pelo HPV de alto risco oncogénico. Outros fatores também
estdo relacionados, tais como: status imunolégico, predisposicdo genética, nutricao,
concomitancia com outras infecgcbes sexualmente transmissiveis (Chlamydia
trachomatis, herpesvirus, por exemplo), dentre outros co-fatores (FINAN, TAMIM,
ALMAWI, 2002; STEBEN, DUARTE-FRANCO, 2007; PASSOS et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2008a).

O cancer cervical € precedido por um longo periodo de lesdes pré-malignas,
chamadas de neoplasias intracervicais (NICs) ou lesdo escamosa intraepitelial (SIL),
que sao classificadas em alguns graus (NIC | ou Low SIL; NIC Il/lll ou High SIL),
dependendo do grau de alteracdo morfolégica das células, vistas através do exame
de citologia esfoliativa ou citologia oncoldgica. As lesbes de baixo grau representam
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principalmente alteracdes morfoldgicas associadas a replicacdo ativa do HPV (por
exemplo, a coilocitose), enquanto as lesdes de alto grau indicam a transformagéao
celular, caracterizada principalmente por alteracdes nucleares (por exemplo: perda
de relacdo nucleo/citoplasma, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo nuclear e
arquitetura da cromatima) (PINTO, BAGGIO, GUEDES, 2005; STEBEN, DUARTE-
FRANCO, 2007; MOYSES et al., 2008; TERMINI, VILLA, 2008).

A partir de 1950, e desde entdo, o rastreamento de lesBes cervicais €
baseado apenas na citologia, que € um exame simples e de baixo custo. Neste
exame, é possivel identificar a provavel presenca do HPV pelo seu efeito citopatico
conhecido como coilocitose. A citologia apresenta, contudo, limitagdes, tais como: 5
a 10% do material recebido pelos laboratérios apresenta-se inadequado para
diagndstico - geralmente devido a grande quantidade de sangue - e a subjetividade
da interpretacdo. A literatura acusa certo grau de falsos-positivos e falsos-negativos
(MOYSES et al., 2008).

Ha& uma tendéncia, porém, a considerar-se que a melhor rotina de
identificacdo e acompanhamento das lesdes por HPV de forma a prevenir o cancer
cervical € a combinacao do preventivo de Papanicolaou com a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) na qual ocorre a amplificacdo de regides conservadas do
genoma viral, com uso de iniciadores degenerados e em seguida identificacdo do
tipo viral através do sequenciamento génico do fragmento amplificado ou através de
sondas especificas. A PCR, portanto, teria importante papel complementar ao
exame preventivo, principalmente para aumentar a eficiéncia de programas de
rastreamento para a prevencdo do cancer cervical. Em estudos epidemioldgicos, a
PCR ¢ a técnica mais usada (MAGALHAES et al., 2008, MOYSES et al., 2008,
PASSOS et al., 2008).

O surgimento da PCR como método na deteccdo do HPV foi extremamente
importante porque a identificacdo e a implantacéo de testes eficientes de diagnodstico
virolégico foram dificultadas pelo fato do HPV nédo poder ser cultivado em laboratoério
a partir de amostras clinicas, como é feito com alguns outros virus, por seu carater
espécie-especifico, que limita a propagacdo em modelos animais, e pelos testes
imunolégicos n&o se adequarem a deteccéo deste virus (MAGALHAES et al., 2008;
PASSOS et al., 2008).
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Em salde publica, a prevengdo a transmissdo do HPV €& um assunto
estratégico. Até recentemente, a interferéncia nos fatores que propiciam a
transmissdo do virus, principalmente aqueles relacionados aos habitos e
comportamentos sexuais, era o foco das campanhas. Assuntos como abstinéncia
sexual, fidelidade mutua e uso de preservativos eram 0s mais citados, embora
apenas as duas primeiras sejam condutas realmente efetivas, uma vez que as
lesbes por HPV também ocorrem em areas ndo protegidas pelo preservativo.
Segundo Passos et al., (2008), no entanto, considera-se atualmente que a arma

mais eficaz na prevencao primaria da infec¢do pelo HPV pode ser a vacinagao.

No Brasil, duas vacinas contra o HPV estéo liberadas para uso pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A vacina tetravalente desenvolvida pela
Merck, Sharp & Dohme (MSD) foi aprovada para uso no Brasil em 2006 em
mulheres de 9 a 26 anos e previne contra os tipos 6, 11, 16 e 18, conferindo
protecdo em relacdo ao desenvolvimento de lesdes benignas e malignas. A vacina
bivalente desenvolvida pela Glaxo, Smith & Kline (GSK) esta aprovada desde 2008
para uso em mulheres de 10 a 25 anos e é voltada contra os HPV 16 e 18. E valido
ressaltar que estas vacinas sao profilaticas, ndo terapéuticas, portanto, ndo tratam
de lesBes preexistentes HPV-positivas. Vacinas terapéuticas estdo também em
estudo (PASSOS et al., 2008; TERMINI, VILLA, 2008; GIRALDO et al, 2008).

2.2.b —Herpesvirus Simples 2

Os herpesvirus formam um grupo de virus de genoma grande, sendo alguns
deles patogénicos em seres humanos. Pertencem a familia Herpesviridae, que
compreende trés subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae. Os herpesvirus patogénicos em humanos estdo descritos no
quadro 1, e sdo classificados em subgrupos definidos pelo tipo de célula mais
frequentemente infectada e local de laténcia (RACZ, 2008; PAULUS, NITZSCHE,
NEVELS, 2010).

Os Herpesvirus sao virus grandes e envelopados. Os virions apresentam
estrutura complexa que compreende o core, o capsideo, o tegumento e o envelope.

No core, seu genoma consiste de uma unica molécula linear de DNA dupla-fita, que
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varia dentre 120 a 250 Kb e pode codificar de 70 a 200 proteinas, empacotado em
um capsideo icosaédrico. O nucleocapsideo é envolto na matriz protéica
aparentemente amorfa do tegumento, e externamente o envelope consiste numa
bicamada lipidica contendo 10 ou mais glicoproteinas virais (SUBAK-SHARPE,
DARGAN, 1998; LEUNG, SAUVE, DAVIES, 2003; RACZ, 2008).

Quadro 1 — Herpesvirus patogénicos em humanos

Subfamilia Género Virus Células infectadas
Simplexvirus Herpes Simples tipo 1 e 2 Infectam células
(HHV-1 e HHV-2) epiteliais e produzem

Alphaherpesvirinae

infeccdes latentes nos

Varicellovirus Virus da Varicela-zGster -
(HHV-3) neurdnios
Cytomegalovirus Citomegalovirus (HHV-5) Virus linfotrépicos, e
Betaherpesvirinae _ __ infectam também outras
Roseolovirus Virus do exatema subito células

(HHV-6, HHV-7)

Lymphocryptovirus | Virus Epstein-Barr (HHV-4) Produzem infecgéo
Gamabherpesvirinae latente principalmente
Rhadinovirus Virus do Sarcoma de em célula linféide

Kaposi (HHV-8)

Todos os herpes virus estudados apresentam uma marcante caracteristica
comum: o estabelecimento de um longo ciclo infeccioso latente apdés uma fase de
replicacdo litica ativa. Durante o ciclo infeccioso, a maioria dos genes virais sao
expressos resultando numa grande disseminacao viral. Em contraste, a expressao
génica viral é largamente reprimida durante a fase de laténcia e particulas virais nao
sao formadas (SUBAK-SHARPE, DARGAN, 1998; MAITRA, GUPTA, 2007;
PAULUS, NITZSCHE, NEVELS, 2010).

Dentre os herpesvirus patogénicos em humanos, trés constituem importantes
patdgenos transmissiveis por via sexual: o citomegalovirus humano (HCMV) e os

herpes simples tipo 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), sendo mais comum o tipo 2.

O herpes genital pode ser causado pelos HSV-1 e HSV-2, porém a infeccao
pelo HSV-2 é mais comum, mais grave e mais propensa as recorréncias. O HSV-1
estd mais frequentemente relacionado as lesGes orolabiais, com laténcia no ganglio

trigémeo (90%), porém em cerca de 10% dos casos é causador do herpes genital.
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Por sua vez, o HSV-2 é responséavel por 90% das lesdes genitais, com laténcia no
ganglio sacral e por 10% das lesdes orofaciais (PASCHOINI et al., 2001; CONTI,
MALACRINO, MASTROMARINO, 2009).

Os genomas dos HSV-1 e -2 sdo extremamente parecidos e compartilham
muitas regibes em comum. O HSV-1 apresenta cerca de 152.261 pb e o HSV-2 é
um pouco maior, exibindo cerca de 154.746 pb. O genoma é dividido em duas
grandes regides; a regido L (do inglés “Long”) e a regido S (do inglés “Short”), como
demonstrado na figura 2 (DOLAN et al., 1998).

o 20 4 60 80 100 120 140 1547 kbp
—— I ey B
TRL u, IRL IR Ug TRg
( Y )
L S

Fig. 2 — Representacdo da estrutura genémica dos Herpesvirus simples 1 e 2
(linha do meio), com a escala apresentada no topo da imagem. As porc¢des de
cOpia Unica do genoma (U_ e Us) sdo representadas pelo traco fechado e as
regioes repetitivas (TR, IR, IRs e TRs) sdo representadas pelas caixas claras.
FONTE: DOLAN et al. (1998).

A regido L compreende a regido de copia Unica de gene U, que apresenta 58
genes numerados de UL1 a UL56, e as regides repetitivas TR_. e IR,, que
apresentam 2 copias dos genes RL1 e RL2, posicionadas nas extremidades da
regido de copia Unica. De forma semelhante, a regido S compreende a regido de
copia Unica Us, que apresenta 13 genes, numerados de US1 a US12, posicionada
entre as regides repetitivas IRs e TRs, que apresentam, cada uma das regides, uma
copia do gene RS1 (DOLAN et al., 1998).

A transmisséo sexual do HSV-2 depende de contato intimo entre um individuo
susceptivel e um individuo excretando virus ativamente. O virus deve entrar em
contato com as superficies mucosas para que a infecgcdo seja iniciada. Apds a
infecc@o, o virus replica-se na regido genital, perigenital ou anal, colonizando o
ganglio sacral. A seguir, os virus migram pelos axonios até os ganglios sensitivos
regionais (neuroviruléncia), onde permanecem em laténcia, em uma forma n&o-
infecciosa, em equilibrio com a célula hospedeira, porém, com reativacao periodica e

liberac&o do virus infeccioso (RACZ, 2008).
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Nas mulheres, as lesdes comecam 3 a 7 dias ap0s o contato sexual e causam
bastante desconforto. A infecg@o primaria apresenta-se clinicamente pela presenca
de maculas, papulas, seguidas por vesiculas que estouram, deixando uma area de
ulceracao bastante dolorosa de forma bilateral na vulva, nadega, perineo, vagina e
até na regido cervical. O acometimento cervical causa leucorréia, e a infec¢éo traz
sintomas sistémicos, como febre, mal-estar e surgimento de linfonodos inguinais
dolorosos. As lesdes cicatrizam espontaneamente em 1 a 3 semanas. A gravidade
da infeccdo primaria € maior em mulheres do que em homens, geralmente atendo-
se a um numero limitado de lesGes vesiculares na glande ou no corpo do pénis
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

A infeccdo primaria esta associada a um grande indice de replicagcéo viral,
que é responsavel pela alta taxa de transmissao durante a infeccdo ativa, e o
periodo de excrecdo dura cerca de 3 semanas. Quanto mais grave a infeccao
primaria, maior a probabilidade de ocorréncia de reativacbes. O herpes genital
recorrente € a forma mais branda da doenca, onde um limitado nimero de lesdes
aparece no corpo do pénis ou na vulva, durando aproximadamente 7 a 10 dias.
Cerca de 90% dos pacientes infectados apresentam recorréncias. Nas reativacoes,
0s virus sdo excretados por cerca de 2 a 5 dias e em concentracdes bem mais
baixas que na infec¢do priméria. A reativacdo pode até ser assintomatica, facilitando
a disseminacdo (RACZ, 2008).

A recomendacgdo para abstinéncia sexual durante os periodos de infeccéo
ativa é praticamente a Unica forma de prevenir a transmisséo, pois 0s preservativos
ndo sao totalmente eficazes, uma vez que as lesBes herpéticas situam-se
principalmente na genitalia externa (PINTO, BAGGIO, GUEDES, 2005; GOMES et
al., 2007).

E importantissimo levar em consideragdo que evidéncias demonstram que as
DST podem aumentar o risco de adquirir o HIV em mais de 18 vezes, principalmente
se a DST causa Ulceras genitais, que € o caso da infeccdo herpética. Dessa forma,
mesmo dado o grande namero de diagnosticos possiveis quando do aparecimento
de JUlceras genitais, € usual considera-las num primeiro momento como

consequéncia de DST, com o0 objetivo de tentar reduzir a transmissao de outras
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DST, principalmente a AIDS (GOMES et al., 2007; MAITRA, GUPTA, 2007,
SUNKOTE et al., 2009).

Outra grave consequéncia da infeccdo por HSV é a transmisséo para o feto
ou recém-nascido. A infec¢cdo no Utero ocorre como consequéncia de infeccdes
transplacentarias ou infeccdo ascendente, e acontece em cerca de 10% dos casos.
A forma mais comum de infec¢éo, porém, é o contato do recém-nascido, durante o
parto, com secregbes maternas infectadas, ocorrendo em 75% a 80% dos casos.
Segundo Paschoini et al. (2001), estima-se que a taxa de transmissao da infeccao
por HSV-2 aos recém-nascidos seja de 40% a 50% nas gestantes com infec¢éo
primaria e de cerca de 3% a 5% naquelas com reativacdo. Os casos restantes sdo
atribuidos a infeccdo pdés-natal: parentes ou funcionarios de hospital com herpes
labial podem atuar como reservatoério para a infeccdo de recém-nascidos (ALANEN
et al., 2005; CLEARY et al., 2005).

Considera-se que os casos de herpes neonatal decorrentes de contaminacao
no canal de parto respondem pelo maior nimero de complicacdes no recém-
nascido. Sendo a infeccao perinatal a principal rota de transmissao para o bebé, o
HSV-2 é o principal causador da infeccdo herpética neste. Podem ocorrer lesdes na
pele, olhos e boca, encefalite e infeccdo disseminada. O parto cesariano € o mais
recomendado neste caso (WEINBERG et al., 1993; PASCHOINI et al., 2001;
CLEARY et al., 2005; RACZ, 2008).

Na infeccdo transplacentaria ou ascendente, se esta ocorrer durante a
organogénese, frequentemente pode levar ao aborto espontaneo, defeitos
congénitos (principalmente microcefalia, calcificagdes intra-cranianas e microftalmia)
e natimortos (PASCHOINI et al., 2001).

Ainda hé dificuldades para um exame diagndstico laboratorial preciso e rapido
para deteccdo do HSV. Varias técnicas tém sido descritas, tais como cultura viral,
citologia, microscopia eletrbnica, ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
Western blot, e PCR. A cultura viral retarda bastante o diagndéstico (cerca de 10 dias)
e apresenta elevado custo. A citologia ndo detecta o virus, e sim identifica alteracdes
celulares que ele provoca, apresentando baixa sensibilidade. A microscopia

eletrbnica € usada no diagnostico de lesGes herpéticas ativas, mas apresenta

sensibilidade e especificidade baixas, além de alto custo. O ELISA tem sido bastante
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usado, pois tem alta sensibilidade, apesar de até pouco tempo atras os Kkits
diagnosticos desenvolvidos ndo serem capazes de discriminar entre os tipos virais
com total certeza. De todas as técnicas, a PCR e a PCR em tempo real (real time-
PCR) tém sido consideradas altamente especificas para o diagnéstico das infeccdes
herpéticas, apresentando o inconveniente do alto custo para a realidade de muitos
servigos diagndsticos, especialmente na rede publica de saude (PASCHOINI et al.,
2001; GREER, WENDEL, 2008; MARAL et al., 2009, SUNKOTE et al., 2009; DINC
et al., 2010).

2.2.c — Citomegalovirus Humano

O outro importante herpesvirus que pode ser transmitido por via sexual
(embora ndo exclusivamente) é o citomegalovirus humano (HCMV ou HHV-5), um
betaherpesvirus. As células infectadas por este virus aumentam de tamanho, dai o
seu nome cito (célula) megalo (grande). O citomegalovirus € um classico agente de
infeccdo oportunista, que pode causar severa doenca ha auséncia de uma efetiva
resposta imune, de forma que sua importancia tem sido cada vez mais apercebida
devido aos recentes tratamentos imunossupressores (por exemplo, na quimioterapia
do cancer e no transplante de 6rgaos) bem como devido ao crescente avanco da
epidemia de AIDS no mundo. O HCMV estabelece uma infeccdo latente com
episodios de reativacdo durante os quais € excretado na saliva, urina, secrecao
cervical, esperma e leite materno (SPANO et al., 2007; HO, 2008; BAYRAM,
OZKUR, ERKILIC, 2009).

Landolfo et al. (2003) trazem uma revisdo detalhada sobre o genoma do
HCMV. O genoma deste virus é composto por cerca de 230 kb, com cerca de 225
ORFs de 100 ou mais aminoacidos. Estas ORFs sdo denominadas sequencialmente
de acordo com a sua localizagdo dentro da regido Unica ou repetitiva, pois 0 genoma
do HCMV também apresenta um arranjo de regido longa unica (UL, do inglés unique
long), regido curta Unica (US, do inglés unique short) e regides repetitivas. Uma vez
que as regides longa e curta podem ser orientadas em qualquer dire¢do, quatro
isbmeros gendmicos sdo produzidos na progénie viral, como mostrado na figura 3
(LANDOLFO et al., 2003; BOECK, GEBALLE, 2011).
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Figura 3 — Estrutura dos quatro isdbmeros genémicos do HCMV.
Fonte: Landolfo et al., 2003

O HCMV é transmitido pelo contato direto com fluidos corporais de pessoas
excretando o virus e ndo parece ocorrer por transmissdo aérea ou através de
aerossois. Apos a aquisicao inicial, o virus é excretado em altos titulos na urina,
saliva, lagrima, sémen e secrecfes cervicais por meses ou anos. O leite materno
também transmite o HCMV, além das transfusdes e os transplantes de 6rgéos de
pessoas infectadas (HO, 2008; RACZ, 2008; BOECK, GEBALLE, 2011).

A infeccdo priméaria inicia-se com a replicacao viral no epitélio mucoso no sitio
anatbmico da porta de entrada. A ligacdo e a penetracdo do virus sdo eventos
rapidos e eficientes. A fusdo do virus e da membrana da célula hospedeira é
seguida pela entrada do virus na célula e sua rapida translocacao para o nucleo,
onde acontecem os eventos de expressao génica viral, replicagdo e montagem do
nucleocapsideo, e a partir dai, formacao e liberacdo das particulas virais. A infeccao
dissemina-se, de forma que espécimes provenientes de necrépsias mostram que o
HCMYV infecta uma grande variedade de tecidos: células epiteliais, tais como as das
glandulas salivares e tubulos renais, células endoteliais, células progenitoras da
linhagem mielocito-mondcito, e leucdcitos maduros circulantes (LANDOLFO et al.,
2003; GERNA, BALDANTI, REVELLO, 2004; SPANO et al., 2007).

Em hospedeiros imunocompetentes, a infeccdo primaria manifesta sinais e
sintomas genéricos, tais como dor de cabeca, fadiga e inflamagdo de garganta.
Praticamente nenhum traco especifico de infeccdo é observado, exceto a
soroconversédo. A laténcia do HCMV é mantida em todos os individuos que sofrem a

infecc@o priméria. A infeccdo latente pode reativar e produzir virus infecciosos que
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novamente estardo presente na saliva, urina e outros fluidos corporais. A reativagao
€ muitas vezes assintomética e favorece a disseminacgédo viral horizontal e vertical
(NIGRO et al., 2003; GERNA, BALDANTI, REVELLO, 2004; HO, 2008).

Os quadros de imunodeficiéncia sdo um fator importante na propensao do
virus a reativacdo, com quadro de infeccdo ativa bem mais severa em relacdo ao
individuo imunocompetente. Nestes, a infeccdo é subclinica em cerca de 90% dos
casos. As doencas mais comuns causadas pelo HCMV em pacientes
imunossuprimidos sdo pneumonite, lesGes gastrointestinais, hepatite, retinite,
pancreatite, miocardite e as vezes encefalite. Adicionalmente, ha uma maior
propensado as infeccbes oportunistas bacterianas ou fungicas (GERNA, BALDANTI,
REVELLO, 2004; BAYRAM, OZKUR, ERKILIC, 2009; BOECK, GEBALLE, 2011).

A transmissao vertical do HCMV da mae para o feto ou recém-nascido é
comum e desempenha um papel importante na manutencdo da infeccdo na
populacdo. Nestes casos, o HCMV pode ser transmitido de 3 formas:

transplacentaria, intraparto ou através do leite materno (HO, 2008; RACZ, 2008).

O HCMV apresenta transmissdo intraplacentaria natural, que ocorre com
maior frequéncia durante a infeccdo primaria. Durante a reativacdo da doenca
também pode ocorrer a transmissao, e o bebé pode sofrer sequelas, porém, é mais
dificil, pois os anticorpos maternos contra o HCMV promovem certa protecao ao feto
(BIRI et al., 2006; HO, 2008). Neste quesito, porém, Adler (2011) afirma haver certa
incerteza em relacdo a esse papel protetor dos anticorpos maternos, e enfatiza
através da citacdo de alguns estudos, que mulheres infectadas previamente tém
trasmitido a infeccéo para o bebé e tém dado a luz tanto a criancas assintomaticas

guanto sintomaticas, cujo principal sintoma é perda auditiva.

O tecido uterino materno pode ter sido infectado tanto por via ascendente
(infeccéo proveniente da cérvice) quanto por via hematogénica. Os recém-nascidos
assim infectados, quando sintomaticos (cerca de 10%), podem apresentar purpuras,
hepatoesplenomegalia, ictericia, pneumonia e sintomas neuroldgicos, principalmente
calcificagéo intracranial, microcefalia, deficiéncia auditiva e convulsdes. A maioria
dos recém-nascidos (cerca de 90%), porém, apresenta-se assintomatica, mas 10 a
15% deles desenvolverdo essas sequelas nos primeiros anos de vida. A infeccao

congénita pelo HCMV ocorre aproximadamente de 0,2 a 2,5% de todos os nascidos
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vivos (LEUNG, SAUVE, DAVIES, 2003; BIRI et al., 2006; HO, 2008; ADLER, 2011;
BOECK, GEBALLE, 2011).

A transmissao durante o parto € devida a excre¢do local do virus na vagina e
na cérvice, seguida pela ingestdo da secrecdo pelo feto. O préprio feto comeca
também a excretar o virus com cerca de 6 meses de idade. Entretanto, a forma mais
comum de transmissdo vertical é através do leite materno, devido a presenca do
virus neste. A transmissdo esta relacionada ao tempo de amamentagdo e a carga
viral no leite (HO, 2008; RACZ, 2008).

Para o diagndstico do citomegalovirus, o cultivo viral em fibroblastos humanos
€ a técnica padrdo, mas na pratica clinica, a sorologia é o método efetivamente
utilizado, inclusive com indicacdo do exame soroldgico em banco de sangue
destinado a pacientes transplantados e recém-nascidos abaixo de 1.200 g ao
nascer. A deteccdo do DNA viral pode ser feita através de PCR ou captura hibrida,
podendo ser usadas amostras de sangues ou fluidos corporais (RACZ, 2008;
SOUZA et al., 2010).

2.2.d - Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis é uma bactéria pertencente a familia Chlamydiaceae
e ao género Chlamydia, juntamente com a Chlamydia pecorum, a Chlamydia
pneumoniae e a Chlamydia psitacci, essas duas ultimas também patogénicas em
humanos. E uma pequena bactéria que é um parasita obrigatoriamente intracelular,
e em funcdo da obrigatoriedade deste parasitismo, por muito tempo as clamidias
foram consideradas como virus. Sao, porém, bacilos gram-negativos, desprovidos
de motilidade, que tém alto tropismo pelos epitélios genital e conjuntival, causando
algumas patologias nestes sitios anatdbmicos (CEVENINI, DONATI, SAMBRI, 2002;
MIRANDA, GADELHA, PASSOS, 2003; FREDLUND et al., 2004).

A infeccdo por clamidia &€ um exemplo da vitoriosa capacidade de
microrganismos patogénicos se adaptarem ao organismo humano de forma
silenciosa, pois cerca de 70 a 75% das infec¢des sdo assintomaticas. Eis a razdo da

sua dificuldade em ser diagnosticada e isso garante ao microrganismo a
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possibilidade de propagar-se para o trato genital superior, causando danos a longo
prazo (OLIVEIRA et al., 2008a).

No aparelho genital, os sintomas aparecem de 1 a 3 semanas apos a
infeccdo, mas muitas mulheres e homens ndo os desenvolvem. Estes sintomas
estdo relacionados a secrecdo vaginal, dor e ardor ao urinar, polilria, cdlicas
abdominais e sangramento apos relagdo sexual. Se ndo tratada, a infeccdo pode
avancar para a cavidade e 6rgados peélvicos, causando doenca inflamatoria pélvica
(DIP), salpingite, e linfogranuloma venéreo. Esta doenca pode causar infertilidade,
gravidez ectdpica e aderéncias peritoneais. Na mulher gestante, a infeccdo pode
causar ruptura prematura de membranas, parto prematuro e transmissdo neonatal.
Nos homens, os efeitos estdo mais relacionados a uretrites, cujo principal sintoma é
a disuria (CODES et al.,, 2002; FREDLUND et al., 2004; LOGAN et al., 2005;
SIEMER et al., 2008; BEBEAR, BARBEYRAC, 2009; SHAW et al., 2011).

A infertilidade é certamente um problema central na infecgcdo por clamidia,
com grandes consequéncias emocionais, sociais e econdmicas para o casal infértil.
A infertilidade tubaria causada pela C. trachomatis € comum em mulheres com
infertilidade secundéria (aquelas que ja tiveram gestacdes, mas ndo conseguem
mais conceber), enquanto que os disturbios ovulatérios e as patologias endometriais
sdo as principais causas da infertilidade primaria (dificuldade de um casal em idade
reprodutiva para conceber pela primeira vez depois de, no minimo, um ano de coito

regular sem nenhum tipo de protecao) (PELLATI et al., 2008).

Um outro importante aspecto da infec¢do por clamidia é sua possivel co-
participacdo no desenvolvimento do carcinoma de colo uterino, juntamente com o ja
referido HPV. Estudos encontram relacdo positiva entre a presenca de clamidia e a
presenca de alteracbes citologicas de baixo e alto grau e carcinoma cervical. A
infeccéo clamidial parece ter papel facilitador na carcinogénese cervical por meio da
proteina do choque térmico 60 (HSP60, do inglés “heat shock protein 60”), pois esta
proteina tem acao anti-apoptética durante a infeccéo persistente, facilitando a agéo
das oncoproteinas em células simultaneamente infectadas por HPV de alto risco
(FINAN, TAMIM, ALMAWI, 2002; OLIVEIRA et al., 2008a)

Ja foram identificados 19 sorotipos de C. trachomatis. Os sorotipos A, B, Ba e

C infectam principalmente a conjuntiva e estdo associados com tracoma; 0S
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sorotipos D, Da, E, F, G, Ga, H, |, la, J e K s&o predominantemente isolados do trato
urogenital e estdo associados com uretrite, cervicite, endometrite, salpingite, peri-
hepatite, dentre outras patologias; os sorotipos L1, L2, L2a e L3 podem ser
encontrados em linfonodos inguinais e estdo relacionados com o linfogranuloma
venéreo. Os sorotipos do grupo L sdo mais invasivos que os do grupo D-K, afetando
camadas mais profundas de tecido conjuntivo, sendo capazes de disseminar-se para
os linfonodos loco-regionais (CEVENINI, DONATI, SAMBRI, 2002; BEBEAR,
BARBEYRAC, 2009; SHAW et al, 2011).

O genoma da C. trachomatis ja esta completamente disponivel. E formado por
um cromossomo circular com 1.042.519 pb, além de 7.493 pb contidas no DNA
plasmidial. Ha cerca de 7 a 10 coépias do plasmideo por bactéria. O genoma da C.

trachomatis codifica aproximadamente 875 proteinas (www.chlamydiae.com).

O diagnostico da C. trachomatis pode ser feito através de cultura celular, por
imunofluorescéncia direta, ELISA, captura hibrida ou PCR. Para estes dois ultimos,
as amostras podem ser coletadas pelos chamados métodos invasivos (swab
endocervical e uretral e espécimes tomadas do trato genital superior) e nao
invasivos (primeira urina do dia, e swab vulvo-vaginais coletados pela propria
paciente). A sorologia pode ser usada, mas apresenta reacdo cruzada com outras
espécies de clamidia e nado discrimina entre infeccdo passada e presente. Na
citologia pela coloracdo de Papanicolau podem ser vistas inclusdes citoplasmaticas
basofilicas ou eosinofilicas no interior dos vacuolos, causadas pela clamidia, mas
nao deve ser usada para rastreamento, pois apresenta baixa sensibilidade (LOGAN
et al., 2005; CODES et al., 2006; SEADI, 2006; SIEMER et al., 2008; BEBEAR,
BARBEYRAC, 2009; HADGU, STERNBERG, 2009; LUPPI et al., 2011).

Os estudos relativos aos testes rapidos para diagnéstico de clamidia tem
mostrado falta de concordancia entre eles e o padréo-ouro (PCR) (CORNETTA,
GONGCALVES, BERTINI, 2006). Frequentemente os resultados apontam para uma
alta especificidade dos testes rapidos, porém baixa sensibilidade, por isso é citado
gue ndo deve ser usado nos programas de rastreamento (GREER, WENDEL, 2008;
BEBEAR, BARBEYRAC, 2009). S&0, no entanto, uma opgao em contextos em que

0S pacientes nao retornam para acompanhamento clinico (estratégia “testar e tratar”,
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para consequentemente diminuir o risco de sequelas inflamatorias e diseminagéo da
infeccdo) (HARKINS, MUNSON, 2011).

Em virtude das infecgdes por clamidia serem assintomaticas, exames nao
invasivos (e que utilizam técnicas moleculares), como o de urina, que dispensam um
ambiente clinico, podem ser uma importante ferramenta de rastreamento da doenca,
embora se considere que neste tipo de amostra a sensibilidade é um pouco menor
(SIEMER et al., 2008; MASEK et al., 2009; LUPPI et al., 2011; HARKINS, MUNSON,
2011). Segundo Codes et al. (2006) e Marques et al. (2007) a implementacéo
rotineira desse exame por mais de dez anos em algumas regifes dos Estados
Unidos e em outros paises desenvolvidos levou a uma declinio significativo da
prevaléncia de clamidia (e também gonorréia), resultando na economia de gastos

evitaveis que podem ser aproveitados para outras melhorias na assisténcia a saude.

2.2.e - Neisseria gonorrhoeaea

A doenca gonorréia € uma das DST mais antigas conhecidas pelo homem. Ha
relatos de sua ocorréncia nos escritos chineses, nos manuscritos biblicos do Velho
Testamento e em outras literaturas da antiguidade. Seu nome originou-se das
palavras gregas GONOS = espermatozoéide e RHOIA = corrimento, pela confusédo do
seu exsudato purulento com o sémen. E uma doenca que muito frequentemente
encontra-se em co-infecgcdo com a C. trachomatis (PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000;
SCHIELKE, FROSCH, KURZAI, 2010).

A bactéria causadora foi descrita por Albert Neisser, em 1879. A Neisseria
gonorrhoeae é um conhecido diplococo Gram-negativo, com cerca de 0,6 a 1,0 um
de diametro, reniforme com as faces cOncavas adjacentes, nao-flagelado, néo
formador de esporos, encapsulado, anaerébico facultativo. As bactérias encontram-
se sempre agrupadas no espacgo extracelular ou no citoplasma dos leucocitos
polimorfonucleares. O género Neisseria apresenta cerca de 10 espécies, dentre
saprofitas ou patogénicas aos humanos. As patogénicas sao a N. gonorrhoeae, que
infecta o trato urogenital e € um patdégeno obrigatorio e a N. meningitidis, que
coloniza a mucosa nasofaringea e é um patdgeno ocasional. Ambas sé&o

consideradas colonizadoras de sucesso, pois sdo capazes de evadir-se do sistema
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imune pela constante variacdo de seus antigenos de superficie (incluindo pili,
proteina Opa) ou pela mimetizagdo com moléculas do hospedeiro (PENNA,
HAJJAR, BRAZ, 2000; FREDLUND et al., 2004; SCHIELKE, FROSCH, KURZAI,
2010; TOBIASON, SEIFERT, 2010).

O contetdo genémico da N. gonorrhoeae tem como caracteristica especial o
fato de cada coco apresentar 3 copias do genoma completo, sendo portanto, uma
espécie polipléide, conforme indicam estudos usando citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia (TOBIASON, SEIFERT, 2010). O cromossomo da N.
gonorrhoeae tem cerca de 2.153.944 pb (nimero de acesso no GenBank
AE004969), e pode apresentar um plasmideo criptico, varios plasmideos produtores

de beta-lactamase e diferentes plasmideos conjugativos (FREDLUND et al., 2004).

A gonorréia € uma doencga infecciosa do trato urogenital, transmitida quase
gue exclusivamente por contato sexual ou perinatal. Acomete primariamente as
membranas mucosas do trato genital inferior e menos frequentemente a do reto,
orofaringe e conjuntiva. A N. gonorrhoeae primariamente infecta o epitélio colunar
endocervical, com concomitante infeccdo uretral. A ligacdo ao tecido mucoso é
seguida em 24 a 48 horas pela penetracao do organismo entre e através das células
epiteliais para chegar ao tecido submucoso. H4 uma grande resposta dos leucocitos
polimorfonucleares, com descamacdo do epitélio, desenvolvimento de
microabcessos submucosos e formacdo de exsudato. A seguir, a infeccao aguda é
substituida gradualmente por macréfagos e linfocitos. A maioria das pacientes
infectadas desenvolve sintomas, porém algumas permanecem assintomaticas ou
desenvolvem apenas sintomas leves (PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000; WHILEY,
TAPSALL, SLOOTS, 2006; PELLATI et al., 2008).

O periodo de incubacéo varia entre os casos. Nas mulheres que apresentam
sintomas, estes aparecem cerca de 10 dias ap0s o contato sexual com parceiro
infectado. Os sintomas predominantes incluem a cervicite, corrimento vaginal e
disuria. Se néo tratada, a infeccdo ascendente pode ocorrer entre 10 a 20% dos
casos de mulheres infectadas podendo resultar em DIP, que pode manifestar-se
como salpingite, endometrite, abscesso tubo-ovariano, que pode levar a gravidez
ectopica, esterilidade e dor cronica (NG, MARTIN, 2005; PELLATI et al., 2008;
SCHIELKE, FROSCH, KURZAI, 2010).
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Outras manifestacdes que evidenciam a infeccdo sexual por gonococo séo a
gonorréia anoretal e a faringite gonococica, decorrentes das praticas sexuais anal e
oral, respectivamente. Uma complicacdo decorrente da disseminacéo desta bactéria
€ a perihepatite aguda, que decorre da extensdo direta da N. gonorrhoeae (e
também da C. trachomatis) da tuba uterina a capsula hepatica e ao peritdnio
adjacente. Esta doenca resulta em dor abdominal e sensibilidade na regido, dentre
outras manifestacdes. Em casos raros, pode haver uma infeccdo disseminada, com
complicac@es sistémicas (PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000; NG, MARTIN, 2005).

A gonorréia nas gestantes associa-se com risco aumentado de aborto
espontaneo, parto prematuro, ruptura prematura de membranas e mortalidade fetal
perinatal. Maes infectadas podem transmitir a bactéria para o feto intra-Utero,
durante o parto ou no pés-parto. A conjuntivite gonocécica representa a
manifestacdo mais comum (PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000; NG, MARTIN, 2005).

A N. gonorrhoreae vem desenvolvendo resisténcia a varios agentes
antimicrobianos utilizados em regimes de tratamento. A producdo de penicilinase
pelo gonococo é o tipo mais comum de resisténcia (resultado da aquisicdo de
plasmideos que codificam beta-lactamase), seguido pela resisténcia a tetraciclina e
clorafenicol. O tema € tao sério que nas duas Ultimas décadas, varios paises em
diferentes regiées do mundo, implementaram programas de vigilancia da resisténcia
antimicrobiana para N. gonorrhoeae, de maneira que podem monitorar, a nivel
internacional, a emergéncia e a prevaléncia de cepas resistentes e sua circulacao.
Aqui no Brasil, em 1996, o Programa nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS (PNDST/AIDS), do Ministério da Saude, comecou também a
implementar a Rede Nacional de Vigilancia da Resisténcia dos gonococos
(RENAGOGO), inclusive com a contribuicdo de laboratérios em Manaus/AM. Aqui
nesta cidade, estudos revelam altos indices de resisténcia a penicilina e a
tetraciclina, e indices preocupantes em relacdo ao ceftriaxone e ciprofloxacino

(BARRETO et al., 2004; FERREIRA et al., 2007b).

Para o diagnéstico laboratorial da gonorréia, a cultura bacteriana é
geralmente considerada sensivel e especifica. Embora a N. gonorrhoeae seja uma
bactéria fastidiosa, a cultura tem sido considerada o padréo-ouro para o diagésico

definitivo pois além de ser de relativo baixo custo, também prové viabilidade para
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testar susceptibilidade aos antibidticos, o que € muito importante no atual contexto
das resisténcias adquiridas. Tanto amostras cervicais quanto uretrais podem ser
usadas para deteccdo do gonococo. Quando a paciente apresentar corrimento
uretral, esta sempre deve ser tomada, pois a sensibilidade para deteccdo do
gonococo € maior que na cérvice (NG, MARTIN, 2005; HIELMEVOLL, OLSEN,
SOLLID, 2006; WHILEY, TAPSALL, SLOOTS, 2006).

Os testes moleculares de diagndstico podem ser tantos os de amplificacdo
(PCR, PCR em tempo real), quanto de hibridizacéo através de sondas. Os baseados
na amplificacdo tém alta sensibilidade e apresentam grande vantagem relacionada
ao tempo de execucdo, que é muito menor em relacdo a cultura. Porém, tém a
desvantagem de nao discriminarem entre infec¢ao recente ou passada, uma vez que
o DNA do gonococo pode permanecer algum tempo depois do tratamento. Como a
N. gonorrhoeae e a C. trachomatis muitas vezes co-infectam as mulheres, alguns
kits comerciais estéo disponiveis para detec¢cdo de ambos, sendo o mais usado aqui
no Brasil o Kit Roche Amplicor PCR. Estes kits comercais podem ser inclusive
utilizados para deteccdo na urina e em swabs vaginais coletados pela propria
paciente fora do ambiente clinico, o que amplia a deteccdo em mulheres
assintomaticas (NG, MARTIN, 2005; MASEK et al., 2009).

Os testes rapidos para deteccdo do gonococo ainda ndo apresentam a
sensibilidade ideal. Benzaken et al. (2006) pesquisaram a detec¢do do gonococo por
este método numa clinica de DST na cidade de Manaus/AM e encontraram

sensibilidade de 60% em relacdo a cultura.

2.2.f - Trichomonas vaginalis

A tricomoniase vaginal € uma das mais prevalentes infec¢cdes sexualmente
transmissiveis. E causada pelo Trichomonas vaginalis, um protozoario flagelado,
descrito por Alfred Donné em 1836. Este microrganismo nao apresenta a forma
cistica, apenas trofozoitica, e apresenta um corpo celular de formato piriforme em
laminas a fresco ou fixadas e coradas. Outros Trichomonas colonizadores de
humanos sdo o Trichomonas tenax, presente na cavidade oral e o

Pentratrichomonas hominis, isolado no trato gastrointestinal. Estes ndo séao
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patogénicos e exibem tropismo especifico para estas localiza¢cdes anatdmicas. O T.
vaginalis € patogénico e exibe tropismo por células escamosas do trato urogenital,
sendo o humano o Unico hospedeiro natural deste patégeno (SCHWEBKER,
BURGESS, 2004).

O T. vaginalis possui quatro flagelos anteriores, desiguais em tamanho, um
flagelo recorrente e uma membrana ondulante, que se adere ao corpo pela costa e
constitui uma extensdo da membrana plasmética. O nucleo € elipséide, localizado
proximo a extremidade anterior. Apresenta ainda o axostilo, uma estrutura rigida e
hialina, formada por microtubulos, que se projeta através do centro do organismo,
prolongando-se até a extremidade posterior (SCHWEBKER, BURGESS, 2004;
BRAVO et al., 2010).

Este flagelado vive, principalmente, no muco e secrecdo vaginal das
mulheres; em homens, pode colonizar a uretra, prostata e epididimo, possuindo alto
tropismo pelo epitélio escamoso genital. Nestes habitats, ele multiplica-se por
divisdo binaria simples e da origem a uma grande populacdo no lumen ou nas
superficies mucosas. A sua transmissao acontece sobretudo por via sexual, porém é
possivel sua transmissao através de fomites, o que justifica sua presenca em
criancas e pessoas sem atividade sexual. Também € possivel a transmisséo vertical
durante o parto, sendo esta infec¢cdo assintomética e auto-limitada (MADICO et al.,
1998; SCHWEBKER, BURGESS, 2004).

O periodo de incubacédo varia de 4 a 28 dias. Na mulher, as manifestacfes
clinicas variam desde um estado assintomético até um estado de severa inflamacéao
(vaginite). A maioria das mulheres (cerca de 70%) apresenta corrimento vaginal mal
cheiroso. Apenas 10 a 20% das mulheres tém sintomas acentuados com corrimento
abundante, amarelo, espumoso e mucopurulento. Podem apresentar também odor
vaginal anormal e prurido vulvar. A vagina e a cérvice podem estar edemaciadas e
eritematosas, com erosdo e pontos hemorragicos, conhecido como aspecto de
morango. Dor abdominal também pode ser relatada (MADICO et al., 1998; BRAVO
et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2010).

Apesar de sua alta incidéncia, a infeccdo por este microrganismo ndo tem
sido alvo de grande atencédo por parte dos sistemas de saude, muito provavelmente

devido a sua sintomatologia severa, mas nao muito grave. Apenas mais
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recentemente, a infeccdo pelo T. vaginalis tem sido associada com uma variedade
de efeitos adversos para a saude da mulher, incluindo nascimento a pré-termo,
infeccdo pds-histerectomia, doenca pélvica inflamatdria e infertilidade. Uma das mais
graves associagdes tem sido a possibilidade da infecgdo por T. vaginalis facilitar a
transmissdo do virus HIV, o que tem sido postulado aumentar em cerca de 2 a 3
vezes 0 risco de contaminacdo (MADICO et al., 1998; SORVILLO et al., 2001;
MILLER et al., 2008; SUTTON et al., 2007; VAN DER POL et al., 2008).

Biologicamente, algumas raz0es sao sugeridas para esta associacao.
Primeiramente, a presenga do T. vaginalis evoca uma resposta inflamatéria com
grande infiltracdo de leucdcitos, incluindo linfécitos TCD4+ e macréfagos, ambas as
células alvos do HIV. Em segundo lugar, o T. vaginalis provoca focos hemorragicos
nas mucosas, proporcionando um direto acesso a corrente sanguinea (SORVILLO et
al., 2001; McCLELLAND, 2008; SHAFIR, SORVILLO, SMITH, 2009; BRAVO et al.,
2010).

Além de aumentar a via de entrada, pelos mesmos principios, o T. vaginalis
aumenta a via de saida, isto €, de transmissao do HIV, pois em uma pessoa
infectada com HIV, a presenca de focos hemorragicos e processo inflamatério
aumenta a quantidade de particulas virais nos fluidos corporais e a presenca de
células CD4+ e macréfagos infectados. Tem sido observado que a carga viral do HIV
diminui ap6s o tratamento para T. vaginalis com metronidazol tanto no sémen
guanto no exsudato vaginal. Devido a sua sintomatologia branda em muitos dos
casos, as pessoas infectadas continuam suas atividades sexuais normais (ao
contrario do que acontece com outras DST, como herpes, por exemplo), facilitando a
sua disseminacdo (SORVILLO et al., 2001; McCLELLAND, 2008; VAN DER POL et
al., 2008; SHAFIR, SORVILLO, SMITH, 2009).

O mais comum meio de deteccdo do T. vaginalis € a visualizagdo dos
tricomonas maoveis em preparacdes salinas de fluido vaginal, que deve ser realizada
dentro de 10 a 20 minutos ap6s a coleta da amostra, ou 0s organismos perdem a
viabilidade. Embora seja barato e rapido, o método depende muito da experiéncia do
citologista e tem baixa sensibilidade (35 a 80%) principalmente em pacientes
assintomaticas, devido ao baixo numero de organismos na amostra. O teste de

Papanicolaou também pode ser utilizado, apresentando também baixa sensibilidade.
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Até agora tem sido considerado o padrao ouro para o diagnostico do T. vaginalis a
cultura, sendo ideal cultura em meio liquido (MADICO et al., 1998; SCHWEBKER,
BURGESS, 2004; BRAVO et al., 2010; HOLLMAN et al., 2010).

A PCR para o diagnéstico do T. vaginalis se mostra bastante sensivel,
variando neste quesito de 81 a 97%, excedendo todos 0s anteriores, até mesmo a
cultura (VAN DER POL, KRAFT, WILLIAMS, 2006; VAN DER POL et al, 2008). O
cladssico estudo de Madico et al. (1998) comparando estes métodos mostrou que,
amostras vaginais de 350 mulheres foram analisadas e a cultura detectou T.
vaginalis em 6,6% das amostras, enquanto a PCR detectou o parasita em 39,0%
das amostras.
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2.3 - METODOS MOLECULARES DE DIAGNOSTICO

Os métodos moleculares de deteccdo de patdgenos exigem técnicas
laboratoriais mais sofisticadas e sensiveis. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) se destaca nesse contexto, pois marcou uma nova era na Biologia Molecular.
Esta técnica permite a obtencdo de uma grande quantidade de DNA através da
amplificagdo de uma sequéncia do DNA de interesse. Esta ferramenta tem
revolucionado o Diagnéstico Molecular na area da Saude, pois permite a detecgéo
de um determinado organismo, mesmo que esteja em quantidades muito pequenas
(RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006; WATSON et al., 2009).

A PCR foi idealizada por Kary Mullis no inicio dos anos 80, que, por este feito,
ganhou o prémio Nobel de quimica em 1993. A técnica consiste em uma reacdo de
amplificacdo de regibes especificas de DNA, através da sintese repetida durante
varios ciclos. A cada ciclo, o nimero de fragmentos amplificados é duplicado. A
sintese do DNA ¢é catalisada por um DNA-polimerase termoestavel, a partir de um
par de oligonucleotideos sintéticos de fita simples (iniciadores ou primers)
complementares a sequéncia de DNA de interesse (SNUSTAD, SIMMONS, 2008;
WATSON et al., 2009).

Com o aprimoramento da técnica, algumas8 variantes da PCR foram criadas,
como a PCR Hot Start, a PCR Touch-Down, a Nested PCR e a PCR em tempo real,

gue sao usadas em algumas situacdes especiais no diagndstico molecular.

A PCR Hot Start é uma técnica que foi desenvolvida para diminuir a
possibilidade da formacdo de produtos de PCR inespecificos. A formacdo de
produtos inespecificos pode acontecer devido ao anelamento inespecifico dos
iniciadores a sequéncias de DNA fita simples presentes na reacdo, pois esse
anelamento pode ser favorecido pelas baixas temperaturas no inicio da reacédo. Na
PCR Hot Start, a enzima DNA-polimerase entra em contato com o0s outros
componentes da reagcdo para comecar o seu trabalho de polimerizacdo apenas na
primeira etapa de desnaturacdo, evitando-se a sintese de DNA a partir de
anelamentos inespecificos. O que blogueia a acdo da DNA polimerase a baixas
temperaturas é a sua ligagdo com um anticorpo bloqueador que apenas desliga-se
da enzima quando € atingida uma alta temperatura (95°C) (RODRIGUES, SILVA,
SIQUEIRA, 2006).
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A PCR Touch-Down é uma variante da PCR também desenvolvida para tentar
diminuir a formacdo de produtos amplificados inespecificos, dessa vez através do
aumento da temperatura inicial de anelamento (aumento da estringéncia). Nesta
técnica, o termociclador é programado para diminuir de forma sequencial a
temperatura de anelamento dos iniciadores nos ciclos iniciais da PCR até
determinada temperatura, a qual é supostamente a ideal, sendo mantida nos ciclos
restantes (MADICO et al.,1998; RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006).

A Nested PCR é uma técnica que foi desenvolvida para tentar aumentar a
sensibilidade da reacdo de PCR. Nesta técnica, duas reacbes acontecem, com 0
uso de dois pares de iniciadores diferentes. A primeira reacdo acontece de maneira
usual, e na segunda reacao sao usados os produtos da primeira reacdo como DNA-
molde e iniciadores cuja regido de anelamento seja interna a estes produtos de
amplificacdo da primeira reacdo. O tamanho do amplicon da segunda reacao sera,
portanto, menor que o da primeira (RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006;
LIPPMAN et al., 2010; LIMA JUNIOR et al., 2011).

7

A PCR em tempo real é uma evolugdo da PCR em que se é capaz de
monitorar o progresso da PCR enquanto ela esta acontecendo, pois os dados séo
coletados ao longo de toda a PCR, e ndo apenas no final da reacdo. Nesta técnica,
utiliza-se o momento (ciclo) da reacdo no qual a amplificacdo de um alvo passa a ser
detectada pela primeira vez, o Cycle Threshold (C+), ao invés da quantidade de alvo
acumulado apds um numero fixo de ciclos. Se mais moléculas-alvo estiverem
presentes no inicio, poucos ciclos serdo necessarios para alcancar a fase
exponencial da reacdo. E, portanto, um sistema quantitativo, pois quantifica a
amplificacdo da molécula-alvo continuamente durante a PCR (WATSON et al.,
2009). Para a PCR em tempo real o aparelho termociclador contém um sistema
optico para excitacdo da fluorescéncia, um sistema otico coletor de fluorescéncia e
um computador com um software para aquisicdo e analise dos dados gerados
(NOVAIS, ALVES, 2004).

Para deteccdo de patdgenos (ensaios de presenca/auséncia), podem ser
usados principalmente dois tipos de sistemas: o sistema SYBR | e o0 sistema
Tagman. O corante SYBR se liga entre a fita dupla de DNA, e com a excitacao da

luz emitida pelo sistema 6tico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. E, no
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entanto, uma reacdo inespecifica, pois o corante se liga a todo DNA fita dupla
formado na reacao, incluindo os dimeros de iniciadores e produtos inespecificos. O
sistema de reacdo precisa por isso estar muito bem otimizado em todos o0s
parametros (concentracdo de sais, de dNTPs, de ions, de iniciadores) mas
principalmente, na escolha dos iniciadores de melhor performance (NOVAIS,
ALVES, 2004).

A PCR em tempo real do tipo Tagman é uma variante de PCR em que se
utilizam sondas (fragmentos de DNA marcados, usados para hibridizar outra
molécula de DNA) utilizadas para detectar sequéncias especificas nos fragmentos
de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade um
fluoréfogo, e na outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do
fluor6fogo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Durante a PCR em
tempo real a sonda TagMan hibridiza com a sequéncia de uma fita simples de DNA
complementar alvo para a amplificacdo. No processo de amplificacdo, a sonda
TagMan é degradada devido a atividade exonuclease 5 — 3’ da Tag DNA
polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante a extenséao. A
separacdo do fluor6fogo do quencher resulta em um aumento da intensidade da
fluorescéncia. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda
hibridiza e quando a amplificacdo da sequéncia alvo € estabelecida. O resultado da
reacao € lido por programa de computador acoplado ao aparelho de PCR em tempo
real, ndo sendo necessario, portanto, processamento pos-reacao (corrida em gel de
agarose para visualizacdo do fragmento amplificado), facilitando e diminuindo o
tempo do processamento (NOVAIS, ALVES, 2004).
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2.4 — EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS NO
BRASIL E NO AMAZONAS

Existem poucos dados oficiais sobre a epidemiologia das DST que nao séo de
notificacdo compulsoria no Brasil. Aliado a isso, a falta de estudos de base
populacional dificulta a visibilidade do problema. A maioria dos dados disponiveis

provém, portanto, de investigacdes regionais.

Um importante estudo no Brasil foi conduzido pelo Ministério da Saude,
idealizado e desenhado pelo Programa Nacional de DST e Aids, publicado no ano
de 2008, sobre as “Prevaléncias e frequéncias relativas de Doencas Sexualmente
Transmissiveis (DST) em populacBes selecionadas de seis capitais brasileiras,
2005” (BRASIL, 2008). Estas capitais foram: Fortaleza, Goiania, Manaus, Porto
Alegre, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Apesar de o Brasil ser um grande pais em
termos de extensédo territorial, e apresentar marcantes diferencas regionais em
termos sociais, econdmicos e culturais, a ainda apesar do estudo ndo ser
representativo para o Pais como um todo, ele claramente contribui para se ter uma
visdo mais ampla ndo s6 da epidemiologia das DST no Brasil, mas também para as
questdes da vulnerabilidade para adquirir DST e os comportamentos de risco nas
sub-popula¢des estudadas (homens trabalhadores de industrias e gestantes, como
representantes da populacdo sexualmente ativa, e homens e mulheres que

procuraram atendimento em clinica de DST).

Estimativas da prevaléncia populacional de infeccédo pelo HPV entre mulheres
em todo o mundo variam de 2% a 44% (STEBEN, DUARTE-FRANCO, 2007). A
ampla variacdo nas estimativas é explicada pelas diferencas nas médias de idade
das populacfes estudadas e na sensibilidade do método utilizado para deteccdo da
infeccdo pelo HPV (FEDRIZZI et al., 2008). Os métodos mais comumente utilizados

nas pesquisas sao a captura hibrida e a PCR.

Os dados brasileiros seguem a mesma tendéncia: variam de acordo com
caracteristicas da populacdo estudada e do meétodo utilizado. Dados relativos a

estudos brasileiros com mulheres assintomaticas estdo sumarizados no quadro 2.
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Quadro 2 — Estudos epidemiolégicos brasileiros relativos a prevaléncia de infeccdo pelo HPV em
mulheres, usando técnicas moleculares de diagndstico

Estudo Local Populagéo Método Prevaléncia
diagnostico
Igansi (2005) Porto Alegre/RS Mulheres em PCR 28,4%
exame
ginecolégico de
rotina
Oliveira et Pacoti/CE Estudo de base PCR 11,7%
al., (2007) populacional
Fredizzi et Floriandpolis/SC Mulheres em Captura 21%
al., (2008) exame Hibrida
ginecologico de
rotina
Moyses et Rio de Janeiro/RJ Mulheres em PCR 35,3%
al., (2008) exame
ginecolégico de
rotina
Magalhées Rio de Janeiro/RJ Mulheres em PCR 56%
et al., (2008) exame
ginecologico de
rotina
BRASIL Estudo multicéntrico em: Gestantes Captura 40,4%
(2008) Manaus/AM, Goiania/GO, Hibrida
Fortaleza/CE, Rio de Janeiro/RJ,
S&o Paulo/SP e Porto Alegre/RS Mulheres Captura 44,7%
atendidas em Hibrida
clinica de DST
Oliveira et Niter6i/RJ Mulheres jovens PCR 27,4%
al.,, (2010) de escolas
publicas
Lippman et Sao Paulo/SP Mulheres em PCR 35,0%
al., (2010) exame
ginecologico de
rotina
Mattos et al., Vitéria/ES Mulheres PCR 27,1%
(2011) atendidas em
clinica de DST

No estado do Amazonas, sdo poucos os dados relativos a infecgao pelo HPV

em mulheres assintomaticas. O estudo que mais se aproximou desse contexto foi o

realizado pelo Ministério da Saude supracitado (BRASIL, 2008), em seis capitais

brasileiras, com mulheres gestantes. Esse e outros estudos em mulheres com

lesbes cervicais estabelecidas e em mulheres que procuraram atendimento em

clinica de DST estédo no quadro 3.
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Quadro 3 — Estudos epidemioldgicos realizados no estado no Amazonas relativos a prevaléncia de
infeccdo pelo HPV em mulheres, usando técnicas moleculares de diagnéstico

Estudo Populacéo Método Prevaléncia
diagndstico
Corréa Mulheres com céancer de colo de Utero in situ ou invasivo 100,0%
(2005)
Ferreira Mulheres com alterages citolégicas (LSIL, HSIL, PCR 94, 7%
(2007a) adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas)
atendidas na Fundagédo Centro de Controle de Oncologia
(FCECON)
BRASIL Gestantes Captura 45,3%
(2008) hibrida
Mulheres atendidas em clinica de DST Captura 64,2%
hibrida
Castro et Mulheres sem alteragdes citolégicas atendidas na PCR 26,3%
al., Faculdade de Farmacia da UFAM e mulheres com
(2011) alteracdes citoldgicas (LSIL, HSIL, adenocarcinoma e
carcinoma de células escamosas) atendidas na Fundacao
Centro de Controle de Oncologia (FCECON)

A infeccao pelo HSV-2 é atualmente uma das principais doencas transmitidas
sexualmente. Nos ambulatérios de doencas sexualmente transmissiveis,
aproximadamente metade das pacientes apresentam evidéncias prévias ou atuais
de infeccdo quando comparadas a menos de 10% das mulheres examinadas
aleatoriamente. A infec¢do pelo HSV-2 é mais comum em mulheres negras do que
em brancas, e entre mulheres de baixo nivel socioeconémico (PASCHOINI et al.,
2001).

Estudos epidemioldgicos relativos a infecgédo pelo HSV-2 realizados no Brasil
nao sao muitos, e variam em relacdo ao tipo de amostra feminina estudada e em
relacdo ao método diagndstico empregado, sendo a maioria estudos de
soroprevaléncia. Dados relativos a estudos brasileiros estdo sumarizados no quadro
4.
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Quadro 4 — Estudos epidemiolégicos brasileiros relativos a prevaléncia de infecgédo pelo HSV-2 em

mulheres
Estudo Local Populagéo Método Prevaléncia
diagndstico
Weinberg Sao Paulo/SP Gestantes de baixa renda ELISA e 42,0%
etal., Western blot
(1993)
Gestantes de classe média ELISAe 31,0%
Western blot
Carvalho et Campinas/SP Estudantes universitarias ELISA e 7,3%
al., (1999) Western blot
Mulheres atendidas em ELISAe 40,9%
clinica de DST Western blot
Parturientes ELISA e 22,6%
Western blot
Paschoini Ribeirdo Preto/SP Parturientes ELISA e 31,9%
etal., Western blot
(2001)
Cowan et (Nao informa) Mulheres recrutadas em ELISA 42,9%
al., (2003) clinicas pediatricas,
doadores de sangue
Santos et Niter6i/RJ Mulheres HIV-positivas ELISA 50,7%
al., (2006)
Gomes et Campinas/SP Mulheres atendidas com Bidpsia e 52,8%
al., (2007) gueixa de Ulceras genitais cultura
microbiana
Clemens, Estudo multicéntrico em: Mulheres recrutadas em ELISA 11,3%
Farhat Fortaleza/CE, Rio de universidades, escolas e
(2010) Janeiro/RJ, Porto clinicas de adultos e

Alegre/RS e Manaus/AM

pediatricas em zonas
urbana e rural

Nesta revisdo bibliografica, ndo foram encontrados estudos especificos em

mulheres no estado do Amazonas. O estudo multicéntrico de Clemens, Farhat

(2010) incluiu mulheres da cidade de Manaus, moradoras tanto da area urbana

hY

guanto da rural, porém, ndo discriminou os numeros relativos a prevaléncia na

amostra de mulheres de cada cidade.

Embora a doenga causada por HCMV seja de baixa frequéncia, a infeccdo

assintomatica por este virus € largamente encontrada no mundo inteiro. Os dados

epidemiologicos mostram que a frequéncia de soropositividade aumenta com a

idade. H4& também correlacdo positiva com baixas condicbes soOcio-econdmicas e
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com padrbes de comportamento sexual (nimero de parceiros sexuais e idade
precoce do primeiro intercurso sexual) (HO, 2008). Estudos brasileiros em relagéo a
soroprevaléncia em mulheres brasileiras ndo s&o muitos, e concentram-se
principalmente em gestantes e doadoras de sangue. Nao foram encontrados
estudos com mulheres no estado do Amazonas. Dados relativos a estudos
brasileiros em mulheres estdo sumarizados no quadro 5.

Quadro 5 — Estudos epidemioldgicos brasileiros relativos a prevaléncia de infecgédo pelo HCMV em
mulheres

Estudo Local Populagéo Método Prevaléncia
diagnostico
Inagaki et al., Aracaju/SE Gestantes ELISA 76,6%
(2009)
Souza et al., (2010) Cidade de Mulheres doadoras de ELISA 96,4%
Lages/SC sangue
Matos, Meyer, Lima Salvador/BA Mulheres doadoras de ELISA 94, 7%
(2010) sangue

A C. trachomatis é a bactéria sexualmente transmissivel mais comum no
mundo. As infec¢des clamidiais sdo largamente difundidas na populacdo em geral,
afetando principalmente populacao jovem entre 16 e 24 anos de idade. Os fatores
de risco incluem uma alta frequéncia de mudanca de parceiro sexual, multiplos
parceiros, inicio precoce de atividade sexual, passado de DST e sexo desprotegido
(TABORA et al.,, 2005; CODES et al., 2006; MARQUES et al., 2007; BEBEAR,
BARBEYRAC, 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que a cada ano ocorram em
torno de 92 milhdes de novos casos de clamidia, dos quais a maioria ocorre em
paises em desenvolvimento. No Brasil ndo se conhece com precisdo o padrdo de
distribuicdo epidemiolégica desta infeccdo. Os estudos relativos a infeccado por C.
trachomatis no Brasil revelam quase sempre uma alta prevaléncia, dependendo
porém do método de deteccéo utilizado e das caracteristicas particulares de cada
populacdo estudada. Dados relativos a estudos brasileiros em mulheres estao

sumarizados no quadro 6.
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Quadro 6 — Estudos epidemioldgicos brasileiros relativos a infeccdo pela C. trachomatis em

mulheres
Estudo Local Populagéo Método Prevaléncia
diagndstico
Igansi (2005) Porto Alegre/RS Mulheres em exame PCR 12,6%
ginecolégico de
rotina
Codes et al., Salvador/BA Mulheres atendidas LCR 11,4%
(2006) em clinica de
planejamento familiar
Adolescentes LCR 17,1%
assintomaticas
Mulheres moradoras LCR 12,9%
em favelas
Marques et Recife/PE Mulheres atendidas PCR 10,0%
al., (2007) em clinica de
infertilidade
Oliveira et Pacoti/CE Estudo de base LCR 4,5%
al., (2007) populacional
Oliveira et Recife/PE Mulheres em exame PCR em 58,6%
al., (2008a) ginecoldgico de tempo real
rotina
BRASIL Estudo multicéntrico em: Mulheres gestantes Captura 9,4%
(2008) Manaus/AM, Goiania/GO, Hibrida
Fortaleza/CE, Rio de
Janeiro/RJ, S&o Paulo/SP e Mulheres atendidas Captura 7,3%
Porto Alegre/RS em clinica de DST Hibrida
Barcelos et Vitéria/ES Mulheres em exame PCR 7,4%
al., (2008) ginecologico de
rotina
Fernandes Campinas/SP Mulheres atendidas PCR 13,5%
et al., (2009) em Clinica de
Planejamento
Familiar
Guimaraes Goiania/GO Adolescentes PCR 14,5%
et al., (2009) assintomaticas
Luppi et al., Sao Paulo/SP Mulheres em exame PCR 8,4%
(2011) ginecologico de
rotina
Piazzetta et Curitiba/PR Mulheres em exame PCR 10,7%

al., (2011)

ginecologico de
rotina
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Os dados sobre a infeccdo pela C. trachomatis no Estado do Amazonas nao

sdo muitos, mas ja fornecem uma idéia da situacdo epidemioldgica no estado. Cinco

estudos estdo sumarizados no quadro 7.

Quadro 7 — Estudos epidemioldgicos realizados em mulheres na cidade de Manaus/AM relativos a
infeccéo pela C. trachomatis

Estudo Populagéao Método Prevaléncia
diagnostico
Santos et al., Mulheres atendidas em clinica de DST — PCR 20,7%
(2003) Fundagéo Alfredo da Mata e Hospital de Medicina
Tropical
BRASIL (2008) Gestantes Captura Hibrida 11,6%
Mulheres atendidas em clinica de DST — Captura Hibrida 10,0%
Fundacéo Alfredo da Mata
Benzaken et Gestantes — Trabalhadoras de industrias Captura Hibrida 11,9%
al., (2008)
Mulheres atendidas em clinica de DST — Captura Hibrida 10,0%
Fundacéo Alfredo da Mata
Benzaken et Mulheres atendidas em clinica de DST — Captura Hibrida 13,0%
al.,, (2010) Fundacéo Alfredo da Mata
Freitas (2011) Mulheres inférteis — Hospital Francisca Mendes PCR 52,8%

A N. gonorrhoeae é um patdégeno ubiquo, com alta incidéncia principalmente

em paises em desenvolvimento. A Organizacdo Mundial da Saude estima que

ocorra cerca de 62 milhées de novos casos por ano no mundo (MASEK et al., 2009).

No Brasil, o Programa Nacional de DST/AIDS do Ministério da Saude estima que

ocorra mais de um milhdo e 500 mil novos casos anualmente, entre homens e
mulheres (BARRETO et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos regionalizados realizados no Brasil apontam dados

de prevaléncia que variam entre 1,2 e 3,3%. Alguns estudos brasileiros estédo

sumarizados no quadro 8.
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Quadro 8 — Estudos epidemioldgicos brasileiros relativos a infeccdo pela N. gonorrhoeae em

mulheres
Estudo Local Populagéo Método Prevaléncia
diagndstico
Oliveira et Pacoti/CE Estudo de base LCR 1,2%
al., (2007) populacional
Barcelos et Vitoria/ES Mulheres em exame Cultura 2,0%
al., (2008) ginecologico de
rotina
Fernandes Campinas/SP Mulheres atendidas PCR 3,0%
et al., (2009) em Clinica de
Planejamento
Familiar
Guimaraes Goiania/GO Adolescentes PCR 2,1%
et al., (2009) assintomaticas
BRASIL Estudo multicéntrico em: Mulheres gestantes Captura 1,5%
(2008) Manaus/AM, Goiania/GO, hibrida
Fortaleza/CE, Rio de
Janeiro/RJ, S&o0 Paulo/SP e Mulheres atendidas Captura 3,3%
Porto Alegre/RS em clinica de DST hibrida
Luppi et al., Sao Paulo/SP Mulheres em exame PCR 1,9%
(2011) ginecoldgico de
rotina
Piazzetta et Curitiba/PR Mulheres em exame PCR 1,5%
al., (2011) ginecolégico de
rotina

Estudos realizados no Amazonas também sao escassos, destacando-se 0

estudo realizado pelo Ministério da Saude e os estudos de Benzaken et al., (2006) e

Benzaken et al., (2010), sumarizados no quadro 9.

Quadro 9 — Estudos epidemioldgicos realizados em Manaus/AM relativos & infeccdo pela N.

gonorrhoeae
Estudo Populacéo Método Prevaléncia
diagnéstico
Benzaken et al., Mulheres atendidas em clinica de DST — Cultura 15,0%
(2006) Fundacéo Alfredo da Mata
BRASIL (2008) Gestantes Captura Hibrida 1,0%
Mulheres atendidas em clinica de DST — Captura Hibrida 6,1%
Fundacéo Alfredo da Mata
Benzaken et al., Mulheres atendidas em clinica de DST — Cultura 7,1%

(2010)

Fundacéo Alfredo da Mata
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As informacdes epidemiolégicas sobre a prevaléncia de infeccdo por T.
vaginalis ndo sdo abundantes. Além de ndo ser de notificacdo compulsoria, as
sequelas pouco graves desta infeccdo como se acreditava até recentemente, néo
faziam dela alvo de controle e atencdo pelos sistemas as saude. Estima-se uma
incidéncia de cerca de 170 milhdes de casos anualmente no mundo (MILLER et al.,
2008; SHAFIR, SOVILLO, SMITH, 2009).

Os principais fatores de risco citados na literatura sdo: grande numero de
parceiros sexuais, iniciacdo sexual precoce, baixo nivel educacional, pobreza e uso
de ducha vaginal. Na epidemiologia do T. vaginalis uma grande disparidade racial
existe: ha uma prevaléncia muito maior em mulheres da raca negra. O fator idade
também é importante: o T. vaginalis € mais prevalente em mulheres mais velhas
(acima de 30 anos), diferente da C. trachomatis e N. gonorrhoeae, que acometem
mais adolescentes e adultas jovens (SUTTON et al., 2007; MILLER et al., 2008;
SHAFIR, SOVILLO, SMITH, 2009).

As prevaléncias encontradas em alguns estudos realizados em mulheres no
Brasil estdo apresentadas no quadro 10, enfatizando-se, porém, os diferentes
métodos de diagndstico utilizados nestes estudos bem como as diferentes
populacdes representadas. Nesta revisdo bibliografica ndo foram encontrados

etudos realizados em mulheres no Amazonas.

Quadro 10 — Estudos epidemioldgicos brasileiros relativos a infec¢do pelo T. vaginalis em mulheres

Estudo Local Populacao Método diagnéstico | Prevaléncia
Oliveira et al., Pacoti/CE Estudo de base Exame a fresco e 4.1%
(2007) populacional citologia
Lemos (2008) | Goiania/GO Mulheres HIV-positivas Cultura, citologia e 18,4%

exame a fresco

Mulheres HIV-negativas Cultura, citologia e 8,9%
exame a fresco

Barcelos et al., Vitéria/ES Mulheres em exame Cultura 2,0%
(2008) ginecolégico de rotina
Oliveira et al., | Salvador/BA Mulheres HIV-positivas Exame a fresco 12,5%
(2008b)
Mulheres HIV-negativas Exame a fresco 2,6%
Luppi et al., Séo Mulheres em exame PCR 3,2%

(2011) Paulo/SP ginecologico de rotina
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Se estudos epidemiolégicos relativos a prevaléncia das DST na cidade de
Manaus n&o sdo muitos, os conhecimentos advindos de estudos a respeito dessas
doencas no interior do estado do Amazonas Sd80 mais escassos ainda,
permanecendo esses dados praticamente desconhecidos. Neste contexto, foi
iIdealizada esta pesquisa sobre a prevaléncia das DST em mulheres na cidade de
Coari/AM, cidade importante na regido do médio Solim&es.

A cidade de Coari localiza-se as margens lago de Coari (Fig. 4), no Rio
Solimbes, distante 363 km de Manaus, capital do estado do Amazonas. Tem uma
populacdo de aproximadamente de 67.000 habitantes, segundos dados do IBGE

(2009), o que a coloca na posicédo de quinto maior municipio do Amazonas. E uma

das cidades mais ricas da regidao Norte do Brasil.

Fig. 4 — Localizacdo de Coari, no Amazonas.
Coordenanadas: 04°05'06” S 63°08°27” O.
FONTE: www.pt.wikipedia.or/wiki/coari.

Nos ultimos 10 anos, devido a plataforma da Petrobras de Urucu, de onde se
extrai petréleo e gas natural, intensificou-se a chegada de trabalhadores de todos os
lugares do Brasil para o municipio devido a constru¢cdo do gasoduto Coari/Manaus,
que ja iniciou suas atividades de transporte do gas natural para a capital
amazonense. A chegada dessas empresas e de seus trabalhadores trouxe certo
progresso a esta cidade. Esses trabalhadores, em sua grande maioria, vieram morar
na cidade de Coari solteiros ou sem o acompanhamento de suas familias, o que
trouxe consigo a tendéncia na mudancga de comportamentos sexuais principalmente

na populacdo feminina local, e com isso, 0 aumento da disseminagao de DST.
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Esta situacdo é preocupante, uma vez que a disseminacdo de doencas
sexualmente transmissiveis acarreta consigo um grande leque de complicacfes para
a vida das pessoas e para o sistema de saude local, implicando no aumento dos

custos em cuidado com a saude.

O manejo adequado das infec¢cdes sexualmente transmissiveis num primeiro
contato entre pacientes e profissionais de saude é uma importante medida de saude
publica. Porém, dados epidemiolégicos confiaveis de mulheres brasileiras que
norteiem a tomada de decisdes sédo escassos (BARCELOS, 2008).

Diante deste panorama de escassez de dados epidemiologicos sobre
algumas das principais doencas sexualmente transmissiveis no Estado do
Amazonas, e muito mais especialmente em seus municipios do interior, este estudo
propds-se a investigar a epidemiologia, usando para isso ferramentas da biologia
molecular, de alguns patdégenos sexualmente transmissiveis em mulheres
moradoras na cidade de Coari/AM, de forma a conhecer a realidade local e contribuir
para o planejamento de estratégias de intervencdo e prevencdo para esta
populacdo. E valido destacar que as técnicas moleculares de diagnostico fornecem
dados mais precisos a respeito da epidemiologia de algumas doencas, pois sao
técnicas bem mais sensiveis que as tradicionais. A PCR certamente tem sido a mais
usada em pesquisas epidemioldgicas por ser a mais apropriada considerando-se a
sua alta sensibilidade e especificidade (WENDEL et al., 2002; JOHNSTON, MABEY,
2008).

No ano de 2006, a Universidade Federal do Amazonas inaugurou em Coari o
Instituto de Saude e Biotecnologia (ISB) do P6lo do Médio Solimdes, que oferece os
cursos de: Enfermagem, Nutricdo, Fisioterapia, Biotecnologia, Licenciatura Dupla em
Ciéncias: Fisica e Matemética e Licenciatura Dupla em Ciéncias: Biologia e Quimica.
Desde entdo, projetos de pesquisas comecaram a ser realizados sobre estas
tematicas expostas, bem como projetos de extensdo educativos como retorno da

Universidade a sociedade coariense.

Para mudar algumas realidades locais, porém, informacdo de qualidade,
detalhada, precisa e regionalizada é condigcdo essencial. Conhecer melhor a
epidemiologia de doengas sexualmente transmissiveis e os fatores de risco a elas

associados no interior do estado do Amazonas sem duvida podera contribuir para a
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tomada de decisGes relativas as politicas publicas de saude voltadas para
prevencao e diagnéstico precoce dessas doencas por parte dos gestores locais, e
das acbes educativas realizadas pelos cursos de Saude do Instituto de Saude e

Biotecnologia do Médio Solimdes da Universidade Federal do Amazonas.



OBJETIVOS
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3.1. Objetivo geral:

e Determinar o perfil epidemiolégico da infeccdo por alguns patégenos
sexualmente transmissiveis em uma amostra de mulheres moradoras do

municipio de Coari/AM
3.2. Objetivos especificos:

e Detectar através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou
PCR em tempo real o DNA dos seguintes patdgenos sexualmente
transmissiveis:  Papilomavirus humano, Herpes Vvirus simples 2,
Citomegalovirus Humano, Trichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis e

Neisseria gonorrhoeae
e Determinar os genétipos dos Papilomavirus Humanos encontrados

e Relacionar os dados provenientes do diagndstico molecular do HPV com os

dados do exame citologico de Papanicolaou

e Relacionar os resultados relativos a deteccdo dos patdégenos sexualmente
transmissiveis ao perfil clinico e comportamental das mulheres, determinando

possiveis associacdes

e Colaborar para a construcdo de dados epidemiol6gicos que norteiem a
implantagdo de programas de controle e prevencéo regionalizados das DST
pelos cursos de saude do Instituto de Saude e Biotecnologia do Médio
Solimbées da UFAM e possivelmente, também pela Secretaria Municipal de

Saude da Prefeitura Municipal de Coari



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

Este é um estudo de prevaléncia, desenvolvido no municipio de Coari, situado
na regido do Médio Solimbes, estado do Amazonas, Brasil, e financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) em parceria
com o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e
com o Ministério da Saude através do Programa Pesquisa para do SUS (PPSUS),
segundo o edital 07/2009.

Foi realizado um estudo transversal com mulheres atendidas nas Unidades
Bésicas de Saude (UBS) do referido municipio, assistidas pela Estratégia de Saude
da Familia (ESF). Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UFAM sob o CAAE n” 0010.0.115.000-10 e aprovado dia 18 de
fevereiro de 2010 (Anexo 1).

4.1. Populacdo e amostra — A populacdo de referéncia consistiu de mulheres
cadastradas para atendimento nas UBS do Municipio de Coari, atendidas pelos(as)
enfermeiros(as) que se dispuseram a colaborar com este projeto, de acordo com
solicitacdo ao secretario de saude do municipio (conforme autorizacdo de
declaracdo de anuéncia), durante a consulta de rotina dessas mulheres, quer

apresentassem queixas clinicas ou nao.

O célculo amostral considerou a prevaléncia de 42% de DST em geral
(BRASIL, 2008), com margem de erro de 5% e confianga de 95%, tendo como
resultado uma amostra de 385 mulheres. Porém, devido a dificuldades logisticas
durante a coleta, a amostra final desta pesquisa consistiu de 361 mulheres,
registradas sequencialmente nesta pesquisa de acordo com demanda espontanea.
Das 11 UBS do municipio, foi realizada coleta em 10, ficando uma de fora da
pesquisa, pois era uma UBS apenas para usudarios da zona rural. Todas as
participantes do estudo foram esclarecidas quanto a importancia do mesmo e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2).

Os critérios de inclusdo foram: mulheres sexualmente ativas, acima de 18
anos, que aceitaram participar desta pesquisa assinando o TCLE, conforme
resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS), quer apresentassem

gueixas clinicas ou nédo, quer estivessem gravidas ou ndo. Foram consideradas
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sexualmente ativas todas as mulheres que ja fizeram sexo na vida, segundo
recomendacdo de Franca Jr. et al.,, (2003) em publicagdo do Ministério da
Saude/Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (MS/IBOPE). Durante a
abordagem as mulheres, ficou claro que se tratava de mulheres sexualmente ativas
gue mantinham relacbes sexuais com parceiros do sexo masculino, e ndo com

mulheres ou ndo apenas com mulheres.

Os critérios de exclusdo: mulheres histerectomizadas e mulheres submetidas
a tratamento recente (Ultimos 3 meses) para infec¢des genitais, quer por via

sistémica ou topica.

4.2. Entrevista e coleta das amostras — Inicialmente as mulheres foram
convidadas a participar da pesquisa e foram feitas perguntas iniciais para certificar-
se que se enquadravam ou nao nos critérios de inclusao. As mulheres foram entao
entrevistadas respondendo um questionario padrdo contendo perguntas
estruturadas e ndo-estruturadas sobre as principais informacgdes clinicas, socio-
econbmicas e comportamentais (Anexo 3). A confidencialidade das respostas foi
garantida. Todas as mulheres foram submetidas a consulta e exame fisico, incluindo

exame pélvico, pelo(a) enfermeiro(a) responsavel por esse procedimento na UBS.

A amostra foi coletada com o auxilio de espéculo vaginal utilizando-se escova
endocervical (citobrush) e espatula de madeira. As amostras foram obtidas em
triplicata para o estudo molecular e em duplicata para confeccéo da lamina citolégica

para a citologia oncética.

A primeira coleta correspondeu as amostras destinadas ao estudo molecular,
que foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL contendo 400 uL de tampéao
TRIS-EDTA (TRIS-HCI 10 mM e EDTA 1mM ph 8,0) e colocados imediatamente no
gelo antes de serem armazenados no freezer a -20°C nas dependéncias do
ISB/Coari. Para o estudo citologico foram confeccionadas laminas citolégicas
contendo material ecto- e endocervical, e fixado em alcool 96° e assim transportadas

ao ISB/Coari e depois para Manaus/AM.
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4.3. Processamento laboratorial

4.3.1. Exame citoldgico - As laminas foram coradas segundo a técnica de
Papanicolaou (Anexo 4) e analisadas por dois citopatologistas experientes. Para
cada paciente, foi emitido um laudo pelo citopatologista seguindo a classificacédo
preconizada pelo Sistema de Informac&o do Cancer de Colo de Utero (SISCOLO)
(Anexo 5).

4.3.2. Extracdo do DNA e verificacdo da eficiéncia da extracdo - As
amostras foram transportadas acondicionadas em gelox para Manaus a fim de
serem processadas no Laboratério de Diagnéstico Molecular do Programa Multi-
Institucional de Pds-graduacdo em Biotecnologia na UFAM. Depois de
descongeladas a temperatura ambiente, as amostras foram submetidas ao processo
de extracdo de DNA. Foi acrescentado 400,0 yL de tampéo proteolitico TPK (TE
[TRIS HCI 50 mM + EDTA 50mM pH=8,0], Tween 20% e Proteinase K 10mg/ml), e
incubados por 60 minutos a 56°C e por 10 minutos a 95°C em banho seco. A seguir,
o DNA foi extraido pelo método fenol/cloroférmio, precipitado com etanol absoluto e
ressuspendido em 50,0 uL de agua ultra-pura (pH 7,6), segundo consta no anexo 6
(SAMBROOK et al., 1989).

Em seguida, foi realizada uma PCR para verificagdo da eficiéncia da extracao
do DNA, utilizando-se um par de iniciadores designado ISO 2G que
flanqueia uma sequéncia de 260 pares de bases de uma regiao
microssatélite (GATA);3 do cromossoma 15 humano (PONTES, 2002).
Para todas as reacfes deste trabalho foram utilizados um controle negativo (agua) e
um controle conhecidamente positivo. O sistema da reacgédo foi preparado com o

volume final de 25,0 uL, conforme mostrado abaixo:



Sistema de reacgao para os iniciadores ISO2G:

H,O

Tp 5X
MgCl, 25mM
dNTP 10mM

ISO2G 5pmol

10,3 uL

5,0 uL
2,0 uL
0,5 uL

5,0 uL

Taqg DNA polimerase (5U/uL)* 0,2 uL

DNA

2,0 uL

Volume final

25,0 pL

* Enzima Gold Taq DNA polimerase (PROMEGA)
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A reacdo foi realizada em termociclador Veriti, da Applied Biosystems, de

acordo com as condicdes de termociclagem mostradas no quadro 11.

Quadro 11 — Condic¢des da PCR do DNA gendmico humano, para o par de

iniciadores ISO2G

Ndmero de ciclos | Temperatura (°C) | Tempo (min.) Reacao
1 95 2 Desnaturagéo inicial
95 1 Desnaturacao
40 50 1 Anelamento
72 1 Extenséo
1 72 5 Extenséo final

A seguir, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 2%, corado com brometo de etideo (1ug/uL) (LGC Biotecnologia) ou

corante Gel Red (Uniscience). Depois da corrida, as bandas foram visualizadas por

luz ultravioleta com o auxilio de um transiluminador e fotogradas em camera digital

Olympus SP-500uz.

Todas as amostras foram positivas na reacao para verificagdo de DNA

gendmico e foram entdo realizadas as PCR para deteccdo dos patdégenos

sexualmente transmissiveis propostos.
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4.3.3 - Deteccao do HPV e genotipagem - Para a deteccdo do HPV foi
utilizada a técnica da nested-PCR, com a finalidade de aumentar a sensibilidade da
deteccdo. Para a primeira PCR foram utilizados os iniciadores degenerados MYQ9 e
MY11l (quadro 12), descritos por (MANOS et al., 1989). Para a segunda reacao
utilizou-se o par de iniciadores GP5+/GP6+ (de RODE HUSMAN et al., 1995),

conforme os sistemas de reacdo mostrados abaixo:

Quadro 12 — Iniciadores utilizados para detec¢édo do HPV

Patogeno | Iniciadores Sequéncia* Tamanho
am Sl?con
HPV MY09 5 CgTCCMARRgCAWACTQATC 3’ 450pb
MY11 5 gCMCAgggWCATAAYAATGC ¥
GP5+ 5 TTTgTTACTgTggTAgATACTAC 3’ 150 pb
GP6+ 5" gAAAAATAAACTgTAAATCATATTC ¥

* Iniciadores degenerados séo aqueles que apresentam algumas posicdes
nucleotidicas variaveis, neste caso: M=Aou C; R=Aou G; W=AouT;Y=Cou T

Sistema de reacdo para PCR com os iniciadores MY09/MY11.:

H,O 13,6 uL
Tp 10x 2,5 uL
MgCl, 50mM 0,8 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
MYO09 5pmol 2,5uL
MY11 5pmol 2,5uL

Taq DNA polimerase (5U/uL)* 0,1 pL

DNA 2,5 ul

Volume final 25,0 uL

* Enzima Platinum Taq DNA polimerase (INVITROGEN)
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Sistema de reacao para nested-PCR com os iniciadores GP5+/GP6+:

H,O

Tp 10x
MgCl, 50mM
dNTP 10mM
GP5+ 5pmol

GP6+ 5pmol

Taq DNA polimerase (5U/uL)*

DNA (produto da reacdo do MY)

15,6 L
2,5 uL
0,8 uL
0,5 uL
2,5 uL
2,5 uL
0,1 uL

0,5 uL

Volume final

25,0 pL

* Enzima Platinum Tag DNA polimerase (INVITROGEN)

As duas reacOes para deteccdo do HPV seguiram as condicbes de

termociclagem apresentadas no quadro 13. Os produtos da PCR com os iniciadores

MY09/MY11 foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e 0s

produtos da reacdo de GP5+/GP6+ em gel de agarose a 2,0%, ambos corados com

brometo de etideo (1ug/uL) (LGC Biotecnologia) ou Gel Red (Uniscience) para

visualizacao através de transiluminador e fotodocumentacao.

Quadro 13- Condigbes da PCR para deteccdo do HPV através dos

iniciadores MY e GP

NUmero de ciclos | Temperatura (°C) | Tempo (min.) Reacéo
1 95 1 Desnaturacéo inicial
95 1 Desnaturacao
40 55 1 Anelamento
72 1 Extenséo
1 72 5 Extenséo final

Em seguida, foi realizada a genotipagem dos HPV encontrados nas amostras.

Para isso, as amostras foram sequenciadas em Sequenciador ABI Applied

Biosystems diretamente dos produtos da PCR utilizando-se ou o par de iniciadores

MYQ09/MY11 ou o par GP5+/GP6+, que flagueiam um fragmento da regido L1 viral.

Apos a PCR, todas as amostras amplificadas foram purificadas com o Sistema Exo-
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Sap (GE Healthcare), composto pelas enzimas Exonuclease e Fosfatase Alcalina.
Esta purificacdo consiste na remocgédo de todos o0s reagentes ndo incorporados

(dNTP, sais, excesso de iniciadores) durante a reacao de amplificacao.
Sistema para reacédo de purificacao:

H.0 2,33 uL
Exonuclease 0,27 pL
Fosfatase alcalina 0,40 pL

Produto de PCR 10,0 uL

Volume final 13,0 pL

A reacdo foi submetida as condi¢cdes de temperatura especificadas no quadro

14 para atividade 6tima das enzimas e subsequente inativacdo das mesmas.

Quadro 14 — Condi¢Bes para reacdo de purificacdo dos produtos de PCR através do
sistema EXO-SAP

Namero de ciclos | Temperatura (°C) | Tempo (min.) Reacao
1 37 30 Atividade enzimatica
1 80 15 Inativacdo das enzimas
1 10 1 Estabilizagéo final

A seguir foi preparada a reacdo de sequenciamento em placa especifica para
eletromicroinjecdo em sequenciador automatico, contendo 96 pocos. A reacao
consistiu nos volumes especificados abaixo, foi realizada em Termociclador Veriti da

Applied Biosystems e as condi¢des de termociclagem estdo descritas no quadro 15.
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Sistema da reacao de sequenciamento para os iniciadores MY e GP:

H,O 4,7 uL
Tp 5x 2,0 uL
Iniciador 5 pmol 1,0 uL
Big Dye 0,3 uL

DNA (produto da reacgéo de PCR) 2,0 uL

Volume final 10,0 pL

Quadro 15 — Condic¢des para reagdo de sequenciamento

NGmero de ciclos | Temperatura ("C) | Tempo (seg.) Reacao

1 96 60 Desnaturacéo inicial
96 10 Desnaturacao

15 50 15 Anelamento
60 75 Extenséo
96 10 Desnaturacao

5 50 15 Anelamento
60 90 Extenséo
96 10 Desnaturacao

5 50 15 Anelamento
60 120 Extenséo

Ao final da reacdo, a precipitacdo do DNA foi feita seguindo o protocolo
descrito no Anexo 7. Em seguida, as amostras foram sequenciadas em
sequenciador automatico ABI 3130XL Applied Biosystems, segundo instru¢cdes do
fabricante.

Os arquivos gerados pelo sequenciador automatico foram submetidos a
processamento de Bioinformatica. Os arquivos zipados foram enviados inicialmente
para analise do cromatograma no programa PHERD, disponivel no site do
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia. Todas as sequéncias

foram copiadas para um arquivo de bloco de notas e editadas manualmente. A



79

seguir, para identificacéo do tipo viral, as sequéncias obtidas foram comparadas com
as depositadas no banco de dados GenBank, disponivel no @ site
www.ncbi.nlm.nih.gov, através do programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST).

4.3.4 — Deteccédo do Herpes Virus Simples 2

A deteccdo do Herpes Virus Simples 2 foi realizada através da PCR em
tempo real, com um ensaio do tipo TagMan. Foi utilizado o master mix TagMan®
Environmental Master Mix 2.0 da Applied Biosystems. Este master mix é adequado
para varios tipos de amostra, até amostras com altos niveis de contaminantes. Os
iniciadores utilizados foram os HSV-F e HSV-R que amplificam ambos os HSV 1 e 2
com igual eficiéncia. Para determinacdo de cada tipo viral, diferentes sondas séo
utilizadas, podendo inclusive ser realizada uma PCR multiplex se forem usados
fluor6fogos diferentes para cada sonda. Os iniciadores e sondas utilizados foram
descritos por Corey et al., (2005) e estdo explicitados no quadro 16 e o sistema da

reacao esta descrito abaixo:

Quadro 16 — Iniciadores e sondas utilizados para detec¢do do HSV-2

Patoégeno | Iniciadores Sequéncia Fluoréfogo/quencher
HSV HSV-F CgCATCAAgACCACCTCCTC -
HSV-R gCTCgCACCACgCgA
HSV-2 HSV-2 CggCgATgCgCCCCAg 6-FAM/BHQ-1

Sistema de reacao para detec¢do do HSV-2:

H,O 45 uL
Primer F 10 pmol 0,5 uL
Primer R 10 pmol 0,5 uL
Sonda 10 pmol 0,5 uL
Master Mix (2X) 10,0 uL

DNA 4,0 pL

Volume final 20,0 uL


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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As amostras foram distribuidas em placa apropriada para leitura Optica
(MicroAmp Fast Optical 48-Well Reaction Plate) da Applied Biosystems. A placa foi
levada ao aparelho de PCR em tempo real Step One™ Real Time PCR Systems, da
Applied Biosystems. As condi¢des de termociclagem estéo descritas no quadro 17.

Quadro 17 — Condicdes da PCR em tempo real para detec¢do do HSV-2

Namero de ciclos | Temperatura ("C) | Tempo Reacao
1 95 5 min | Ativacao da Polimerase
95 15 seg Desnaturacéao
0 60 60 seg | Anelamento/Extensao

Ao final da reacdo, o resultado foi obtido a partir do programa Step One™
Software v2.0, instalado no computador acoplado a maquina de PCR em tempo real.
As amostras foram feitas em coOpia Unica, sempre com controles positivos e
negativos presentes na placa, e, no caso das amostras positivas, a reacao foi
repetida em triplicata. As amostras foram consideradas positivas se o cycle threshold
(CT) foi até 37.

4.3.5 — Detecc¢do do Citomegalovirus Humano (HCMV)

Para deteccao do Citomegalovirus Humano foi utilizada novamente a PCR em
tempo real. Para isto, foi utilizado um ensaio pronto do tipo presenca/auséncia da
Applied Biosystems, o Tagman® Gene Expression Assay Pa03453400_sl1, cujos
iniciadores e sondas anelam e amplificam uma regido que inclui o gene viral UL132.
Neste ensaio, 0s iniciadores e a sonda ja& vém misturados nas seguintes
concentracdes: iniciadores a 900 nM e a sonda a 250 nM. O fluoréfogo presente na
sonda foi o FAM e o quencher foi do tipo nédo fluorescente, o MGB (Minor Groove
Binder).

Os outros componentes da reacdo (dNTP, MgCl, e a Taq polimerase)
estavam presentes no Master Mix utilizado, o TagMan Environmental Master Mix 2.0,
também da Applied Biosystems. A reacdo foi preparada com um volume final de

20,0 uL, e os volumes de cada reagente estédo explicitados abaixo:



Sistema de reacgdo da PCR em tempo real do HCMV:

H,O

5,0 uL

Assay Pa03453400_s1 (20X) 1,0 uL

Master Mix (2X) 10,0 puL
DNA 4,0 uL
Volume final 20,0 pL
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As amostras foram distribuidas em placa apropriada para leitura Optica

(MicroAmp Fast Optical 48-Well Reaction Plate) da Applied Biosystems. A placa foi

levada ao aparelho de PCR em tempo real Step One™ Real Time PCR Systems, da

Applied Biosystems. As condi¢cdes de termociclagem estédo descritas no quadro 18.

Quadro 18 — Condi¢cbes da PCR em tempo real para deteccdo do HCMV

Namero de ciclos | Temperatura ("C) | Tempo Reacéo
1 95 5 min | Ativacdo da Polimerase
95 15 seg Desnaturacao
0 60 60 seg | Anelamento/Extensao

Ao final da reacdo, o resultado foi obtido a partir do programa Step One™

Software v2.0, instalado no computador acoplado a maquina de PCR em tempo real.

As amostras foram feitas em coOpia Unica, sempre com controles positivos e

negativos presentes na placa, e, no caso das amostras positivas, a reacao foi

repetida em triplicata. As amostras foram consideradas positivas se o cycle threshold

(CT) foi até 37.

4.3.6 — Deteccéo da Chlamydia trachomatis - Para deteccdo da bactéria C.
trachomatis foi utilizado o par de iniciadores KL1/KL2 (MAHONY et al., 1992), que

amplificam uma regido de 241 pares de bases do plasmideo bacteriano (quadro 19).

O sistema da reacédo foi preparado com o volume final de 25,0 ulL, conforme

mostrado abaixo:



Quadro 19 — Iniciadores utilizados para detec¢céo da CT

Patégeno | Iniciadores Sequéncia Tamanho
am Sl?con
CT KL1 5 TCCggAgCgAgTTACgAAgA 3’ 241 pb
KL2 5 AATCAATgCCCgggATTggT 3

Sistema de reacédo de PCR para os iniciadores KL1 e KL2:

H,O 13,4 uL
Tp 10x 2,5uL
MgSO,50mM 1,0 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
KL1 5pmol 2,5uL
KL2 5pmol 2,5uL
Taq DNA polimerase (5U/uL)* 0,1 uL
DNA 2,5uL
Volume final 25,0 puL

* Enzima Platinum Taq DNA polimerase High Fidelity (INVITROGEN)
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A reacédo foi realizada em termociclador Veriti da Applied Biosystems. O

programa de termociclagem para deteccdo da C. trachomatis pelos iniciadores

KL1/KL2 esta descrito abaixo (quadro 20):

Quadro 20 — Condi¢cbes da PCR para

iniciadores KL1/KL2

deteccdo da CT através dos

Numero de ciclos | Temperatura (°C) | Tempo Reacdo
1 94 30 seg | Desnaturacéo inicial
94 30 seg Desnaturacéo
40 64 30 seg Anelamento
68 2 min Extenséo
1 68 5 min Extenséo final
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2,0%, corado com brometo de etideo (1ug/uL) (LGC Biotecnologia) ou Gel Red
(Uniscience), para visualizacdo com o0 auxilio de um transiluminador e

fotodocumentagao.
4.3.7. Deteccéo da Neisseria gonorrhoeae

Os iniciadores para a deteccdo da N. gonorrhoeae utilizados neste estudo
foram desenvolvidos por Whiley et al., (2004) e suas sequéncias estdo descritas no
quadro 21. Este par de iniciadores amplificam uma por¢do do pseudogene porA

bacteriano.

Quadro 21 — Iniciadores utilizados para detec¢céo da NG

Patogeno | Iniciadores Sequéncia Tamanho
am r()j Ici)co n
NG PapF 5 CggTTTCCgTgCgTTACgA 3’ 132 pb
PapR 5 CTggTTTCATCTgATTACTTTCCA 3’

Apesar deste ensaio ter sido originalmente desenhado para uma reagdo em
tempo real, os iniciadores foram utilizados para uma reacdo de PCR normal, com
mudancas nos tempos de desnaturacdo, anelamento e extensdo, e no numero de
ciclos para otimizacao da reacdo. Adaptacfes foram feitas também em relacédo aos
volumes e concentragcdes dos reagentes. Os tempos e temperaturas estdo descritos

no quadro 22, e os volumes da reacao estéo especificados abaixo:
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Sistema de reacgédo de PCR para os iniciadores PapF e PapR:

H.0 13,6 pL
Tp 10x 2,5 uL
MgCl, 50mM 0,8 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
Pap F 5pmol 2,5uL
PapR 5pmol 2,5uL

Taq DNA polimerase (5U/uL)* 0,1 uL

DNA 2,5 uL

Volume final 25,0 puL

* Enzima Platinum Taq DNA polimerase (INVITROGEN)

Quadro 22 — Condi¢cdes da PCR para deteccao da NG através dos
iniciadores PapF/PapR

NGmero de ciclos | Temperatura (°C) | Tempo Reacéo
1 95 5 min | Desnaturagéo inicial
95 30 seg Desnaturacéo
35 55 30 seg Anelamento
72 30 seg Extenséo
1 72 5 min Extenséo final

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2,0%, corado com brometo de etideo (1ug/uL) (LGC Biotecnologia) ou Gel Red
(Uniscience), para visualizagdo com o auxilio de um transiluminador e

fotodocumentacao.
4.3.8 — Deteccgéo do Trichomonas vaginalis

Para deteccao do T. vaginalis foi realizada uma PCR Touch-Down utilizando o
par de iniciadores BTUB2/BTUB9, desenvolvidos por Madico et al., (1998). Estes
iniciadores anelam em uma regido bem conservada do gene beta-tubulina do T.

vaginalis. A sequéncia dos iniciadores esta descrita no quadro 23. Os tempos e
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temperaturas da reacao estdo descritos no quadro 24. A reacao foi preparada para
um volume final de 25uL e os volumes e concentracbes dos reagentes estao

especificados abaixo.

Sistema de reacgao para os iniciadores BTUB2 e BTUBO:

H,O 16,6 L
Tp 10x 2,5 uL
MgCl, 50mM 0,8 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
BTUB2 5pmol 1,0 uL
BTUB9 5pmol 1,0 uL

Taq DNA polimerase (5U/uL)* 0,1 pL

DNA 2,5 uL

Volume final 25,0 puL

* Enzima Platinum Taq DNA polimerase (INVITROGEN)

Quadro 23 — Iniciadores utilizados para deteccdo do TV

Patogeno | Iniciadores Sequéncia Tamanho
am F()j I(iJco n
TV BTUB 9 5 CATTgATAACGAAQCTCTTTACQAT 3 112 pb
BTUB 2 5 gCATgTTgTgCCggACATAACCAT 3

Quadro 24 — Condicdes da PCR para deteccdo do TV pelos iniciadores

BTU2/BTUB9
Namero de ciclos | Temperatura ("C) | Tempo (seg.) Reacao
1 95 75 Desnaturacéo inicial
95 45 Desnaturacéo
4 62 45 Anelamento
72 60 Extenséo




96 10 Desnaturacéo
4 61 15 Anelamento
60 90 Extenséo
96 10 Desnaturacéo
4 60 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacéo
4 59 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacéo
4 58 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacéo
4 57 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacéo
4 56 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacao
4 55 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacao
4 54 15 Anelamento
60 120 Extenséo
96 10 Desnaturacao
4 53 15 Anelamento
60 120 Extensdo
96 10 Desnaturacao
20 52 15 Anelamento
60 120 Extensdo

86
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2,0%, corado com brometo de etideo (1ug/uL) (LGC Biotecnologia) ou Gel Red
(Uniscience), para visualizacdo com o auxilio de um transiluminador e

fotodocumentagéo.

4.4 — Andlise estatistica

Os dados foram inicialmente tabulados em banco de dados criado no
programa Excel da Microsoft Office para Windows, e apds foram gerados bancos de
dados que foram analisados através do software Epi-Info 3.5.3 para Windows
(programa desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo Center of Disease Control

and Prevention (CDC) (www.cdc.gov.br).

Os resultados estao apresentados por meio de tabelas e graficos, sendo que
na analise das variaveis quantitativas, quando os dados apresentavam distribuicdo
normal, foi calculada a média e o desvio-padrdo (DP) e na rejeicdo da hipotese de
normalidade, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Na analise das variaveis
categoricas, foram calculadas as frequéncias absolutas simples e relativas e em
alguns casos o Intervalo de Confianca ao nivel de 95%. Na andlise dos dados
categoricos foi calculado o teste do qui-quadrado de Pearson, sendo que na
impossibilidade da aplicacédo do teste de Pearson foi aplicado o teste exato de Fisher
(VIEIRA, 2004; ARANGO, 2001). O nivel de significancia fixado na aplicacdo dos

testes foi de 5%.


http://www.cdc.gov.br/
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5. RESULTADOS
5.1 — Caracterizagdo geral da amostra

Foram arroladas nesta pesquisa 361 mulheres atendidas nas UBS do
municipio de Coari, que atendiam aos critérios de inclusdo deste estudo. Todas
foram esclarecidas quanto aos objetivos e aceitaram participar através da assinatura
do TCLE. O sigilo das informacdes foi garantido e o tempo médio das entrevistas foi

de 30 minutos.

As informacBes advindas do questionario socio-demografico e
comportamental revelaram que a idade das mulheres participantes deste estudo
variou de 18 a 78 anos, com média de idade de 36,4 anos (DP=13,4). Os dados a
respeito da procedéncia dessas mulheres mostraram que a maioria delas (quase
70%) era natural da cidade de Coari. Estas informacdes estdo detalhadas na tabela
1.

Quanto ao grau de escolaridade, as mulheres apresentaram
predominantemente um baixo nivel de escolaridade, com 44% delas apresentando
ensino fundamental incompleto. Apenas 4,2% apresentaram ensino superior
completo. Cerca de 46,5% das mulheres trabalhavam, sendo as principais
ocupacdes citadas: agente administrativo, agricultora, professora, comerciante e
auxiliar de servicos gerais. A renda familiar de 1 salario minimo foi relatada por 36%
das mulheres, e a renda de 2 a 3 salarios minimos foi relatada por 35,5% delas.

Estas informacdes estdo detalhadas na tabela 1.

Todas as mulheres arroladas nesta pesquisa disseram-se sexualmente ativas.
A grande maioria delas (77,3%) era casada ou vivia em unido estavel. Cinco
mulheres (1,4%) estavam gravidas. A quantidade de gestacdes dessas mulheres
variou entre 0 e 18, com mediana quatro (4). A quantidade de filhos nascidos vivos
variou entre 0 e 16, com mediana trés (3). Nas questdes relativas a aborto, 142
(39,3%) mulheres referiram ter passado por esta experiéncia. Destas, 133 referiram
aborto espontaneo e 16 referiram aborto provocado (7 mulheres referiram ter tido os
dois tipos). Estas informacdes estdo detalhadas na tabela 2.
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Tabela 1 — Distribuicdo segundo a frequéncia das variaveis econémicas e sdcio-demogréficas das

mulheres amostradas no municipio de Coari/AM

Variaveis (n = 361)

%

Idade
18 |--- 25
25]--- 35
35|--- 45
45 |--- 55
55 |--- 65
=65
Média + DP
Amplitude

Naturalidade
Coari
Outros municipios do Estado do Amazonas
Manaus
Outros municipios do Brasil
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto
Ensino fundamental completo
Ensino médio completo
Ensino superior completo
Trabalha
Sim
N&o
Ocupacao (n = 168)
Agende administrativo
Agricultora
Professora
Comerciante
Auxiliar de servicos gerais
Domeéstica
Outros
Renda familiar
Menos de um salario minimo
Um salario minimo
Dois a trés salarios minimos

Acima de trés salarios minimos

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

70

128

71

50

26

16
36,4+13,4
18-78

252
84
18

7

159
65
122
15

168
193

28
27
22
21
18
12
40

62
130
128

41

19,3
35,4
19,7
14,9
7.2
4,4

69,8
23,3
50
19

44,0
18,0
33,8

42

46,5
53,5

16,7
16,1
13,1
12,5
10,7

7,1
23,8

17,2
36,0
35,5
11,3
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Tabela 2 — Distribuicdo segundo a frequéncia do estado conjugal e dados gestacionais das mulheres
amostradas no municipio de Coari-AM

Variaveis (n = 361)

%

Estado civil
Solteira 45 12,5
Casada / Unido estavel 279 77.3
Divorciada / Separada / Vidva 37 10,2
Gravida atualmente
Sim 5 1,4
Néo 356 98,6
Quantidade de gestacfes
Mediana 4,0
Amplitude 0-18
Quantos filhos nascidos vivos
Mediana 3,0
Amplitude 0-16
Ja sofreu aborto (n = 361) 142 39,3
Quantos espontaneos (n = 133)
Um 97 72,9
Dois 23 17,3
Trés 13 9,8
Quantos provocados (n = 16)
Um 10 62,5
Dois 5 31,2
Trés 1 6,3

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

As informacdes relativas ao comportamento sexual destas mulheres
mostraram que a idade da primeira relacdo sexual variou entre 11 e 29 anos, com
média de idade de 15,9 (DP=2,5). Sobre a quantidade de parceiros sexuais ao longo
de toda a vida, a maioria das mulheres relatou ter tido entre 1 a 5 parceiros (78,7%).
Quando perguntadas a respeito da quantidade de parceiros sexuais fixos nos
altimos 12 meses, 326 mulheres (90,3%) responderam ter tido entre 1 e 3 parceiros
fixos. Quando questionadas sobre o uso do preservativo com os parceiros fixos, as
mulheres responderam “ndo usar nunca” (57,2%), “nem sempre/raramente (23,8%)”
e “sempre (19%)” (Tabela 3). Os motivos mais citados para o0 ndo uso consistente de
preservativos com os parceiros fixos foram: “confianca no parceiro”, “parceiro nao

gosta” e “uso de outro método anticoncepcional”.
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Tabela 3 — Distribuicdo segundo a frequéncia e comportamento sexual das mulheres amostradas no

municipio de Coari-AM

Variaveis (n = 361)

%

Idade da primeira relagdo sexual
Média + DP
Amplitude
Numero de parceiros sexuais ao longo da vida
lab
6al0
Acima de 10
Quantidade de parceiros fixos nos ultimos 12 meses
Nenhum
Um a trés
Mais de trés
Quantidade de parceiros eventuais nos ultimos 12 meses
Nenhum
Um a trés
Mais de trés
Uso de preservativo com parceiro fixo (n = 327)
Sempre
Nem sempre/Raramente
Nunca
Uso de preservativo com parceiro eventual (n = 32)
Sempre
Nem sempre
Nunca

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

159+25
11-29

284
49
28

34

326

329
28

62
78
187

25

78,6
13,6
7,8

9,4
90,3
0,3

91,1
7,7
11

19,0
23,8
57,2

78,1
15,6
6,3

Em relacdo a quantidade de parceiros sexuais eventuais, a grande maioria

(91,1%) respondeu néo ter tido nenhum parceiro eventual. Das 32 mulheres (8,9%)

qgue relataram ter tido relacdes sexuais com parceiro eventuais, observou-se uso

mais frequente de preservativo, com 78,1% das mulheres relatando que usavam

“sempre”, 15,6% “nem sempre” e 6,3% “nunca” (tabela 3). O motivo mais citado

pelas que nao usavam consistentemente o preservativo foi “muitas vezes nao tem”.

A historia clinica dessas mulheres também foi analisada. Das 361 mulheres,

321 (88,9%) ja& tinham realizado o teste para deteccdo do virus da AIDS,

principalmente durante o exame pré-natal ou durante campanhas municipais.

Porém, dessas mulheres, 131 ndo sabiam dizer o resultado do exame, e das 190
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mulheres que sabiam dizer o resultado do exame, 2 delas (1%) disseram-se HIV-

positivas. Estas informacdes estdo detalhadas na tabela 4.

As pacientes do estudo também foram questionadas quanto a presenca de
DST no momento da coleta ou no passado. Em relacéo a infec¢do atual, 7 mulheres
(1,9%) disseram ser atualmente portadora de alguma DST, que foram: tricomoniase
(n=4), HPV (n=1), hepatite B (n=1) e herpes genital (n=1). Porém, 18 mulheres (5%)
revelaram ter tido alguma outra DST no passado, que foram: tricomoniase (n=9),
hepatite B (n=3), sifilis (n=2), HPV (n=2), herpes genital (n=1) e gonorréia (n=1).
Quando perguntadas em relacao a ocorréncia prévia de DST em seus parceiros, 19
mulheres (5,3%) disseram ter se relacionado nos ultimos 12 meses com homens que

tiveram DST no passado. Estas informacdes estéo detalhadas na tabela 4.

Quando questionadas a respeito de outros fatores de risco, foi encontrado
que 9,7% delas possuiam tatuagem e 11,9% apresentavam-se em situacao de risco
ocupacional (trabalhavam em Unidade de Saulde, tais como hospital, posto de
saude, laboratério e consultorio odontologico) (tabela 5). Nenhuma delas afirmou ja

ter usado drogas injetaveis nem ter se relacionado com parceiro que o tivesse feito.

Com relacao as queixas clinicas apresentadas pelas mulheres, foi encontrado
que 197 mulheres (54,6%) estavam completamente assintomaticas e 159 (44%)
apresentavam queixas clinicas, por vezes mais de uma. As principais queixas
clinicas relatadas foram: dor pélvica (105 mulheres), corrimento vaginal (95

mulheres), prurido (48 mulheres) e dificuldade de urinar (38 mulheres) (Tabela 5).
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Tabela 4 — Distribuicdo segundo a frequéncia sobre os dados de HIV e DST de mulheres
amostradas no municipio de Coari - AM

Jarealizou teste para detecgao do HIV 231 64,0
Resultado positivo para HIV (n = 190) 2 1,0
Portadora de DST 7 1,9
Qual (n=7)
Tricomoniase 4 57,1
HPV 1 14,3
Hepatite B 1 14,3
Herpes genital 1 14,3
Jateve alguma DST no passado 18 5,0
Qual (n =18)
Tricomoniase 9 50,0
Hepatite B 3 16,7
Sifilis 2 11,1
HPV 2 11,1
Herpes genital 1 5,6
Gonorréia 1 5.6

Relacionamento nos ultimos 12 meses com parceiro que ja teve DST 19 53

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

Tabela 5 — Distribuicdo segundo a frequéncia sobre os dados relativos aos fatores de risco e
sintomatologia das mulheres amostradas no municipio de Coari - AM

Possui tatuagem 35 9,7
Trabalha em Unidade de Salde 43 11,9
Usa método anticoncepcional (exceto camisinha) 185 51,2

Motivo da consulta

Consulta de rotina para realizacdo de preventivo 187 51,8
Apresentacdo de queixas clinicas 172 47,6
Outros 2 0,6
Queixa clinica (n = 172)*
Dor pélvica 105 61,0
Corrimento vaginal 95 55,2
Coceira 48 27,9
Dificuldade de urinar 38 22,1
Outras 8 4,7

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio - padrdo. *Nao se soma pois pode ocorrer mais de uma
gueixa clinica.
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5.2 — Resultados citolégicos

Das 361 mulheres envolvidas neste estudo, o resultado da citologia pode ser
obtido em 321 delas. As laminas das outras 40 mulheres apresentaram-se
inadequadas para leitura (amostra insatisfatoria). Destas 321 amostras satisfatorias,
97,8% delas apresentaram achados citoldégicos compativeis com normalidade, 1,2%
apresentaram Atipias Escamosas de Significado Indeterminado (ASCUS), 0,3%
apresentou Lesdo Escamosa de Baixo Grau (LSIL) e 0,6% apresentou Lesao
Escamosa de Alto Grau (HSIL), conforme mostra a tabela 6.

Tabela 6 — Distribuicdo segundo a frequéncia do achados na citologia oncdética em mulheres
amostradas no municipio de Coari - AM

Citologia Neoplasia (n = 321) f; % IC95%
Normal 314 97,8 95,4 -99,0
ASCUS 4 1,2 04-3/4
Les&o epitelial de alto grau (NIC 1l e 111) 2 0,6 01-25
Les&o epitelial de baixo grau (NIC | e HPV) 1 0,3 0,0-20

IC95% = Intervalo de Confianca ao nivel de 95%.

5.3 — Resultados Moleculares

Todas as amostras foram positivas na primeira PCR para detec¢do do DNA
gendmico humano. As reacdes para deteccdo dos patdgenos revelaram que 173
mulheres (47,8%) estavam infectadas com algum dos patdgenos estudados. A
prevaléncia foi de 29,1% de infeccdo pelo HPV, 12,7% de infeccdo pelo
Trichomonas vaginalis, 8,3% de infeccao pelo Citomegalovirus Humano, 6,4% de
infeccdo pela Chlamydia trachomatis, 1,4% de infeccédo pela Neisseria gonorrhoeae

e 0,6% de infeccéo pelo Herpes Simples 2, conforme mostra a tabela 7.

Os tipos de HPV mais encontrados foram o HPV 16 (58,1%), seguido pelo
HPV 58 (20%) e pelo HPV 33 (6,7%). Outros tipos encontrados foram: HPV 81, HPV
6, HPV 70, HPV 31, HPV 35, HPV 45, HPV 52, HPV 53, HPV 61, HPV 68, HPV 71 e

HPV 89, conforme mostra o figura 5.
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Tabela 7 — Distribuicdo segundo a prevaléncia dos patdgenos detectados nas mulheres amostradas
no municipio de Coari - AM

Pat6genos (n = 361) fi % IC95%
HPV 105 29,1 245-34,1
Trichomonas vaginalis 46 12,7 9,6 —16,7
Citomegalovirus humano 30 8,3 58-11,8
Chlamydia trachomatis 23 6,4 42-95
Neisseria gonorrhoeae 5 1,4 05-3/4
Herpes Simples tipo 2 2 0,6 0,1-2.2

IC95% = Intervalo de Confianga ao nivel de 95%.
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16 53 33 81 6 70 31 35 45 52 53 61 63 71 89

Fig 5 — Distribui¢do segundo a frequéncia dos tipos de HPV diagnosticados nas mulheres amostradas
na cidade de Coari - AM

A figura 6 exemplifica a deteccdo do DNA genbmico. As figuras 7 a 10
exemplificam o deteccdo dos patdgenos estudados através da PCR convencional, e
as figuras 11 e 12 exemplificam a deteccdo dos patdogenos estudados através da

PCR em tempo real.
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Fig. 6 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0%, corado com brometo
de etideo (1ug/uL), evidenciando um fragmento de 260pb resultante da
amplificagdo por PCR da regido microssatélite (GATA).3 do cromossomo 15
humano. Amostras 1 a 20, 22 e 61, correpondentes a esfregagos obtidos da
juncdo escamo-colunar (JEC). Br = Controle negativo; C+ = Controle
positivo; M = marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Fig. 7 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etideo (1pg/uL) evidenciando fragmento de 450pb resultante da
amplificagdo por PCR do gene L1 do HPV, utilizando os iniciadores MYQ9 e
MY11. Amostras 255 a 260 correspondentes a esfregacos obtidos da jungéo
escamo-colunar. Br = Controle negativo; C+ = Controle positivo; M=
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Fig. 8 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0%, corado com Gel Red, evidenciando
um fragmento de 241pb resultante da amplificacdo por PCR de uma regido do plasmideo
criptico bacteriano da C. trachomatis, utilizando os iniciadores KL1 e KL2. Amostras 180 a
186 correspondentes a esfregacos obtidos da juncdo escamo-colunar. Br = Controle
negativo; C+ = Controle positivo; M= marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Fig. 9 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0%, corado com Gel Red, evidenciando
um fragmento de 132pb resultante da amplificacdo por PCR do pseudogene porA da N.
gonorrhoeae, utilizando os iniciadores PapF e PapR. Amostras 312 a 330 correpondentes a
esfregacos obtidos da juncdo escamo-colunar. Br = Controle negativo; C1 = Controle
positivo 1; C2 = Controle positivo 2; M= marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

245 246 247 248 C+
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Fig. 10 — Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0% corado com Gel Red, evidenciando
um fragmento de 112pb resultante da amplificagdo por PCR Touch-down do gene da
betatubulina do T. vaginalis, utilizando os iniciadores BTUB2 e BTUB9. Amostras 245 a
248, correspondentes a esfregacos obtidos da juncdo escamo-colunar. Br = Controle
Negativo; C+ = Controle positivo; M= marcador de peso molecular de100 pb (Invitrogen).
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Fig. 11 — Graficos de amplificagdo de uma amostra positiva para Citomegalovirus Humano
(Amostra 26, CT=30) e Controle Positivo (CT=29) detectadas através de PCR em Tempo
Real, e Controle Negativo.
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Fig. 10 — Gréficos de amplificacdo de uma amostra positiva para Herpes virus Simples 2
(Amostra 7, CT=30) e Controle Positivo (CT=26) detectadas através de PCR em Tempo Real,
e Controle Negativo.
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Na tabela 8 est4 descrito o tipo viral encontrado nas amostras cervicais de
mulheres estudadas no municipio de Coari/AM que apresentaram resultado
citolégico de ASCUS, LSIL e HSIL.

Tabela 8 — Tipos de HPV encontrados nas pacientes que apresentaram
resultado citolégico alterado (ASCUS, LSIL e HSIL) dentre as mulheres
amostradas no municipio de Coari - AM

Amostra Citologia Tipo viral

15 ASCUS 16
59 ASCUS 16
72 ASCUS 58
166 ASCUS -

210 LSIL 33
24 HSIL -

357 HSIL 16

ASCUS - Células atipicas de significado indeterminado; LSIL —
Leséo intraepitelial de baixo grau; HSIL — Lesao intraepitelial de
alto grau

Das duas mulheres que se disseram portadoras do HIV, uma delas estava
infectada por HPV 31 e a outra estava infectada por HCMV. Foram encontrados 35
casos de co-infec¢des, sendo 10 casos de co-infeccdo por HPV e T. vaginalis; 9
casos de co-infec¢éo por HPV e HCMV; 5 casos de co-infeccdo por C. trachomatis e
T. vaginalis; 3 casos de co-infecgcdo por C. trachomatis e HPV; 2 casos de co-
infeccdo por HPV e HSV-2; 2 casos de co-infecgéo por T. vaginalis e HCMV; 1 caso
de co-infeccdo por HCMV e C. trachomatis e 1 caso de co-infeccdo entre N.
gonorrhoeae e T. vaginalis. Houve também 2 casos de tripla infeccdo: 1caso de
tripla infecgéo por C. trachomatis, T. vaginalis e HPV58 e 1 caso de tripla infecgéo
por N. gonorrhoeae, T. vaginalis e HCMV. Os dados relativos as co-infeccbes estao

mostrados na tabela 9.



Tabela 9 — Dados de co-infec¢@o encontrados nas mulheres amostradas na cidade de Coari/AM
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Amostra HPV HCMV HSV-2 CT NG TV

2 HPV 16 CT

4 HPV 16 CT

6 HPV 16 HSV-2

7 HPV 16 HSV-2

17 HPV 16 TV
26 HPV 16 HCMV

28 HPV 16 TV
32 HPV 16 TV
46 HCMV v
55 HPV 16 HCMV

58 HPV 16 TV
72 HPV 58 HCMV
140 HPV 16 HCMV
141 HPV 68 TV
145 HPV 16 HCMV
160 HPV 81 TV
163 HPV 58 TV
179 CT TV
180 HPV 81 CT TV
181 CT TV
182 CT TV
183 CT TV
190 HPV 6 TV
202 HCMV TV
214 HPV33 HCMV
221 CT TV
234 HCMV NG TV
246 HPV 16 TV
249 HPV 16 TV
254 NG TV
269 HCMV CT
274 HPV 16 HCMV
289 HPV 16 HCMV
335 HPV 89 CT
365 HPV 16 HCMV

HPV — Papilomavirus Humano; HCMV — Citomegalovirus Humano; HSV-2 — Herpes virus simples 2;

CT - Chlamydia trachomatis; NG — Neisseria gonorrhoeae; TV — Trichomonas vaginalis
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5.4 — Associac¢des entre variaveis

Os dados relativos a infec¢do por qualquer um dos patdgenos sexualmente
transmisiveis bem como por cada patdégeno isoladamente (com exce¢do do HSV-2,
devido a prevaléncia muito baixa) foram cruzados com os dados sdcio-demograficos
e comportamentais, tais como escolaridade, idade, nimero de parceiros, uso de
preservativo, dentre outras variaveis. Nado foi encontrada nenhuma associagédo
estatisticamente significativa entre nenhuma dessas varidveis e a infeccdo por
qualguer um dos patdgenos sexualmente transmissiveis (Tabela 10). Para cada
patdgeno particularmente, também ndo foram encontradas associacfes
estatisticamente significativas entre as variaveis estudadas e a infeccdo pelo
patébgeno (Tabelas 11 a 15). As principais queixas clinicas apresentadas pelas
mulheres infectadas estao descritas na tabela 16.
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Tabela 10 — Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relacdo as mulheres amostradas
na cidade de Coari/AM que apresentaram pelos menos uma infeccao

DST
Variaveis (n = 361) Sim N&o
f; % f; % Total p

Escolaridade 0,865*
Fundamental incompleto 77 48,4 82 51,6 159
Fundamental completo 96 47,5 106 52,5 202

Idade 0,671**
Média + DP 36,7 £ 14,0 36,1+129
Amplitude 18- 78 18- 73

Estado civil 0,668*
Solteira/Divorciada/Vilva 41 50,0 41 50,0 82
Casada/Unido estavel 132 47,3 147 52,7 279

NUumero de parceiros na vida 0,605*
lab 140 49,3 144 50,7 284
6al0 21 42,9 28 57,1 49
Acima de 10 12 42,9 16 57,1 28

Numero de filhos 0,826****
Mediana 3,0 3,0
Amplitude 0-16 0-12

Uso de preservativo com parceiro fixo

(n = 327) 0,768*
Nem sempre 127 47,9 138 52,1 265
Sempre 31 50,0 31 50,0 62

Uso de preservativo com parceiro

eventual (n = 32) 0,465
Nem sempre 2 28,6 5 714 7
Sempre 10 40,0 15 60,0 25

Tem /J&a teve DST 0,466***
Sim 8 40,0 12 60,0 20
Nao 165 48,4 176 51,6 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 0,371***
Sim 11 57,9 8 42,1 19
Néo 162 47,4 180 52,6 342

Motivo da consulta 0,175*
Consulta de rotina 96 51,3 91 48,7 187
Queixas clinicas 76 44,2 96 55,8 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; **** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Tabela 11 - Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relacdo ao resultado do
Trichomonas vaginalis nas mulheres amostradas no municipio de Coari - AM.

Trichomonas vaginalis

Variaveis (n = 361) Positivo Negativo
fi % f; % Total p

Escolaridade 0,132*
Fundamental incompleto 25 15,7 134 84,3 159
Fundamental completo 21 10,4 181 89,6 202

Idade 0,175**
Média + DP 38,9+ 15,2 36,1+13,1
Amplitude 18 - 70 18- 78

Estado civil 0,866*
Solteira/Divorciada/Vidva 10 12,2 72 87,8 82
Casada/Unido estavel 36 12,9 243 87,1 279

NuUmero de parceiros navida 0,357+
lab 34 12,0 250 88,0 284
6al0 6 12,2 43 87,8 49
Acima de 10 6 21,4 22 78,6 28

Numero de filhos 0,060%+**
Mediana 5,0 3,0
Amplitude 1-16 0-14

Uso de preservativo com parceiro fixo

(n = 327) 0,445*
Nem sempre 35 13,2 230 86,8 265
Sempre 6 9,7 56 90,3 62

Uso de preservativo com parceiro

eventual (n = 32) 0,605
Nem sempre - - 7 100,0 7
Sempre 2 8,0 23 92,0 25

Tem /J&a teve DST 0,481***
Sim 3 15,0 17 85,0 20
Nao 43 12,6 298 87,4 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 0.0797
Sim 5 26,3 14 73,7 19
Nao 41 12,0 301 88,0 342

Motivo da consulta 0,858*
Consulta de rotina 24 12,8 163 87,2 187
Queixas clinicas 21 12,2 151 87,8 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; **** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Tabela 12 - Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relacdo ao resultado do
Chlamydia trachomatis nas mulheres amostradas no municipio de Coari - AM.

Chlamydia trachomatis

Variaveis (n = 361) Positivo Negativo
fi % f; % Total p

Escolaridade 0,213*
Fundamental incompleto 13 8,2 146 91,8 159
Fundamental completo 10 50 192 95,0 202

Idade 0,394**
Média + DP 38,7+ 15,8 36,3+ 13,2
Amplitude 18 - 70 18- 78

Estado civil 0,153*
Solteira/Divorciada/Viuva 8 9,8 74 90,2 82
Casada/Uniao estavel 15 5,4 264 94,6 279

NuUmero de parceiros navida —
lab 16 5,6 268 94,4 284
6al0 4 8,2 45 91,8 49
Acima de 10 3 10,7 25 89,3 28

Namero de filhos 0,434****
Mediana 4,0 3,0
Amplitude 0-10 0-16

Uso de preservativo com parceiro fixo

(n = 327) 0,411%**
Nem sempre 18 6,8 247 93,2 265
Sempre 3 4.8 59 95,2 62

Uso de preservativo com parceiro

eventual (n = 32) 0,648
Nem sempre 1 14,3 6 85,7 7
Sempre 3 12,0 22 88,0 26

Tem /J&a teve DST 0,258***
Sim - - 20 100,0 20
Nao 23 6,7 318 93,3 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 0.655%
Sim 1 53 18 94,7 19
N&ao 22 6,4 320 93,6 342

Motivo da consulta 0,660*
Consulta de rotina 13 7,0 174 93,0 187
Queixas clinicas 10 5,8 162 94,2 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; **** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; ***** N&do é
possivel aplicar a estatistica de teste devido as restricdes do qui-quado.
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Tabela 13 — Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relacéo ao resultado do Neisseria
gonorrhoeae nas mulheres amostradas no municipio de Coari - AM.

Neisseria gonorrhoeae

Variaveis (n = 361) Positivo Negativo
f; % f; % Total p

Escolaridade 0,611*
Fundamental incompleto 2 1,3 157 98,7 159
Fundamental completo 3 15 199 98,5 202

Idade 0,660**
Média + DP 33,8+21,1 36,5+ 13,3
Amplitude 18 - 69 18- 78

Estado civil 0,319*
Solteira/Divorciada/Viuva 2,4 80 97,6 82
Casada/Unido estavel 1,1 276 98,9 279

Numero de parceiros na vida Fkkk
lab 4 14 280 98,6 284
6al0 - - 49 100,0 49
Acima de 10 1 2,6 27 96,4 28

Namero de filhos 0,632***
Mediana 3,0 3,0
Amplitude 0-9 0-16

Uso de preservativo com parceiro fixo (n

- 327) 0,531*
Nem sempre 3 1,1 262 98,9 265
Sempre - 62 100,0 62

Tem /Jateve DST 0,750*
Sim - - 20 100,0 20
N&o 5 15 336 98,5 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 0.7627
Sim - - 19 100,0 19
Nao 5 15 337 98,5 342

Motivo da consulta 0,585*
Consulta de rotina 2 11 185 98,9 187
Queixas clinicas 3 1,7 169 98,3 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; *** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; ***** Ndo &
possivel aplicar a estatistica de teste devido as restricdes do qui-quado.
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Tabela 14 — Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relagcdo ao resultado do
Papilomavirus Humano nas mulheres amostradas no municipio de Coari - AM.

Resultado do HPV

Variaveis (n = 361) Positivo Negativo
fi % f; % Total p

Escolaridade 0,322*
Fundamental incompleto 42 26,4 117 73,6 159
Fundamental completo 63 31,2 139 68,8 202

Idade 0,668**
Média + DP 36,0 + 13,2 36,6 + 13,5
Amplitude 18- 78 18- 73

Estado civil 0,967*
Solteira/Divorciada/Vilva 24 29,3 58 70,7 82
Casada/Uniéo estavel 81 29,0 198 71,0 279

NuUmero de parceiros navida 0,199*
lab 86 30,3 198 69,7 284
6al0 15 30,6 34 69,4 49
Acima de 10 4 14,3 24 85,7 28

Numero de filhos 0,817*++*
Mediana 3,0 3,0
Amplitude 0-14 0-16

Uso de preservativo com parceiro fixo

(n =327) 0.950"
Nem sempre 78 29,4 187 70,6 265
Sempre 18 29,0 44 71,0 62

Uso de preservativo com parceiro

eventual (n = 32) 0,511
Nem sempre 1 14,3 6 85,7 7
Sempre 6 24,0 19 76,0 25

Tem /Jateve DST 0,549*
Sim 7 35,0 13 65,0 20
Nao 98 28,7 243 71,3 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 0.805%
Sim 6 31,6 13 68,4 19
Néo 99 28,9 243 711 342

Motivo da consulta 0,592*
Consulta de rotina 57 30,5 130 69,5 187
Queixas clinicas 48 27,9 124 72,1 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; **** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Tabela 15 — Distribuicdo segundo a frequéncia da histéria clinica em relacdo ao resultado do
Citomegalovirus Humano nas mulheres amostradas no municipio de Coari - AM.

Citomegalovirus humano

Variaveis (n = 361) Positivo Negativo
fi % f; % Total p

Escolaridade 0,395*
Fundamental incompleto 11 6,9 148 93,1 159
Fundamental completo 19 9,4 183 90,6 202

Idade 0,078**
Média + DP 32,3 +14,0 36,8 + 13,3
Amplitude 18 - 70 18- 78

Estado civil 0,590*
Solteira/Divorciada/Vilva 8 9,8 74 90,2 82
Casada/Unido estavel 22 7.9 257 92,1 279

NuUmero de parceiros navida —
lab 24 8,5 260 91,5 284
6al0 3 6,1 46 93,9 49
Acima de 10 3 10,7 25 89,3 28

Numero de filhos 0,11 1%+
Mediana 2,0 3,0
Amplitude 0-14 0-16

Uso de preservativo com parceiro fixo

(n =327) e
Nem sempre 22 8,3 243 91,7 265
Sempre 8 12,9 54 87,1 62

Uso de preservativo com parceiro

eventual (n = 32) 0,523
Nem sempre 1 14,3 6 85,7 7
Sempre 2 8,0 23 92,0 25

Tem /J&a teve DST 0,168***
Sim - - 20 100,0 20
Nao 30 8,8 311 91,2 341

Parceiro com historia de DST nos

altimos 12 meses 04817
Sim 2 10,5 17 89,5 19
Néo 28 8,2 314 91,8 342

Motivo da consulta 0,095*
Consulta de rotina 20 10,7 167 89,3 187
Queixas clinicas 10 5,8 162 94,2 172

f, = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padrdo; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste
t de Student; *** Teste exato de Fisher; **** Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; ***** Ndo é
possivel aplicar a estatistica de teste devido as restricdes do qui-quadrado.
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Tabela 16 — Queixas clinicas apresentadas pelas mulheres infectadas dentre as mulheres amostradas
no municipio de Coari - AM.

Queixas clinicas HPV HCMV HSV-2 CT NG TV
Ulceras genitais 0 0 0 0 0 0
Dificuldade de urinar 12 2 0 0 1 3
Corrimento vaginal 27 7 2 5 3 10
Prurido 11 1 0 2 2 6

Dor Pélvica 26 6 0 7 2 14
Outras 1 0 0 1 1 0

HPV — Papilomavirus Humano; HCMV - Citomegalovirus Humano; HSV-2 — Herpes virus simples 2;
CT — Chlamydia trachomatis; NG — Neisseria gonorrhoeae; TV — Trichomonas vaginalis
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6. DISCUSSAO

Este foi um estudo de corte transversal, cujo principal interesse foi medir a
prevaléncia da infeccdo por alguns patégenos sexualmente transmissiveis numa
amostra da populacéo feminina da cidade de Coari/AM. Em termos epidemioldgicos,

pode ser considerado um estudo de prevaléncia.

Os estudos de prevaléncia sdo muito importantes no contexto da saude
publica, pois através deles procura-se conhecer um atributo previamente
selecionado em uma populacdo (no caso, as doencas sexualmente transmissiveis)
ou em uma amostra dela, que € mensurado em determinado ponto do tempo, sendo

equivalente a se obter uma “fotografia” do problema (BRASIL, 2008).

A excecdo das DST de notificagdo compulséria, sdo pouquissimos os dados
de incidéncia e prevaléncia do restante das DST em nivel nacional. O conhecimento
da prevaléncia dessas doencas no pais advém de estudos regionais, que embora de
limitado alcance geogréfico individualmente, tomados em conjunto fornecem um

panorama da situacao brasileira.

Consciente dessa lacuna deixada pela falta de dados nacionais unificados, 0
Ministério da Saude realizou um importante estudo sobre “Prevaléncias e
frequéncias relativas de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) em
populacdes selecionadas de seis capitais brasileiras, 2005” (BRASIL, 2008), e uma
das capitais selecionadas para esta pesquisa foi Manaus, capital do Amazonas (as

outras capitais foram Goiania, Fortaleza, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre).

Na pesquisa supracitada, estudou-se a prevaléncia de algumas DST e os
fatores de risco relacionados em 3 sub-populacdes, que foram: gestantes, homens
trabalhadores de pequenas industrias (esses dois sub-grupos representando
populacbes feminina e masculina, respectivamente, sexualmente ativas,
assintomaticas) e homens e mulheres que buscaram atendimento em clinicas de
DST de centros de referéncia nas capitais estudadas. Esta pesquisa sera de grande
valor na discussao relativa a varios aspectos desse estudo aqui apresentado,
principalmente nos aspectos relacionados as prevaléncias encontradas e métodos

diagnasticos utilizados.
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Como se pode verificar nas pesquisas epidemioldgicas relacionadas ao tema
realizadas no estado do Amazonas (secéo 2.3 da Revisao de Literatura), os estudos
encontrados foram todos realizados com amostras da populacdo da cidade de
Manaus. Dados relativos a populacdo do interior do estado do Amazonas sao

praticamente desconhecidos.

A cidade de Coari € uma cidade estratégica na regido central do Amazonas,
sendo a quinta maior cidade do estado, com uma populacdo de cerca de 67.000
habitantes (IBGE, 2009). Localiza-se na regido do Médio Solimdes, cerca de 363 km
distante de Manaus. E uma das cidades mais ricas da regido Norte em volume de
recursos financeiros, recursos esses advindos principalmente dos royalties devidos a

exploracéo de petroleo e gas natural pela Petrobras em suas terras.

A chegada de grande numero de trabalhadores da Petrobras e das empresas
do consoércio firmado para constru¢do do gasoduto Coari-Manaus de varias regides
do pais para a cidade de Coari intensificou-se nos ultimos 10 anos, trazendo certo
progresso a cidade. A grande maioria desses trabalhadores é do sexo masculino, e
muitos desses homens foram morar em Coari solteiros ou sem o acompanhamento
de suas familias. Nesse contexto, mudangcas no comportamento sexual da
populacao (principalmente feminina) tendem a acontecer, e com isso ha uma maior
tendéncia a disseminacdo de DST. Esta situacdo merece atencdo, uma vez que a
disseminacdo de DST acarreta consigo varias complicacbes para a vida das
pessoas e para o sistema de saude local, implicando no aumento dos custos em

cuidado com a saude.

A amostra desse estudo foi composta por mulheres sexualmente ativas,
moradoras da cidade de Coari, e esta pesquisa propds-se a investigar a prevaléncia
da infeccao por patégenos sexualmente transmissiveis nesta amostra de populacao.
Embora n&do seja objetivo deste trabalho analisar minuciosamente o comportamento
sexual dessas mulheres, algumas perguntas a respeito do assunto foram incluidas
no questionario na tentativa de se encontrarem fatores de risco envolvidos no

processo.

Foi decidido considerar sexualmente ativas todas as mulheres que ja

tivessem feito sexo na vida, em concordancia com as recomendacgdes de Franga Jr
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et al., (2003) em pesquisa encomendada pelo Ministério da Saude ao IBOPE, que
diz:
A definicdo de atividade sexual deve ser comparavel aos estudos brasileiros
MS/CEBRAP e MS/IBOPE, assim como aos estudos internacionais. Para tanto,
deve-se considerar elegivel toda pessoa que tenha declarado ter tido relacdes
sexuais na vida (respostas SIM/NAQO). Adicionalmente, devem ser coletadas

informacdes sobre a atividade sexual nos ultimos 6 meses e nos ultimos 12
meses (respostas SIM/NAO).

Neste estudo, foi seguida essa recomendacdo em relacdo a inclusdo das
mulheres ditas sexualmente ativas e foram coletadas informacdes adicionais sobre
atividade sexual nos ultimos 12 meses. Apesar de alguns estudos incluirem como
sexualmente ativas pessoas que fizeram sexo nos udltimos 6 ou 12 meses
(MELGACO et al.,, 2011), a inclusdo das mulheres que ndo necessariamente
fizeram sexo neste periodo é totalmente recomendavel quando ndo se esta
estudando apenas comportamento sexual, e sim, a prevaléncia de infeccdo por
patbgenos sexualmente transmissiveis (IGANSI, 2005, FREDIZZI et al., 2008;
BARCELOS et al., 2008), uma vez que muitos deles causam infec¢cdes cronicas e

problemas a longo prazo para a saude da mulher.

6.1 — Caracterizacdo geral da amostra

As mulheres arroladas nesta pesquisa variaram em idade entre 18 a 78 anos,
com média de idade de 36,4 anos (DP=13,4). Alguns estudos de prevaléncia
realizados no Brasil em amostras semelhantes a nossa (mulheres em exame
ginecoldgico de rotina), também incluiram mulheres numa ampla faixa etaria, como o
estudo de Moyses et al., (2008) que incluiu mulheres entre 16 e 83 anos e o estudo

de Fredizzi et al., (2008) cuja abrangéncia foi de mulheres entre 14 e 54 anos.

Todas as participantes deste estudo eram moradoras do municipio de Coari,
sendo 69,8% das mulheres naturais desta cidade. Outras 23,3% eram procedentes
de outros municipios do interior do Amazonas, perfazendo um total de 93,1% das
mulheres, de forma que temos dados que exemplificam bem aspectos das mulheres

interioranas.
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Quanto ao grau de escolaridade, as mulheres apresentaram
predominantemente um baixo nivel de escolaridade, com 44,0% delas apresentando
ensino fundamental incompleto. Juntando-se a esse numero os 18,0% de mulheres
gue apenas concluiram o ensino fundamental, perfazendo um total de 62,0%, temos
um percentual bastante elevado de mulheres com baixo nivel de escolaridade na
populacdo feminina amostrada. Isso certamente se reflete no nivel de
conhecimentos relacionados as atitudes e praticas relativas ao risco de se adquirir
DST.

Mesmo que o grau de escolaridade isoladamente ndo seja suficiente para
indicar a condi¢do socioecondmica, ela tem sido considerada como a medida que
mais se aproxima como indicador de pobreza, ai englobados todos os aspectos de
‘pobreza” em que uma pessoa possa estar imersa. Quando avaliada a situacao
sécio-econdmica através da renda familiar, constatamos que a maioria das mulheres
(36,0%) vive em familias com renda de 1 salario minimo, seguido por 35,5% de

mulheres que vivem com renda familiar de 2 a 3 salarios minimos.

Constatamos que quase a metade da populacdo feminina amostrada (46,5%)
trabalhava e as principais ocupacdes relatadas foram: agente administrativo,
agricultora, professora, comerciante, auxiliar de servicos gerais e empregada
doméstica. Esse nimero é bastante expressivo, acompanhando as mudancas na
dindmica das estruturas familiares nas ultimas décadas. A forca do incremento do
dinheiro ganho pelas mulheres no contexto familiar trouxe consigo mudangas nos
papéis sociais desempenhados por homens e mulheres numa casa, repercutindo-se
esses efeitos no cuidado com o corpo e na satde sexual da mulher (JIMENEZ et al.,
2001). Porém, mais de 50% das mulheres desse estudo néo trabalhavam, podendo
este fator estar contribuindo para a reproducdo de papéis tradicionais nas relacdes
de género, interferindo na capacidade de negociacdo de praticas sexuais mais

seguras para as mulheres.

As mulheres amostradas, em sua grande maioria (77,3%), disseram-se estar
casadas ou vivendo em unido estavel com um companheiro, enquanto que as 22,7%
restantes relataram estar solteiras, separadas/divorciadas ou vilvas (isto é, nao
estavam vivendo com um companheiro, embora pudessem ter parceiros sexuais

fixos). Estar “solteira” (englobando ai mulheres solteiras e separadas/divorciadas)
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era por si s6 um fator de risco para a aquisicdo de uma DST. Este conceito tem
mudado totalmente desde que se observou que as mulheres séo a populagdo com
AIDS que mais cresce no mundo, principalmente entre aquelas que se encontram
em relacionamentos estaveis, o que € chamado de “feminizacdo da epidemia de
AIDS” (BRASIL, 2007), desaparecendo esse conceito de estar “solteiro” como um

fator de risco.

Sobre os dados gestacionais, optamos por trazer como medida de tendéncia
central o valor da mediana, por ser esta menos influenciada por valores extremos do
gque a meédia. Neste sentido, tivemos que, embora a amplitude do numero de
gestacdes entre as mulheres tenham variado de 0 a 18, o valor da mediana foi 4. E
embora a amplitude do numero de nascidos vivos entre as mulheres tenha sido de 0

a 16 filhos, a mediana foi 3.

Das mulheres arroladas neste estudo, encontramos um alto nimero (n=142;
correspondente a 39,3%) de mulheres que ja tinham passado pela experiéncia de
pelo menos 1 aborto. Destas, 133 mulheres relataram ter tido aborto espontaneo,
sendo que 97 mulheres (72,9%) disseram ter tido 1 aborto, 23 (17,3%) tiveram 2
abortos espontaneos e encontramos 13 mulheres (9,8%) que relataram 3 abortos
espontaneos. Sem desconsiderar outras causas relacionadas a ocorréncia de
abortos espontaneos, sabemos que alguns patégenos sexualmente transmissiveis

como a clamidia e o gonococo estéo relacionados a estes eventos.

A idade da primeira relacdo sexual das mulheres deste estudo variou de 11 a
29 anos, com média de idade de 15,9 anos (DP=2,5). Esta média foi semelhante a
encontrada em mulheres na cidade de Manaus (15,8 anos) no estudo multricéntrico
realizado pelo Ministério da Saude, tendo inclusive sido considerada bem abaixo da
média nacional, que foi 16,5 anos (BRASIL, 2008).

Um dos fatores de risco mais consistentes para algumas infeccoes
sexualmente transmissiveis é o alto numero de parceiros sexuais, sejam eles fixos
ou eventuais. Quando perguntadas a respeito do numero de parceiros sexuais ao
longo da vida, a grande maioria das mulheres (78,7%) relataram ter tido de 1 a 5
parceiros, 13,6% disseram ter tido entre 6 e 10 parceiros e 7,8% relataram ter tido

acima de 10 parceiros sexuais.
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Foram adicionadas informagfes a respeito do comportamento sexual das
mulheres nos ultimos 12 meses. Neste periodo, 90,3% delas afirmaram ter tido de 1
a 3 parceiros fixos, 9,4% delas afirmaram néo ter tido nenhum parceiro fixo e apenas
1 mulher (0,3%) disse ter tido mais de 3 parceiros fixos. Quando perguntadas a
respeito do uso do preservativo com os parceiros fixos, a grande maioria delas
(57,2%) afirmou n&o usar “nunca”, 23,8% disseram usar “nem sempre/raramente” e

19% delas afirmaram “sempre” usar.

Os motivos mais citados para o ndo uso frequente de preservativo com 0s
parceiros fixos foram: “confianga no parceiro”, “parceiro ndo gosta” e “uso de outro
método anticoncepcional”’. Aspectos culturais estdo bem claros nestes motivos
citados pelas mulheres. A “confianca no parceiro” esta diretamente relacionada com
a concepcao cultural de que no relacionamento fixo est4d implicado um
relacionamento afetivo, duradouro e exclusivo, sendo dificil que o preservativo seja
negociado como meio de prevencdo as DST. O “uso de outro método
anticoncepcional” reforgca este pensamento, pois mostra que as mulheres nem
parecem cogitar uma outra finalidade do uso do preservativo que nao a
anticoncepcdo em seus relacionamentos fixos (JIMENEZ et al., 2001). O “parceiro
nao gosta” tem suas raizes nas relacdes de género (isto é, de poder entre 0s sexos).
Em praticamente todas as sociedades, h& claras diferencas nos papéis
desempenhados por homens e mulheres. Historicamente, essas diferencas se
expressam de forma desfavoravel as mulheres. Esse poder diferenciador entre
homens e mulheres amplia a vulnerabilidade feminina, pois prioriza o prazer sexual
masculino em detrimento dos cuidados com o corpo e com a saude da mulher
(BRASIL, 2007).

Em relacdo a quantidade de parceiros sexuais eventuais, a grande maioria
(90,8%) respondeu néo ter tido nenhum parceiro eventual. Das 32 mulheres (9,2%)
que relataram ter tido relagbes sexuais com parceiro eventuais, observou-se um uso
mais frequente de preservativo, com 78,1% das mulheres relatando que usavam
“sempre”, 15,6% “nem sempre” e 6,3% “nunca”. O motivo mais citado pelas que néo
usavam frequentemente o preservativo foi “muitas vezes nédo tem”. Enfatiza-se ai a
guestdo do acesso ao preservativo, que mesmo em sistemas de salude mais
inclusivos, como o brasileiro, com distribuicdo gratuita nas UBS, as mulheres ainda

podem ter certa dificuldade de consegui-los devido a questdes como falta dos
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preservativos na Unidade, dificuldade em conseguir uma consulta ou impossibilidade
de consegui na quantidade que gostaria.

A historia de infeccdo prévia por algum patdégeno sexualmente transmissivel e
principalmente o relacionamento com parceiros que ja foram portadores de alguma
DST no passado constituem fatores de risco muito bem estabelecidos (BRASIL,
2008). Em relacéo as DST (exceto HIV), 7 mulheres (1,9%) disseram ser atualmente
portadoras de alguma, que foram: tricomoniase (n=4), HPV (n=1), hepatite B (n=1) e
herpes genital (n=1). Porém, 18 mulheres (5,0%) revelaram ter tido alguma outra
DST no passado, que foram: tricomoniase (n=9), hepatite B (n=3), sifilis (n=2), HPV
(n=2), herpes genital (h=1) e gonorréia (n=1). Quando perguntadas em relacdo a
ocorréncia prévia de DST em seus parceiros, 19 mulheres (5,3%) disseram ter se
relacionado nos ultimos 12 meses com homens que tiveram DST no passado.

Mesmo que as mulheres participantes da pesquisa estivessem presentes a
UBS para realizacdo do exame preventivo de rotina, foram questionadas se estavam
“apenas” para exame de rotina (isto €, se estavam completamente assintomaticas)
ou se apresentavam queixas clinicas. Foi encontrado que 197 mulheres (54,6%)
estavam completamente assintomaticas e 159 (44%) apresentavam queixas clinicas.
As principais queixas clinicas relatadas foram: dor pélvica (105 mulheres),
corrimento vaginal (95 mulheres), dificuldade de urinar (38 mulheres) e prurido (48

mulheres).

Quando gquestionadas a respeito de outros fatores de risco, foi encontrado
que 9,7% delas possuiam tatuagem e 11,9% apresentavam-se em situacao de risco
ocupacional (trabalhavam em Unidade de Saude, tais como hospital, posto de
saude, laboratoério e consultorio odontoldgico). Nenhuma delas afirmou ja ter usado

drogas injetaveis nem ter se relacionado com parceiro que o tivesse feito.

6.2 — Prevaléncia geral dos patégenos sexualmente transmissiveis

As reacOes para deteccdo dos patdgenos revelaram que 173 mulheres
(47,8%) estavam infectadas com pelo menos um dos patdgenos estudados. Este
namero pode ser considerado alto. No estudo multicéntrico realizado pelo Ministério

da Saude em seis capitais brasileiras, a prevaléncia das DST analisadas (sifilis,
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gonorréia, clamidia, HPV, hepatite B e HIV) foi de 42,0% para pelo menos um
patdbgeno em mulheres gestantes (BRASIL, 2008).

Os dados relativos a infec¢do por qualguer um dos patdgenos sexualmente
transmisiveis foram cruzados com varias caracteristicas socio-demograficas e
comportamentais. Observou-se que, em termos proporcionais, a infeccdo
predominou em mulheres com baixo nivel de escolaridade, que se disseram estar
solteiras/separadas/divorciadas, em mulheres que disseram estar se relacionando
com homens que ja tiveram historia de infeccdo prévia por DST, porém nenhuma

dessas associacdes mostrou-se estatisticamente significativa.

Ao contrario do que poderiamos esperar, houve ligeiro predominio (em termos
proporcionais) também de infeccdes em mulheres que relataram ter tido de 1 a 5
parceiros sexuais ao longo da vida, que relataram uso frequente de preservativo
tanto com parceiro fixo quanto o eventual, e que se apresentaram ao exame sem
nenhuma queixa clinica (completamente assintomaticas). Nenhuma dessas

associacfes, porém, mostrou-se estatisticamente significante.

6.3 — Infeccéo pelo HPV

A infeccdo pelo HPV mostrou-se bastante elevada entre as mulheres
pertencentes a esta amostra. Quase 30% das mulheres estavam infectadas, e
destas, quase 60% estavam infectadas com HPV 16, um HPV de alto riso
oncogénico. Esta prevaléncia pode ser considerada elevada, embora esteja bem
abaixo da encontrada no estudo multicéntrico realizado pelo Ministério da Saude,
gue encontrou 45,6% de infeccdo pelo HPV em gestantes (assintomaticas) na
cidade de Manaus, utilizando a técnica da captura hibrida. Estas gestantes foram
incluidas neste estudo como representantes da populacdo feminina sexualmente
ativa, sem evidéncias de serem portadoras de DST (BRASIL, 2008), comparavel, em
certa medida, com a amostra deste estudo. Dentre as gestantes estudadas nas 6
capitais brasileiras, as de Manaus apresentaram a segunda maior prevaléncia de
infeccdo pelo HPV, ficando atras apenas do Rio de Janeiro (49,8%), estando
portanto acima também da média nacional, que foi de 40,4% (BRASIL, 2008).
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Comparando-se a prevaléncia de infecgdo por HPV em mulheres moradoras
da cidade de Coari (29,1%) com as prevaléncias encontradas em outros estudos
brasileiros cuja amostra se assemelha ainda mais a deste estudo, isto €, mulheres
em exame ginecologico de rotina (quer estivessem gravidas ou nédo, quer
apresentassem queixas clinicas ou n&do), encontramos alguns ndmeros mais
aproximados aos nossos ou inferiores: 28,4% em Porto Alegre (IGANSI, 2005) e
21% em Florianépolis (FREDIZZI et al., 2008). Novamente no Rio de Janeiro, porém,
uma prevaléncia maior foi encontrada: 35,3% num estudo de Moyses et al., (2008) e
56,0% num estudo de Magalhaes et al., (2008). Lippman et al., (2010) encontraram
35,0% de positividade em mulheres de S&o Paulo/SP.

E de grande importancia estabelecer os tipos de HPV circulantes em
diferentes regides, tendo em vista as diferencas relacionadas aos desfechos clinicos
gue os tipos de alto-risco e baixo-risco acarretam. Este conhecimento é importante
também ao se tentar prever o impacto das vacinas anti-HPV até agora existentes no

mercado, se seriam realmente eficazes ou ndo para uma determinada populacéo.

Neste estudo, encontramos uma alta prevaléncia do HPV 16 entre as
mulheres infectadas (58,1%). Este tipo viral é considerado de alto-risco oncogénico
e tem sido, juntamente com o HPV 18, o tipo viral mais frequentemente implicado no
desenvolvimento do cancer de colo de utero em todo o mundo (FINAN, TAMIM,
ALMAWI, 2002; CALLEJA-MACIAS et al.,, 2005; STEBEN, DUARTE-FRANCO,
2007; TABORA et al., 2005). Este resultado é bastante preocupante, uma vez que
mulheres infectadas com os tipos de HPV de alto risco oncogénico tém maiores
taxas de progresséo para neoplasia intraepitelial comparadas aquelas infectadas por
virus de baixo risco oncogénico. Outros estudos realizados no estado do Amazonas,
tanto com mulheres com citologia normal quanto com mulheres apresentando
anormalidades citolégicas, o HPV 16 também foi o mais frequentemente encontrado
(FERREIRA, 2007a; CASTRO et al., 2011).

Destacamos o fato de, na nossa amostra, ndo termos encontrado nenhuma
mulher positiva para o HPV 18. Uma presenca ndo muito marcante do HPV 18 pode
ser uma caracteristica peculiar encontrada nesta regido do pais, pois no estudo de
Ferreira (2007a) através de Nested-PCR (com os pares de iniciadores MY09/MY11 e

GP5+/GP6+) em mulheres com alteracfes citoldgicas (desde ASCUS até carcinoma
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invasivo) realizado aqui na cidade de Manaus, esta pesquisadora encontrou apenas
4,1% das pacientes positivas para HPV 18, enquanto a positividade para o HPV 16
foi de 81,9%. No estudo de Castro et al., (2011), utilizando apenas os iniciadores
MY09/MY11, néo foi encontrado nenhum caso de HPV 18, sendo o HPV 16 também
o predominante (56,0%). Em concordancia, estudos brasileiros em outras regides do
pais também tém encontrado baixa prevaléncia de HPV 18, tanto em mulheres sem
anormalidade citologicas, quanto em mulheres com lesfes precursoras e cancer
(CAMARA et al., 2003; MATTOS et al., 2011).

Levamos em consideragdo, porém, a caracteristica intrinseca ao método de
genotipagem usado nesta pesquisa (sequenciamento génico) de nao ser capaz de
detectar co-infecgbes, e sim o tipo viral presente em maior quantidade. A
hibridizacdo através de sondas tipo-especificas e o RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) podem detectar co-infecgbes. Porém, o sequenciamento
génico é o Unico capaz de detectar todos os tipos de HPV e suas variantes

presentes nas espécimes biologicas (OLIVEIRA-SILVA et al., 2011).

O HPV 58 foi significativamente encontrado nesta pesquisa (20,0%). Este tipo
esta estreitamente relacionado ao HPV 16, ambos pertencendo a espécie 9 do
género alfa-papilomavirus (de VILLIERS et al.,, 2004; CALLEJA-MACIAS et al.,
2005). Estudos mundiais trazem o HPV 58 como sétimo tipo mais frequente em
mulheres com leséo precursora e cancer cervical e o sexto tipo mais frequente em
mulheres sem alterac6es, porém diferencas nas prevaléncias tém mostrado
marcantes diferencas regionais. As mais altas prevaléncias de HPV 58 encontram-
se em paises latino-americanos e asiaticos; ja foram encontradas altas prevaléncias
deste tipo na China, Japao, México, Costa Rica, Colémbia e Brasil (CAMARA et al.,
2003; CALLEJA-MACIAS et al., 2005; CANCHE et al., 2010; TAKEHARA et al.,
2011).

Os restantes 21,9% dos HPV encontrados exibiram certa variedade
genotipica. Excluindo-se os tipos mais prevalentes (16 e 58), foram encontrados
mais 13 tipos de HPV, tanto de baixo-risco (81, 6, 61, 70, 71 e 89), quanto de
provavel alto-risco (53 e 68) e alto-risco (33, 31, 35, 45, 52) (MUNOZ et al., 2006).
No estudo de Mattos et al., (2011) realizado na cidade de Vitoria/ES em 284

mulheres atendidas em clinica de DST, estes autores encontraram uma variedade
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genotipica ainda maior; ao todo, foram detectados 26 diferentes tipos de HPV, que
foram: 6,11,13,16, 18, 26, 31, 31b, 32, 33, 34, 35, 52, 53, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64,
66, 71, 81, 83 e 84, havendo predominio também do HPV 16 (20,0%). Oliveira et al.,
(2010) encontraram 21 gendtipos de HPV (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 39, 52, 53, 54,
56, 58, 59, 61, 62, 66, 71, 81, 83 e 84), em uma amostra de 241 mulheres jovens na
cidade de Niter6i/RJ, com prevaléncia do HPV 16 (7,7%). Lippman et al., (2010) ,
estudando a prevaléncia de HPV em 386 mulheres na cidade de Sé&o Paulo,
identificaram 25 tipos de HPV, com prevaléncia do HPV 16 (17,0%), sendo os tipos
6, 11, 16,18, 31, 33, 35, 53, 54, 58 e 61 os mais frequentes. Melgaco et al., (2011),
estudando mulheres HIV-positivas na cidade do Rio de Janeiro/RJ, encontraram 20
genatipos diferentes de HPV (6, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
61, 67, 69, 71, 81) também com predominancia do HPV 16 (21,6%).

Como observamos em nosso estudo, o HPV 16 mostrou-se em alta
prevaléncia entre as mulheres infectadas (58,1%). Este dado € muito preocupante,
quando comparado a outros estudos brasileiros, que apesar de também
encontrarem predominancia do HPV 16, o encontraram em indices bem menores
(7,7% em Oliveira et al., 2010; 17% em Lippman et al., 2010; 21,6% em Melgaco et
al.; 2011; 20,0% em Mattos et al., 2011), pois como evidenciado por Mufioz et al.,
(2006), o HPV 16 é um dos papilomavirus mais agressivos, com uma odds ratio
(OR) de 281,9 para carcinoma de células escamosas e adenocarcinomas. O HPV
33, terceiro tipo viral mais encontrado neste estudo, exibe a altissima OR de 573.4
(MUNOZ et al., 2006), mostrando-se bastante preocupante sua presenca nesta

populacao feminina.

A alta prevaléncia do HPV 16 e do HPV 18 no cancer cervical e lesbes
precursoras levou ao desenvolvimento de vacinas contra a proteina L1 do capsideo
viral destes tipos (GIRALDO et al., 2008; LIPPMAN et al.,, 2010). Como citado,
porém, a distribuicdo e a prevaléncia dos tipos de HPV de alto risco variam
grandemente no mundo. Dados advindos de pesquisas como a nossa podem servir
de base para o estudo sobre o impacto da vacina contra o HPV em mulheres
brasileiras por parte das autoridades em saude publica. Tanto nesta pesquisa como
em todos os estudos brasileiros citados, o HPV, e em especial o HPV 16, foi
encontrado em alta prevaléncia, o que levaria a crer que a vacina, seja a bivalente

ou a tetravalente, poderia ter um alto impacto na reducéo da incidéncia do cancer de



123

colo de utero no Brasil, embora a grande variedade dos outros tipos circulantes
ainda fosse motivo de preocupacao.

Paises desenvolvidos ja tém disponibilizado a vacina no setor publico. No
Reino Unido, a vacina bivalente ja esta disponivel. Os Estados Unidos, Canada,
Australia, Israel, Dinamarca e Grécia ja incluiram a vacina quadrivalente no setor
publico. Na Espanha, o governo da a mulher a escolha entre uma ou outra
(GIRALDO et al., 2008).

Apesar de a vacina anti-HPV ter sido liberada para uso no Brasil pela
ANVISA, ela tem sido comercializada apenas pela iniciativa privada, atingindo uma
pequena parcela da populagdo, com nitida falta de acesso a vacina pela populacéo
carente. A sua introducdo no programa nacional de imunizacao brasileiro ainda esta
em apreciagcdo. Tanto o custo atual (US$ 300,00, embora os custos possam cair
substancialmente quando negociado para o setor publico) quanto as dificuldades
logisticas de implementar um calendario vacinal de 3 doses em um pais de
dimensdes continentais de forma que a cobertura universal seja garantida parecem
ser as maiores barreiras apresentadas (LIPPMAN et al., 2010). O cuidado em
relacdo ao relaxamento da realizacdo do Papanicolaou também é preocupante, uma
vez que essas duas acfes ndo deveriam se excluir, e sim se fortalecer mutuamente,
principalmente porque ja existem muitas mulheres infectadas no Brasil, e as vacinas

oferecidas séo profilaticas, ndo terapéuticas.

Dentre os 7 casos de mulheres com alteragdes citologicas, foram encontrados
5 casos (70%) de infeccdo pelo HPV, sendo 3 casos de HPV 16 (2 em pacientes
com ASCUS e 1 em uma paciente com HSIL), 1 caso de HPV 58 em pacientes com
ASCUS e 1 caso de HPV 33 em paciente com LSIL.

No nosso estudo, uma paciente com ASCUS ndo exibiu infec¢do, o que é
plausivel, devido a esta classificagdo estar mais relacionada a presenca de
alteracbes morfolégicas do tipo reparativas, e ndo neoplasicas, sendo a maioria
reversivel (ndo houve nenhum caso de ASC-H, isto &, células escamosas atipicas
nao se podendo afastar lesdo de alto grau). Estes dados estdo de acordo (na
verdade, até acima) do que traz a literatura, pois, segundo Burd (2003),
aproximadamente 30 a 50% dos casos de ASCUS estéo relacionados ao HPV. Para
este autor, uma das vantagens da associacao da deteccdo molecular dos HPV com
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7

a citologia € auxiliar o diagndstico de mulheres que apresentaram resultados
indeterminados na triagem cervical comum. O estudo de Musa et al.,, (2010),
investigando uma amostra de 126 mulheres com ASCUS, encontrou uma
prevaléncia maior, com positividade de 43,2% para o teste de HPV de alto risco

nestas mulheres.

Encontramos um caso de paciente com HSIL que ndo apresentou infecgcao
por HPV. A literatura traz alguns estudos com achados semelhantes. No estudo de
Ferreira (2007a) em mulheres com alteragBes citoldgicas (desde ASCUS até
carcinoma invasivo) realizado aqui na cidade de Manaus, dentre 115 casos de
mulheres com HSIL, esta pesquisadora encontrou 7 casos (6,0%) negativos para
HPV, utilizando a técnica de PCR. Utilizando também PCR, Magalhaes et al., (2008),
numa amostra do Rio de Janeiro/RJ de 42 casos dentre HSIL e carcinoma,

encontraram 14 (33,3%) amostras negativas para HPV.

Segundo Magalhdes et al., (2008), algumas explicagcbes possiveis a um
resultado negativo de HPV por um método molecular em contraposi¢cdo a citologia
positiva sdo: baixa celularidade (quando a coleta para o estudo molecular é feito
apos a coleta para exame citolégico) e ocorréncia de falsos negativos, uma vez que
o método ndo apresenta 100% de eficacia. No nosso caso de HSIL negativo para
HPV (Amostra 24), consideramos se tratar verdadeiramente de um falso-negativo,
pois esta amostra ndo exibiu baixa celularidade, muito pelo contrario; quando foi
feita a quantificacdo do DNA através de aparelho NanoDrop 2000 (TERMO), esta
amostra apresentou uma concentracao de 2.281,0 ng/uL, enquanto todas as outras
amostras exibiram concentracdo variando entre 3,5 a 254,5 ng/uL. Sabe-se que uma
guantidade grande de DNA na reacao interfere negativamente na PCR, e mesmo
tendo sido feitas varias diluicdes, ndo pode ser visualizada uma banda definida no
gel de agarose, apenas um rastro grosseiro. Nestes casos, seria indicada a
realizacdo de uma nova coleta ou a continuacéo dos testes com o DNA-molde ainda

mais diluido.

O controle do céancer do colo de utero no Brasil € um assunto bastante
estratégico, considerando-se a alta prevaléncia deste na populacdo. Uma recente
publicacdo oficial do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2011) traz as Diretrizes
Brasileiras para o Rastreamento do Cancer de Colo de Utero, dando destaque a um
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conjunto de iniciativas que iriam marcar o ano de 2011 como o Ano da Priorizacao
do Controle do Céancer de Colo de Utero. Nestas diretrizes, os autores discutem
largamente o método convencional de rastreamento, o exame de Papanicolaou, e as

novas tecnologias diagndsticas, sempre no ambito da aplicabilidade clinica delas.

No Brasil e em praticamente todo o mundo, a realizacdo periodica do exame
citologico de Papanicolaou € a estratégia mais adotada para o rastreamento do
cancer do colo de utero. O objetivo primordial é atingir uma alta cobertura da
populacdo definida como alvo para que se obtenha significativa reducdo da
incidéncia e da mortalidade por este tipo de cancer (MOYSES et al., 2008; TERMINI,
VILLA, 2008; INCA, 2011).

Porém, a ocorréncia de exames citologicos falso-negativos e insatisfatorios
levou o desenvolvimento de novas tecnologias visando a melhoria da qualidade e,
consequentemente, da sensibilidade do teste. E o caso, por exemplo, da citologia de
base liquida e da automacéo da leitura das laminas (INCA, 2011). Estes métodos,

porém, ndo “emplacaram” no uso comum.

Foram, porém, as evidéncias de que alguns tipos de HPV estdo diretamente
relacionados ao desenvolvimento do cancer de colo de Utero que impulsionaram o
desenvolvimento de métodos diagnosticos que detectassem o DNA do HPV em uma
amostra ginecolégica. Estes métodos, como a Captura Hibrida e a PCR, sdo muito
mais sensiveis e ja estdo sendo testados como método de rastreamento de alguns
paises desenvolvidos como Finlandia e Holanda (TERMINI, VILLA, 2008;
LEINONEN et al., 2009; INCA, 2011).

Ha uma tendéncia, porém, a considerar-se que a melhor rotina de
identificagdo e acompanhamento das lesdes por HPV de forma a prevenir o cancer
cervical € a combinacdo do preventivo de Papanicolaou com a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). A PCR teria um importante papel complementar ao exame
citologico e pode auxiliar na determinagédo do diagnostico e tratamento de lesdes
precursoras de baixo grau que ndo apresentarem alteracdes evidentes na avaliacao
citolégica (MOYSES et al., 2008).

Em paises desenvolvidos, até mesmo a deteccdo do HPV ja tem sido

considerada de valor simplério como um real biomarcador para o cancer de colo de
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Gtero, por ter um baixo valor preditivo positivo, embora tenha um alto valor preditivo
negativo. Isto porque a maioria das infec¢cdes por HPV é eliminada e apenas uma
baixa porcentagem persiste induzindo lesdes precursoras e cancer. Desta forma,
tem sido investigado se a detec¢cdo do RNA de importantes genes virais, 0 E6 e 0 E7
de HPV de alto risco, cujas proteinas interferem em importantes proteinas do ciclo
celular, como a p53 e a pRB, seria de fato a ferramenta que aumentaria a
sensibilidade e especificidade destes testes na triagem de lesdées com maior chance
de progredirem para cancer (TERMINI, VILLA, 2008).

Nesta pesquisa, utilizaram-se os dois métodos para verificacdo da presenca
do HPV: a deteccdo molecular através da PCR e o exame citolégico convencional. A
escolha da realizacdo do Nested PCR neste estudo foi devido a sua conhecida
capacidade em aumentar a sensibilidade, especificidade e eficiéncia do processo
(RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006). Muitos estudos para detec¢do do HPV
utilizam esta técnica, com uso dos iniciadores degenerados MY09 e MY11, dirigidos
ao gene L1 viral, para o primeiro round e os iniciadores GP5+ e GP6+ para o
segundo (LIPPMAN et al., 2010; de LIMA et al., 2011). Estudos realizados pelo
grupo de pesquisa em Diagnostico Molecular neste programa de pdés-graduacéo
(Programa Multi-Institucional de Pos-graduacdo em Biotecnologia) também ja tém
tradicdo no uso desta técnica, alcancando resultados que mostram uma maior
sensibilidade da Nested PCR (FERREIRA, 2007a; SANTOS, 2007).

Apesar de as vezes ndo serem encontradas diferencas entre o uso da Nested
PCR e o0 uso apenas dos iniciadores GP5+ e GP6+ (de LIMA et al., 2011), o uso de
Nested PCR é mais aconselhavel quando se quer sequenciar as amostras positivas,
em virtude de o sequenciamento de amostras amplificadas pelos iniciadores MYQ09 e
MY11l serem de melhor qualidade (pois este par de iniciadores amplificam um
fragmento de 450 pb) em relacdo ao par GP5+ e GP6+, que amplificam um
fragmento de 150 pb (considerando o método de sequenciamento usado neste

estudo).

Uma desvantagem da Nested PCR, no entanto, é a maior possibilidade de
contaminacgéo, devendo, portanto, serem seguidas todas as normas de boas praticas
de um laboratério de Biologia Molecular (ROSSETTI, 2006). Em nosso estudo, as

amostras provenientes do primeiro round de reacédo foram armazenadas no freezer
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especifico de material amplificado (“area suja”), e o gel foi aplicado nesta mesma
area. Nenhum material amplificado foi levado a sala de PCR. Além disso, em todas
as reacdes do segundo round eram utilizados dois controles negativos, o “branco 1”
(amostra com agua da primeira reagao) e o “branco 2’ (amostra com agua da
segunda reacgdo). Se algum dos brancos apresentasse amplificacdo ou rastro de
DNA, a reacao era repetida.

Segundo de Lima et al., (2011), a sensibilidade e a especificidade dos testes
de HPV dependem também do tipo e da qualidade da amostra bioldégica e da
qualidade dos reagentes empregados, incluindo os diferentes tipos de DNA
polimerases. Neste estudo, buscamos utilizar uma enzima de alta qualidade, a
Platinum® Tag DNA Polymerase (INVITROGEN). Esta enzima possui a tecnologia
do anticorpo ligado a ela, que bloqueia sua acao a temperatura ambiente, ocorrendo
a separacao entre a enzima e o anticorpo apenas durante a fase de desnaturacdo
inicial, a 94°C (tecnologia Hot Start). Dessa forma, evita-se a sintese de DNA a partir
de anelamentos inespecificos (RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006).

Dentre as pacientes com laudo citolégico normal, encontramos a prevaléncia
de 31,8% de infeccdo pelo HPV, o que pode ser considerado bastante elevado.
Steben & Duarte Franco (2007) afirmam que estudos mundiais indicam cerca de
13,4% de infeccdo por HPV em mulheres com citologia normal e Moyses et al.,
(2008) afirmam que € comum que entre 10 a 15% de mulheres com citologia normal
apresentem DNA de HPV, o que é bem abaixo do que encontramos. Estes ultimos
autores encontraram 14,4% de infec¢cdo por HPV em mulheres sem alteracdes
citolégicas na cidade do Rio de Janeiro/RJ. Magalhaes et al., (2008) também em um
estudo no Rio de Janeiro/RJ, encontraram 39,3% de positividade para HPV em
mulheres com citologia normal. Em nosso estudo, esta alta prevaléncia de mulheres
positivas para o HPV, porém sem alteracdes citoldgicas, € significativa, pois embora
a infeccdo pelo HPV possa ser transitéria, a persisténcia da infeccdo pode colocar
todas estas mulheres em um grupo de risco para desenvolvimento do céancer
cervical, devendo, portanto ser acompanhadas de forma mais cuidadosa (TERMINI,
VILLA, 2008), principalmente aquelas que apresentaram infeccdo por HPV de alto

risco oncogénico.
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A prevaléncia da infeccdo por HPV parece ser maior em mulheres jovens,
com um pico da infeccdo em mulheres com idade inferior a 25 anos (STEBEN,
DUARTE-FRANCO, 2007). Segundo Fredizzi et al., (2008) uma explicacéo possivel
seria 0 desenvolvimento de resposta imune adaptativa pelos individuos infectados
gue poderia prevenir a aquisicao de infecc¢des futuras. Na dependéncia da resposta
imunoldgica pessoal, as lesdes progrediriam ou ndo (PASSOS et al., 2008). Fredizzi
et al., (2008) também relatam, porém, estudos que evidenciam um segundo pico de
idade apds os 55 anos. Quando comparamos as médias das idades das mulheres
com e sem infeccdo pelo HPV em nosso estudo, encontramos meédias muito
proximas (36,0£13,2 e 36,6+£13,5 anos, respectivamente), sem diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,668). Quando analisamos as
faixas etarias, curiosamente encontramos a maior prevaléncia na faixa etaria entre
55 e 64 anos (34,6%), seguida da faixa etaria de 25 a 34 anos (31,3%).

Alguns fatores sécio-demograficos sao descritos como fatores de risco para a
infeccdo por HPV, como por exemplo, baixo grau de escolaridade. Neste estudo
observamos, porém, em termos proporcionais, uma prevaléncia um pouco maior de
mulheres com ensino fundamental completo em relacdo aquelas com ensino
fundamental incompleto, mas a diferenca ndo foi estatisticamente significante
(p=0,322).

Os fatores de risco para infeccdo pelo HPV relacionados ao comportamento
sexual mais comumente citados sdo: grande nimero de parceiros sexuais ao longo
da vida, sexo desprotegido (embora o virus também provoque lesfes na genitalia
externa nao protegida pelo preservativo) e idade precoce da primeira relacdo sexual,
possivelmente pelo aumento do tempo de exposi¢cao ao virus (STEBEN, DUARTE-
FRANCO, 2007). Neste estudo, porém, a menor prevaléncia foi encontrada em
mulheres com numero maior de parceiros sexuais (acima de 10) do que mulheres
gue tiveram de 1 a 5 parceiros e 6 a 10 parceiros, sem contudo apresentar uma
diferenca estatisticamente significativa (p=0,199). Em relacdo a idade da primeira
relacdo sexual, as médias de idade foram muito proximas, sendo 15,7(x2,4) anos
para as mulheres HPV-positivas foi e 15,9(x2,5) para as mulheres HPV-negativas
(p=0,32).
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Outros fatores de risco relacionados ao comportamento sexual foram
analisados (estado civil, uso de preservativos com parceiros fixos e eventuais,
historia prévia de DST e relacionamento com parceiro com histéria prévia de DST),
sem, contudo mostrarem diferencas significativas de prevaléncia, e quando
mostraram, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

infectado e ndo infectado.
2
6.4 — Infeccdo pelo Herpes Virus Simples 2

A associacdo entre o herpes simples 2 (HSV-2), uma DST formadora de
Ulcera, e a infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tem aumentado o
interesse sobre a epidemiologia do HSV-2. Considera-se que mais de 70% das
infeccbes por HSV-2 ndo sejam conhecidas, portanto, estudos epidemiologicos séao
importantes para o entendimento do padrao de distribuicdo da infeccdo dentro das
populacdes (COWAN et al., 2003; CLEMENS, FARHAT, 2010).

A comparacao direta dos estudos epidemiolégicos relativos ao HSV-2 deve,
no entanto, ser considerada com cautela, principalmente devido a metodologia
laboratorial e as diferencas nas populacfes estudadas. Mesmo comparando estudos
sorologicos, € preciso atentar que o HSV-1 e HSV-2 sdo antigenicamente
relacionados e, portanto, o teste diagndstico usado, se especifico ou ndo, é critico
para comparacdo de prevaléncias (CLEMENS, FARHAT, 2010). Como se pode
observar dos estudos brasileiros citados no quadro 4 da revisdo de literatura, o
método diagnostico usado nos estudos mais antigos usavam a combinacdo do
ELISA (para detectar anticorpo anti-HSV) e Western blot (para discriminar entre
HSV-1 e HSV-2) (WEINBERG et al., 1993; CARVALHO et al., 1999; PASCHOINI et
al., 2001) enquanto que sO6 mais recentemente os testes de ELISA discriminaram
entre anticorpos anti-HSV-1 e anti-HSV-2 (COWAN et al., 2003; SANTOS et al.,
2006; CLEMENS, FARHAT, 2010). Nos estudos acima relatados, as
soroprevaléncias para o HSV-2 tanto por ELISA, quanto pela combinacdo de ELISA
com Western blot em mulheres brasileiras (gestantes, HIV-positivas, estudantes

universitarias, etc) variaram entre 7,3% e 50,7%.
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Considerando a importante caracteristica comum a todos os herpes virus
conhecidos de apresentarem um longo ciclo infeccioso latente ap6s uma fase de
replicacdo ativa, e que, durante esse periodo latente a maioria dos genes virais é
silenciada e particulas virais ndo sédo formadas (SUBAK-SHARPE, DARGAN, 1998;
MAITRA, GUPTA, 2007; PAULUS, NITZSCHE, NEVELS, 2010); e considerando
também que o HSV-2, responsavel por 90% das lesGes genitais, apresenta laténcia
no ganglio sacral (neurolaténcia) e que ndo esta presente nos tecidos epiteliais e
conjuntivos a ndo ser nas fases de reativacdes (PASCHOINI et al.,, 2001; CONTI,
MALACRINO, MASTROMARINO, 2009), € completamente plausivel que o tipo de

amostra utilizada nesse estudo néo seja adequada para um estudo de prevaléncia.

Outras utilidades existem para a detec¢do do virus em amostra cervical, como
por exemplo, avaliar se uma parturiente previamente diagnosticada como portadora
da infeccdo esta em fase de reativacdo assintomatica. Nesse caso, seria indicado
um parto cesariano para evitar a ocorréncia de herpes neonatal decorrente de
contaminacao no canal do parto (WEINBERG et al., 1993; PASCHOINI et al., 2001;
CLEARY et al., 2005; DINC et al., 2010).

Para este caso (deteccdo de HSV-2 em amostra cervical), e também para
diagnéstico da presenca do virus em Ulceras genitais, varios protocolos para
deteccdo molecular do HSV-2 tém sido desenvolvidos e substituido a cultura viral,
com aumento da sensibilidade (COREY et al., 2005; SUNTOKE et al., 2009; DINC et
al., 2010).

Neste estudo utilizamos um protocolo de PCR em tempo real do tipo TagMan
desenvolvido por Corey et al., (2005), cujos iniciadores amplificam tanto o HSV-1
guanto o HSV-2, e a especificidade entre um e outro € dada por duas diferentes
sondas marcadas com diferentes fluor6fogos, possibilitando um ensaio do tipo
multiplex. Este estudo de Corey et al.,, (2005) mostrou boa sensibilidade e
especificidade, além de 100% de concodancia na tipagem viral em relagdo ao status

sorologico determinado por ELISA e Western blot.

A PCR em tempo real apresenta algumas vantagens em relagdo a PCR
convencional, inclusive na area de diagnostico de patdgenos. Dentre estas
vantagens, além de permitir fazer um ensaio simples de presenca/auséncia, permite

também a quantificacdo do DNA de maneira precisa e com maior reprodutibilidade.
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Além disso, este ensaio distingue 0 momento do ciclo da reacdo na qual a
amplificacdo de um alvo é detectada pela primeira vez (Cycle Threshold — CT), ao
invés de apenas a quantidade de alvo acumulado apés um numero fixo de ciclos.
Apresenta também como vantagens maior sensibilidade, preciséao e reprodutibilidade
e ainda maior velocidade e facilidade da analise dos resultados, uma vez que neste
ensaio o resultado € lido por programa de computador acoplado a maquina de PCR
em tempo real, ndo sendo necessario nenhum processamento pés-reacao (corrida
em gel de agarose ou poliacrilamida para visualizacdo do fragmento amplificado).
Apresenta, contudo a desvantagem de um custo mais elevado (NOVAIS, ALVES,
2004).

Em nosso estudo, foram encontradas duas mulheres positivas para o HSV-2
em amostra cervical (Amostras 6 e 7). Muito provavelmente, tratam-se de mulheres
com infec¢cdes desconhecidas (pois nenhuma delas relatou historia prévia de DST),
gue estavam em fase de reativacdo assintomatica (pois ndo relataram queixas
clinicas relacionadas a presenca de Ulceras). Essas deducdes deveriam ser
confirmadas com a andlise conjunta da sorologia para HSV-2. Outros estudos como
os de Corey et al., (2005) e Dinc et al., (2010), comparando a sorologia com a
deteccdo do HSV-2 por técnica molecular em amostras cervicais e/ou Ulceras séo
necessarios para que se possa ter mais seguranca em relacéo a aplicabilidade deste

ensaio.

As duas mulheres infectadas apresentavam citologia normal, porém ambas
estavam co-infectadas pelo HPV-16. O HSV-2 é citado, juntamente com a bactéria
C. trachomatis, como o0s patdogenos sexualmente transmissiveis mais
frequentemente relacionados com o desenvolvimento de cancer de colo de Gtero
agindo em co-infecgdo com o HPV. O risco ocnongénico aumentado por estes
patdgenos esta relacionado, pelo menos em parte, com a resposta inflamatéria que
esta associada com a geracdo de radicais livres e instabilidade genética (MUNOZ et
al., 2006).

As mulheres infectadas relataram estar casadas ou em unido estavel com um
companheiro, ndo estarem gravidas atualmente, ndo terem sofrido ou provocado
aborto, n&o terem tido nenhum parceiro sexual eventual e apenas 1 parceiro fixo nos

altimos 12 meses, com o qual relataram nunca usar preservativo. Relataram também
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desconhecer qualquer infeccdo prévia por DST nelas mesmas e em seus parceiros.
Essas mulheres apresentaram baixo nivel de escolaridade (fundamental incompleto)
e uma delas estava em franca idade reprodutiva (33 anos) enquanto a outra tinha 47

anos.

Devido a essa baixa frequéncia absoluta (n=2, correspondente a 0,6%), nao
foram feitas andlises estatisticas de associacao da infeccdo por este patbgeno e as
variaveis citadas. O estudo de Dinc et al., (2010) realizado na Turquia que também
usou amostra cervical para diagnéstico do HSV-2 em mulheres gravidas e nao-
gravidas encontrou também baixa prevaléncia (2,2% e 2,0%, respectivamente), o
gue € muito abaixo do que trazem os estudos de soroprevaléncia, demonstrando a
inadequabilidade da amostra e do método para estudos epidemiolégicos devido as
caracteristicas peculiares da biologia viral.

6.5 — Infeccdo pelo Citomegalovirus Humano

O HCMV é transmitido pelo contato direto com fluidos corporais de pessoas
excretando o virus. Uma diferenca marcante em relacdo ao HSV-2 é que, apos a
aguisicao inicial, o HCMV ¢é excretado em altos titulos na urina, saliva, lagrima,
sémen e secrecfes cervicais por meses ou anos, enquanto que o HSV-2 é
excretado apenas localmente e em um curto intervalo de tempo, tanto durante a

infecc&o inicial quanto nas reativagées (HO, 2008; RACZ, 2008).

Essa caracteristica da biologia viral faz do tipo de amostra analisada nesta
pesquisa, amostra cervical colhida com citobrush, portanto contendo tanto fluido
guanto células cervicais, uma amostra mais adequada para deteccdo do HCMV em
relacdo a deteccdo do HSV-2. A urina também € uma opcao para detec¢éo do virus
através de PCR, mas principalmente em bebés de até 12 semanas (que excretam o
virus em altos titulos na urina e cuja urina tem pouca uréia, um elemento inibidor de
PCR) para avaliar a infecgdo congénita (até 3 semanas) e perinatal (entre 4 e 12
semanas) (YAMAMOTO et al., 1998). Sendo a infec¢cdo pelo HCMV uma infeccéo
disseminada, a pesquisa através de testes moleculares usando como amostra o
sangue pode detectar a doencga na fase ativa e na fase de laténcia. No entanto, para

estudos de prevaléncia, a sorologia permanece como metodologia mais usada,
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sendo capaz de detectar todos os portadores da infeccao viral (INAGAKI et al., 2009;
SOUZA et al., 2010; MATOS, MEYER, LIMA, 2010).

No nosso estudo, o HCMV foi o terceiro patdégeno sexualmente transmissivel
mais encontrado. Foram encontradas 30 mulheres (8,3%) positivas para a presenca
do HCMV na secrecédo cervical. Certamente ndo cabe a comparacdo dos dados
encontrados neste estudo com os dados advindos de estudos de soroprevaléncia,
pois na amostra cervical, somente podem ser detectadas particulas virais em

mulheres com infec¢ao priméria ou em fase de reativacao.

A maior quantidade de mulheres positivas para HCMV em relagdo ao HSV-2
em nosso estudo pode ser um dado verdadeiro, ou pode ser devido ao fato do
HCMV ser excretado em varios tipos de secrecfes corporais por muito mais tempo
(meses ou anos) (HO, 2008) em comparacado com o HSV-2 (PAULUS, NITZSCHE,
NEVELS, 2010). Para confirmacédo, seria necessaria a comparacdo com o status

sorologico das pacientes em relacdo aos dois virus.

N&o desconsiderando a importancia do diagnéstico sorolégico na infeccéo
pelo HCMV, a deteccao deste virus em fluidos corporais teria uma indicagdo muito
importante na area ginecoldgica/obstétrica relacionado ao diagnostico de infeccéo
congénita ou perinatal em urina de bebés, proporcionando a intervencdo com
recursos terapéuticos que podem minimizar a gravidade dos casos e, no caso das
infeccbes congénitas, possibilitando diminuir a intensidade das sequelas
(YAMAMOTO et al., 1998). A deteccdo na secrecao cervical diagnosticaria a mulher
excretando ativamente o virus, porém ndo discriminaria entre infeccao primaria e
reativacdo, o que poderia ser feito em um acompanhamento de soroconversao
durante a gestacdo (NIGRO et al., 2003).

O diagnostico do HCMV em fluidos e secrecbes corporais através da
deteccdo do DNA viral por PCR e PCR em tempo real ja tem sido feito por alguns
autores, com sensibilidade comparavel ao isolamento viral (YAMAMOTO et al.,
1998; TERRA et al., 2000; NIGRO et al., 2003; BIRI et al., 2006; SPANO et al., 2007;
DINC et al., 2010). No nosso estudo, utilizamos o ensaio de PCR em tempo real do
tipo presenca/auséncia da Applied Biosystems. Apesar do custo mais elevado dessa
metodologia, a maior facilidade na execucédo dos procedimentos laboratoriais, a
desnecessidade de qualquer procedimento pds-reacao e a ausénca de subjetividade
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na andlise do resultado apresentaram-se como enormes vantagens em relacdo a

PCR convencional.

No nosso estudo, encontramos mulheres mais jovens infectadas pelo HCMV.
A média das idades das mulheres infectadas foi bem abaixo da média das mulheres
nao infectadas (32,3x14,0 e 36,8+13,3 anos, respectivamente), porém, essa
diferenca nao foi estatisticamente significante (p=0,078). O grupo de mulheres
solteiras/divorciadas/vilvas apresentou uma maior prevaléncia (9,8%) em relacédo as
casadas/uniao estavel (7,9%), e o grupo de mulheres que relatou ter tido mais de 10
parceiros sexuais ao longo da vida apresentou também maior prevaléncia (10,7%)
em relacdo aos grupos que relataram 1 a 5 parceiros (8,5%) e entre 6 e 10 (6,1%).
Foi encontrada maior prevaléncia entre as mulheres que afirmaram uso n&o
frequente do preservativo com parceiros fixos (12,9%) em relagcdo as que nao
usavam (8,3%), mas em relacdo aos parceiros eventuais, foi maior a prevaléncia
entre mulheres que relataram uso frequente do preservativo (14,3%) em relacdo as
que disseram usar “sempre” (8,0%). Entretanto, sem diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos nas quatro situacoes citadas.

Neste estudo, duas mulheres disseram-se conhecedoras da sua condicao de
soropositividade para o HIV. Destas mulheres, uma apresentou infeccdo pelo
HCMV. Esta paciente certamente era desconhecedora desta situacao, uma vez que
relatou nao ter historia prévia de DST em seu passado clinico, e afirmou também
nao ter se relacionado nos ultimos 12 meses com parceiro portador de uma DST. A
infeccdo pelo HCMV €& muito preocupante em pessoas com quadros de
imunodeficiéncia, pois este € um virus oportunista, que causa severos quadros de
pneumonite, lesBes gastrointestinais, hepatite, retinite, pancreatite, miocardite e as
vezes encefalite, além de maior propensdo a outras infec¢cbes oportunisticas
fangicas e bacterianas (BAYRAM, OZKUR, ERKILIC, 2009; BOECK, GEBALLE,
2011). Nestes pacientes, somente a detecgéo atraves de PCR ndo necessariamente
correlaciona-se com doenca ativa, porque 0s virus que se encontram em estado
latente também podem ser amplificados. A PCR em tempo real, portanto, também
tem sido utilizada para deteccdo e quantificacdo de carga viral. Um ensaio
quantitativo de infec¢do pelo HCMV é uma ferramenta importante, pois a analise da
carga viral no sangue é um importante fator preditivo de infeccdo e aparecimento de
doencas em pacientes HIV-positivos (TERRA et al., 2000; CUNHA et al., 2002).
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As infec¢Bes assintométicas sdo predominantes na populacdo, e em nossa
amostra nao foi diferente. Todas as 30 mulheres infectadas pelo HCMV
desconheciam a sua infeccéo, pois nenhuma delas relatou historia prévia de DST.
Duas mulheres relataram ter se relacionado sexualmente nos ultimos 12 meses com

parceiros portadores de DTS, que foram HPV e gonorréia.

Em nossa amostra, das 30 mulheres infectadas, 20 delas (66,6%) referiram
procurar o servico de saude para exame de rotina, isto é, estavam completamente
assintomaticas. As 10 restantes (33,3%) relataram queixas clinicas, que foram:
corrimento vaginal, dificuldade de urinar, prurido e dor pélvica. No entanto, queixas
clinicas verdadeiramente relacionadas a infeccdo por citomegalovirus (ex: febre,
astenia, sindrome gripal) ndo foram avaliadas, pois as op¢des dadas no questionario

referiam-se as queixas ginecologicas.

Das 5 mulheres que estavam gestantes em nosso estudo, uma delas
apresentou-se positiva a infeccdo pelo HCMV. Nas mulheres gravidas, a infeccdo
por este virus é frequentemente uma séria ameaca ao feto. Perda auditiva e severo
dano neuroldgico sdo as principais manifestacfes da infec¢cdo congénita, e menos
frequentemente ocorre morte fetal ou neonatal. Esta mulher pode estar em infecgéo
primaria ou em reativacdo da infeccdo e tanto uma como outra situacdo sao quase
sempre assintométicas e favorecem a disseminacao viral horizontal e vertical
(GERNA, BALDANTI, REVELLO, 2004; HO, 2008). Uma vez que esta paciente esta

excretando o virus ativamente, transmissao congénita ou perinatal pode ocorrer.

A despeito da alta prevaléncia mundial, as infeccbes pelo HCMV séao
geralmente invisiveis na populagdo, exceto em recém-nascidos de maes infectadas
e em pacientes imunodeprimidos, como citado, nos quais o HCMV afeta muitos
orgaos (BOECK, GEBALLE, 2011). Eliminar ou reduzir a morbidade associada com
a infeccdo pelo HCMV durante a gravidez seria o foco do rastreamento sorolégico

durante essa fase.

6.6 — Infeccdo pela Chlamydia trachomatis

As infeccOes clamidiais sdo largamente difundidas na populacdo em geral,
afetando principalmente populacdo jovem entre 16 e 24 anos de idade. Os fatores
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de risco incluem uma alta frequéncia de mudanca de parceiro sexual, multiplos
parceiros, inicio precoce de atividade sexual, passado de DST e sexo desprotegido
(TABORA et al., 2005; CODES et al., 2006; BEBEAR, BARBEYRAC, 2009; SHAW et
al, 2011).

Em nosso estudo encontramos prevaléncia de 6,4% de infeccdo pela C.
trachomatis na amostra estudada de mulheres da cidade de Coari/AM. Comparando-
se esta prevaléncia com outros estudos brasileiros realizados em amostras
semelhantes a nossa, isto é, mulheres em exame ginecologico de rotina,
observamos uma prevaléncia menor em nosso estudo em relacdo aos outros. lgansi
(2005) encontrou 12,6% de positividade em mulheres de Porto Alegre/RS, Barcelos
et al., (2008) encontraram 7,4% de positividade em mulheres na cidade de
Vitéria/ES e Piazzetta et al., (2011) observaram positividade de 10,7% em
Curitiba/PR, todos os estudos utilizando também PCR.

Em estudos realizados com amostras de mulheres em grupos diferenciados,
como mulheres inférteis, mulheres atendidas em clinicas de DST, gestantes e
adolescentes, a prevaléncia parece ser maior. Em adolescentes assintomaticas,
Guimaraes et al.,, (2009) encontraram a prevaléncia de 14,5% na cidade de
Goiania/GO. Dada a relacdo causal deste patdgeno com a infertilidade, mulheres
atendidas em clinica de infertilidade ou de planejamento familiar apresentaram
11,4% de infeccdo em Salvador/BA (Codes et al., 2006), 10,0% em Recife/PE
(Marques et al., 2007) e 13,5% em Campinas/SP (Fernandes et al., 2009). Todos
estes estudos foram realizados através de deteccdo molecular (PCR). No estudo
multicéntrico realizado pelo Ministério da Saude em seis capitais brasileiras
utilizando a captura hibrida para deteccao, foi verificada prevaléncia de 9,4% em
mulheres gestantes e 7,3% em mulheres atendidas em clinicas de DST (BRASIL,
2008).

O nosso estudo apresentou baixa prevaléncia também em relacdo a estudos
realizados no estado do Amazonas, especificamente na cidade de Manaus. Porém,
as amostras desses estudos eram de grupos diferenciados (mulheres atendidas em
servicos de DST ou de infertilidade e gestantes). Em estudos conduzidos na
Fundacédo Alfredo da Mata, hospital referéncia no tratamento de DST em Manaus,

Santos et al.,, (2003) encontraram 20,7% de mulheres infectadas por clamida,
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utilizando PCR como meétodo de deteccdo. Benzaken et al., (2008) encontraram
10,0% de prevaléncia e Benzaken et al., (2010) encontraram 13,0% utilizando
exame de captura hibrida em mulheres neste hospital. O estudo multicéntrico do
Ministério da Saude (BRASIL, 2008) revelou 7,8% de infeccdo em mulheres
atendidas no mesmo hospital e 11,6% em gestantes. Em Manaus, o estudo de
Freitas (2011) detectou por PCR a altissima prevaléncia de 52,8% em mulheres
inférteis atendidas no Hospital D. Francisca Mendes, na zona leste de Manaus,
corroborando com a literatura no que diz respeito a relagdo entre infec¢cdo por C.

trachomatis e infertilidade secundaria.

Nos estudos epidemioldgicos, os dois métodos mais usados para deteccao da
C. trachomatis sdo a captura hibrida e a PCR. O teste de captura hibrida disponivel
comercialmente é o da DIGENE (Hybrid Capture Il (HC2), Digene Corporation
(QUIAGEN)), cujos alvos de anelamento na C. trachomatis incluem tanto uma
porcdo plasmidial quanto uma cromossomica. Estes kits ainda tém a opcao de
sondas conjuntas para deteccao da C. trachomatis e da N. gonorrhoeae (HARKINS,
MUNSON, 2011). O teste de captura hibrida é aprovado para uso no Brasil pela
ANVISA.

Os métodos de amplificacdo de acidos nucléicos utilizam iniciadores que
podem anelar no plasmideo bacteriano, no DNA cromosomal (geralmente o gene
ompl, que codifica a proteina maior de membrana) e no gene 16S ribossomal. A
deteccdo de um gene que esteja presente no DNA plasmidial parece conferir
vantagem em relacdo ao DNA cromossomal, pois apresenta-se de 7 a 10 copias na
bactéria, conforme o nimero de copias do plasmideo (LAN, 1993; MAHONY et al.,
1993; SEADI, 2006). Entretanto, estudos sugerem que variantes livres de plasmideo
podem, mesmo que em raras ocasides, estar presentes em amostras clinicas, e a
infeccdo n&o seria detectada nestas pacientes (FREDLUND et al., 2004,
MAGBANUA et al., 2007).

Existem alguns testes comerciais de PCR para deteccdo da C. trachomatis
disponiveis no mercado. Um dos mais conhecidos é o teste dos laboratérios Roche
(Roche Diagnosis) e Abbott (Abbott Laboratories) (HARKINS, MUNSON, 2011). As
sondas destes testes hibridizam no DNA plasmidial, de forma que além das

variantes de clamidia livres de plasmideo, a descoberta de uma variante que exibe
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uma delecédo de 377 pb nessa regidao (“variante sueca”) leva a resultados falso-
negativos (MAGBANUA et al., 2007; UNEMO et al., 2010). Estes laboratorios ja
lancaram ensaios cujos iniciadores hibridizam ndo s6 em uma outra por¢cdo do
plasmideo ndo afetada pela delecdo quanto em uma por¢do do DNA cromossémico
da bactéria (Abbott Real-Time CT/NG e Roche Cobas TagMan CT 2.0) (UNEMO et
al., 2010).

Iniciadores muito usados nos estudos de deteccdo de clamidia sdo os pares
CPT1-CPT2 e KL1-KL2, ambos anelando em sequéncias de DNA plasmidial (LAN et
al., 1993; MAHONY et al., 1993). Neste estudo, decidiu-se usar os iniciadores KL1 e
KL2, pois apesar da possibilidade de algum falso-negativo devido a presenca de C.
trachomatis livre de plasmideo ou a uma variante sueca, estes parecem ser eventos
bastante raros em amostras clinicas (FREDLUND et al., 2004; UNEMO et al., 2010).
Este par de iniciadores apresentam alta sensibilidade, e amplificam um fragmento de
241 pb bem visivel em gel de agarose, sem a presenca de bandas inespecificas
(MAHONY et al., 1993).

A escolha da enzima em nosso trabalho também deve ser considerada. Com
0 objetivo de obter resultados 6timos em relacdo ao desempenho da PCR, optamos
por usar a enzima Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (INVITROGEN)
baseados no estudo prévio de Freitas (2011). Neste estudo, a autora observou um
marcante aumento de sensibilidade na deteccédo da C. trachomatis (52,8%) por esta
enzima em relacao a outra comercial (5,7%). Esta enzima possui uma alta fidelidade
na incorporacdo dos nucleotideos devido a sua atividade exonuclease 3'—5 e
possui também a tecnologia do bloqueio com o anticorpo a temperatura ambiente

(tecnologia Hot Start), aumentando a especificidade da reacéo.

Apesar de a literatura relatar ser a infeccdo por clamidia mais prevalente em
mulheres jovens, no nosso estudo encontramos uma maior prevaléncia em mulheres
acima de 64 anos (12,5%), seguida por mulheres na faixa etaria entre 55 a 64 anos
(11,5%). As faixas etarias inferiores variaram entre 4,0 e 7,0%. Atribuimos essa
diferenca em relacdo a outros estudos a ampla faixa etaria das mulheres
participantes dessa pesquisa (18 a 78 anos), destacando que nao participaram
adolescentes menores de idade, um grupo considerado de alta prevaléncia para
clamidia (GUIMARAES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2008a). Comparando-se as
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médias de idade entre os grupos infectado e néo infectado (38,7+15,8 e 36,3+13,2,
respectivamente) observamos uma média maior no grupo infectado, porém sem

significancia estatistica (p=0,394).

Analisando a variavel grau de escolaridade, observamos que a prevaléncia da
infeccdo pela C. trachomatis foi maior em mulheres com menor nivel de
escolaridade: no grupo com ensino fundamental incompleto a prevaléncia foi de
8,2% e no grupo com ensino fundamental completo a prevaléncia foi de 5,0%. Esta
diferenca, contudo, nao foi estatisticamente significativa (p=0,213).

Em relacdo as varidveis de comportamento sexual, apesar de ndo haver tido
diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos, observamos certa
concordancia com o perfil de comportamento sexual de mulheres infectadas por
clamidia de acordo com o que relata a literatura: houve maior prevaléncia em
mulheres que tiveram mais de 10 parceiros sexuais ao longo da vida (10,7%) e
naquelas que relataram o ndo uso frequente de preservativo tanto com parceiros
fixos (6,8%) quanto com eventuais (14,3%). A idade da primeira relacdo sexual,
porém, foi ligeiramente maior em mulheres infectadas (16,2+2,9) do que em
mulheres néo-infectadas (15,8+2,5) (p=0,496). Das 23 mulheres infectadas,
nenhuma relatou ter tido DST no passado e apenas 1 (5,3%) informou ja ter se

relacionado com parceiro portador de DST previamente.

Das 23 mulheres infectadas, a maior parte delas (54,5%) estava
completamente assintomatica contra 45,5% que vieram apresentando queixas
clinicas. As queixas relatadas foram: dor pélvica, corrimento vaginal e prurido, a
semelhanca do que relata a literatura (BEBEAR, BARBEYRAC, 2009; SHAW et al.,
2011).

Sabe-se que a infeccdo por clamidia pode muitas vezes cursar de maneira
assintomatica em mulheres, e estas permanecem na condicdo de reservatorios
silenciosos do patdgeno (“‘epidemia silenciosa”) (LOGAN et al., 2005; BERGEN et
al., 2006). Neste estudo pretendeu-se identificar essa caracteristica em mulheres por

ocasido do exame ginecoldgico de rotina (rastreamento oportunistico).

O rastreamento de mulheres assintomaticas com o objetivo de controlar a

transmissao das DST e prevenir as sequelas futuras de uma infec¢cdo desconhecida



140

até entdo para o paciente tem sido motivo de discussdo. Paises desenvolvidos,
como Estados Unidos, Inglaterra, Suécia e Holanda tém mantido rastreamento anual
para clamidia em mulheres com até 24 anos, com estudos de custo-efetividade
positivos quando se usam testes de amplificacdo de acidos nucléicos e autocoleta,
seja com swab vaginal autocoletavel ou exame de urina (HONEY et al., 2002;
BERGEN et al., 2006; CHENG, QIAN, KIRBY, 2011; LUPPI et al., 2011; SHAW et
al., 2011). No Brasil, o Unico rastreamento para DST de forma sistematica tem sido a
deteccao de sifilis e HIV realizado durante o pré-natal e/ou parto (FERNANDES et
al., 2009; BRASIL, 2010).

Em nosso estudo, encontramos 6,4% de prevaléncia geral para clamidia,
tendo sido uma das prevaléncias mais baixas encontradas em estudos brasileiros.
Na faixa etaria de 18 a 24 anos, encontramos 5,7% de infeccdo. Em paises
desenvolvidos, esse numero ja seria considerado suficiente para organizacdo de um
programa de rastreamento. Por exemplo, O’'Connell et al., (2009) encontraram
prevaléncia de 4,8% em mulheres jovens estudantes universitarias na Irlanda, e ja
sugerem, alarmados, a implantacdo de um programa dessa natureza. Honey et al.,
(2002) afirmam que o rastreamento € custo-efetivo em prevaléncias em torno de 3,1
a 10,0%, com estimativa de prevencao de doenca inflamatoria pélvica em 1 a cada

83 mulheres rastreadas.

Para Luppi et al., (2011), para paises em desenvolvimento como o Brasil, o
namero reduzido de pontos de atendimento com a tecnologia apropriada para
realizacdo de testes moleculares e com custo aceitavel para diagnéstico de forma
imediata dificultam a aplicacdo de rastreamento para clamidia. Numa recente
publicacao oficial do Ministério da Saude sobre o tema Rastreamento (BRASIL,
2010), o tema é considerado com reservas, pois “... Dada a conjuntura, o Brasil, com
situacdes de pobreza e mé distribuicdo de riquezas, pode dar-se ao “luxo” de pensar
em prevencao de doencgas que exijam altas tecnologias?”, assumindo o pensamento

de que a “preocupacdo com a saude futura ainda parece ser um item de luxo”.
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6.7 — Infeccao pela Neisseria gonorrhoeae

A prevaléncia de infeccédo pela N. gonorrhoeae em nosso estudo foi de 1,4%,
assemelhando-se em muito aos estudos brasileiros realizados em amostras de
mulheres assintomaticas, examinadas durante consulta ginecoldgica de rotina, que
mostraram prevaléncias de 1,5%, 1,9% e 2,0% nas cidades de Curitiba/PR, Séo
Paulo/SP e Vitoria/lES, respectivamente, utilizando cultura celular ou PCR para
diagnéstico (BARCELOS et al., 2008; LUPPI et al., 2010; PIAZZETTA et al., 2011).

Resultado muito préximo também do estudo multicéntrico do Ministério da
Saude (BRASIL, 2008) realizado com gestantes, que encontrou prevaléncia de 1,5%
de infeccdo nessas mulheres em seis capitais brasileiras. Especificamente na cidade
de Manaus, este mesmo estudo relatou a prevaléncia de 1,0% desta bactéria em

gestantes assintomaticas, através de deteccao por captura hibrida.

Quando analisamos estudos realizados em mulheres atendidas em
ambulatérios de DST, os numeros sao significativamente maiores, pois, apesar de
alguns casos poderem ser assintomaticos, a infec¢cdo pelo gonococo produz quase
sempre sintomas bastante incbmodos, como prurido e corrimento vaginal, levando o
portador a procurar o servico de saude (NG, MARTIN, 2005; SCHIELKE, FROSCH,
KURZAI, 2010). No estudo multicéntrico do Ministério da Saude foi observada
prevaléncia de 3,3% em mulheres atendidas em clinicas de DST de hospitais de
referéncia em seis capitais brasileiras, usando captura hibrida como método de
deteccdo. Na cidade de Manaus este numero foi de 6,1% em mulheres atendidas na
Fundacéo Alfredo da Mata, estando bem acima da média nacional (3,3%), ficando
atrds apenas da cidade de Porto Alegre (7,3%) (BRASIL, 2008). Neste mesmo
hospital na cidade de Manaus, destacam-se o0s estudos de Benzaken et al., (2006) e
Benzaken et al., (2010) que relatam a alta prevaléncia de 15,0% e 7,1%, desta vez

usando cultura celular para deteccéo da bactéria.

Em geral, os testes moleculares tém uma sensibilidade maior que a cultura
celular. Como vantagens, apresentam também a facilidade de ndo requererem
microorganismos viaveis, permitirem condi¢cdes de transporte menos estringentes e
possibilidade de usar urina e amostras de swabs vaginais auto-coletadas. As
devantagens incluem maior custo, possibilidade de contaminagéo ou de inibicdo da

reacdo, mas principalmente a inabilidade em prover informacdes a respeito da
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resisténcia antibidtica, o que € muito importante no atual contexto (WHILEY,
TAPSALL, SLOOTS, 2006).

A semelhanca do que acontece com a C. trachomatis, os estudos
epidemiologicos mais recentes utilizam como método de deteccdo da N.
gonorrhoeae a captura hibrida e a PCR. O teste de captura hibrida disponivel
comercialmente € o da DIGENE (Hybrid Capture Il (HC2), Digene Corporation
(QUIAGEN), cujos alvos de anelamento na N. gonorrhoeae incluem tanto uma
porcao plasmidial quanto uma cromossémica. Como citado anteriormente, estes kits
ainda tém a opcao de sondas conjuntas para detecgcdo da C. trachomatis e da N.
gonorrhoeae (FREDLUND et al., 2004; HARKINS, MUNSON, 2011).

Os testes de amplificacdo de &cidos nucléicos para deteccdo da N.
gonorrhoeae estdo disponiveis desde o inicio dos anos 1990. No decorrer desses
anos, varios ensaios de PCR foram desenvolvidos, com iniciadores que podem
anelar em genes cromosdmicos, plasmidiais, ou ainda no gene 16S do RNA
ribossomal (FREDLUND et al., 2004).

Nestes varios ensaios desenhados, problemas de falso-positivos e falso-
negativos sempre foram relatados. Os resultados falso-positivos estdo
frequentemente relacionados as trocas genéticas que ocorrem dentro do género
Neisseria, levando espécies sapréfitas a adquiriem genes da N. gonorrhoeae. Por
exemplo, ensaios de PCR utilizando gene 16S de RNA ribossomal como alvo néo
tém discriminado entre as espécies saproéfitas e a N. gonorrhoeae. Os falso-
negativos estdo geralmente relacionados a alguns subtipos de N. gonorrhoeae em
que faltam genes usados como alvo em muitos ensaios de PCR. Um exemplo € o
gene plasmidial cppB, que por algum tempo foi usado como alvo para deteccdo da
N. gonorrhoeae, mas tem sido mostrado que este gene esta ausente em muitos
subtipos bacterianos (WHILEY et al., 2004; HIELMEVOLL et al.,, 2006; WHILEY,
TAPSALL, SLOOTS, 2006).

Um dos testes mais conhecidos de PCR comercial disponivel no mercado é o
Roche Cobas Amplicor CT/NG Assay (Roche Diagosis). A maioria dos testes
comerciais sdo PCR-multiplex para gonococo e clamidia. Ja foi observado, porém,
gue as sondas para N. gonorrhoeae destes testes anelam também em espécies

sapréfitas de Neisseria, promovendo resultados falso-positivos de N. gonorrhoeae.
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Os resultados positivos precisam entdo ser confirmados através de outro método
(HJELMEVOLL et al., 2006; CHENG, QIAN, KIRBY, 2011).

Whiley et al., (2004), autores referenciados no estudo da biologia e
diagnostico da N. gonorrhoeae, desenvolveram um ensaio para diagnéstico desta
bactéria baseado na deteccdo do pseudogene porA. Este gene existe apenas nas N.
meningitidis e N. gonorrhoeae, e ndo nas espécies saprofitas. Apesar de esse gene
possuir regides homologas entre as espécies patogénicas, os autores afirmam que
cuidadosamente desenharam iniciadores especificos para regides ndo homoélogas.
Entretanto, segundo publicacdo posterior desses mesmos autores (WHILEY,
TAPSALL, SLOOTS, 2006), mesmo gue 0S ensaios sejam comparados com outros
métodos de deteccao e sejam validados e testados em diferentes populacdes, pelas
caracteristicas genéticas intrisecas ao género Neisseria, o diagndstico molecular
desta bactéria baseada em teste de amplificacdo de &acidos nucléicos é um desafio
continuo. Outros estudos também tém relatado bons resultados de ensaios de
diagnéstico da N. gonorrhoeae baseados da deteccdo do pseudogene porA
(HJELMEVOLL et al., 2006).

No nosso estudo, utilizamos estes iniciadores desenvolvidos por Whiley et al.,
(2004), cujo alvo é o pseudogene porA bacteriano. Apesar de o ensaio ter sido
desenvolvido para PCR em tempo real, utilizamos os iniciadores numa PCR
convencional com ajustes nos volumes dos reagentes e tempos de termociclagem.
Os iniciadores se mostraram bastante eficazes nos testes preliminares que foram
feitos com colonias bacterianas puras de N. gonorrhoeae, sendo negativas para
colénias de Treponema pallidum e DNA purificado advindo de amostras clinicas
positivas para HPV. Os iniciadores amplificaram bandas Unicas de cerca de 132 pb.
A enzima utilizada foi a Platinum® Taq DNA Polymerase (INVITROGEN), que posui
a tecnologia Hot Start, que evita a amplificacdo de produtos inespecificos.

A literatura aponta como principais fatores de risco a idade precoce da
primeira relacdo sexual, nimero de parceiros sexuais, troca de parceiros, relacdo

com parceiro infectado e uso infrequente de preservativo (PIAZZETTA et al., 2011).

Em nossa amostra, devido a baixa frequéncia absoluta encontrada (n=5),

pouco se pode inferir a respeito das caracteristicas do grupo infectado. Praticamente
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nao houve diferengas relativas ao grau de escolaridade, estado civil e apresentacao
de queixas clinicas, com p=0,611, p=0,319 e p=0,585, respectivamente.

Em relacdo a apresentacdo de queixas clinicas, das 5 mulheres positivas, 3
apresentaram queixas, que foram: dificuldade de urinar, corrimento, prurido e dor
pélvica, sendo que uma das mulheres exibiu todos os 4 sintomas (Amostra 320),
uma mulher exibiu 3 sintomas (Amostra 268) e a outra exibiu apenas corrimento
(Amostra 234). Duas mulheres positivas para N. gonorrhoeae estavam
completamente assintométicas. Estes dados estdo de acordo com o que traz a
literatura, tanto em relacdo aos classicos sintomas de infeccdo pelo gonococo
guanto sobre a possibilidade de existirem mulheres assintomaticas. Nestas
mulheres, a infecgéo silenciosa e nao-tratada ascendente pode ocorrer entre 10 a
20% dos casos podendo resultar em DIP, que pode manifestar-se como salpingite,
endometrite, abscesso tubo-ovariano, que pode levar a gravidez ectopica,
esterilidade e dor cronica (NG, MARTIN, 2005; PELLATI et al., 2008; SCHIELKE,
FROSCH, KURZAI, 2010).

Poderia-se pensar na possibilidade dessas mulheres positivas assintomaticas
terem tido uma infeccdo prévia por N. gonorrhoeae e tenham sido tratadas, de forma
gue restos de material genético bacteriano presentes pudessem ser amplificados
durante a PCR com consequente resultado positivo. Porém, nenhuma delas relatou
histéria anterior de infeccdo pelo gonococo. Semelhantemente, nenhuma mulher

sintomética relatou infeccao passada pela bactéria.

A analise contraria também ¢é interesante. Das 19 mulheres do nosso estudo
que referiram ter tido relacdes sexuais nos ultimos 12 meses com parceiros que
tinham historia prévia de DST, 11 delas (57,8%) relataram ter sido a doenca
gonorréia. Como todas as 19 mulheres foram negativas para N. gonorrhoeae neste
estudo, isto pode ser devido a essa doenca prévia ter sido muito antiga na historia
do parceiro e/ou ter sido tratada com eficiéncia, provavelmente tendo sido

sintomatica.

Foi observada uma média de idade menor nas mulheres infectadas com
gonococo (33,8+21,1 anos) em relacdo as nado infectadas (36,5+13,3%), sem
apresentar, no entanto, diferenca estatisticamente significativa (p=0,660) entre os

grupos. Semelhantemente, a idade da primeira relagdo sexual nas mulheres
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infectadas com N. gonorrhoeae foi 15,6 (DP=3,7) anos e do grupo nao infectado foi
15,9 (DP=2,5) anos, com p=0,783.

Ainda a respeito do comportamento sexual, quatro mulheres infectadas
afirmaram ter tido de 1 a 5 parceiros sexuais ao longo da vida, e 1 afirmou ter tido
mais de 10. Nenhuma associacdo com outros fatores de risco citados na literatura
(como numero de parceiros fixos e eventuais, uso inconsistente do preservativo com

parceiros fixos ou eventuais, etc) foi encontrada (p>0,05).

Apesar de a literatura relatar certo grau de co-infeccao entre 0 gonococo e a
clamidia, em nossa amostra ndo encontramos nenhum caso. Se aqui no Brasil o
rastreamento para clamidia € um assunto controverso, 0 rastreamento conjunto
clamidia/gonococo € mais polémico ainda. O fato da infeccdo pelo gonococo ser

mais rara e as manifestacdes clinicas mais evidentes (ndo é uma infeccdo tédo

silenciosa como a clamidia), o rastreamento em geral é desaconselhado.

6.8 — Infeccao pelo Trichomonas vaginalis

Os estudos de prevaléncia de infeccéo pelo T. vaginalis sdo bem escassos no
Brasil. Além de ndo ser de notificagdo compulsoéria, as sequelas pouco graves desta
infeccdo como se acreditava até recentemente, ndo faziam dela alvo de controle e
atencao pelos sistemas de saude. Apenas atualmente, porém, com o conhecimento
da sua relagdo com a infeccdo pelo HIV, mais atencdo tem sido dada a este

patdégeno.

Em nosso estudo, o T. vaginalis foi o segundo patégeno mais encontrado,
com prevaléncia de 12,7%. Os poucos estudos brasileiros sobre o tema dificultam a
comparacdo desse achado com outros dados nacionais, tanto em termos de
populacbes representadas nos estudos quanto em relacdo aos meétodos
diagnosticos utilizados. Em nossa pesquisa bibliografica, encontramos apenas o
estudo brasileiro de Luppi et al., (2010) que utilizou um método molecular (PCR)
para diagnostico. Estes autores, estudando uma amostra semelhante a nossa,
encontraram 3,2% de infeccdo nas mulheres em exame ginecoldgico de rotina na

cidade de Sao Paulo/SP, prevaléncia muito abaixo da encontrada em nosso estudo.
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Os métodos diagndsticos mais comumente empregados nos estudos e na
pratica clinica sdo a cultura, a citologia e o exame a fresco. Considerando estes
meétodos, os dados de prevaléncia brasileiros variam entre 2,0 a 8,9% em mulheres
em exame de rotina. Em nosso estudo, no exame citolégico foram identificadas
apenas 3 mulheres (0,8%) infectadas por T. vaginalis, todas estas também positivas
ao exame molecular, evidenciando uma maior sensibilidade deste ultimo, uma vez
que foi encontrada infeccdo em 46 mulheres (12,7%) através de PCR. Em mulheres
HIV-positivas, porém, estes numeros sdo maiores; Oliveira et al.,, (2008b)
encontraram 12,5% de positividade na cidade de Salvador/BA e Lemos (2008)
encontrou 18,4% em mulheres HIV-positivas em Goiania/GO.

Embora haja essa lacuna de estudos brasileiros que utilizem ferramentas
moleculares de diagndstico, a PCR e a PCR em tempo real sdo métodos
frequentemente empregados nos estudos internacionais. A PCR para o diagndstico
do T. vaginalis se mostra bastante sensivel, variando neste quesito de 81 a 97%,
excedendo todos os anteriores, até mesmo a cultura (MADICO et al.,, 1998;
CALIENDO et al., 2005; VAN DER POL, KRAF, WILLIAMS, 2006; MILLER et al.,
2008; VAN DER POL et al., 2008; HOLLMAN et al., 2010).

O classico estudo de Madico et al., (1998) comparando estes métodos
mostrou que, amostras vaginais de 350 mulheres foram analisadas e a cultura
detectou T. vaginalis em 6,6% das amostras, enquanto a PCR detectou o parasita
em 39% das amostras. Foram realizadas 2 reacdes de PCR, uma com os iniciadores
BTU9/BTUB2, desenhados por estes autores, que amplificam uma regido do gene
da beta-tubulina do parasita e a segunda confirmatdria com os iniciadores TVA 5-1/6
ou com os iniciadores AP65 A/B, anteriormente descritos por outros autores
(MADICO et al., 1998).

Em nosso estudo, utilizamos o par de iniciadores BTUB2/BTUB9
desenvolvidos por Madico et al., (1998) bem como todo o protocolo por ele descrito
neste estudo, isto é, uma PCR-touchdown. A PCR-touchdown é uma variacdo de
PCR em que h& a diminuicdo da temperatura de anelamento de forma sequencial
até uma determinada temperatura, a qual é supostamente a ideal. A manutencdo da
temperatura de anelamento mais alta nos ciclos iniciais (aumento da estringéncia)

ajuda a evitar a formagdo de produtos inespecificos (RODRIGUES, SILVA,
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SIQUEIRA, 2006). Em relacao a prevencao da formacado de produtos inespecificos,
utilizamos também a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase (INVITROGEN), que
posui a tecnologia Hot Start. As bandas formadas foram Unicas e bem visiveis no gel

de agarose a 2,0%, com tamanho de cerca de 112 pb, como esperado.

Os principais fatores de risco para infeccdo do T. vaginalis citados na
literatura s@o: grande numero de parceiros sexuais, iniciacdo sexual precoce, baixo
nivel educacional, pobreza e uso de ducha vaginal. H4& uma prevaléncia maior em
mulheres da raga negra e mulheres néo téo jovens (acima de 30 anos), diferente da
C. trachomatis e N. gonorrhoeae, que acometem mais adolescentes e adultas jovens
(SHAFIR, SOVILLO, SMITH, 2009; SUTTON et al., 2007; MILLER et al., 2008).

Em nosso estudo observamos maior prevaléncia de infeccdo em mulheres
com menor nivel de escolaridade: 15,7% das mulheres com ensino fundamental
incompleto estavam infectadas contra 10,4% das que tinham ensino fundamental
completo, sem contudo essa diferenca exibir significancia estatistica (p=0,132). Em
relacdo a idade, observou-se uma meédia de idade maior entre as mulheres
infectadas (38,9+15,2 anos) em relagcdo as ndo infectadas (36,1+13,1 anos)
(p=0,175). Quando analisamos as faixas etarias, curiosamente encontramos a maior
prevaléncia na faixa etaria acima de 64 anos (18,8%), seguida da faixa etaria de 18
e 24 anos (17,1%).

Observamos prevaléncias de infeccdo pelo T. vaginalis muito proximas entre
os grupos de mulheres solteiras/separadas/vilvas (12,2%) e casadas/unido estavel
(12,9%) (p=0,866). Quando analisamos o numero de parceiros sexuais ao longo da
vida, observamos maior prevaléncia no grupo de mulheres que relatou ter tido acima
de 10 parceiros (21,4%) em relacdo aos grupos que relataram entre 6 e 10 parceiros
(12,2%) e de 1 a 5 (12,0%), contudo, sem associacdo estatistica significativa
(p=0,357).

Outras variaveis de comportamento sexual analisadas (idade da primeira
relacdo sexual, numero de parceiros fixos e eventuais nos ultimos 12 meses, uso
inconsistente de preservativo tanto com parceiros fixos quanto eventuais, historia
prévia de DST e relacionamento com parceiros que relataram historia prévia de

DST) também ndo mostraram associa¢cdo com a infeccéo pelo T. vaginalis (p=0,05).
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As duas mulheres HIV-positivas em nosso estudo apresentaram-se negativas para

T. vaginalis.

Das 46 mulheres infectadas, apenas 21 delas (45,6%) queixaram-se de
sintomas clinicos, que foram: dor pélvica (n=14), corrimento vaginal (n=10), prurido
(n=6) e dor ao urinar (n=3), com algumas mulheres apresentando mais de uma
queixa. Estes sintomas estdo de acordo com a literatura (BRAVO et al.,, 2010;
HERNANDEZ et al., 2010). O grande numero de mulheres infectadas que n&o
relataram sintomatologia (n=25, correspondente a 54,3% das mulheres positivas) é
intrigante, pois este € um patégeno que costuma provocar sintomas acentuados.
Porém este achado esta também de acordo com a literatura, pois alguns autores
afirmam que esta infeccdo pode ser assintomatica em cerca da metade dos casos
(McCLELLAND, 2008; MILLER et al., 2008; HOLLMAN et al., 2010). Era possivel
pensar que as mulheres infectadas que ndo exibiram sintomatologia poderiam se
tratar de mulheres previamente infectadas e que foram tratadas, mas néao
completaram o regime de tratamento (no caso, por exemplo, quando o profissional
faz a opcéo de prescrever pomada vaginal por véarios dias, e a mulher ndo completa
o0 regime de tratamento, abandonando-o logo quando sai da fase sintomatica).
Porém, quando analisamos a histéria prévia de DST dessas mulheres
assintomaticas, verificamos que apenas 3 delas relataram infeccao prévia pelo T.
vaginalis, e 22 nédo relataram, e apenas 1 mulher assintoméatica relatou histéria de

relacionamento com parceiro com infeccéo passada pelo T. vaginalis.

Deve ser dada certa atencdo a infeccdo assintomética pelo T. vaginalis, uma
vez que este patdgeno tem sido recentemente implicado com problemas na saude
reprodutiva, como nascimento a pré-termo, neoplasia cervical, infeccdo poés-
histerectomia, infertilidade, DIP e principalmente, predisposicdo a contaminacédo pelo
HIV (McCLELLAND, 2008).

Mesmo em paises desenvolvidos, que ja tém programas elaborados de
rastreamento para outros patégenos sexualmente transmissiveis, como os Estados
Unidos e alguns paises europeus, o rastreamento do T. vaginalis em individuos
assintomaticos nao tem sido assunto prioritario em saude publica, pois como citado,
até recentemente, a infeccéo era tida como benigna e auto-limitada (HOLLMAN et
al., 2010). Neste sentido, estudos como o de Van Der Pol, Kraft, Williams (2008),
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gue adaptaram com sucesso 0 uso do kit diagnostico da Roche para clamidia e
gonococo (Roche Cobas Amplicor CT/NG Assay) com a introducédo de iniciadores
para T. vaginalis para deteccdo deste patdgeno, tém sido feitos, na tentativa de se
incorporar a detecgdo do T. vaginalis na rotina laboratorial, usando uma sé amostra,

facilitando as possibilidades do rastreamento.

Considerando as estimativas da Organizacdo Mundial de Saude de que a
prevaléncia de casos de tricomoniase varie mundialmente entre 170 a 190 milhdes
de casos por ano (estimativas baseadas na suposicao de que a sensibilidade do
exame a fresco varie entre 60 a 80%, quando na verdade varia entre 30 a 60%,
estando essas estimativas, portanto, baixas), a autora Van Der Pol (2007) pergunta:
“...Contudo, mesmo se tomarmos estas estimativas como verdadeiras, por que tao
pouca atencao é dada ao fato de que a prevaléncia do T. vaginalis sozinho € igual
as estimativas da C. trachomatis e N. gonorrhoeae juntas?”, questionando o por que
da “mais prevalente infeccdo sexualmente transmissivel nao-viral ser a ultima a

receber atengdo em Saude Publica”.

6.9 — Consideracdes finais

O conhecimento da prevaléncia das DST com informacfes detalhadas e
regionalizadas é de grande importancia para profissionais que atuam diretamente
com o publico portador das doencas, para alunos e professores universitarios na
organizacdo de um curriculo minimamente voltado para as realidades regionais,
para gestores de programas de controle das DST, dentre outros atores envolvidos

no assunto.

De relevante importancia epidemioldgica, neste estudo apontamos a alta
prevaléncia encontrada de infec¢éo pelo HPV nesta amostra de populagéo feminina
do municipio de Coari (29,1%), sendo que destas, 58,1% estavam infectadas por
HPV 16, um HPV de alto risco oncogénico. Isso € bastante preocupante,
considerando que as estimativas do INCA para o estado do Amazonas este ano é de
gue o cancer de colo de Utero sera a neoplasia maligna mais incidente em mulheres,
ficando a frente das classicas neoplasias malignas que mais acometem as mulheres

no mundo inteiro (cancer de pele ndo melanoma e cancer de mama). Temas como
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uma maior e mais eficiente cobertura de rastreamento pelo Papanicolaou e a
inclusdo da vacina anti-HPV no calendario vacinal sdo assuntos, portanto, que

certamente ndo sairdo de pauta nos proximos anos.

Em especial, o assunto da vacina anti-HPV ainda traz mais a tona a
necessidade de mais laboratdrios e grupos de pesquisa analisarem os perfis de
prevaléncia dos tipos virais mais comumente encontrados considerando as
diferengas regionais. Isto porque o HPV 18 é conhecidamente pouco prevalente ndo
s6 no Brasil, mas praticamente em toda América Latina. No Amazonas, a tendéncia
parece ser a mesma, com énfase maior no HPV 58 e HPV 33, como mostram o0s
estudos anteriormente citados. Temos, portanto, vacinas eficazes disponiveis no
mercado, e importantes porque combatem o HPV 16, o mais prevalente nesses
estudos. Porém, é uma vacina “europeizada” ou “norte-americanizada”, uma vez que
é eficaz também contra o HPV 18, um virus pouco prevalente no Brasil. Certamente,
a producdo de uma vacina mais regionalizada e contextualizada aos tipos virais mais
encontrados aqui certamente configura-se como uma boa perspectiva

biotecnoldgica.

Enfatizamos também no municipio de Coari a alta prevaléncia de DST
curaveis entre as mulheres estudadas. Para a Organizacdo Mundial de Saude, as
DST representam dnus para uma populacdo quando a prevaléncia das DST curaveis
na populacdo em geral se situa em, ou cerca de, 5% (além de mais dois outros
critérios, que sdo: quando a prevaléncia de sifilis em gestantes é maior ou igual a
1% e quando a prevaléncia das DST curaveis € maior que 10% em certas sub-
populacdes (profissionais do sexo, jovens, usuarios de drogas injetaveis e outras))
(BRASIL, 2008). Das quatro DST curaveis (gonorréia, clamidia, sifilis e
tricomoniase), trés delas foram estudadas nesta pesquisa (gonorréia, clamidia e
tricomoniase), tendo sido encontrado que duas delas, a clamidia e a tricomoniase
exibiram prevaléncia acima desse limite de 5% (6,4% e 12,7%, respectivamente).
Isso aponta para a possibilidade dessas DST estarem verdadeiramente
representando um O6nus para o0 sistema de saude do municipio de Coari.
Adicionalmente a isso, essa alta prevaléncia de DST mostra-se como fator de risco

elevado para aquisi¢cdo do HIV.
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Semelhantemente, a significativa prevaléncia encontrada do Citomegalovirus
Humano (8,3%) nas amostras cervicais das mulheres em exame ginecoldgico de
rotina neste municipio serve como um alerta a respeito da importancia do nao
relaxamento do pedido da sorologia para este patdgeno durante o pré-natal, pois a
infeccdo por este virus € muitas vezes silenciosa e seus sintomas quase sempre

inespecificos.

O conhecimento da situacéo epidemiolégica das DST poderia ser a base para
a implementacé@o de tratamento e de estratégias de rastreamento. O rastreamento
de individuos assintomaticos € parte importante de qualquer estratégia de controle
das DST. Embora tecnologicamente haja possibilidade para o controle das DST,
principalmente com o funcionamento de uma rede de rastreamento organizada e
eficiente e com o uso de tecnologia avancada para diagnéstico (incluindo o uso de
técnicas moleculares como as usadas neste trabalho) como acontece em paises
desenvolvidos, no Brasil essa realidade ainda parece estar longe. Com excesséo da
captura hibrida para deteccdo de C. trachomatis, aqui ainda ndo ha disponibilidade
desses métodos de detec¢cdo modernos e mais sensiveis em relacdo a maioria das

técnicas diagnosticas tradicionais para a populacdo em geral.

O interior do estado do Amazonas certamente se apresenta como uma regiao
de dificil implementacdo de acbGes de rastreamento com maxima eficiéncia,
principalmente devido a sua grande dimensao e suas particularidades geogréficas,
embora isso néo seja de todo impossivel. Nesta realidade, o uso de métodos rapidos
de diagnostico (teste-rapido) que ndo necessitem de equipamentos sofisticados ou
refrigeracdo ou ainda de pessoal qualificado, que possa ser aplicavel em populacdes
mais pobres e/ou de dificil acesso, poderia ser a melhor solugdo para o primeiro
momento do rastreamento. Porém, muitos desses testes necessitam ser
aprimorados tanto em relacdo a sua sensibilidade quanto a sua especificidade, ao
contrario dos testes moleculares, que ja apresentam bastante vantagem nesses dois
quesitos (GREER, WENDEL, 2008; SIEMER et al., 2008).

Mesmo que a introducdo do uso sistematico de técnicas laboratoriais mais
sofisticadas e sensiveis (como a Biologia Molecular) para deteccdo de patdgenos
sexualmente transmissiveis seja um motivo de grande debate, devido principalmente

ao maior custo imediato ao sistema de saulde, estudos de custo-beneficio que
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focalizem o diagndstico precoce e preciso desses patdogenos sdo bastante

necessarios e bem-vindos.

Nesta perpectiva, foi proposto ao Parque Cientifico e Tecnoldgico para
Inclusdo Social, ligado a Pro-reitoria de Inovacdo Tecnoldgica desta Universidade
um projeto para criagdo de um posto avancado de diagnéstico de DST no municipio
de Coari/AM. Este posto, se aprovado, sera muito importante para continuidade dos
estudos e experimentos relacionados aos patdgenos sexualmente transmissiveis
ciculantes nesta regido do estado, bem como para possivelmente a criacdo de um kit
diagnoéstico do tipo multiplex, considerando os resultados obtidos neste estudo

preliminar.
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7. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste estudo em uma amostra proveniente de
mulheres em exame ginecoldgico de rotina atendidas na Atencdo Primaria a Saude

no municipio de Coari/AM, conclui-se que:

1. A prevaléncia das infec¢cbes sexualmente transmissiveis estudadas foi de
47,8%.

2. Ao exame citoldgico, 97,8% das mulheres exibiram citologia normal, 1,2%
exibiram ASCUS, 0,6% apresentou HSIL e 0,3% exibiu LSIL.

3. A prevaléncia de HPV foi de 29,1%, tendo sido identificados 15 tipos de
HPV por sequenciamento génico, cujos principais tipos encontrados foram:
HPV 16 (58,1%) e HPV 58 (20,0%). Os outros 13 tipos de HPV
encontrados foram: HPV 33, HPV81, HPV 6, HPV 70, HPV 31, HPV 35,
HPV 45, HPV 52, HPV 53, HPV 61, HPV 68, HPV 71 e HPV 89.

4. Dentre as mulheres com citologia normal, 31,8% estavam infectadas pelo
HPV. Dentre as 7 mulheres que apresentaram anormalidades citolégicas,

5 (71,4%) mostraram infecgéo por HPV.

5. Os dois herpes virus estudados exibiram prevaléncia de 8,3% para o
Citomegalovirus Humano e 0,6% para o Herpes Virus Simples 2, embora
pelas caracteristicas proprias a biologia desses virus, é provavel que estes

nameros estejam sub-estimados.

6. As bactérias C. trachomatis e N. gonorrhoeae exibiram prevaléncia de

6,4% e 1,4%, respectivamente.
7. A prevaléncia do T. vaginalis foi de 12,7%.

8. Né&o foram encontradas associac¢des estatisticamente significativas entre a
infeccdo  pelos patégenos e as varidveis soécio-econémicas,

comportamentais e historia clinica das mulheres.
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