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RESUMO

As InfeccBes Sexualmente Transmissiveis (IST) configuram-se como um importante
problema de Saude Publica, pois se ndo diagnosticadas e tratadas corretamente podem
resultar em severas complicagdes, tais como cancer de colo de Utero, gravidez ectopica,
abortos espontaneos, infertilidade, parto prematuro, dentre outros. Estima-se que a
cada dia no mundo todo, um milhdo de pessoas séo infectadas com algum tipo de IST
e 357 milhdes de pessoas a cada ano. Para a identificacdo dessas infec¢des os testes
moleculares tém se mostrado uma boa alternativa, pois apresentam alta sensibilidade e
especificidade em relagdo aos demais testes. Este estudo tem como finalidade
desenvolver um ensaio de PCR Multiplex para pesquisar a presenca de Trichomonas
vaginalis, Treponema pallidum e Neisseria gonorrhoeae em amostras cervico-vaginais
obtidas por autocoleta de mulheres ribeirinhas do municipio de Coari, no Amazonas, e
correlacionar os indices de prevaléncia com caracteristicas sociodemograficas, clinicas
e comportamentais. A autocoleta vaginal foi realizada com o auxilio da escova COARI®,
da Kolplast®. A extracdo de DNA foi realizada com kit ReliaPrep™ (Promega®) e a
amplificacdo DNA genémico humano com os primers PCO3/PCO4. Para a detecgao dos
trés patdgenos foi desenvolvido um sistema de PCR multiplex usando primers
especificos para cada patégeno. Os dados epidemioldgicos, clinicos e comportamentais
de risco para essas infecgcbes foram analisados no programa SPSS. Foram
autocoletadas 420 amostras vaginais, em 78 comunidades da zona rural do municipio
de Coari. Nossos resultados mostraram que a idade das mulheres amostradas variou
de 18 a 70, sendo a maioria (85,3%) casadas ou vivendo em unido estavel. Os
resultados moleculares apresentaram 100% de positividade para DNA gendmico
humano; a mPCR detectou a presenca do DNA de T. vaginalis em 1,9% das mulheres
amostradas. Essas, apresentavam média de idade de 27,7 (DP= 6,4) e baixo nivel
educacional. A presenca de DNA de T. pallidum e N. gonorrhoeae néo foi detectado em
nenhuma das amostras analisadas.

Palavras-chaves: Infec¢des sexualmente transmissiveis. Diagnostico molecular. Coari.
Amazonas. PCR multiplex.



ABSTRACT

Sexually Transmitted Infections (STIs) are an important public health problem,
because if not properly diagnosed and treated, they can result in severe
complications, such as cervical cancer, ectopic pregnancy, spontaneous
abortions, infertility, premature birth, among others. It is estimated that every day
worldwide, one million people are infected with some type of STI and 357 million
people each year. For the identification of these infections, molecular tests have
shown to be a good alternative, as they present high sensitivity and specificity in
relation to other tests. This study aims to develop a Multiplex PCR assay to
search for the presence of Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum and
Neisseria gonorrhoeae in cervico-vaginal samples obtained by self-collection
from riverside women in the municipality of Coari in Amazonas and to correlate
the prevalence rates with sociodemographic characteristics, clinical and
behavioral. The vaginal self-collection was performed with the aid of the
KARPLAST® COARI® brush. DNA extraction was performed with QlAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN) and human genomic DNA amplification with PCO4 / GH20
primers. For the detection of the three pathogens, a multiplex PCR system was
developed using specific primers for each pathogen. Epidemiological, clinical and
behavioral data at risk for these infections were analyzed in the SPSS program.
420 vaginal samples were self-collected from 78 rural communities in the
municipality of Coari. Our results showed that the age of the women sampled
ranged from 18 to 70, with the majority (85.3%) being married or living in a stable
relationship. The molecular results showed 100% positivity for human genomic
DNA; mPCR detected the presence of T. vaginalis DNA in 1.9% of the women
sampled. These had a mean age of 27.7 (SD = 6.4) and a low educational level.
The presence of T. pallidum and N. gonorrhoeae DNA was not detected in any
of the analyzed samples.

Keywords: Sexually transmitted infections; Molecular diagnosis; Coari;
Amazonas; Multiplex PCR.
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1. INTRODUCAO

As Infec¢Bes Sexualmente Transmissiveis (IST) sdo um grave problema
de Saude Publica, sobretudo devido a sua magnitude e dificuldade de acesso ao
tratamento adequado para a maioria das populagdes, principalmente as que
moram em paises de baixa renda. A principal forma de transmisséo é o contato
sexual (oral, vaginal ou anal), sendo de fundamental importancia o uso de
preservativo (camisinha masculina ou feminina) para interromper a cadeia de
transmissdo. Em 2012 a incidéncia global foi estimada em 357,4 milhdes de
casos novos de IST curaveis no mundo, na faixa etaria de 15 a 49 anos, a maioria
deles em paises em desenvolvimento (NEWMAN et al., 2015; PINTO et al.,
2018).

As IST podem ser causadas por diversas espécies de bactérias, fungos,
virus e protozoarios adquiridas principalmente pelo contato sexual. Tais
infecgbes acarreta aumento de gastos com assisténcia a saude, tanto de forma
direta para o diagnostico e tratamento, como para 0 manejo das diversas
conseqguéncias oriundas dessas infeccdes tais como, mau desfecho gestacional,
infeccbes perinatais, doenca inflamatdria pélvica (DIP), gravidez ectopica,
infertilidade masculina e feminina, canceres, abortos, prematuridade, natimortos,
mortalidade neonatal e infeccfes congénitas, além de aumentar o risco de
transmissao do HIV. Estas infeccbes também podem interferir negativamente na
vida social dessas pessoas, prejudicando o convivio de portadores com a
sociedade e diminuindo sua forca de trabalho (JUNIOR; SHIRATSU; PINTO,
2009; LUPPI et al., 2011; SHAKYA et al., 2018).

A deteccao precoce e o tratamento adequado desses patdgenos séo de
grande importancia para diminuir as complicacdes a longo prazo. Neste
contexto, métodos de deteccdo mais sensiveis e novas estratégias para coleta
das amostras biologicas estdo sendo analisados em alguns paises. Dentre essas
estratégias, a autocoleta através de escovas cérvico-vaginais tem sido uma das
mais estudadas. Este método consiste na introdu¢do de um dispositivo estéril
(principalmente escova) no canal vaginal pela propria paciente em um ambiente

privado (quarto, banheiro e outros), ndo havendo a necessidade de assisténcia
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de um profissional de saude e nem o deslocamento até uma unidade de saude
(ALMEIDA-LUGO et al., 2019; DARLIN et al., 2013).

A implementacdo de rastreamento através de autocoleta no Brasil
poderia ser uma estratégia de sucesso em regiées como a Amazonia brasileira
(Regido Norte), pois esta € bastante extensa e ha muitas comunidades isoladas
e de dificil acesso, onde "rios sé@o estradas”. A maioria dessas comunidades néao
tem infraestrutura basica, nem mesmo eletricidade 24 horas por dia. Esse
isolamento geogréfico dificulta a assisténcia a saude. Por isso, os testes ndo
invasivos podem ser ferramentas importantes para a deteccdo de IST nessas
regides (ROCHA., 2019). As vantagens para uso nessas comunidades incluem
o transporte mais facil das amostras para o laboratério para processamento,
custos mais baixos e a conveniéncia do método de coleta (ALMEIDA-LUGO et
al., 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente
um milh&o de IST s&o adquiridas por dia no mundo. Destas, estima-se que, por
ano, 357 milhdes sejam novos casos de IST tratdveis, como sifilis, infeccdo
clamidiana, tricomoniase e gonorreia (NEWMAN et al 2015). No Brasil, a
verdadeira situacdo epidemioldgica dessas doencas e de suas complicacdes
ndo sdo bem conhecidas, devido ao fato da maioria das IST ndo ser de
notificagdo compulsoria, além da escassez de estudos sentinelas e de base
populacional (SILVA et al., 2018; Pinto et al., 2018). Em 2003 estimou-se a
ocorréncia de 1.967.200 novos casos de infec¢cdo por Chlamydia trachomatis,
1.541.800 novos casos de infeccdo por Neisseria gonorrhoeae e 937.000 novas
infecgdes por Trichomonas vaginalis no Brasil. Essa elevada estimativa de IST
em populacao torna fundamental a investigacdo da pertinéncia da implantacéo
de estratégias de diagndstico precoce (LUPPI et al., 2011).

No estado do Amazonas, tanto na capital quanto nos municipios do
interior, encontramos poucos estudos epidemiolégicos sobres as infeccOes
causadas por patdogenos sexualmente transmissiveis. Portanto, a verdadeira
prevaléncia e incidéncia dessas infeccfes sdo desconhecidas. Diante desse
contexto, este estudo visa estimar a prevaléncia de trés patdgenos sexualmente
transmissiveis - Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum e Neisseria
gonorrhoeae - em mulheres moradoras da zona rural do municipio de Coari no

Amazonas, usando a técnica de PCR multiplex (mPCR).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Infec¢Bes Sexualmente Transmissiveis

Infeccdo Sexualmente Transmissivel (IST), desde 2015, passou a ser a
terminologia adotada pelo Ministério da Saude em substituicio a Doenca
Sexualmente Transmissivel (DST), em consonancia com recomendacdes
globais. Tal mudanca visa desmistificar a ideia de que todas IST
necessariamente manifestam sintomas. Muitas delas podem ser assintomaticas
e, portanto, alimentam a cadeia de transmisséo da infeccéo. As IST estdo entre
as doencas mais disseminadas do mundo, particularmente em paises de baixa
renda. Essas infeccdes podem ser causadas por mais de 30 agentes etiologicos
incluindo bactérias, virus, fungos e protozoarios. A transmissdo ocorre
principalmente por contato sexual, via sanguinea e vertical (da mae para o filho
durante a gestacdo, parto e amamentacdo). Quanto ao progndostico, algumas
apresentam tratamento e cura enquanto outras sdo passiveis apenas de
acompanhamento para minimizagéo dos sintomas. Ressalta-se que as infec¢des
apresentam elevadas taxas de incidéncia e prevaléncia e manifestam maiores
complicacbes entre as mulheres em idade reprodutiva (BRASIL, 2015;
FERNANDES et al., 2016). (NEWMAN et al, 2013).

Os adolecentes e jovens possuem uma maior vulnerabilidade as IST,
levando em consideracgao principalmente raz6es comportamentais. As mulheres
possuem uma maior suscetibilidade para adquirir essas infecgcbes, pois
apresentam um colo uterino com o epitélio colunar estendido a sua superficie
externa (ectopia) nos primeiros anos apos a menarca (GEVELBER et al., 1999).
O ambiente vaginal em condi¢cbes normais possui um pH &cido (3,8 a 4,5),
predominando as bactérias Lactobacillus sp, o que impede o crescimento de
microrganismos patogénicos, pois produz e libera substancias como o peréxido
de hidrogénio (H202). O pH vaginal pode ser modificado pelas alteracdes
hormonais, principalmente, durante o ciclo menstrual e assim, facilita a infecgéo
por esses agentes patogénicos (DONATI et al., 2010; ESCHENBACH et al.,
2001).

Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis,

Chlamydia trachomatis, virus da hepatite B (HBV), papilomavirus humano (HPV)
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e herpes simples virus (HSV), assumiram grande importancia para a saude
publica mundial, principalmente, por estarem relacionados a facilitacdo da
aquisicdo e transmissdo do HIV. Além disso, muitas vezes nao apresentarem
sintomas, o que pode acarretar prejuizos mais graves para a saude geral dos
individuos infectados. Outras IST de menor importancia, por apresentarem uma
baixa prevaléncia, incluem a infeccdo por Haemophilus ducreyi, Klebsiella
granulomatis, virus T linfotrépico humano (HTLV), entre outras. Atualmente o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € o patégeno causador de IST de maior
relevancia para a saude publica, causando grande impacto biolégico e
econdmico por todo o mundo. A estimativa da infec¢édo pelo virus do HIV é de 70
milhdes de pessoas ao logo dos anos, das quais mais de 35 milhdes morreram
(MELGACO et al., 2011; SILVA et al., 2018; MAYAUD; MCCARTNEY; MABEY,
2020).

Os patégenos mais comuns causadores de IST curaveis mundial sao:
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Treponema pallidum, afetando
principalmente mulheres com idade entre 25 a 49 anos. Segundo a OMS, em
2012, a estimativa de incidéncia mundial foi de 357 milhdes de novos casos de
IST curaveis, dos quais 131 milhdes de casos de clamidia, 143 milhdes de casos
de tricomoniases, 80 milh6es de casos de gonorreia e 6 milhdes de casos de
sifilis. Dentre esses, aproximadamente 126 milhdes ocorreram na regido das
Américas (MAYAUD; MCCARTNEY; MABEY, 2020; ROGSTAD, 2019; WHO,
2012).

O perfil epidemiolégico das IST estdo relacionados a diversos fatores
como: etnogréficos, demogréaficos, socioecondmicos, comportamentais e de
saude. A incidéncia e apresentacao clinica dessas doencas também séao
influenciadas por fatores como estilo de vida e suscetibilidade do individuo,
patogenicidade e interacdo entre patdgenos, terapia predominante e
intervengdes preventivas e de controle. Historicamente, a prevaléncia das
infeccbes causadas por patdgenos sexualmente transmissiveis pode ter
diminuido com o advento da terapia antimicrobiana, destacando a descoberta da
sulfonamida em 1936 e da penicilina em 1943. Porém, no inicio dos anos 60, 0s
meétodos anticoncepcionais orais tiveram um papel fundamental no aumento do
namero de casos dessas infecgbes, atingindo um pico de incidéncia maior
(CHUGH, 2012; EDWARDS; APICELLA, 2004). Atualmente, o aumento da
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prevaléncia das IST é observado no mundo, assim como 0 surgimento de
resisténcia a antibioticos entre organismos causadores dessas infec¢des (KENT,
2017).

Existe diversas técnicas para o diagnostico laboratorial dos diferentes
patdogenos causadores das IST como: a Cultura de células, Gram, exame de
Microscopia, Imunofluorescéncia direta, exame a fresco, exame citologico,
técnicas moleculares (como a reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR), testes
rapidos, dentre outras. A deteccdo desses microrganismos patogénicos através
dos métodos moleculares séo rapidos, altamente sensiveis e especificos para a
deteccdo desses organismos em amostras clinicas. Estes métodos permitem o
uso de espécimes como urina e swabs vaginais, que podem ser obtidos de
pacientes sem desconforto (NG; MARTIN, 2005; RIETMEIJER, 2019).

As infec¢Bes por esses microrganismos podem ser tanto sintomaticas,
guanto assintomaticas e quando aparecem sintomas geralmente eles séo
inespecificos. Além disso, 0 estigma social associado a estas doencas dificulta
a procura aos servicos medicos, o que diminui ou subestima substancialmente o
namero de novos casos (GERBASE, 1998). A alta eficiéncia da terapia
antimicrobiana aos agentes causadores das IST fez com que esses patégenos
perdessem a importancia no conjunto das doencas infecciosas, que apdés a
epidemia da Aids voltaram a representar problema de saude publica. (SILVA et
al., 2018).

O tratamento inadequado das IST ou 0 ndo tratamento pode resultar em
complicacBes relacionadas a saude reprodutiva da mulher como a doenca
inflamatdria pélvica (DIP), gravidez ectépica, infertilidade masculina e feminina,
canceres, abortos, prematuridade, natimortos, mortalidade neonatal e infec¢des
congénitas, além de aumentar o risco de transmissédo do HIV (JIMENEZ et al.,
2001; PINTO et al., 2018).

As medidas de controle das IST sao: sensibilidade da populacdo sobre
a importancia do uso de preservativos em relagdes sexuais, principalmente
guando envolve multiplos parceiros, diagndéstico precoce, tratamento adequado,
além de programas de educac¢éo publica (MACHADO; SOUZA, 2015).
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2.2.Trichomonas vaginalis

O parasita Trichomonas vaginalis (T. vaginalis) foi descrito pela primeira
vez pelo pesquisador francés Alfred Frangois Donné, em 1836, que isolou de
secrecédo vaginal de uma mulher com vaginite. Mais tarde, Koelliker e Scanzoni,
em 1885, isolaram o microrganismo de mulheres gravidas (PESSOA, 1942).
Posteriormente, em 1894, Marchand e Miura (1894) e Dock (1896) observaram
esse flagelado em uretrite masculina (DIAMANTIS; MAGIORKINIS;
ANDROUTSOS, 2009; FEITTOSA; CONSOLARO, 2008).

A espécie T. vaginalis pertence ao dominio Eukaryota; Reino Excavata;
filo sarcomastigophora; Classe Parabasalia; Ordem Trichomonadida; Familia
Trichomonadidae; Género Trichomonas. O T. vaginalis € uma célula tipicamente
elipsoide, piriforme ou oval em preparacoes fixadas e coradas. As condi¢cdes
fisico-quimicas (pH, temperatura, tensdo de oxigénio e forca ibnica) afetam o
aspecto dos organismos, que ndo possuem a forma cistica, somente a
trofozoitica. Os trofozoitos séo as formas mais jovens de flagelos livres enquanto
a forma cistica € caracterizada por flagelos interiorizados que conferem ao
organismo o aspecto ameboide (MACIEL; TASCA; DE CARLI, 2004; YUSOF;
KUMAR, 2012).

Morfologicamente o T. vaginalis possui quatro flagelos anteriores,
desiguais em tamanho, um flagelo recorrente que se adere ao corpo pela costa
(membrana ondulante) (Figura 1). O axéstilo € uma estrutura rigida e hialina,
formada por microtubulos, que se projeta através do centro do organismo,
prolongando-se até a extremidade posterior. O nucleo € elipséide, préximo a
extremidade anterior. Esse protozodario é desprovido de mitocdndrias, mas
apresenta granulos densos que podem ser vistos ao microscopio Optico, 0s
hidrogenossomos, que possuem uma enzima piruvato: ferredoxina
oxidorredutase, capaz de transformar o piruvato em acetato pela oxidacdo
fermentativa e liberar adenosina 5'-trifosfato (ATP) e hidrogénio molecular. Ele é
capaz de manter o glicogénio em reserva como forma de energia, sendo
importante para sobrevivéncia do parasito no ambiente vaginal que é

constantemente modificado, principalmente por fatores hormonais, alterando o
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pH local (BRAVO et al.,2010; CHEON et al, 2013; MACIEL; TASCA; DE CARLI,
2004).

Figura 1 - Trofozoito do Trichomonas vaginalis

Flagelos

Membrana
ondulante

Gréanulos

Axdstilo

Fonte: https://il.wp.com/microbeonline.com/wp
content/uploads/2016/03/Trophozoite-of-Trichomonas.jpg.

O T. vaginalis € um organismo anaerobio facultativo. Varia em tamanho
e forma, com o comprimento médio e largura de 9,5 um (7,4 a 11,4). Cresce bem
na auséncia de oxigénio na faixa de pH compreendida entre 5,0 e 7,5 e em
temperaturas entre 20°C e 40°C adequada para sua espécie. Como fonte de
energia, o flagelado utiliza a glicose, maltose e galactose. Os carboidratos sao a
principal fonte de nutrientes para o T. vaginalis; no entanto, sob condi¢cdes em
gue tais compostos sao limitados, a utilizacdo de aminoacidos torna-se vital. O
parasita consome especialmente arginina, treonina e leucina (MACIEL; TASCA,
DE CARLI, 2004; CHEON et al., 2013; SPEAR et al., 2014).

O genoma do T. vaginalis € constituido de aproximadamente 160
megabases (mbp) altamente repetitivo, que codifica até 60 mil proteinas em seis
cromossomos haploides, com uma predicao de 254 copias de 18S rRNA e 251
copias de 5.8S rRNA. A divisdo do parasita acontece por divisdo binaria
(processo no qual uma unica célula eucarionte origina duas idénticas), como
mostrada no ciclo biolégica na Figura 2. (CARLTON et al., 2007; FIGUEROA-
ANGULO, 2012; IBANEZ-ESCRIBANO et al., 2014; KAY et al., 2012).


https://i1.wp.com/microbeonline.com/wp%20content/uploads/2016/03/Trophozoite-of-Trichomonas.jpg
https://i1.wp.com/microbeonline.com/wp%20content/uploads/2016/03/Trophozoite-of-Trichomonas.jpg
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Figura 2 - Ciclo biolégico do Trichomonas vaginalis

CICLO BIOLOGICO

Transmissdo por relagdo sexual

Trichomonas vaginalis

o Multiplicagao ocorre por
divisao binaria

Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/10820958/

O T. vaginalis é um protozoario sexualmente transmissivel, que através
da adesdo nas membranas da mucosa da uretra ou vagina causa a tricomoniase
humana. O mecanismo de patogenicidade inicia com a aderéncia do T. vaginalis
nas células do hospedeiro para estabelecer e manter a infeccdo. Apols a
citoaderéncia, o parasita torna-se ameboide, aumentando os contatos de
superficie célula-célula e formando projecdes citoplasmaticas que interdigitam
as células-alvo. O processo envolve cinco proteinas adesinas de superficie do
parasita (AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23) que interagem com a superficie de
células do hospedeiro, lipofosfoglicano (LPG) de proteinas de superficies,
proteinas no citoesqueleto (consistindo de microtubulos e microfilamentos),
receptores para proteinas da MEC (laminina, fibronectina e colageno),
transducdo de sinais e auto-processos fagocitarios. O ferro (disponivel
principalmente durante o periodo menstrual) e o contato celular regulam
positivamente os niveis de aderéncia, aumentando diretamente a sintese de
adesinas, por outro lado, também regulam negativamente a expresséao de varias
proteinas antigénicas, como a proteina P270. (CARLTON et al., 2007; MACIEL;
TASCA; DE CARLI, 2004).

Este microrganismo tem como principal habitat o muco e secrecao

vaginal nas mulheres; nos homens, pode colonizar a uretra, prostata e epididimo,


http://slideplayer.com.br/slide/10820958/
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possuindo alto tropismo pelo epitélio escamoso genital (DAUGHERTY, GLYNN,
BYLER, 2018; SCHWEBKER; BURGESS, 2004).

O homem € o hospedeiro natural do T. vaginalis, que tipicamente é
transmitido por relagbes sexuais, mas também pode ser transmitido através de
fémites, justificando a presenca do patégeno em criancas e pessoas sem
praticas sexuais, podendo ser transmitido ao recém-nascido durante a
passagem por um canal de parto infectado. Esse protozoario infecta
principalmente o epitélio escamoso genital. A infeccdo, uma vez estabelecida,
persiste por longos periodos em mulheres, mas apenas por pouco tempo nos
homens. E principalmente uma doenca do sistema reprodutivo, e raramente as
manifestagdes clinicas da infeccdo sdo observadas antes da menarca ou apés
a menopausa. O periodo de incubacéo € de 4 a 28 dias em cerca de 50% dos
individuos infectados. De acordo com a gravidade da infeccdo, a tricomoniase
pode ser classificada como aguda, crénica ou assintomatica (Figura 2) (MADICO
et al., 1998; PETRIN et al., 1998).

O estabelecimento do T. vaginalis na vagina se inicia com o aumento do
pH, jA que o pH normal da vagina é acida (3,8 e 4,5) e 0 organismo cresce em
pH maior que 5. A relacao entre lactobacilos sp protetores e T. vaginalis ndo €
completamente compreendida. Claramente, o T. vaginalis desenvolveu varios
mecanismos para sobreviver no microambiente vaginal em constante mudanca.
Durante a menstruagéo, o ambiente sofre uma drastica mudanga com o influxo
de eritrécitos, macromoléculas hospedeiras, e constituintes séricos, bem como
grandes mudancas no pH. E notavel que n&o s6 o parasita sobreviva a estas
mudancas ambientais, mas também que a infec¢ao persista. O fluxo menstrual
fornece nutrientes para o parasita, bem como um suprimento de ferro, que € um
fator-chave na regulacdo génica do T. vaginalis e regula varias adesinas,
imunogénicos e proteinases degradadoras de C3 que aumenta a capacidade do
parasita para lidar com tensées em um ambiente hostil (ARROYO; ALDERETE,
1989; PETRIN et al., 1998).

O T. vaginalis possui varios mecanismos para regular a expressao de
fatores de viruléncia, particularmente Cisteina-proteinases (CPs), adesinas entre
outros. Sua regulamentacéo pode ser observada em quatro niveis diferentes:
transcricional, pés-transcricional, regulacdo traducional e pds-traducional
(FRIGUEROA-ANGULO et al., 2012). As interagcdes de T. vaginalis com a
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microbiota vaginal sdo complexas e enfatizam o impacto que a infeccéo por T.
vaginalis tem, e que vai muito além da tricomoniase severa e sintomatica
(KUSDIAN; GOULD, 2014).

O T. vaginalis tem uma agressiva resposta celular local, que resulta na
inflamac&o do epitélio vaginal com pontos hemorragicos na mulher e inflamacao
na uretra do homem. Em pessoas HIV positivas, a hemorragia e a inflamacao
podem aumentar o nivel de virus nos fluidos corporais, com linfécitos e
macréfagos presentes na area genital de contato. Em pessoas HIV negativas, a
infiltracdo leucocitaria e as lesdes genitais induzidas por esse protozoario pode
ampliar a porta de entrada para o HIV, isso acontece pelo aumento do niamero
de células alvo para o virus e pelo acesso direto do virus a corrente sanguinea,
atraves de lesfes abertas (SORVILLO et al., 2001).

Como anteriormente mencionado, a infeccéo por T. vaginalis € um das
IST nao viral mais prevalente em todo o mundo (NOH et al., 2019; BRUNI et al
2019;). No entanto, nossa compreensao da epidemiologia da infeccéo por T.
vaginalis contém algumas lacunas, uma vez que essa infeccdo muitas vezes nédo
€ testada em grandes estudos de base populacional e a doenca que ndo €
normalmente monitorada por 6rgdos de saude publica (VAN DER POL, 2016).
As estimativas globais mais recentes das IST curaveis relataram 143 milhdes de
novos casos de tricomoniase por ano entre mulheres e homens com idades entre
15 a 49 anos, a prevaléncia geral foi de 5,0% e 0,6%, respectivamente
(NEWMAN et al., 2015).

A prevaléncia e incidéncia da infeccdo vaginal por T. vaginalis séo
maiores nas regides africanas e nas Américas que em outras partes do mundo.
Na Africa estima-se que a incidéncia chega a 28,1 milhdes em mulheres e 31,6
milhdes em homens, a prevaléncia nessa regiao é estimada em 38,9 milhdes em
mulheres e em homens 3,9 milhdes. Nas Américas, a estimativa de incidéncia é
de 42,5 milhdes em mulheres e 43 milhdes em homens; a prevaléncia em
mulheres chegam a 52,7 milhdes e em homens 5,2 milhdes (BOUCHEMAL,;
BORIES; LOISEAU, 2017).

No Brasil, a prevaléncia da tricomoniase varia entre 1,9% e 37,5%,
dependendo das técnicas utilizadas no diagnéstico, bem como da populacdo
estudada, idade, escolaridade, higiene pessoal e 0 acesso a saneamento que,

juntos sdo fatores que podem explicar a existéncia de diferentes taxas de
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positividade (AMBROZIO et al., 2016; BRAVO et al., 2010). O quadro 1 elenca

as prevaléncias encontradas em alguns estudos epidemioldgicos realizados em

mulheres no Brasil, fornecendo elementos essenciais para a avaliacdo da

magnitude dessa etiologia.

Quadro 1 - Estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia de infec¢do pelo T. vaginalis em

mulheres no Brasil

Local

Populacao

Métodos de
diagndstico

Prevaléncia
(%)

Autor

Pelotas/RS

Mulheres
atendidas no
Departamento

de Saude

Materno-

Infantil da
Faculdade de

Medicina da
UFPel

Cultura

6,4

BRUNI et al., 2019

Rio
Grande/RS

Estudo de
base
populacional

PCR

4,1

GATTl etal., 2017

Mananus/AM

Mulheres
recrutadas
em UBS e no
hospital
FCECON-AM

PCR

18,4

COSTA-LIRA et al.,
2017

Coari/Am

Mulheres em
exame
ginecoldgico
de rotina em
UBS

PCR

12,7

ROCHA et al., 2014

Manaus/AM

Mulheres HIV
positivas

Cultura

4,1

SILVA et al., 2013

Vitéria Santo
Antao/Pernan
buco

Mulheres
atendidas em
UBS

Citologia

10,5

LIMA et al., 2013

Botucatu/SP

MPS

Cultura

3,0

POGETTO., 2011

Sao
Paulo/SP

Mulheres
atendidas em
UBS

PCR

3,2

LUPPI et al., 2011

Vitéria/lES

Atendidas
atendidas em
UBS

Cultura

2,0

BARCELOS et al.,
2008

Pacoti/CE

Estudo de
base
populacional

Exame a
fresco e
citologia

4,1

OLIVEIRA et al.,
2007
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Fortaleza, Gestantes Exame direto 6,2 MARTINS et al.,
. . (Fortaleza) e
Aracati/Ceara a fresco . 2004
4,4 (Aracati)
Exame
Rio de citoldgico a
Janeiro/RJ Gestantes fresco e 3,7e2,7 SILVA FILHO, 2004
técnica de
Papanicolao
u
Manacapuru/ Exame a BENZAKEN et al.,
Am MPS fresco 39,5 2002

Nota: PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), MPS (Mulheres Profissionais do Sexo), UBS
(Unidade basica de Saude), FCECON-AM (Fundacéo Centro de Controle de Oncologia do Estado

do Amazonas).

O Estado do Amazonas apresenta uma taxa de infeccdo por

tricomoniase semelhante ao encontrado em outros estados brasileiro. A
prevaléncia da infeccdo causada por esse parasita em mulheres gestantes no
Amazonas é estimada em 5,6% que se assemelham a prevaléncia encontrada
por estudos epidemioldgicos realizados no Rio de Janeiro (3,7%) e Ceara (6,2%)
(GATTI, 2017).

No Brasil, pelo fato de muitos médicos ainda acreditarem que a infeccao
por tricomoniase ndo causa grandes sequelas graves, a notificacao de infeccao
por tricomoniase ndo € considerada compulséria, como ocorre em muitos outros
paises, muitos profissionais e pacientes consideram esta infeccdo mais como
um incbmodo ao invés de uma ameaca a saude publica. Isso resulta em uma
serie de dificuldade para o controle da doencga, como por exemplo, a escassez
de métodos moleculares em estudos de deteccdo e prevaléncia de
tricomoniases (COSTA-LIRA et al., 2017). Alem disso, o progressivo abandono
do uso do preservativo relacionado ao desconforto e ao esquecimento do risco
de HIV, bem como o aumento da pobreza e baixo nivel de educacdo podem
explicar parcialmente o aumento no numero anual de casos de tricomoniase
urogenital no Brasil (BOUCHEMAL; BORIES; LOISEUA, 2017). E importante
salientar que esse patdégeno possui varios fatores de riscos associados com a
infeccdo por ele acometida, dos quais destacam-se, sexo desprotegido, multiplos
parceiros sexuais, gravidas soropositivas, baixa renda familiar, uso de alcool e
drogas entre outros (GATTI et al., 2017; MIRANDA; PINTO; GAYDOS, 2014).
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A tricomoniase € uma infeccdo sexualmente comum, que acomete
ambos 0s sexos, sendo mais comum em adultos jovens sexualmente ativos.
Pode apresentar-se de forma assintomética, sintomatica leve e aguda, sendo
varidveis seus sintomas. A infeccdo por T. vaginalis pode levar a sérias
complicagcbes em ambos o0s sexos, quando ndo diagnosticada e tratada
adequadamente (MACHADO, SOUZA, 2015). O ponto mais importante em
relacdo a esse patdgeno é sua associacdo com o HIV, doenca inflamatoria
pélvica (DIP), infertilidade, parto prematuro, recém-nascido com baixo peso e
cancer do colo do utero (MACHADO; SOUZA, 2015; COSTA-LIRA et al., 2017).

Os principais mecanismos pelos quais a infeccao pelo T. vaginalis expde
o individuo ao risco de adquirir o HIV sdo: estimulacéo da resposta inflamatéria
nos epitélios vaginais, exocervicais e uretrais; descontinuagdo da barreira
epitelial; recrutamento de células alvo do HIV, tais como linfécitos TCD4 + e
macrofagos; e producéo de micro hemorragias (BRUNI, 2019; SORVILLO, et al.,
2001; MACIEL; TASCA; DE CARLI, 2004;).

Os locais mais comuns dessa infecgdo nas mulheres séo: na vulva, na
vagina ou na uretra, podendo ser assintomaticas ou apresentar-se com sintomas
como espuma claro, amarelo ou verde, corrimento vaginal purulento, fino, fétido,
disuria, dispareunia, sangramento pés-coito e prurido vulvar. Homens infectados
com tricomoniase podem ser assintomaticos ou apresentar disUria ou secrecao
mucopurulenta clara. Complicacdes de tricomoniase em homens pode incluir
epididimite, prostatite, infertilidade e cancer de prostata (MARKLE; CONTI; KAD,
2013). Das mulheres infectadas, entre 25% e 50% s&o assintomaticas e ao
exame clinico, pode ser observado erosao e pontos hemorragicos na parede
cervical conhecido como aspectos de morango (VAN DER POL, 2016).

O diagnastico laboratorial da tricomoniase é essencial, ndo podendo ser
baseada somente na apresentacdo clinica, pois a infec¢cdo poderia ser
confundida com outras IST. As técnicas de diagnostico compreendem exame
direto a fresco, cultura de células, preparacdo corada, imunodiagndéstico e as
técnicas moleculares (PCR, PCR em tempo real, mPCR). O método de cultura é
0 padrdo-ouro, € simples de interpretar e apresenta alta sensibilidade, mas néo
tem utilidade clinica devido a um tempo de resposta estendido de até 5 dias.
Portanto, a necessidade de um diagndstico rapido, preciso e especifico se faz

necessario devido a fatores de riscos associados com a infec¢cdo (MACIEL;
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TASCA; DE CARLI, 2004; BROWN et al., 2004; DE LEMOS, GRACIA-ZAPATA,
2014.

Os testes de amplificacéo de &cido nucleico (TAAN) oferecem uma maior
sensibilidade e especificidade para a identificacdo de T. vaginalis em relagdo aos
demais meétodos, inclusive da cultura de células. Embora atualmente n&o
estejam amplamente disponiveis, eles provavelmente desempenhardo um papel
central no diagndstico de T. vaginalis no futuro, pois permite a identificacdo em
individuos sintomaticos ou assintomaticos (RAFFE; SONI, 2018).

O uso de preservativos continua sendo a melhor e mais confiavel
protecdo contra IST. Contudo, devido a raz8es econdémicas, 0 acesso ao uso de
preservativos pode ser limitado, particularmente em paises em desenvolvimento.
O tratamento € especifico e eficiente, sendo recomendado o tratamento
simultineo de parceiros sexuais para evitar a reinfeccdo. Atualmente, os
farmacos 5-nitroimidazolicos sdo comumente usados no tratamento da
tricomoniase por via oral e parenteral. No entanto, a administracao sistémica de
quimioterapicos para prevenir a infeccdo resulta em aumento da incidéncia de
cepas refratarias ao nitroimidazol. Para prevenir cepas resistentes sao
necessarios metodos que utilizem formulacfes intravaginais locais ou vacinas
(BOUCHEMAL; BORIES; LOISEAU, 2017).

O metronidazol é a droga mais eficaz no tratamento desta infecgcdo. O
tratamento recomendado para a tricomoniase é metronidazol, 2 gramas (g) por
via oral em uma dose Unica ou tinidazol, 2 g por via oral em dose Unica. Os
pacientes ndo devem beber alcool 24 horas apds o término do tratamento com
metronidazol e 72 horas apds completar o tratamento com tinidazol (FAKHRIEH-
KASHAN et al., 2018; MARKLE; CONTI; KAD, 2013).

A disponibilidade de apenas uma Unica classe de medicamentos para
tratar a infeccdo € uma grande preocupacdo para a saude publica, com o
surgimento de cepas resistentes aos medicamentos, especialmente devido a
maior transmissao de HIV e HPV em individuos infectados (MARTINS et al.,
2004).

2.3.Treponema pallidum



28

A bactéria Treponema pallidum (T. pallidum) foi descoberta ha mais de
um século atras em Berlim no ano de 1905, por Fritz Richard Schaudinm e Paul
Erich Hoffman (microbiologistas alemaes), que através de coloragcédo de Giemsa
demonstraram espiroquetas em fluido de lesdo secundaria (KOHL; WINZER,
2005; SOUZA, 2005).

O agente etiologico da sifilis € uma bactéria, do Reino Monera, Filo
Spirochaetes; Classe Spirochaetes; género Treponema; da ordem
Spirochaetales; da familia Spirochaetaceae; chamada T. pallidum subespécie
pallidum. Outros membros do género Treponema também podem infectar
humanos: como o T. pallidum subespécie pertene, causador da bouba; o T.
pallidum subespécie endemicum, causador do bejel e o T. carateum, causador
da pinta. Entre todos, o T. pallidum, causador da sifilis € a espécie mais
patogénica ao homem. A familia Spirochaetaceae inclui ainda dois outros
géneros de importancia clinica na saude humana, os géneros Leptospira e
Borrelia, responsaveis pela leptospirose e doenca de Lyme (LASAGABASTER,;
GUERRA, 2019; SUSO, et al., 2018).

A sifilis é uma infeccdo bacteriana cronica causada por T. pallidum,
subespécie pallidum, bactéria de crescimento lento que néo pode ser cultivada
por fins clinicos (HOOK, 2017; KARP et al., 2009). O T. pallidum é geralmente
transmitido sexualmente (oral, vaginal ou anal) através de microabrasdes nas
membranas da mucosa ou na pele, esse parasita entra rapidamente na corrente
sanguinea para se disseminar para outros tecidos, podendo também ocorrer a
transmissao vertical, que pode acontecer nos primeiros quatro anos apos a
infeccdo por esse patégeno (LASAGABASTER; GUERRA, 2019; HO;
LUKEHART, 2011).

Morfologicamente o T. pallidum tem forma de espiral (10 a 20 voltas),
com cerca de 6 a 20 um de comprimento e apenas 0,1 a 0,2mm de espessura.
O T. pallidum € uma bactéria com membrana citoplasmatica trilaminar, uma
camada de peptidoglicanos que da rigidez estrutural e uma membrana externa
com abundante lipidos e proteinas transmembranares escassas (Figura 3).
Apresenta flagelos que se iniciam na extremidade distal da bactéria e encontram-
se junto a camada externa ao longo do eixo longitudinal, contribuindo para que
a bactéria se movimente em forma de espiral, vindo dai a denominacao de
espiroqueta (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006; SUSO et al., 2018).
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Figura 3 - Treponema pallidum.

Membrana citoplasmatica Membrana externa

Fonte: AVELLEIRA; BOTTINO, (2006)

O genoma do T. pallidum subespécie pallidum (Nichols) foi sequenciado
em 1998. Essa bactéria apresenta um cromossoma circular de 1.138.006 pares
de bases (pb) com 1.041 regides de leitura aberta (ORF - open reading frames)
que representa 92,9% do DNA gendmico total, contendo 52,8% de CG, 978
proteinas e 1.0130 genes. Os fatores de viruléncia ainda ndo sdo bem
conhecidos. Algumas proteinas da membrana e varias hemolisinas tém sido
associadas como potenciais fatores de viruléncia desse agente (AVELLEIRA;
BOTINO, 2006; FRASER et al., 1998). Nas ultimas décadas, varios genomas
treponémicos foram completamente sequenciados, incluindo TPA (Nichols), TPA
SS14, TPA Chicago, TPE Samoa D, TPE CDC-2, TPE Gauthier, T.
paraluiscuniculi cuniculi A e o Amoy (Figura 4) (PETROSOVA, et al., 2012;
TONG et al., 2017).

O genoma do T. pallidum possui uma familia multigénica, onde 12 genes
sao designados pelas letras A a L e um gene “tpr’ que possui 60 pares de bases
repetidas de sua sequéncia (HO, LUKEHART, 2011; LAFOND, LUKERHART;
2006). A partir dessa descoberta o desenvolvimento de técnica de diferenciagéo
de subtipos foi possivel, assim o numero de sequéncias repetidas do gene tpr

seguidos de uma letra € possivel a definicAo do genotipo, possibilitando a
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avaliacao de distribuicdo geografica desses subtipos pelo mundo, prevalecendo
0s subtipos: 14d, seguido de 14f, 14a, 13d, 15d (MA; GIACANI; LARA, 2015;
PENG et al., 2011).

Figura 4 - Genoma circular do T. pallidum Amoy

Treponema pallidum subsp.

- pallidum strain Amoy (NC CP015162)
1,139.223bp

Fonte: TONG et al., 2017.

Para estabelecer a infeccdo, o T. pallidum adere as células epiteliais e
aos componentes da matrix extracelular da pele e da mucosa. Diversas proteinas
desse parasita medeiam a aderéncia, que incluem a TP0136, TP0155 e a
TP0483 (DJOKIC; GIACANI; PARVEEN, 2019; HO; LUKEHART, 2011; KE et al.,
2015).

A penetracdo do treponema € realizada por pequenas abrasdes
decorrentes do contato sexual. Logo apds, o treponema atinge o sistema linfatico
regional e, por disseminacdo hematogénica, outras partes do corpo. A resposta
da defesa local resulta em eroséo e ulceragdo no ponto de inoculagdo, enquanto
a disseminacéao sistémica resulta na producdo de complexos imunes circulantes
gue podem depositar-se em qualquer 6rgao. Entretanto, a imunidade humoral

ndo tem capacidade de protecdo. A imunidade celular € mais tardia, permitindo
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ao T. pallidum multiplicar e sobreviver por longos periodos (AVELLEIRA;
BOTTINO, 2006; HO; LUKEHART, 2011).

A sifilis apesar de ter sido descoberta ha mais de um século atras,
continua sendo um problema de saude publica em todo mundo. Distribuicdo da
sifilis difere entre paises de baixa e alta renda (KOJIMA, KLAUSNER, 2018). A
OMS, estima que acontece aproximadamente 11 milhdes de casos novos
anualmente no mundo, as regides mais afetas sdo: America Latina, China e o
Sudeste Asiatico (SUSO et al.,, 2018). Em 2008, o Continente Americano
apresentou uma prevaléncia de 1,5% em homens e 1,3% em mulheres,
totalizando 6,7 milhdes de casos no continente (WHO, 2012).

A crecente taxa de infeccdo nas Américas deve-se principalmente ao
Brasil, que contribuio com 85% dos casos de todos os casos registrados na
regido em 2015. Em 2010 e 2015 o numero de casos dobrou. A prevaléncia
global de sifilis neste pais foi de aproximadamente 0,85% e a incidéncia de sifilis
congénita de 4,70 por 1.000 nascidos vivos, a maior taxa na América Latina
(PAHO, 2017).

Segundo a OMS em 2012, haviam 5,6 milhdes de casos novos de Sifilis.
A incidéncia global entre homens (17,7%) e mulheres (17,2%) foi semalhante,
respectivamente, por outro lado, quando analisado por regides essa incidéncia
é diferente, na Africa havia uma incidéncia de 43.1% em mulheres e 22,5% em
homens, na America os homens representavam 34,2% e as mulheres 17,7%, na
Europa os homens 10,1% e as mulheres 6,6% e uma discrepancia maior
acontece no Oeste Pacifico onde os homens representaram 54,6% e as
mulheres 81% (LASAGABASTER; GUERRA, 2019). A figura 5 mostra a
estimativa da incidéncia de sifilis em diferentes regides no mundo, em 2012.
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Figura 5 — Incidéncia da Sifilis no mundo
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Fonte: PEELING et al., 2017

Em 2016, os Estados Unidos (EUA) apresentavam uma taxa de sifilis
primaria e secundaria mais elevadas entre os homens (15,6 casos por 100.000
homens) do que nas mulheres (1,9 casos por 100.000 mulheres). Entre os
27.814 casos notificados de sifilis secundaria nos EUA em 2016, 16.155 (58,1%)
casos ocorreram entre homens que fazem sexo com homens (HSH). A
percentagem de coinfec¢éo por HIV foi de 47,0% para HSH, 10,7% para homens
que fazem sexo com mulheres e 4,1% para mulheres (KOJIMA; KLAUSNER,
2018). Nesse mesmo ano no Brasil, o Sistema Brasileiro de Informagdes de
Doencas Notificaveis (SINAN), relatou 37.436 casos de sifilis materna e 20.474
de sifilis congénita. (VARGAS, et al., 2018). Entre 2010 e 2016, a taxa de
deteccdo em gestantes aumentou de 3.7 para 12.4 casos por 1.000 nascimentos,
levando a um aumento progressivo da taxa de sifilis congénita de 2,4 para 6,8

casos por mil nascidos vivos (BRASIL, 2017).

Segundo o boletim epidemiolégico de Sifilis no Brasil 2018, em 2017
foram notificados pelo SINAN, 119.800 casos de Sifilis adquirida (taxa de
detecc¢do de 58,1 casos/100 mil habitantes); 49.013 casos de Sifilis em gestantes
(taxa de deteccdo de 17,2/1.000 nascidos vivos); 24.666 casos de Sifilis
congénita (taxa de incidéncia de 8,6/1.000 nascidos vivos); e 206 obitos por sifilis
congénita (taxa de mortalidade de 7,2/100 nascidos vivos). O estado do
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Amazonas no mesmo ano, foram notificados 1.696 (1,4%) casos de sifilis
adquirida, 1.573 (3,2%) casos de sifilis em gestantes, 802 (3,3%) casos de sifilis
congénita e 3 (1,5%) obitos por sifilis congénita (BRASIL, 2018).

Em 2018, o SINAN notificou 158.051 casos de sifilis adquirida (taxa de
deteccao de 75,8 casos/100.00 habitantes); 62.599 casos de sifilis em gestantes
(taxa de deteccdo de 21,4/1.000 nascidos vivos); 26.219 casos de sifilis
congénitas (taxas de de incidéncias de 9,0/1.000 nascidos vivos); e 241 Obitos
por sifilis congénita (taxa de mortalidade de 8,2/100.000 nascidos vivos). No
Amazonas, foram notificados 3.325 (2,1%) de sifilis adquirida, 1.588 (2,5%) de
sifilis em gestantes, 775 (3,0%) de sifilis congénita e 7 (2,9%) Obitos por sifilis
congénita (BRASIL, 2019). O grafico mostrado na figura 6, detalha o crescimento
da sifilis adquirida, sifilis em gestante e sifilis congénita, a patir do ano de 2010,

no Brasil.

Figura 6 - Taxa de deteccéo de sifilis adquirida, sifilis em gestante e sifilis congénita (por
100.000 habitantes), no Brasil em 2018
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Fonte: (Brasil, 2019)

No estado do Amazonas, assim como nos demais estados, estudos sao
escassos sobre a prevaléncia de infeccbes causadas pelo T. pallidum. Ha uma
grande deficiéncia de estudos epidemioldgicos relativos a prevaléncia desse
patdgeno na cidade de Manaus (Capital) e também nas cidades do interior. O

quadro 2 a segquir, elenca alguns estudos epidemiolégicos realizados em
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mulheres no Brasil. fornecendo elementos essenciais para a avaliacdo da

magnitude dessa etiologia.

Quadro 2 - Estudos epidemiolégicos sobre a prevaléncia de infeccao pelo T. pallidum em mulheres

no Brasil
Métodos de | Prevaléncia
Local Populacéo . o Autor
diagnostico (%)
Estudo de
Ouro Preto/MG base Testes 3.8 BARBOSA et
i rapidos al., 2019
populacional
Estudo de ?L?Sgéﬁl
Sul do Brasil base VDRL 3,8 PELLOSO.
populacional 2018
4,1 (2012),
Rio de Janeiro/RJ Gestantes VDRL 3,1(2013) e CeEtZl?Uzl(E)llR;A
5 (2014) "
Estudo de
Londrina/PR Base VDRL 6,3 GOMES et
i al., 2017
Populacional
Para/PA Gestantes VDRL 0,7 CAS?OLlit al.,
Botucatu/SP MPS VDRL 4.8 POJETTO et
al., 2011
Mulheres
Salvador/BA HIV- gPCR 9,5 TRAVASSOS
iti et al., 2016
positivas
Pacoti/CE Gestantes RPR 0,2 OLIVEIRA et
al., 2007
2,1
Fortaleza e (Fortaleza) MARTINS et
Aracati/Ceara Gestantes RPR e03 al.. 2004
(Aracati)
BENZAKEN
Manacapuru/Am (MPS) VDRL 39,5 st al. 2002

Nota: qPCR (PCR em tempo real), VDRL (Venereal Disease Research Laboratory), RPR (rapid
plasma reagin), MPS (Mulheres Profissionais do Sexo).

A enfermidade da sifilis se manifesta em estagios diferentes: Sifilis

primaria, Secundaria, Latente e terciaria. A Sifilis priméaria caracteriza-se por uma

lesdo ulcerativa

indolor,

geralmente solitaria, endurecida e

limpa, que

normalmente aparece cerca de 2 a 3 semanas ap0s o contato direto com a lesao

infecciosa de outra pessoa. Embora os cancros sejam mais frequentemente

vistos em homens no pénis distal (Figura 7), eles podem estar localizados em
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outras partes do corpo (pénis, vulva, vagina, colo uterino, anus, boca e outros
locais de tegumento) onde o contato direto com outra lesdo da pessoa infectada
pode ocorrer e, embora por vezes despercebida, sdo bem descritos na vagina e
colo do utero, dentro e perto do reto, e na boca, bem como em outra parte do
corpo potencialmente exposto como dedos ou pescoco. O cancro duro regride
espontaneamente entre 4 e 5 semanas, sem deixar cicatriz (AVELLEIRA;
BOTTINO, 2006; MERTIZ et al., 1998; SUSO et al., 2018).

Figura 7 - Sifilis priméria — cancro duro
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Fonte: AVELLEIRA,; BOTFTIN(S, 2006
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A sifilis secundaria caracteriza-se pela disseminacdo sistémica da
bactéria, quando nédo tratada, que apds um periodo de laténcia que pode durar
de 6 a 8 semanas, a doenga entrard novamente em atividade. A erupc¢éo do
segundo estagio pode ser generalizada ou localizada; pustular, maculopapular
dissiminado ou na aparéncia escamosa; e pode imitar outros processos
dermatolégicos, incluindo pitiriase résea, psoriase, erup¢des medicamentosas
(Figura 8). Sintomas como mal-estar, mialgia, dor de garganta, dor de cabeca ou
febre de baixo grau sdo comumente detectados. Além das manifestacdes
cutaneas, a apresentacdo da sifilis secundaria também pode incluir
linfadenopatia difusa, hepatoesplenomegalia, hepatite, sindrome nefrética e
outros sintomas (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006; MERT Z et al., 1998; SUSO et
al., 2018).

Figura 8 - Sifilis secundéria — lesbes palmares
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Fonte: AVELLEIRA; BOTTINO, 2006

Apbs a resolugdo das manifestagBes secundarias, a sifilis ndo tratada
entra em um estagio latente em que manifestacdes estdo ausentes e a infeccdo
s6 pode ser detectada através de testes sorolégicos. Para orientar o manejo, a
sifilis latente é subdividida em sifilis latente precoce (diagnésticada a menos de
um ano) e tardia (diagnodsticada a mais de um ano), uma diferenciagdo que afeta
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as decisfes de tratamento e as recomendacdes de notificacdo do parceiro
(AVELLEIRA; BOTTINO, 2006; MERTIZ et al., 1998; SUSO et al., 2018).

A sifilis terciaria estabelece-se apds um periodo de anos ou até décadas.
Com base em dados da era pré-antibiética, cerca de um terco das pessoas com
sifilis latente ndo tratada tera mais manifestacbes como neurosifilis tardia
(paresia geral ou tabes dorsalis), sifilis cardiovascular ou sifilis gomosa. Sifilis
Cardiovascular na maioria das vezes manifesta-se como formagao de aneurisma
da aorta ascendente, insuficiéncia valvar adrtica ou doencga arterial coronariana.
A sifilis gomosa (que pode ocorrer em praticamente qualquer local) séo
processos reativos e granulomatosos que levam a sintomas como resultado do
seu efeito de massa ou inflamacéo local. Dentre a ultima parte do século XX,
sifilis cardiovascular e sifilis gomosa tornou-se muito rara (AVELLEIRA,
BOTTINO, 2006; MERTIZ et al., 1998; SUSO et al., 2018).

A sifilis estd especialmente relacionada a resultados adversos na
gravidez, como aborto tardio, prematuridade, baixo peso ao nascer, morte
neonatal e infeccdo congénita (BERMAN, 2004). A coinfec¢do do virus da
imunodeficiéncia humana e T. pallidum é relativamente comum e representa
cerca de 25% da sifilis priméaria e secundaria (CHESSON et al., 2005; KARP et
al., 2009). A sifilis terciaria em pacientes nao infectados ou infectados pelo HIV
€ extremamente rara. Isto € provavelmente devido ao uso criterioso de
antibiéticos e tratamento precoce de casos de infec¢do primarias e secundarias
(NGWANYA; KAKANDE; KHUMALO, 2017).

A formacdo de lesdes provocada pela infeccdo do T. pallidum,
principalmente na regido genital, ocasiona uma via de entrada e de saida para o
virus HIV. Além disso, no local da lesdo ha um influxo de linfécitos T-CD4+
(célula alvo do HIV) e a presenca do T. pallidum e suas lipoproteinas
constituintes aumentam a expressao de correceptores CCR5 em macréfagos
(célula alvo do HIV), aumentando a susceptibilidade de aquisicdo do HIV.
Também, a infeccéo causada por esse patogéno esta associado com alteracdes
imunovirolégicas representadas pela queda de LT-CD4+ e elevagdo da carga
viral do HIV no plasma, visto principalmente na sifilis primaria e secundaria
(CHARLTON et al., 2019; KARP et al., 2009; MATTEI et al., 2012; WAHAB et al.,
2013).
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O diagndstico laboratorial da sifilis € efetuado de acordo com o estagio
da infeccdo (PIRES; MIRANDA, 1998; AVELLEIRA; BOTTINO, 2006). Existe
varios métodos de diagndésticos que foram desenvolvidos e classificados, uma
vez que esse patdgeno ndo pode ser mantido em cultura celular, como os de
prova direta: Microscopia em campo escuro; Imunofluorescéncia direta;
Pesquisa Direta com Material Corado; Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR);
0os métodos de Provas Soroldgicas: ndo treponémicos (Reagcdo de Wasserman
(RW), Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) e Rapid Plasma Reagin
(RPR)); treponémicos (TPPA, fluorescent treponemal antibody absorption test
(FTA-ABS), ELISA, Imunofluorimetria multiplex, Western Blot) e testes rapidos
(TR) para Sifilis.

O exame de Microscopia em campo escuro e o de Imunofluorescéncia
direta (padrdo ouro) sdo métodos definitivos para a deteccao da sifilis, mas
usados apenas em sifilis primaria e secundaria. Os testes soroldgicos para a
sifilis no estagio inicial s@o relativamente insensiveis e o0s testes nédo
treponémicos ou teste treponémicos podem detectar anticorpos a partirda 1 a 3
semanas apos o desenvolvimento do cancro duro, tornando esses testes pouco
especificos (KARP et al.,, 2009). A partir do inicio dos anos 90 os métodos
moleculares (PCR e PCR em tempo real, mPCR) passaram a ser empregada
para deteccao de acidos nucleicos treponémicos, possuindo altas sensibilidade
e especificidade (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006). Esse método vem utilizando
diferentes tipos de amostras para a deteccéo do T. pallidum como: sangue total,
soro, liquido amniotico, tecidos fixados e liquido cefalorraquidiano. A
investigacdo desse patdégeno usando esse método é de grande importancia, pois
a PCR permite detectar material genético do parasita a partir da amostra clinica
coletada do individuo (KARP et al., 2009; RATNAM, 2005).

O tratamento da infecgdo causada por esse parasita € especifico e
altamente eficiente, sendo recomendado o tratamento simultdaneo de parceiros
sexuais para evitar a reinfeccdo. O medicamento padrdo ouro € a Penicilina
Benzatina. A penicilina é o farmaco utilizado para tratar a sifilis adquirida e
congénita. As doses sao administradas conforme o estagio em que o paciente
se encontra. O Ministério da saude recomenda o uso da penicilina G em
gestantes com sifilis, pois € a Unica terapia com eficacia comprovada tanto para

0 tratamento das mesmas, como para prevenir a transmissao vertical para o
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bebé, onde vem mostrando 98% de sucesso nessa prevencdo. Quando se ha
pacientes alérgicos a penicilina, é recomendado fazer a dessensibilizacdo para
posteriormente administrar a medicacao, principalmente em gestantes, pois
outros farmacos sdo considerados inadequados para prevenir a transmissao
fetal (MATTEI et al., 2012; HOOK, 2017; SUKTHANKAR, 2014).

2.4.Neisseria gonorrhoeae

A gonorreia € umas das infecdes mais antigas conhecida pelos
humanos. A infeccdo causada pela bactéria Neisseria gonorrhoeae (N.
gonorrhoeae) é conhecida desde tempos remotos e citadas em escritos chineses
e na Biblia Sagrada (Livro de Levitico), onde Moisés aconselhava medidas de
higiene para o seu controle (PASSOS, 2005; PENNA; HAJJAR; BRAZ, 2000;
SCHIELKE; FROSCH; KURZAI, 2010).

Albert Neisser, em 1879 descreveu a bactéria causadora da gonorreia
que foi cultivada em 1982 por Leistikow e Loeffler quando denominaram
Neisseria gonorrhoeae. A N. gonorrhoeae € um diplococo Gram-negativo, ndo
flagelado, ndo formador de esporos, encapsulado, anaerdbio facultativo, com
didmetro entre 0,6 a 1,06 um. Obtém-se crescimento em temperatura de 35 a 37
°C. Apresenta-se como duas estruturas reniformes justapostas, espelhadas pela
concavidade e aproximadas pela extremidade, quase sempre agrupadas em
massa no espaco extracelular e/ou no citoplasma dos polimorfonucleares
abundantes (Figura 9). O género Neisseria apresenta cerca de 10 espécies
saprofitas ou patogénicas ao homem, sendo a N. gonorrhoeae, N. meningitidis,
N. pharyngis e a N. catarrhalis as mais importantes (PENNA; HAJJAR; BRAZ,
2000; SCHIELE; FROSCH; KURZAI, 2010).
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Figura 9 - Diplococo Gram-negativo Neisseria gonorrhoeae

Fonte: http://eureka.criver.com/wp-content/uploads/ThinkstockPhotos-463286087-1.jpg

O genoma completo da bactéria N. gonorrhoeae possui cerca de
2.153.944 pb, depositada no GenBank com acesso niumero AE004969, podendo
apresentar um plasmideo criptico, varios plasmideos produtores de beta-
lactamase e diferentes plasmideos conjugativos (FREDLUNDO et al., 2004). O
material genético desse parasita possui uma caracteristica diferente dos demais
patdgenos pois, apresenta 3 copias do genoma completo em cada coco, portanto
uma espécie poliploide (TOBIANSON; SEIFERT, 2010).

Acredita-se que o0 homem seja o Unico vetor e hospedeiro desse parasita
bacteriano (EDWARDS; APICELLA, 2004; PASSOS, 2005). A gonorreia é uma
doenca infecciosa do trato urogenital, transmitida quase que exclusivamente
pelo contato sexual (oral, vaginal ou anal) durante o intercurso sexual com
individuos infectadas. Acomete primariamente as membranas mucosas do trato
genital inferior e menos frequentemente aquelas do reto, orofaringe e conjuntiva.
Entretanto, pode também ser transmitida através do trato genital materno para o

recém-nascido durante o parto, causando oftalmia neonatal e infeccbes
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sistémicas neonatais (HILL; MASTERS; WACHTER., 2016; PENNA; HAJJAR;
BRAZ, 2000; WHILEY; TAPSALL; SLOOTS, 2006).

O periodo de incubacéo do parasita no homem é de 2 a 5 dias, podendo
variar de 1 a 10 dias. Os principais sintomas incluem o corrimento uretral e a
disuria, geralmente sem aumento da frequéncia ou urgéncia urinaria. O
corrimento pode ser inicialmente mucdéide, mas em 1 a 2 dias, torna-se purulento.
Comparada a uretrite ndo-gonococica, o periodo de incubagdo da gonorreia
mostra-se menor, a disUria revela-se mais comum e o corrimento, mais
abundante e purulento (Figura 10) (PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000).

Figura 10 - Corrimento uretral em paciente com gonorreia

Fonte: PENNA, HAJJAR, BRAZ, 2000.

A N. gonorrhoeae inicialmente infecta o epitélio colunar. A ligacdo ao
epitélio mucoso, mediada em parte pelos pilli e pela proteina Opa, € seguida em
24 a 48 horas pela penetracdo do organismo entre e através das células epiteliais
para chegar ao tecido submucoso (Figura 11). H& resposta vigorosa de
polimorfonucleares, com descamagdo do epitélio, desenvolvimento de
microabscessos submucosos e formacdo de exsudato. Essa bactéria coloniza
principalmente a uretra humana, o endocervix, as trompas de falopio e o Utero.
Este patdogeno causa uretrite em homens, com sintomas inflamatérios 6bvios,
como uma secrec¢ao purulenta com um influxo de leucécitos polimorfonucleares
(PMN). Nas mulheres, a infeccdo gonococica apresenta-se como cervicite,
vaginite, ou uma doenca inflamatoria pélvica mais grave. Além disso, infec¢ao

em mulheres é tipicamente assintomatica (50 a 80%) ou desenvolvem
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sintomatologia leve que néo incita preocupacao e busca de assisténcia médica,
podendo levar a complicacfes graves, incluindo endometrite, salpingite, infeccao
gonocodcica disseminada (DGI), além de facilitar a equisi¢cdo e transmisséo do
virus do HIV. Se néo tratada, essas complica¢cdes mais sé€rias podem resultar
em esterilidade, gravidez ectOpica, artrite séptica e ocasionalmente a morte
(CHEMAITELLY et al., 2019; EDWARDS; APICELLA, 2004; HILL; MASTERS;
WACHTER., 2016).

Figura 11 - Representagdo esquemdtica da infeccdo causada por N.
Gonorrhoeae

Nota: 1. Os Pili do gonococo expressam a proteina OPA e interagem com o
epitélio da mucosa. 2. Os pili sdo recolhidos e entdo ocorre um contato direto da
bactéria através da proteina OPA com o antigeno CD66 localizado nas células
da mucosa. 3. Ap6s a fixagdo pela OPA, os gonococos sdo englobados e
internalizados na célula. 4. Logo apds a internalizagao, algumas bactérias podem
transitar para o lado basolateral do epitélio da mucosa. 5. Dependendo da
proteina OPA que esta sendo expressa, 0 gonococo pode residir e permanecer
dentro do neutrdfilo. 6. As bactérias podem entdo entrar na corrente sanguinea
onde a sialilagéo torna elas resistentes ao soro (HILL; MASTERS; WACHTER.,
2016).

Alguns mecanismos sao propostos na associacao do virus do HIV e N.
gonorrhoeae como: a presenca da bactéria envoca uma resposta inflamatoéria no
local da infeccdo com uma grande quantidade de linfécitos T-CD4 endocervicais
(célula alvo do HIV); o aumento da excre¢do de particulas virais em mulheres
com inflamacdo gonococica e o aumento de neutrofilos polimorfonucleares
presente na bactéria e a maior soroconversédo do HIV-1 (DUARTE et al., 2003).
A dimuicdo da carga viral do HIV € observada apos o tratamento para a N.

gonorrhoeae.
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As infeccgbes causadas por N. gonorrhoeae possuem uma associacao
com fatores sécio-econémicos e comportamentais. As taxas de prevaléncia das
infeccbes por essa bactéria variam amplamente segundo a populacdo
pesquisada, o sitio de onde a amostra € coletada, teste utilizado para o
diagnéstico, género, idade, etnia, sintomatologia e outros (LUPPI et al., 2011).
Segundo a OMS, em 2011 o numero de casos de gonorreia no mundo foi de
aproximadamente 88 milhdes, o Brasil no mesmo ano apresentava uma
prevaléncia de 1,5 milhdes de casos e nos EUA o numero de casos existente foi
de 400 mil (WHO, 2011).

A gonorreia € a segunda IST bacteriana de maior prevaléncia no mundo,
sendo a primeira ocupada pela Chlamydia trachomatis. Em 2012, a estimativa
da taxa global de infeccdo por N. gonorrhoeae foi de 19 casos por 1.000
mulheres e 24 casos por 1.000 homens, 0 que se sugeriu uma exposicao de
mais de 75 milhdes de pessoas a infec¢cdo a cada ano no mundo. Destes casos,
a estimativa foi de 11 milh6es na regido das Américas, 4,7 milhdes na regido
Europeia, 11,4 milhdes na regido Africana, 4,5 milhdes na regido do
Mediterraneo oriental e uma discrepancia maior em numeros de casos foi
registrado na regido ocidental, 35,2 milhdes (NEWMAN et al., 2015).

Atualmente, a estimativa global da prevaléncia de casos de infeccfes
causadas pela bactéria N. gonorrhoeae, € de 8%. No Brasil, a falta de estudos
epidemioldgicos e a escassez de informacgbes sobre a epidemiologia causada
por essa bactéria dificulta o conhecimento da verdadeira prevaléncia dessa
infeccdo no pais, que varia entre 7 e 18% de infeccdes por N. gonorrhoeae em
homens e mulheres. A escassez de informacgdes, se deve principalmente o fato
dessa infeccdo ndo ser considerada de notificacdo compulsoéria. Dessa forma,
as informacdes disponiveis sobre a prevaléncia sdo baseadas em estudos feitos
de uma pequena parcela da populacéo, o que certamente néo reflete o cenario
do territorio brasileiro (FERNANDES et al., 2018). Estudos epidemiologicos em
diferentes regides no Brasil mostram a prevaléncia da gonorreia, que
apresentam similaridade entre os resultados desses trabalhos descritos na

literatura, como elencados no quadro 3.
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Quadro 3 - Estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia de infeccdo pela N. gonorrhoeae em

mulheres no Brasil

Paulo e Porto
Alegre

Local Populacio Métodos de | Prevaléncia Autor
putag diagnéstico (%)
Mulheres
atendidas em
Belo uma Clinica gPCR-
Horizonte/MG geral e um Multiplex 4.8 LIMA etal., 2018
Centro de
referéncia
Mulheres
Rio de com BRITO et al.,
Janeiro/RJ alteracoes PCR 1.8 2018
citologicas
Mulheres MIRANDA et al.,
Manaus/AM | y-positivas | 9PCR 0.9 2017
Mulheres TRAVASSOS et
Salvador/BA HIV-positivas gPCR 12,3 al., 2016
Mulheres em
Sao Paulo/SP _ exame PCR 1.9 LUPPI et al.,
ginecologico 2011
de rotina
Mulheres em
Curitiba/PR _ exame_ PCR 15 PIAZZETA et al.,
ginecoldgico 2011
de rotina
Mulheres
Manaus/AM ater]d_|das em Cultura 7,1 BENZAKEN,
clinica de 2010
DST
Mulheres em
Vitoria/ES exame BARCELOS et
. L. Cultura 2,0
ginecologico al., 2008
de rotina
Manaus,
Fortaleza,
Goiania, Rio de Mulheres Captura 15 CAMPOS et al.,
Janeiro, Séo gestantes hibrida ' 2008
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Estudo de
Pacoti/CE base PCR 1,2 OLIVEIRA etal.,
: 2007
populacional
Mulheres
atendidas em
Fortaleza e primeira PCR 13 MARTINS et al.,
Aracati/Ceara consulta ’ 2004
do pré-natal
pelo SUS
BENZAKEN et
Manacapuru/Am (MPS) Cultura 39,5 al.. 2002

Nota: qPCR (PCR em tempo real), PCR (reagdo em cadeia da polimerase), MPS (Mulheres
Profissionais do Sexo).

O diagnostico da N. gonorrhoeae pode ser feito pelo Gram, microscopia
de esfregacos manchados, cultura ou por testes de amplificacdo de acidos
nucleicos (TAAN). As técnicas comercialmente disponiveis para deteccdo da N.
gonorrhoeae possuem uma alta sensibilidade e especificidade (90-100%),
variando de acordo com a técnica empregada. A cultura é considerada o padrao-
ouro para o diagndéstico dessa bactéria, feita em meio proprio (Thayer-Martin ou
agar-chocolate) pois é considerada uma bactéria fastidiosa, onde a partir de
amostras endocervicais ou uretrais apresenta sensibilidade de 85-95% em
infeccbes agudas, mas em infeccBes antigas pode chegar no maximo a 50%. O
teste de cultura de células possui alta sensibilidades e especificidade, € barato
e adequado para a maioria de tipos de amostras, permitindo também testes de
suscetibilidades a antibidticos e caracterizacao de linhagens de N. Gonorrhoeae.
Por outro lado, a cultura para fins de diagnosticos ndo é viavel pois, consome
muito tempo (FREDLUND et al., 2004; NG; MARTIN, 2005; UNEMO; SHAFER,
2014; WHILEY; TAPSALL; SLOOTS, 2006).

O inicio da década de 90 foi um importante avanco no diagndstico da N.
gonorrhoeae, principalmente pelo desenvolvimento dos métodos moleculares,
que consiste na amplificacdo de um fragmento ou sequéncia de DNA
gonocacico, através da PCR ou PCR em tempo real. Podem ser usadas como
amostras, secre¢Oes endocervical ou uretral colhidos por swab (inclusive
autocoleta vaginal) ou ainda urina. Possuem como vantagens a possibilidade de
diagnostico em individuos assintomaticos (sendo uma opg¢ao interessante para
rastreio), além de poderem utilizar material ndo invasivo (urina ou material

vaginal) que podem ser colhidos facilmente da paciente sem causar desconforto,
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e € adequado na deteccdo do parasita em amostras que podem nao conter o
organismo viaveis devido ao longo tempo de transporte ou exposicdes a
condigbes extremas. Porém, tem uma desvantagem de n&o discriminar a
infeccdo presente ou passada, pois o DNA gonocdécico pode permanecer por
semana apoés tratamento (FREDLUND et al., 2004; NG; MARTIN, 2005; VAN
DOORNUM et al., 2001; WHILEY; TAPSALL; SLOOTS, 2006).

A N. gonorrhoeae rapidamente adquiriu resisténcia a diferentes tipo de
antibiéticos (sulfonamidas, penicilinas (primeira geragdo), cefalosporinas,
tetraciclinas, macrolideos, fluoroquinolonas) usados nos ultimos anos 70-80,
através de varios mecanismos, incluindo a aquisicdo de plasmideos que
codificam a resisténcia a b-lactamase e tetraciclina e mutacdes pontuais em
genes cromossdmicos que aumentam a resisténcia a antibioticos b-lactamicos,
macrolideos e fluoroguinolonas. O gonococo também adquire resisténcia através
da captacdo de DNA de outras cepas gonocdcicas ou Neisseria sp., Que é o
mecanismo genético pelo qual a resisténcia as cefalosporinas de espectro
estendido evoluiu. Tornando uma preucupacédo mundial sobre a resistencia as
diferentes classes de antibiéticos (ABRAMS; TREES, NICHOLAS et al., 2015;
FERREIRA et al., 2015; UNEMO; SHAFER, 2014).

O tratamento recomendado para a gonorreia atualmente, € o uso duplo
de ceftriaxona com azitromicina ou doxiciclina. Essa recomendacédo de
tratamento esta embasada, principalmente, devido a capacidade da bactéria de
adquirir ou desenvolver resisténcia antimicrobiana (AMR). As medidas efetivas
de controle da gonorreia dependem de sexo seguro, aconselhamento,
diagnéstico apropriado, notificacdo e tratamento melhorados de parceiros e
expansdo de intervencdes direcionadas para populacdes vulneraveis
(profissionais do sexo, HSH, adolescentes e pacientes com ISTs e seus
parceiros sexuais) e tarapia antimicrobina. o Gltimo dos quais estd em perigo por
cepas resistentes a multiplas drogas (WI et al., 2017; VINCENT; JERSE, 2018;
BAZZO et al., 2018).

2.5.Métodos moleculares de diagnostico
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O desenvolvimento da biologia molecular foi uma das maiores
conquistas na ciéncia biolégica no século XX. Os métodos moleculares de
diagnésticos de microrganismos sexualmente transmissiveis séo técnicas
laboratoriais sofisticadas e sensiveis. A descoberta da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) trouxe enormes beneficios e desenvolvimento cientifico como
0 sequenciamento do genoma, expressoes génicas em sistemas recombinantes,
estudo de andlises genéticas moleculares, incluindo a rapida determinacéo da
paternidade e do diagndstico de doencas infecciosas (SPEERS et al., 2003).

A PCR foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, que recebeu o
Prémio Nobel em 1994. A PCR imita o processo de replica¢éo in vivo. A reacao
ocorre em um microtubulo de plastico, sendo necessério alguns componentes
(dgua, tampao, magnésio, DNTPs, primers, enzima taq polimerase e DNA
molde) para que ocorra a reacdo. A técnica permite in vitro a sintese de
fragmentos de DNA usando uma enzima DNA-polimerase, que leva parte na
replicacdo do material genético celular. Esta enzima sintetiza uma sequéncia
complementar de DNA, onde um pequena fragmento (primer) € conectado a uma
das cadeias de DNA no local especifico escolhido para iniciar a sintese. Primers
limitam a sequéncia a ser replicada e o resultado € a amplificacdo de uma
sequéncia especifica de DNA com bilhdes de cépias, permitindo a visualizacéo
através da técnica de eletroforese no gel de agarose (MULLIS, K. B., 1990;
BERMINGHAM; LUETTICH, 2003)

A partir da versatilidade da técnica de PCR convencional, foi possivel o
desenvolvimento de numerosas variantes, buscando sempre melhorar essa
técnica, pois o sucesso da amplificacdo de DNA pela técnica da PCR
convencional estd dependente de diversos fatores, como a presenca de
inibidores, a quantidade de DNA, o estado de degradacédo do DNA, entre outros.
Dentre essas variantes as mais comuns sao: PCR nested (N-PCR), PCR em
tempo real (QPCR), PCR por transcriptase reversa (RT-PCR), PCR semi-
quantitativo (PCRSQ) e a PCR multiplex ou PCR multiplo (mPCR).

2.6.Ensaio de PCR multiplex

A técnica de PCR multiplex ou PCR multiplo (mPCR) é uma variante da
PCR desenvolvida em 1988 com o objetivo de promover a diferenciacdo de
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varias espécies ou entre varios géneros simultaneamente, sendo considerado
gue a reacao acontece em um teste Unico e altamente especifico (OLIVEIRA et
al., 2007). A mPCR possui uma vantagem adicional na triagem, pois utiliza mais
de um par de iniciadores, permitindo a deteccdo simultinea de multiplos
patdgenos, reduzindo custos e tempo (SOUZA, et al., 2013; TURCHI, et al.,
2004).

O ensaio de mPCR utiliza, em uma Unica reacéo, trés ou mais pares de
iniciadores especificos para um ou mais genes de cada patdégeno. O diagndstico
através da mPCR so é possivel se a temperatura de anelamento dos pares de
primers forem semelhantes e os produtos (amplicons) gerados por esses
iniciadores apresentarem tamanhos distintos para que possa haver a
diferenciacdo no momento na revelacao, através do gel de agarose (ROSSETTI,
SILVA, RODRIGUES, 2006).

O uso da técnica de mPCR possui vantagens como: menor tempo na
obtencao do resultado e maior economia de reagentes quando comparado com
a realizacdo de uma PCR convencional para microrganismos individualmente
(ROSSETI, SILVA, RODRIGUES, 2006). A mPCR pode ocorrer interacdes
inespecificas como os dimiros de primers, uma vez, que haverd na mesma
reacao varios pares de primers, entdo, para diminuir essas inespecificidades da
reacdo € necessario uma atencao especial nos parametros de desenho dos
iniciadores como: homologia dos primers com a sequencia alvo, comprimento
dos iniciadores, conteudo de GC e concentracdo. Durante a otimizacdo das
condicoes da reacdo de mPCR é de grande importancia para o sucesso da
técnica levar em consideragdo a concentracdo de primers, concentracao de
tampdo de PCR, o equilibrio entre as concentracdes de MgCI2 e DNTPs,
temperatura da ciclagem da reacdo, quantidade de DNA molde e enzima
(MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY, 2002).

A PCR evoluiu no campo do diagnostico molecular de doencas
infecciosas. Na tentativa de superar as desvantagens dessa técnica como o alto
custo, foi desenvolvido a mPCR para detec¢cédo de agentes virais, bacterianos
e/ou outros agentes infecciosos em um tubo de reacdo (MARKOULATOS;
SIAFAKAS; MONCANY, 2001). A investigacao através da mPCR constitui uma
importante alternativa para deteccdo simultdnea do DNA de mais de um

patdbgeno sexulmente transmissivel, em uma uUnica reacdo, que é de suma
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importancia pois, diminui custo e tempo, além de possibilitar a analise desses
microrganismos que muitas vezes nao apresentam sintomas e acarretam

grandes prejuizos, principalmente, para a saude reprodutiva da mulher.
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral

Desenvolver um ensaio de PCR Multiplex para pesquisar a presenca de
Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum e Neisseria gonorrhoeae em

amostras cervico-vaginais de mulheres ribeirinhas do municipio de Coari.

3.2.Especificos

» Desenvolver iniciadores especificos para deteccao simultanea dos trés
referidos microrganismos usando a PCR Multiplex;

> Otimizar o ensaio de PCR Multiplex para deteccdo dos trés referidos
patdbgenos em amostras cervico-vaginais obtidas por autocoleta;

> Determinar a prevaléncia desses patégenos em mulheres ribeirinhas do
municipio de Coari;

> ldentificar o perfil epidemioldgico e de risco das mulheres infectadas com

os referidos patdgenos;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Desenho do estudo e Local de coleta

Trata-se de um estudo epidemiolégico molecular descritivo de corte
transversal que foi realizado com mulheres moradoras da zona rural do municipio
de Coari no Amazonas, usando amostras de autocoleta para pesquisa de
patdgenos causadores de IST por métodos moleculares.

O local de coleta das amostras do presente trabalho foi realizado no
municipio de Coari/Am (Figura 12), que se situa a 363 Quildbmetros (Km) da
cidade de Manaus, a parte urbana localiza-se as margens do lago de Coari, ho
Rio Solimdes. Existem atualmente na zona rural 405 comunidades ribeirinhas
distribuidas em 7 calhas de rios. Segundo dados do IBGE (2018) o municipio
tem uma populacéo estimada em aproximadamente 84.272 habitantes, o que a
coloca na posi¢éo de quinto maior municipio do Amazonas. E uma das cidades
mais ricas da regido Norte do Brasil, devido a exploracao de gés e petrdleo em
suas terras. Portanto, com o desenvolvimento do municipio houve um aumento
do fluxo de pessoas e a possivel mudanca nos padrbes de comportamento

sexual, fator relevante para o aparecimento de IST.

Figura 12 - Localiza¢&@o geogréafica do Municipio de Coari no Amazonas
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Fonte: Google (Adaptado por Reis 2017).

4.2.Aspectos Eticos
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O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado: “Diagnostico
de Infeccbes Sexualmente Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas — a
Autocoleta como Estratégia acessivel a todos”, cujo objetivo geral é estudar a
prevaléncia de patégenos sexualmente transmissiveis em mulheres ribeirinhas

utilizando amostras obtidas por autocoleta e Kits multi-diagnaostico.

O projeto foi aprovado pelo Edital: Projetos Jovens Doutores (Edital
041/2017/PROPESP/UFAM) e no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas (CAAE 62552716.1.0000.5020). O estudo também contou
com a parceria da secretaria Municipal de Saude de Coari, 0 gestor maior
(Secretario de Saude), na qual o apoio foi de grande importancia para a
realizagdo do projeto, principalmente para as visitas nas comunidades mais
distantes, pois a equipe fez algumas das viagens na Unidade basicas de Saude

Fluvial (UBSF) organizadas pela Secretaria do Municipio.

4.3.Populagéo de Estudo

As amostras foram autocoletadas de mulheres moradoras da Zona Rural
do municipio de Coari. As comunidades foram escolhidas por conveniéncia
logistica, garantindo-se, que sO fossem incluidas aquelas cujo acesso fosse
unicamente por via fluvial. O periodo de coleta ocorreu em 08/12/2017 a
19/08/2018. Essas comunidades localizam-se nas regides do Alto Rio Solimdes,
médio Rio Solim@es, Baixo Rio Solimbes, Lago do Mamia, Rio Coped, Lago de

Coari e llha do Aria.

4.4 .Critérios de inclusao/exclusao

Critérios de incluséao
- Mulheres sexualmente ativas
- Mulheres acima de 18 anos
Critérios de Exclusao
- Gestantes

- Mulheres que estivessem no periodo menstrual
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- Mulheres que estivessem fazendo uso de medicamentos por via

vaginal nos ultimos sete dias

4.5.Célculo do N amostral

Para o célculo amostral da quantidade estimada de amostras necessarias
para realizacdo do projeto “Diagnoéstico de Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas — a Autocoleta como Estratégia
Acessivel a Todas”, foi considerada a prevaléncia de 42% de IST em geral
(BRASIL, 2008) com margem de erro de 5% e confianga de 95%, tendo sido
obtido um “n” de 385.

4.6.Coleta de amostras biolégicas, de dados e procedimento de

analises

Com base no céalculo amostral minimo de 385 previamente estabelecido,
obteve-se um total de 420 amostras de mulheres residentes em 78 comunidades
da zona rural do municipio de Coari que aceitaram participar do estudo mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
preenchimento do questionario padréo.

O desenvolvimento do estudo ocorreu em duas etapas diferentes. A
primeira etapa consistiu em: reunides do grupo GP autocoleta, abordagem das
mulheres, coletas de dados epidemioldgicos, instrucbes sobre a autocoleta,
coleta das amostras (Figura 13). A segunda etapa correspondeu na extracdo do
DNA das amostras autocoletadas, PCR de DNA Genémico Humano, técnica de
Eletroforese, desenho de primers, validacdo dos iniciadores, gradientes de
temperatura dos iniciadores, otimizacao da reacao de PCR multiplex, aplicacéo
da técnica de PCR multiplex nas amostras e visualiza¢cdo do produto na técnica
de Eletroforese gel de agarose (Figura 14). As etapas do estudo estao elencadas

nos fluxogramas a seguir nas Figuras 13 e 14.



Figura 13 - Fluxograma 01 da primeira etapa de atividades do projeto
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Figura 14 - Fluxograma 02. Segunda etapa de atividades do projeto
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4.7.Coleta de amostras bioldgicas e coleta de dados

As comunidades visitadas foram escolhidas por conveniéncia logistica.
As viagens foram organizadas em concordancia com os membros do grupo de
pesquisa (GP autocoleta), nas reunides do grupo ficava decidido todos os
detalhes para se chegar até as mulheres ribeirinhas como: embarcacées,
mantimentos, aviso antecipado as mulheres, organizacdo do material necessario
para a aplicacéo do estudo dentre outros.

Apols as decisdes das comunidades escolhidas para as visitas, as
mulheres eram avisadas através de comunicados feito pela radio rural de Coari,
avisando a chegada do grupo no local. A partir de entdo, a equipe era deslocada
as comunidades ribeirinhas, através de lanchas rapidas, barcos ou na Unidade
bésica de Saude Fluvial (UBSF).

Chegando nas localidades, era reforcado o objetivo do grupo para o lider
comunitario e o Agente Comunitario de Saude (ACS) que passava reforcando o
convite nas residéncias de cada moradora. Em comunidades em que ndo se
faziam presentes o lider comunitario e o ACS, as explicacdes relativas aos
objetivos do projeto eram feitas pelos membros do grupo, assim como o convite
para a participacao delas. Entao, era feito a abordagem “de casa em casa” para
recrutamento das mulheres, onde inicialmente elas foram convidadas a participar
deste estudo e ao aceitarem e se enquadrarem nos critérios de
inclusao/exclusdo, responderam a um questionario-padrao (Anexo 1), onde
foram registradas informacdes pessoais, clinicas, soOcio-econémicas e
comportamentais, além de opinides relativas a aceitacdo ou ndo da autocoleta.
Receberam também, explicacdes relativas ao projeto de pesquisa e em sua
totalidade assinaram o TCLE (Anexo 2).

Antes de realizarem a autocoleta as mulheres receberam instrugdes
relativas a técnica com auxilio de uma cartela de imagens (Anexo 3). As
informacgdes consistiam em que as mulheres deveriam higienizar as maos, abrir
a embalagem (conforme a ilustracado), retirar o dispositivo da embalagem segurar
o tubo (sem tocar nas cerdas coletoras), adotar posicédo confortavel para coleta
(conforme ilustracao), inserir as cerdas coletoras na vagina (ndo ultrapassando

a aba limitadora de profundidade), girar o dispositivo por 5 voltas completas para
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coletar o maximo possivel de material, retirar o dispositivo tomando cuidado para
nao tocar nas cerdas. A seguir, elas deveriam desrosquear a tampa até libera-la
do tubo, introduzir cuidadosamente as cerdas no tubo e rosquear até o
fechamento firme e completo do conjunto tubo-haste. Ap6s as orientagfes, as
mulheres realizaram a autocoleta em um ambiente privado em sua casa (quarto
ou banheiro) e em seguida entregaram o dispositivo ao entrevistador.

As escovas contendo o material cervico-vaginal foram colocados em
saquinhos apropriados e identificados, sendo armazenados a temperatura
ambiente. Posteriormente foram entdo transportados para o Laboratorio de
Biologia Molecular e Genética do Instituto de Saude e Biotecnologia (ISB) da
UFAM em Coari e mantido na geladeira a -20°C. A autocoleta vaginal foi

realizada com o auxilio da escova COARI®, da Kolplast® (Figura 15).

Figura 15 - Detalhamento do dispositivo usado na autocoleta
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4.8.Processamento laboratorial das amostras

As atividades laboratoriais do estudo compreendem duas etapas, a
primeira toda realizada nas dependéncias do laboratério de Biologia Molecular e

Genética, do Instituto de Saude e Biotecnologia da Universidade Federal do
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Amazonas (ISB - UFAM), em Coari e a segunda foi realizada no laboratério de

Diagnéstico Molecular do Bloco “M”, setor sul Campus UFAM/Manaus.

4.9.Extracdo de DNA

Conforme acima descrito, o processamento laboratorial das amostras
aconteceu no Laboratério de Biologia Molecular e Genética do Instituto de Saude
e Biotecnologia (ISB) onde foi realizada a extragcdo do DNA das amostras usando

kit ReliaPrep™ (Promega®), conforme as instrucdes do fabricante (Anexo 4).

4.10. Técnica de PCR para deteccdo de DNA Genémico Humano

A verificacdo da eficiéncia e qualidade da extracdo de DNA foi realizada
através de uma PCR para amplificacdo do DNA genémico humano usando o par
de primers PCO3/PCO4 (PCO3: 5 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 3’ e
PCO4: 5 TCACCACAACTTCATCCACGTTCACC 3’) que amplifica um
fragmento de 110 pares de bases (pb) para o gene B-globina humana
(VENCESLAU et al., 2014). Os componentes da reacdo consistem em: 2,5mM
de cada dNTPs, 2 mM de MgCl2, 10 uM de cada primer (PCO4 e PCO4), 0,2U/uL
Taq DNA polimerase, 2,5 uL de DNA e agua para completar o volume final de
25 ul. A reacao foi realizada em Termociclador Veriti (Applied Biosystens) nas

condicBes abaixo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢6es da PCR do DNA gendmico humano usando os primers PCO3 e PCO4

Numeros de ciclos  Temperatura (°C) Tempo (min) Reacao
1 94 5 Desnaturacéo inicial
94 1 Desnaturacgao
40 55 1 Anelamento
72 1 Extensao
1 72 10 Extensao Final

Nota: Min= minutos

4.11. Técnica de Eletroforese

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese (técnica de
separacao de moléculas), mediante a migracdo em gel de agarose (LW Biotec)
a 1,5 % em tampéao TEB (Tris borato e EDTA — DNA Express Biotecnologia) 1X,
sob diferentes condic¢des de voltagem: 70 Volts até a entrada da amostra no gel,

aumentando a voltagem para 100 volts até a amostra chegar ao final da corrida,
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em um tempo aproximado de 45 minutos. Como marcador de peso molecular foi
usado um Ladder de 100 pb (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brasil). O
gel foi corado com Brometo de etidio (1,0 ug/mL) e posteriormente analisado em
luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas no equipamento Transiluminator
Loccus Biotecnologia. O fragmento amplificado esperado corresponde a 268
(para B-globina humana).

O processo laboratorial acima foi realizado no ISB situado no municipio
de Coari. Posteriormente, as amostras de DNA foram transportadas para o
laboratorio de Diagndéstico Molecular bloco “M” nas dependéncias da
Universidade Federal do Amazonas, Setor Sul/campus Manaus e armazenadas
em freezer para posterior analises usando métodos moleculares de PCR
multiplex, conforme previsto no plano de trabalho.

4.12. Escolha de genes e desenho de iniciadores

4.12.1. Selecédo de genes alvos

A selecéo dos genes alvos para o desenho dos primers foi baseado na
literatura. Para cada microrganismo foi feito uma busca em trabalhos (artigos,
teses e dissertacdes) anteriores disponiveis nas plataformas para que a partir de
entdo, fosse desenhado os iniciadores especificos que flanqueassem uma
regido génica de cada patogeno. O gene escolhido para T. vaginalis foi o gene
beta-tubulina, para N. gonorrhoeae o pseudogene porA e para T. pallidum o gene
pol A. As sequéncias dos genes escolhidos depositadas no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/), onde é possivel buscar a sequéncia de cada

gene especificos desses microrganismos.

O gene beta-tubulina encontrado no genoma linear do T. vaginalis possui
1.387 pb. Esse mesmo gene codifica proteinas de composi¢ao dos microtubulos,
que forma os axostilos responsavel pela estrutura do T. vaginalis, esse gene
também € expresso em outros organismos, porém, possui uma sequéncia
especifica do T. vaginalis (MADICO et al., 1998).

O pseudogene porA especifico da N. gonorrhoeae possui 1.329 pb. Esse
gene codifica proteinas de membrana de grande importancia para a bactéria,
pois controla a entrada e saida de nutrientes para a célula (UNEMO; NORLEN;
FREDLUND, 2005; HILL; MASTERS; WACHTER., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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O gene pol A é expresso em diferentes organismos, no T. pallidum esse
gene possui 2.994 pb e o produto expresso por esse gene é a proteina DNA
polimerase |, envolvida no reparo de DNA e na replicacdo da maioria das
bactérias, esse gene possui uma sequéncia unica do T. pallidum (LIU, et al.,
2001).

4.12.2. Desenhos dos iniciadores

O desenvolvimento dos primers foi feito através do programa IDT DNA

(https://www.idtdna.com/pages). O desenho seguiu alguns parametros como:

comprimento dos primers, tamanho do produto gerado, conteudo de GC,
temperatura de anelamento e outros, necessarios para desenhar iniciadores
(RODRIGUEZ et al., 2015).

4.12.3. Validag&o dos iniciadores

Para a realizacdo da mPCR € necessario que seja feito a andlise dos
iniciadores quanto a formacédo do grampo de cabelo (Hairpin), a formacéo de
auto-dimero, ou seja, que os iniciadores se liguem com eles mesmos (Self-dimer)
e a formacdo de estrutura secundaria entre os diferentes primers na mesma
reacao (Hetero-dimer). Esta andlise foi feita no programa IDT DNA, a energia de
interacdo desses iniciadores pode ser aceita entre -5 e 5, uma vez que, valores
mais proximos do positivo diminuem a formacdo de estruturas indesejaveis.
Apés a investigacdo quanto a formacado de estruturas indesejaveis na reacao,
também foi feito validac&o in silico dos iniciadores, usando o programa BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi) ferramenta béasica de busca de

alinhamento local, que encontra regides de similaridade entre sequéncias
bioldgicas. O programa compara sequéncias de nucleotideos ou proteinas com
banco de dados, possibilitando determinar o grau de especificidade dos

iniciadores com o microrganismo em andlise.


https://www.idtdna.com/pages
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.12.4. Otimizacao de condi¢des de PCR multiplex

Para a otimizacao da reacdo final, foi feito um gradiente de temperatura
de anelamento dos trés iniciadores individualmente, objetivando obter uma
temperatura ideal para os trés pares de primers se anelarem igualmente, pois €
de suma importancia que os iniciadores em uma PCR multiplex se anelem na
mesma temperatura. O gradiente de temperaturas foi programado no
termociclador para: 55°C, 56,2°C, 58°C e 59°C. Portanto, os trés respectivos
iniciadores tiveram uma temperatura ideal de 55°C. ApGs a determinacdo da
temperatura de anelamento, foi iniciado a determinacédo do protocolo da PCR

multiplex, quanto as concentracdes e volumes de reagentes.

4.13. Deteccao molecular dos Patégenos

Para o diagnéstico dos patdgenos nas amostras cérvico-vaginais das
420 mulheres, foi realizada uma PCR multiplex convencional e visualizada no
gel de agarose a 2%. Os iniciadores utilizados para analisar a presenca do T.
vaginalis anelam uma regido bem conservada do gene beta-tubulina. As

sequéncias estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados na detecgéo de T. vaginalis

Patogenos Iniciadores Sequéncias (5’3’) Tamanho
Amgl(i)con
TVO1F CATTGATAACGAAGCTCTTTACG
T. vaginalis TVO2R ATGGAAACAAGGTGGTTAAGA 90 pb

A deteccdo de N. gononrrhoeae foi realizada utilizando os pares de
iniciadores que amplificam uma sequéncia de 140 pb do pseudogene porA. As

Sequéncias estédo elencadas na tabela 3.

Tabela 3 - Primers utilizados na detec¢éo de N. gonorrhoeae

Patégenos Iniciadores Sequéncias (5’3) Tamanho
do
Amplicon

NGO1F TGTATTATGCCGGTCTGAATTA
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N. NGO2R  TTTCAATGGATCGGTATCACT 140 pb
gonorrhoeae

O par de iniciadores utilizados para investigar a presenca do T.
pallidum foi desenvolvido usando uma sequéncia conservada do gene polA, que
amplifica 192 pb. A tabela 4 esta elencada as referidas sequéncias.

Tabela 4 - Primers utilizados na deteccéo de T. pallidum

Patégenos Iniciadores Sequéncias (5°3’) Tamanho
do
Amplicon

TPO1 AAACGATACATTACAAATGACAGA
T. pallidum TPO2 GCATAACATCCTGCCTAAGA 194 pb

O sistema de reacao utilizou-se de um controle positivo para cada
microrganismo. As amostras positivas para T. vaginalis e N. gonorrhoeae foram
extraidas de Cultura celular e para T. pallidum foi extraida de ulcera (sifilis
primaria), cedidas pela Fundacao Alfredo da Matta (FUAM). No teste também

foram utilizado um controle negativo (agua Milli-Q no lugar da amostra).

A PCR multiplex foi preparada para um volume final de 25 pL, utilizando
os trés pares de primers juntos na mesma reacdo. Os reagentes, concentracdes

e volumes estao descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Reagentes, concentracdes e volumes utilizados no sistema de reacdo da PCR
multiplex

Reagentes Volumes (uL)
H20 6,5
Tampéo 2X 2,5
MgCI2 50 mM 0,8
DNTPs 2,5 mM 0,5
TV 01 5pmol 2
TV 02 5pmol 2

NG 01 5pmol 2



NG 02 5pmol 2

TP 01 5pmol 2

TP 02 5pmol 2
Platinum taq DNA polimerase (5U/uL) 0,2
DNA 2,5

Volume final da reacéao 25

63

Para a realizacédo da amplificacdo, foi programado no termociclador

condi¢cOes de temperaturas ideal para a reagao final, mostrada na Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢Bes de amplificacdo da reacdo de PCR multiplex

CICLOS ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
(°C)

1 Desnaturacéao 95 5 Seg
Desnaturacéao 95 30 Seg

35 Anelamento 55 30 Seg
Extensao 72 30 Seg

Extensao final 72 30 Seg

1 Manutencéao/Hold 4 5 Min

Nota: Seg= segundo; Min= minuto

Todas as reacbes de PCR foram realizadas em um termociclador
(APPLIED BIOSYSTEMS). Os produtos das PCR foram submetidos a técnica de

eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo (1pg/uL),

em tampdéo TBE 1X (Tris borato e EDTA), sob tenséo elétrica de 80 (até a saida

do poco) e 110 (apos a saida do poc¢o) Volts por, aproximadamente, 55 minutos.

Aplicou-se aliquotas com um volume final de 13 uL composto de: 3 pL de tampéo
de amostras (Azul de bromofenol) e 10 pL do produto da PCR. Foi utilizado como
o marcador de pares de bases o ladder de 50 pb da Invitrogen Life Technologies.

A visualizacdo dos géis foi feita com o auxilio de um transluminador (major

science) e fotodocumentadas.
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4.14. Construcao de banco de dados e analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados com o auxilio dos programas
SPSS versao 2.0 para Windows. Os resultados estdo apresentados em tabelas
e gréficos, sobre a forma de frequéncia absoluta e relativa e/ou média ou
mediana. A andlise de diferenca de proporcdes e analises de associa¢cdo ou ndo
entre as variaveis foi realizado utilizando o teste de Qui-quadrado de Pearson
(x?) elou o teste de Fisher para os casos em que a frequéncia fosse menor a
(p<0,05). O nivel de significancia fixado na aplicacédo dos testes foi de 5%, com

um intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1.Caracterizacéo geral da populacdo em estudo

Conforme descrito no item material e métodos, com base no calculo
amostral minimo de 385 previamente estabelecido, obteve-se um total de 420
amostras de mulheres residentes em 78 comunidades da zona rural do municipio
de Coari que aceitaram participar do estudo mediante assinatura do TCLE e
preenchimento do questionario padrédo. A Tabela 7 elenca as regifes, 0 nimero
de comunidades e a quantidade de amostras autocoletadas de acordo com as

comunidades visitadas.

Tabela 7 - Descri¢cdo das comunidades ribeirinhas quanto a regido, comunidades e quantidades
de amostras

REGIOES N° (COMUNIDADEYS) N (AMOSTRAS) %
Alto Solimbes 15 66 15,7
Médio Solimbes 8 78 18,5
Baixo Solimdes 1 14 3,3
Lago do Mamia 15 96 22,8
Rio Copea 26 114 27,1
Lago de Coari 12 51 12,1
llha do Aria 1 1 0,2
Total 78 420 100

Mediante as informacdes advindas do questionario padrédo, estes
revelaram que a idade das participantes variou de 18 a 70 anos, com média de
idade de 34 anos (DP=12). O grau de escolaridade dessas mulheres foi baixo,
onde 49% delas possuem ensino fundamental incompleto, a maioria das
mulheres (93,4%) trabalham tendo como principal ocupacdo a agricultura
(90,1%) e 88,1% tinham renda familiar menor que um salario minimo. A tabela 8
detalha as informacdes sobre essas variaveis informadas pelas participantes do

estudo.
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Tabela 8 - Descricao segundo a frequéncia das variaveis de idades, escolaridade, econémicas

e ocupacional das mulheres participantes do estudo

Variaveis (n=420) F %
ldade

18 |--- 25 112 26,6
25 |--- 35 127 30,2
35 |--- 45 88 20,9
45 |--- 55 59 14,9
55 |--- 65 32 7,6
> 70 2 0,4
Média + DP 34 +12
Amplitude 18-70
Escolaridade

N&o escolarizada 30 7,1
Ensino Fundamental 206 49,0
incompleto

Ensino Fundamental 93 22,1
Completo

Ensino Médio Completo 83 19,7
Ensino Superior Completo 8 19
Trabalha

Sim 392 93,4
N&o 28 6,6
Ocupacéao (n=392)

Pescadora 10 2,6
Agricultora 353 90,1
Comerciante 2 0,5
Doméstica 1 0,2
Funcionaria Publica 21 53
Aposentada 5 1,3



Renda Familiar

Menos de um salario 370
minimo

Um salério minimo 43
Dois Salario minimo 7
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88,1

10,2
1,7

F= frequéncia absoluta simples; DP= Desvio padrao.

Quanto ao estado conjugal, o equivalente a 85,3% ¢é casada ou vive em

unido estavel. O numero de gestacao teve uma mediana de 9 gestacdes entre

as mulheres entrevistadas, a média de idade da primeira gestacao das mulheres
(n=404) que tiveram filhos foi de 16,2 (DP= 4,4) anos. Das 420 mulheres, 116

(27,6%) relataram que tiveram abortos espontaneo durante a vida e 80,2% delas

tiveram apenas um aborto. Informacdes elencadas estdo detalhadas na tabela

9.

Tabela 9 - Descricdo segundo a frequéncia das varidveis do estado civil e Gestacionais das

mulheres participantes do estudo

Variaveis (n=420) F

%

Estado Conjugal

Solteira 42
Casada/Uniao estavel 358
Dirvociada/Separada/Vilva 20

Numero de Gestacao

Mediana 9
Amplitude 0-20
Idade da 1° Gestacédo (n=404)

Média + DP 16,2+ 4,4
Amplitude 12 - 32

Numero de Abortos espontéaneos (n=116)

Um 93
Dois 15
Trés ou mais 8

10
85,3
4,7

80,2
12,9
6,9

F= frequéncia absoluta simples
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Os dados obtidos quanto ao comportamento sexual das participantes do
estudo mostraram que a Média da primeira relacao Sexual foi de 15,4 anos (DP=
2,5). Os dados sobre o nimero de parceiro ao longo da vida das participantes
mostraram que a maioria (83,1%) tiveram de 1 a 5 parceiros. Quando
guestionadas sobre o numero de parceiro atualmente, 93,1% responderam que
se relaciona apenas com um parceiro, a grande maioria (65,7%) que se relaciona
com parceiro fixo relatou que ndo usam preservativos, por varios motivos elas
preferem usar preservativos, principalmente, para evitar gravidez inesperadas.
As mulheres que mantém relacdes apenas com parceiros eventuais (2,9%), a
totalidade faz o uso de preservativo. A tabela 10 detalha o comportamento

dessas mulheres estudas.

Tabela 10 - Descri¢do quanto a frequéncia do comportamento sexual das mulheres participantes
do estudo

Variaveis (n= Amostras) F %

Idade da Primeira relacdo Sexual
Média + DP 15,3+25
Amplitude 20

Numeros de Parceiros ao longo da Vida

lab 349 83,1
6alol 59 14
Acima de 10 12 2.9

Parceria sexual atualmente

Sem parceiro 24 5,7
Um Parceiro 391 93,1
Mais de 1 Parceiro 1 0,2
So6 Parceiro Eventuais 4 1,0

Uso de Preservativo com Parceiro fixo

Sim 132 314
Nao 276 65,7
N&o tem parceiro fixo 12 2,9

Uso de Preservativo com Parceiro eventuais



Sim
Nao

N&o tem Parceiro eventuais

12

408

69

2,9

97,1

F= frequéncia absoluta simples; DP= desvio padrdo

Na tabela 11, esta elencada as informacfes das mulheres quanto a

presenca de algum tipo de infeccdo por patégenos sexualmente transmissiveis,

apenas 4,1% da totalidade das participantes do estudo relatou que tiveram

infeccbes anteriormente.

Tabela 11 - Descricdo quanto a frequéncia de existéncia de casos de IST nas mulheres

participantes do estudo

Variaveis (n= Amostras) F

%

Jateve alguma IST no passado

Sim 17
Nao 375
Nunca fez exame de IST 28

4,1
89,2
6,7

F= frequéncia absoluta simples

A maioria das mulheres (n= 314) relataram algum tipo de queixas

clinicas, dentre elas, a dor pélvica (61,5%) foi o mais relatado por essas

mulheres. Os detalhamentos estdo na tabela 12.

Tabela 12 - Descri¢do quanto as queixas clinicas das mulheres participantes do estudo

Variaveis (n=Amostras) F %
Queixas Clinicas (n=314)

Dor pélvica 193 61,5
Corrimento 155 49,4
Disuria 110 35,0
Prurido 110 35,0
Dor apés relacéo sexual 93 29,6
Sangramento apods relacédo sexual 10 3,2
Verrugas genitais 6 19
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Ulceras genitais 6 1,9

Outras 7 2,2

F= frequéncia absoluta simples

5.2.Resultados moleculares

As amostras coletadas foram em sua totalidade positivas na primeira
PCR para deteccdo de DNA gendémico humano. Portanto, mostrando que a
extracdo de DNA foi realizada com sucesso e que ele estd devidamente
preservado, conforme mostrado na figura 16.

Figura 16 - Gel de agarose a 1,5%, corado cm brometo de etideo
294 295296 297 298 299 300 301302 303304305306307 308 C+ Br M

<«— 100 pb

309 310 311 312 313314315 316317 318319 320321322 323 C+ B M

<«— 100 pb

-

Nota: Confirmagdo da positividade de DNA genémico humano,
usando o par de primers (PCO4/GH20). Br = controle negativo; C+
= Controle positivo; M = Marcador de pares de bases.

A investigacdo da presenca ou auséncia dos trés referidos patégenos
sexualmente transmissiveis através de PCR multiplex convencional, revelou-se
gue das 420 mulheres arroladas no presente estudo, apenas 8 (1,9%) mulheres
estavam infectadas com um unico patégeno (T. vaginalis) estudado. O DNA dos

outros dois patogenos (N. gonorrhoeae e T. pallidum) ndo foi encontrado nas
amostras.
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A deteccdo do DNA de T. vaginalis obtida em 8 amostras cervico-

vaginais resultou em uma prevaléncia de 1,9% na populacdo estudada. A figura

17 ilustra a deteccdo do patégeno encontrado através da PCR multiplex

convencional.

Figura 17 - Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo

05 09 188 208 271283407420 TV NG TP D1 D2 D3 Br M

E
:

Nota: Confirmacgéo da positividade de DNA de T. vaginalis e a
auséncia de DNA de N. gonorrhoeae e T. pallidum, usando os
trés pares de primers (TV01/TV02, NGO1/NG02 e
TPO01/TP002). TV, NG, TP = Controle positivo; Br = controle
negativo; D1, D2 e D3 é a mistura dos controles positivos, onde
D1 (TV e NG), D2 (NG e TP), D3 (TV, NG e TP); M = Marcador
de 50 pares de bases.

5.3.Perfil das mulheres infectadas por T. vaginalis

4/200 pb
4«—150 b
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Os dados relativos a infeccdo por T. vaginalis foram cruzadas com os

dados sociodemograficos e comportamentais como: idade, escolaridade,

ocupacao, renda familiar, estado conjugal, dentre outras. Apenas o nimero de

gestacdes foi estatisticamente significante, o restante ndo houve nenhuma

associagao estatisticamente significativa entre as variaveis e a infecgéo pelo

patégeno em questdo. A tabela 13 esté a correlacdo das variaveis das mulheres

infectadas com as nao infectadas.

Tabela 13 - Associacéo das varidveis relativas as mulheres infectadas por T. vaginais

T. vaginalis

Variaveis (n = 420) Positivo (8) Negativo (412)
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F % F %  Total p-value
Idade 0,115*
Média = DP 27,764 345+121
Amplitude 19 -38 18 - 70
Escolaridade 0,084**
N&o escolarizado 1 3,3 29 96,7 30
Ensino fundamental incompleto 6 29 200 97,1 206
Ensino fundamental completo 1 1,1 92 98,9 93
Ensino médio completo 83 100 83
Ensino superior completo 8 100 8
Estado Conjugal rkkk
Solteira/ Divorciada//viiva 5 8,0 57 92,0 62
Casada/unido estavel 3 0,8 355 99,1 358
NUumero de gestacédo 0,040%***
Mediana 4 4
Amplitude 1-7 0-20
Idade da primeira gestagao 0,497*
(n= 404)
Média 16,9+1,5 17,6+29
Amplitude 15-19 12 -32
Namero de abortos ok
espontaneos (N=116)
Um 2 2,1 91 97,8 93
Dois -—-- 15 100 15
Trés ou mais 8 100 8
Idade da primeira relagéo 0,652~
sexual
Média = DP 15+14 154+25
Amplitude 13-17 9-29
NUumeros de parceiros ao rkkk
longo davida
lab 5 1,4 342 98,6 347
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Parceria sexual atualmente
Nenhum

Um parceiro fixo

Mais de um parceiro

SO parceiro eventuais
Parceiro fixo mais eventuais

Uso de preservativo com
parceiro fixo

Sim
N&o
N&o tenho parceiro fixo

Uso de preservativo com
parceiros eventuais

Sim
Nao
N&o tenho parceiro eventuais

Ja teve alguma IST no
passado

Sim

N&o

Nunca fez exame de IST
Queixas clinicas (n= 314)
Dor pélvica

Corrimento

Disuria

Prurido

Dor apos relagao sexual

Sangramento apds relacao
sexual

Verrugas genitais

3,4
7,1

4,2
1,3

50

0,7
14
25

16,7

15

1,9
3,6

57
13

23
386

131
272

10

402

17
368
27

190
150
110
108
93

96,6
92,9

95,8

98,7
100
50

99,2
98,5
75

83,3

98,5

100
98,1
96,4

98,4
96,8
100
98,2
100
80

100

59
14

24
391

132
276
12

12

408

17
375
28

193
155
110
110
93
10
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Ulceras genitais 6 100 6
Outras 7 100 7

DP = Desvio Padréo; n = NiUmero de Amostras; * Teste t-Student; **Teste Exato de Fisher; ***
Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, ****N&o foi possivel aplicar a estatistica do teste
devido as restricdes do Qui-Quadrado
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho trata-se de um estudo epidemiolégico de corte
transversal, que se avaliou a prevaléncia de infeccdo por T. vaginalis
(tricomoniase), N. gonorrhoeae (gonorreia) e T. pallidum (Sifilis) em mulheres
moradoras da zona rural do municipio de Coari, no Amazonas. Foram avaliadas
420 amostras vaginais obtidas por autocoleta, através de uma escova que
permite a obtencdo desse tipo de amostra vaginal, de grande importancia para
o rastreamento de IST em populacBes que vivem distantes da zona urbana e
assim, acaba deixando de fazer alguns exames de prevencdo de suma
importancia, como o exame de Papanicolau que ajuda na prevencgao de cancer
de colo do utero causado pelo virus do HPV e outros patégenos que podem
acarretar prejuizos se ndo diagnosticado e tratado. O mais surpreendente é que
0 numero de casos poderia ser facilmente reduzido ou até eliminado uma vez
que a grande maioria desses microrganismos possuem um tratamento facil e
eficaz.

O Amazonas possui um imenso territério, segundo dados do IBGE
(2019), possui uma populacdo de 4.144.597 habitantes distribuidos nas zonas
urbanas e rurais dos seus 62 municipios, apresentando uma grande populacao
ribeirinha vivendo em areas bastantes remotas e de acesso dificil, onde na
maioria dos casos 0 acesso é unicamente por via fluvial (canoas, barcos e
lanchas rapidas), levando horas e até dias para se chegar nos centros urbanos.

Essa pesquisa concentrou-se no municipio de Coari, localizado na
regido central do estado do Amazonas. Segundo dados do IBGE 2019, a
populacdo de Coari esta estimada em 84.272 habitantes, sendo o quinto maior
do estado. E uma das cidades mais ricas da regido Norte em volume de recursos
financeiros, recursos esses advindos principalmente dos royalties devidos a
exploracéo de petréleo e gas natural pela Petrobras em suas terras.

Em relacdo ao desenvolvimento da cidade de Coari com a chegada da
Petrobras, houve um grande fluxo de trabalhadores homens de diferentes
regides do pais, na construcdo do gasoduto Coari-Manaus, tornando um fator
relevante para o aparecimento de IST, pois a maioria veio morar em Coari

solteiro ou sem a companhia de suas familias. Estes foram os principais fatores
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para a escolha do desenvolvimento do presente estudo no municipio, tendo em
vista também, a existéncia do Instituto de Saude e Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas (ISB - UFAM), que disp6em de uma estrutura laboratorial
para a analise das amostras.

Em relacdo aos dados epidemiologicos da populacdo em questao,
verificou-se alguns parametros importantes e que merecem ser destacados,
dentre esses, a idade das participantes do presente estudo variou de 18 a 70
anos, com média de idade de 34,5 (DP= 12,2), ou seja, a maioria em idade
reprodutiva, baixo grau de escolaridade, pois quase a metade da populacdo
apresentava o ensino fundamental incompleto, a maioria possui renda familiar
menor que um salario minimo, cuja a principal ocupacgéo € agricultura (90,1%);
quanto ao estado civil, o equivalente a 85,3% € casada ou vive em unido estavel.
Nossos dados, em grande parte se assemelham ao estudo realizado
anteriormente no municipio de Coari por Rocha et al., 2018, visando também
investigar a presencga de ISTs em mulheres ribeirinhas moradoras da zona rural
do municipio de Coari. O referido estudo investigou 299 mulheres sexualmente
ativas e verificou que a idade delas variou entre 18 a 81 anos, com uma média
de idade de 35,7 anos (DP + 12,8), cerca de 80% das mulheres trabalhavam na
agricultura, predominando entre elas uma baixa escolaridade pois, 70% delas
relataram menos de oito anos de estudo; a maioria morava com um parceiro
(86,6 %). Outro estudo que também corrobora com os dados do presente
trabalho, foi feito por Marifio (2015) com 412 mulheres moradoras da zona rural
do municipio de Coari em 2014, mostrando que a idade variou de 18 a 81 anos;
também com a maioria casada ou viviam em unido estavel (84,4%); a média de
idade foi 36 anos (DP=13,2), apresentavam uma baixa escolaridade (53,4%),
sendo a maioria agricultora (78%), a idade da primeira relacdo sexual das
participantes variou de 11 a 28 anos, com uma média de 16,1 anos, contra 15,4
encontrada em nosso estudo; a maioria também tinha filhos (93,9%), também
semelhante ao encontrado em nosso estudo. Portanto, ao analisar os dados das
caracteristicas gerais do presente estudo com o estudo de Rocha et al., 2018 e

Marifio, (2015), observamos um perfil em comum entre as participantes.

Ainda em relacao ao comportamento sexual das mulheres entrevistadas,

a média da primeira relacdo sexual foi de 15,3 anos (DP= 2,5), sendo que a
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maioria (83,1%) tiveram de 1 a 5 parceiros ao longo da vida e atualmente quase
a totalidade (93,1%) possuem apenas um parceiro fixo, a mediana da quantidade
de gestacdo das participantes entrevistadas foi de 9 gestacdo com média de
idade de 16,2 (DP= 4,4) anos de idade da primeira gestacdo entre as
entrevistadas, das 420 amostradas, 116 (27,6%) relataram que tiveram abortos
espontaneo durante a vida, onde 80,2% teve apenas um aborto, esses dados
também assemelha-se ao estudo feito por Rocha (2018), que, a idade da
primeira relacdo sexual foi de 15,2 anos, quanto ao numero de parceiros sexuais
durante a vida, as mulheres relataram ter tido apenas um (40,1%), o nimero de
gestacao foi de quatro ou mais ao longo da vida (68,8%) e noventa e trés delas
(31,1%) relataram ter sofrido aborto.

O uso de preservativo entre as mulheres estudadas foi observado em
apenas 31,4% das mulheres que possuem parceiro fixo, tendo como principal
motivo evitar gravidez inesperada e as demais (65,7%) ndo fazem o uso de
preservativo, a maioria relataram se sentirem desconfortaveis, ja as mulheres
(2,9%) que mantém relacbes sexuais apenas com parceiros eventuais a
totalidade relatou usar preservativo. Observamos entdo, que 0 uso de
preservativo ndo tem sido dado a devida importancia, uma vez que o uso de
camisinha masculina ou feminina durante as praticas sexuais é de extrema
importdncia para evitar a contaminacdo de patdgenos transmissiveis
sexualmente, principalmente, quando ha relacdo com multiplos parceiros
(PINTO, 2011; TAMER et al., 2016).

As queixas clinicas foram relatadas por 74,1% das mulheres
entrevistadas, muitas delas com mais de um tipo de queixa, sendo a dor pélvica
a mais frequente entre as mulheres (61,5%), seguido por: corrimento (49,4%),
disuaria (35,0%), prurido (35,0%) e outras. Quando comparada com o estudo de
Rocha (2018) também com mulheres ribeirinhas, podemos perceber que existe
uma leve semelhanga desses ocorridos como: dor pélvicas (26,4%), corrimento
vaginal (21,0%), prurido e dificuldade em urinar (12,5%). Mediante do
questionario padrdo também foi possivel investigar quanto a presenc¢a de algum
tipo de IST sofrido por essas mulheres no passado, 4,1% das participantes
disseram ter tido.

Conforme descrito anteriormente, esta pesquisa foi realizada com

amostras de mulheres sexualmente ativas, objetivando investigar a presenca ou
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auséncia do DNA dos patdégenos T. vaginalis, N. gonorrhoeae e T. pallidum
causadores de IST, em amostras obtidas por autocoleta, usando a técnica de
PCR multiplex. De acordo com os resultados obtidos em nossa investigagéo o
anico patdgeno detectado foi T. vaginalis com prevaléncia de 1,9% ndo sendo
detectado o DNA de N. gonorrhoeae e T. pallidum. O método mais usado para a
pesquisa do T. vaginalis ainda € o exame direto a partir de fluido vaginal, ou seja,
a visualizacdo do patdogeno moveis em lamina coradas e observadas ao
microscopio. Porém, os métodos moleculares tém sido um avango no
diagnéstico de infecgbes vaginais pois apresentam alto padréo de sensibilidade
e especifidade no diagnostico dessa infeccdo. A PCR em tempo real, por
exemplo, em amostras de raspado endocervical, vaginal e urina apresenta
sensibilidade de 92,7 e especificidade de 95%, sendo largamente solicitado em
laboratorios como Fleuri e Richet, dentre outros. Em relacdo a cultura,
considerado padrdo ouro, a pesquisa de DNA de T. vaginalis por PCR tem se
mostrado mais sensivel do que a cultura, tanto em amostras de fluido vaginal
como em urina masculina, (Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
Trichomoniasis-CDC Fact Sheet. Available from URL:

http://www.cdc.gov/std/trichomonas/stdfact-trichomoniasis.htm).

6.1.Prevaléncia de infeccéo por T. vaginalis

A Tricomoniase € uma infeccdo sexualmente transmissiveis mais
prevalente em todo o mundo. Estudos que utilizam métodos moleculares no
Brasil para investigar a prevaléncia de T. vaginalis sdo escassos, 0 que pode
explicar o fato da doenca nao ser de notificacdo compulséria, como em muitos
paises, além disso, porque ndo causa sequelas graves, muitos clinicos
consideram mais um incobmodo do que uma ameaca a saude publica. Porém,
varios estudos epidemioldgicos relacionam esse patégeno com efeitos adverso
gue trazem prejuizos, principalmente, para a saude reprodutiva da mulher como:
infertilidade, DIP, parto prematuro, aborto esponténeo, facilita a aquisicdo e
transmissao do virus do HIV, dentre outros efeitos (COSTA-LIRA et al., 2017,
MACIEL; TASCA; CARLI, 2004).

Embora haja a escassez de estudos de prevaléncia que utilizem

métodos moleculares (PCR, PCR em tempo real, mPCR) no Brasil, em estudos
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internacionais sao frequentemente empregados para determinar a prevaléncia
desse microrganismo (MADICO et al., 1998; HOLLMAN et al., 2010; SCHIRM et
al., 2007).

O padrao-ouro para detecgdo de T. vaginalis é a cultura de células.
Alguns estudos apontam uma maior sensibilidade dos métodos moleculares em
relacdo a cultura, como o classico estudo de Madico et al., (1998), ao analisar
350 amostras vaginais, mostrou uma maior deteccéo por PCR (39%) em relac&o
a cultura (6,6%). O uso de mPCR na deteccao de diferentes microrganismos
patogénicos incluindo o T. vaginalis sédo frequentemente utilizados,
demonstrando alta sensibilidade e especificidade em comparagcdo ao padrao-
ouro (GIMENES et al., 2014; SAMRA; ROSENBERG; MADAR-SHAPIRO 2011).
A multiplexagéo possui a vantagem de detectar mais de um patégeno ao mesmo
tempo e na mesma amostra. Varios estudos realizados utilizando mPCR para
analisar a presenca de T. vaginalis verificaram diferentes taxas como Kriesel et
al., 2016 (3%), Casillas-vega et al., 2016 (14,2%), Rostami et al., 2017 (32,7%).
Além de possuir uma alta sensibilidade e especificidade, a mPCR diminui tempo
e gastos de reagentes na deteccdo de varios microrganismos patogénicos de
uma mesma amostra.

Em nosso estudo foi identificada a presenca de DNA de T. vaginalis em
8 escovas cervico-vaginais resultando em uma prevaléncia de 1,9% na
populacdo estudada. Essa prevaléncia é inferior a encontrada em um estudo
feito por Rocha et al (2014) que encontrou uma prevaléncia de 12,7% em
mulheres atendidas na atencéo primaria a saude, na zona urbana do municipio
de Coari-Am e inferior ainda ao estudo feito por Costa-Lira et al., (2017) realizado
na capital do Amazonas (Manaus), que apresentou uma prevaléncia de 18,04%.
Ambos os estudos usaram métodos moleculares de PCR convencional,
utilizando os iniciadores BTUB2 e BTUBO.

O trabalho em discusséao, utilizou PCR multiplex convencional usando
iniciadores (TVO1F/TVO2R) que amplificam uma regido especifica de 90 pb do
gene beta-tubulina. Esse mesmo gene foi utilizado pelo classico estudo de
Madico et al., (1998), usando os iniciadores BTUB2/BTUB9, que vem sendo
empregados em muitos estudos no Brasil (COSTA-LIRA et al., 2017; ROCHA et
al., 2014; ROCHA, 2012).
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O ndmero de parceiros sexuais, acesso a saude, baixo nivel
educacional, iniciacdo sexual precoce, pobreza, idade, habitos de higiene,
hébitos sexuais, outras ISTs, fase do ciclo menstrual e técnicas de laboratério
sdo os principais fatores de risco citados em estudos epidemioldgicos.

No presente estudo observou-se que a maioria das mulheres infectadas
por T. vaginalis possui uma baixa escolaridade, 2,9% das mulheres tém ensino
fundamental incompleto em relagdo a totalidade com esse nivel educacional, as
mulheres positivas para esse patdgeno apresentaram uma média baixa de idade
de 27,75 (DP= 6,4) anos em relacdo a média de 34,6 (DP= 12,3) anos das nao
infectadas. Quanto ao estado conjugal das mulheres infectadas, 7,1% eram
solteiras em relacdo as que se encontravam nesse estado civil e 0,8% viviam em
unido estavel ou era casada. Quando analisado o nimero de parceiros sexuais
ao longo da vida, foi observado uma maior prevaléncia no grupo de mulheres
gue relatou ter tido de 1 a 5 parceiros (1,4%) ao longo da sua vida sexual em
comparagcdo com as nédo infectadas que tinham a mesma quantidade de
parceiros.

Ao analisarmos a idade da primeira relacdo sexual entre as mulheres
infectadas com as nao infectadas, observamos uma média de 15 (DP=1,4) anos
e as néo infectadas apresentaram média de idade de 15,4 (DP= 2,5) anos, que
sdo bem proximas. A investigacdo quanto ao uso ou ndo de preservativo
(prevencéo primaria) entre as mulheres e seus parceiros fixos mostrou que 2,1%
nao fazem uso de camisinha com seus parceiros em relacdo as demais que se
relacionavam apenas com um parceiro. Das 8 mulheres infectadas, a maioria (n=
7) apresentaram um ou mais tipo de sintomas clinicos, que foram: corrimento
vaginal (n= 4), prurido (n= 2), verrugas genitais (n= 1) e Sangramento apos
relacdo sexual (n= 2). S&o sintomas que estdo de acordo com os descritos na
literatura (BRAVO et al., 2010; ROCHA, 2012).

Uma baixa prevaléncia de 5,6% por infeccéo de T. vaginalis também foi
encontrado no estudo feito por Rocha et al., (2019) com mulheres moradoras de
comunidades ribeirinhas do municipio de Coari/AM, local da coleta das amostras
analisadas no presente trabalho, porém em comunidades diferentes. Esse
estudo também utilizou a mesmas ferramentas de autocoleta, aliada a PCR
convencional para detectar a presenca desse protozoario, as variaveis pessoais,

clinicas, socioeconbmicas e comportamentais das mulheres amostradas se
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assemelham com o do presente estudo como: a idade das mulheres variou de
25 a 70 anos, com média de idade de 35,8 (DP= 13,7), apresentando um grau
de escolaridade baixa, onde 74,7% tinha apenas 8 anos ou menos de estudo,
sendo a maioria (85,3%) casadas ou vivendo em unido estavel, a maioria
(95,3%) das mulheres possuiam uma renda familiar menor que um salario
minimo, tendo como principal ocupacao a agricultura (77,3%), quanto ao estado
conjugal, o equivalente a 85,3% eram casadas ou viviam em unido estavel.
Essas variaveis corroboram com o trabalho em discursédo diante da prevaléncia
encontrada pois, as amostras foram autocoletadas de uma populacao parecidas
do nosso estudo.

A epidemiologia da tricomoniase pode esta subestimada pois, é uma
infeccdo n&o reportada e por apresentar muitos casos assintomaticos. Nos
Estados Unidos, a tricomoniase esta entre as cinco principais infeccfes
parasitarias descritas como negligenciadas (COLEMAN; GAYDOS; WITTER,
2013). No Brasil, a prevaléncia € estimada a partir de estudos locais ja que nédo
€ de notificacdo compulséria, fazendo necessario mais estudo nacional para
entender a relevancia epidemiologica dos casos de tricomoniase no pais. A
prevaléncia apontada pelos estudos € varidvel, que estd implicado nas
caracteristicas como o tipo do estudo, métodos de diagnosticos empregado,
escolaridade, idade, acesso a saude e outros fatores que sdo apontados como
relevantes em pessoas positivas para a presenca de T. vaginalis (AMBROZIO et
al., 2016).

Em populacBes de baixo risco a prevaléncia é menor que 3,5%, por outro
lado, em clinicas de IST e populacdes especificas, a prevaléncia pode variar
entre 4,8% e 25%, dependendo da populacdo envolvida no estudo (PIPERAKI
et al., 2010). O baixo numero de caso de tricomoniase foi discutido por Adad et
al., (2001), mostrando que houve uma diminuicdo desse protozoario a partir dos
anos 90, mencionando a eficacia do metronidazol no tratamento dessa infeccao
e as condicOes de higiene, destacando também a conscientizacdo da prevencéo
das IST, principalmente devido o advento da AIDS, uma vez que ha a associacao
de tricomoniase com a aquisi¢éo e transmisséo do HIV.

O primeiro estudo de prevaléncia de IST utilizando testes moleculares
em amostras autocoletadas em comparagcdo com amostras coletadas por

médico na regido do Tapajés no Amazonas feito por Rodrigues et al., (2019), em
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uma populacdo de mulheres nao infectadas e infectadas pelo virus do HIV,
mostrou que houve concordancia dos resultados entre o tipo de amostragem,
considerando o numero total das mulheres positivas para T. vaginalis em pelo
menos um tipo de amostra foi de 9,8% (4/41) nas mulheres infectadas e 0,9%
(1/112) das néo infectadas pelo HIV. Outro estudo feito por Silva et al., 2013,
avaliando populacéo vivendo com HIV, apontou uma prevaléncia de 4,1% para
T. vaginalis no estado do Amazonas. Através desses estudos, podemos
observar uma maior quantidade de casos entre as mulheres infectadas com o
virus do HIV, reforcando a relacdo desse protozoario com a transmissao e
aquisicao do HIV, e quanto ao tipo de amostra ndo ouve uma grande diferenca
nos resultados.

Embora a infeccéo por t. vaginalis seja uma infeccao de facil tratamento,
estudos associam esse patdogeno com complicacbes de saude, despertando
uma preocupagdo para esses agravos que acarreta um maior gasto com
tratamentos (SECOR et al., 2014). Portanto, as estimativas da epidemiologia
reforcam a necessidade de intervencbes efetivas de saude publica para
prevencdo primaria, diagnostico, tratamento e métodos de rastreios,
possibilitando uma maior cobertura das ISTs (NEWMAN et al., 2015).

Ao analisarmos os dados sociodemograficos e comportamentais das
mulheres amostradas positivas para o T. vaginalis, tais como o estado civil,
ndmeros de parceiros ao longo da vida, idade, escolaridade, numero de filhos e
0 uso de preservativos, para investigar a associacdo com o protozoario (tabela
17), ndo houve diferenca estatisticamente significativa na maioria das variaveis
entre os dois grupos. Embora a correlagdo entre as variaveis de amostras
positivas e negativas e a presenca do T. vaginalis ndo ter mostrado diferenca
estatisticamente significativa, mas podemos observar que uma prevaléncia
maior, nos casos positivos para T. vaginalis, nas mulheres com ensino
fundamental incompleto (2,9%), solteiras/divorciadas/viuvas (8,0%), que tiveram
1 a 5 parceiros ao longo da vida (1,4%), e as que nao faziam uso de preservativo
com parceiros fixos (1,4%). Por outro lado, apenas o numero de gestacao foi
estatisticamente significativo (p= 0,040), para a associagao com o T. vaginalis,
diante do nivel de significancia (5%) e intervalo de confianga (95%) aplicado nos

testes.
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A OMS estima que a prevaléncia de tricomoniase no mundo é de 143
milhdes de casos entre mulheres e homens com idades entre 15 a 49 anos. No
Brasil, a prevaléncia da tricomoniase varia entre 1,9% e 37,5%, dependendo das
técnicas utilizadas no diagnéstico, bem como da populacédo estudada, idade,
escolaridade e outros. As populacdes de baixo risco a prevaléncia sdo menores
que 3,5%, por outro lado, em clinicas de ISTs e populacdes especificas, a
prevaléncia pode variar entre 4,8% e 25%. Portanto, diante da prevaléncia
encontrada nesse estudo (1,9%), concluimos que a populacdo envolvida no
estudo é de baixo risco para T. vaginalis, mas que precisa de mais estudos para
melhor avaliar a prevaléncia desse protozoario e assim implementar um
rastreamento para continuar a investigacao dessas mulheres que muitas das

vezes sao subdiagnosticada e levar a equidade do sistema de saude publica.

6.2.Prevaléncia de infec¢&o por N. gonorrhoeae

A identificacdo dos casos de infec¢ao por N. gonorrhoeae, a notificagdo
e o tratamento dos parceiros sexuais sado de grande importancia para a
intervencao de novos casos de gonorreia (CHOUDHURY et al., 2006).

O presente estudo também investigou a presenca da bactéria N.
gonorrhoeae. O DNA dessa bactéria ndo foi encontrado em nenhuma das
amostras. A investigacao da presenca do DNA gonocécico foi realizada usando
os iniciadores NGO1F e NGO2R, cujo alvo desses primers é o pseudogene porA
de N. gonorrhoeae, que codifica proteinas de membranas de grande importancia
para a ceélula. Iniciadores que delimitam uma regido do pseudogene porA vem
sendo frequentemente usado em estudos de prevaléncia no Brasil e no mundo
(ROCHA, 2012; LIRA, 2017; SANTOS, 2014; LIU et al, 2017; HIELMEVOLL, et
al., 2006). Este gene € expresso apenas nas N. meningitidis e N. gonorrhoeae,
apesar desse gene possuir regides homologas, os iniciadores sdo desenhados
em regides especificas ndo homologas (WHILEY et al., 2004).

Os principais fatores de riscos para adquirir N. gonorrhoeae apontados
em estudos de prevaléncia sdo: idade, niumero de parceiros sexuais, idade
precoce da primeira relagdo sexual, troca de parceiros, o uso infrequente de
preservativo, principalmente, quando se relacionam com multiplos parceiros

eventuais pois, a camisinha masculina ou feminina é o método de prevencédo
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primaria para todos os tipos de IST, entre outros fatores de riscos descritos na
literatura (PIAZZETTA et al., 2011).

A baixa prevaléncia encontrada em trabalhos utilizando métodos
moleculares sdo bastante frequentes em estudos epidemiolégicos no mundo
todo. Em outros paises, as baixas taxas foram verificadas em alguns estudos
como Taffa at al., 2002 (1,0%), Paz-Bailey et al., 2002 (0,4%), Asbel et al., 2006
(0,8%). No Brasil, as baixas taxas também foram encontradas por Rocha et al.,
2014 (1,4%), Miranda et al., 2017 (0,9%), Britto et al., 2018 (1,8%), Codes et al.,
2002 (0,5%), Ramos et al., 2003 (0,6%). Alguns aspectos podem justificar essa
guantidade pequena de casos de infeccdo por N. gonorrhoeae, dentre elas, a
idade dos pacientes envolvidas nos estudos, uma vez que os adolescentes sdo
mais vulneraveis as IST.

Embora a maioria dos estudos que usam métodos moleculares para
deteccdo de N. gonorrhoeae utilizam PCR convencional, muitos deles
empregam mPCR, apresentando uma alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo dessa bactéria e demais patdbgenos sexualmente transmissiveis
envolvidos na mesma reacdo, como o estudo de Rostami et al., 2017 (5,7%),
Krisel et al., 2015 (7%), Gimenes et al., 2014 (4%), Casillas-Vega et al., 2016
(2,11%). A mPCR além de possuir uma alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo de patdgenos sexualmente transmissiveis, também diminui tempo na
execucao da técnica e gastos de reagentes.

Os estudos que visam identificar a bactéria N. gonorrhoeae e nao
detectam a presenca de DNA gonocdécico em suas amostras, pode ser explicado
pelo fato das caracteristicas da populacdo estudada, se apresentam ou nao
alguns dos fatores de risco da gonorreia. Também, podemos destacar que
apesar de apresentar alguns casos assintomaticos, a infeccdo por N.
gonorrhoeae apresenta quase sempre sintomas bastantes incbmodos como
corrimento vaginal e prurido, essa presenca de sintomas agudo faz com que o
individuo infectado procure imediatamente o servico de saude (NG, MARTIN,
2005; SCHIELKE, FROSCH, KURZAI, 2010).

Uma baixa prevaléncia de casos de gonorreia foi encontrada no estudo
feito por Rodrigues et al., (2019), ao comparar amostras autocoletadas e
coletadas por médico de mulheres infectadas e n&o infectadas com o virus de

HIV, na regido do Tapajés no Amazonas, apresentando uma concordancia dos
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resultados entre o tipo de amostragem, levando em consideracdo o numero total
das mulheres positivas para N. gonorrhoeae em pelo menos um tipo de amostra
foi de 4,9% (2/41) nas mulheres infectadas e 2,7% (3/112) das nao infectadas
pelo HIV. Através desse estudo comparativo sobre o tipo da coleta das amostras,
observamos que a deteccao de patdogenos sexualmente transmissiveis pode ser
feito sem nenhuma alteracéo no resultado.

Estudo feito por Lira (2017), analisando 187 amostras cervicais
coletadas de mulheres na cidade de Manaus/Am, ndo encontrou a presenca de
DNA gonocécico em nenhuma das amostras. A investigacao foi feita através de
métodos moleculares (PCR), usando os iniciadores PapF e PapR, que tem como
alvo o pseudogene porA de N. gonorrhoeae, as amostras foram coletadas com
o auxilio de espéculos, a idade das mulheres envolvidas no estudo variou de 16
a 50 anos e a maioria afirmaram esta casada ou em uma unido estavel. O estado
civil e a idade dessas mulheres se assemelham com o presente estudo pois, a
idade da presente populacdo envolvidas no estudo variou entre 18 e 70 anos,
com média de idade de 34 (DP= 12), e a maioria (85,3%) das mulheres eram
casadas ou viviam em unido estavel.

O presente trabalho apresentou algumas limitacbes que incluem o
tamanho da amostra e o delineamento do estudo, pois os estudos transversais
ndo sdo os mais adequados para a investigacdo de fatores de riscos. Também
temos que levar em consideracdo a exatiddo das respostas obtidas no
guestionario, uma vez que as entrevistadas podem ter omitidos dados
comportamentais em funcdo de constrangimento. Diante desses achados, ha a
necessidade de um rastreamento para essa infeccdo em mulheres que vivem
em areas remotas e tem o acesso dificultado a saude publica (MACHADO FILHO
et al., 2010). Portanto, diante da populacdo estudada, das limitacées do estudo,
dos fatores de riscos e da sintomatologia grave que a presenca da bactéria
evoca, podemos justificar a ndo deteccdo de DNA gonocoOcico em nossas

amostras.

6.3.Prevaléncia de infecgcéo por T. pallidum

O diagnostico da sifilis é realizado de acordo com o estagio da infecgéo.

O T. pallidum ndo pode ser cultivAvel em meios de cultura. Existem varios
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métodos de diagndsticos para detectar a presenca de espiroquetas, dentre
estes, os métodos moleculares (PCR, PCR em tempo real, mPCR). No inicio dos
anos 90 a PCR passou a ser empregada para avaliar a presenca de DNA
treponémico, apresentando alta sensibilidade e especificidades (AVELLEIRA;
BOTTINO, 2006).

A investigacao das 420 amostras para deteccao de T. pallidum foi feita
utilizando os iniciadores TPOO1F e TPOO2R que amplificam uma sequéncia de
194 pb do gene polA. O produto desse gene é a proteina DNA polimerase |,
envolvida no reparo de DNA e na replicacdo do material genético de diferentes
organismos, para o T. pallidum esse gene possui uma sequéncia especifica. O
desenho de primers visando amplificar uma sequéncia especifica do gene polA
de T. pallidum vem sendo frequentemente usado em muitos estudos de
prevaléncia (CAVALCANTE et al., 2019; HEYMANS et al., 2010; GAMA et al.,
2017).

A presenca de DNA da bactéria T. pallidum n&o foi encontrada em
nenhuma das amostras analisadas. Diferentes estudos que visam estimar a
prevaléncia de sifilis apontam alguns fatores de riscos associado a aquisi¢cao do
T. pallidum. Para mulheres de idade fértil e gestantes sdo: idade, pobreza,
multiplos parceiros sexuais, falta de acesso a saude, baixo nivel educacional,
uso de drogas entre outros. Em relacdo a sifilis congénitas sdo: falta de
assisténcia ao pré-natal, gestantes com parceiros eventuais, tratamento
inadequado entre outros (DOMINGUES; LEAL, 2016; GUINSBURG; SANTOS,
2010).

Os métodos de deteccdo direta (Microscopia, PCR, mPCR) para
detectar T. pallidum sdo frequentemente utilizados em estudos de prevaléncia
de sifilis. A deteccdo dessa bactéria através de mPCR apresenta alta
sensibilidade e especificidade, assim como para 0s demais patdgenos
sexualmente transmissiveis. Estudos que usam mPCR verifica diferentes taxas
de deteccao dessa bactéria, como o de Casilhas-veja et al., 2016 (1,05%), Krisel
etal., 2015 (4%), Gimenes et al., 2014 (5,3%). A mPCR além de apresentar uma
alta sensibilidade e especificidade na deteccdo de patdégenos sexualmente
transmissiveis, também diminui tempo na execucdo da técnica e gastos de

reagentes.
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A sifilis é considerada uma infeccéo sistémica, pois a bactéria entra na
corrente sanguinea logo ap6s o desfecho do estagio inicial da infeccédo. Entéo,
temos que levar em consideracdo o estagio (sifilis primaria, secundaria e
tercidria) da infeccdo e o tipo da amostra coletada para ser analisada quanto a
presenca de DNA treponémico. A sifilis primaria apresenta-se como uma
ulceracdo no local da entrada da bactéria. No segundo estagio da sifilis o
treponema ja estd na corrente sanguinea, mas pode caracterizar-se por um
exantema maculopapular disseminado (regido palmar e plantar) (AVELLEIRA;
BOTTINO, 2006). Portanto, apenas o0 estagio primario e secundario vai
apresentar sintomas com a presenca da bactéria no local da infeccédo, que se
torna essencial para investigacdo através dos métodos de deteccdo direta
(Microscopia, imunofluorescéncia e PCR) (PEELING et al., 2017).

A investigacdo da presenca de DNA treponémico foi realizado em
amostras cervico-vaginal autocoletada. Considerando o tipo da amostra, apenas
sifilis no estagio primario poderia ser encontrado, pois o treponema fica retido na
Ulcera e consequentemente nas membranas da mucosa, entdo facilmente
durante o processo de autocoleta seria possivel a coleta da bactéria, mas o
treponema permanece apenas entre 2 a 8 dias no local da penetracdo. O
presente trabalho apresentou algumas limitagdes como: o tamanho da amostra
e 0 delineamento do estudo, pois os estudos transversais ndo sdo 0s mais
adequados para a investigacao de fatores de riscos. Também temos que levar
em consideracdo a exatidao das respostas obtidas no questionario, uma vez que
as entrevistadas podem ter omitidos dados comportamentais em funcéo de
constrangimento. Os achados do presente estudo reforcam a necessidade de
um rastreamento para a sifilis em mulheres que tem o acesso dificultado a saude
publica, como as mulheres ribeirinhas que vivem em areas remotas (MACHADO
FILHO et al., 2010). Diante desse contexto de fatores de riscos, limitacbes do
estudo, populacao estudada e estagios da infec¢do, podemos justificar o fato de

nao encontrar a bactéria T. pallidum em nosso estudo.
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7. CONCLUSOES

Diante dos objetivos propostos e dos resultados alcancados, podemos

concluir que:

Mediante pesquisa de DNA dos patdégenos T. vaginalis, N.
gonorrhoeae e T. pallidum em amostras cervico-vaginais obtidas
por autocoleta de mulheres ribeirinhas do municipio de Coari
usando a PCR Multiplex obteve-se prevaléncia 1,9% do protozoario
T.vaginalis nas amostras investigadas;

N&o foi detectado o DNA de N. gonorrhoeae e T. pallidum em
nenhuma das amostras analisadas;

N&ao foi possivel identificar o perfil epidemiolégico e de risco das
mulheres infectadas com os referidos patdgenos;

Os iniciadores especificos desenhados para o estudo mostram-se
eficientes para deteccéo dos trés referidos patdégenos pesquisados;
As estimativas da prevaléncia de IST sdo essenciais para 0S
esforcos de prevencéo e controle;

A autocoleta de amostras cervico-vaginal aliado aos métodos
moleculares (PCR multiplex) se mostrou uma ferramenta Gtil para

o rastreamento de IST.

7.1.Consideracdes finais:

O conhecimento da situacdo epidemiologica de T. vaginalis, N.

gonorrhoeae e T. pallidum gerada por esse trabalho poderéa servir de base para

a implementacdo de tratamento e de estratégias de rastreamento desses

patdgenos na regido; Sao necessarios outros estudos para avaliar os fatores de

riscos nesta populacdo e possivel associagéo a infecgcdo causados pelos trés

patdgenos estudados.
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9. ANEXOS

9.1.Anexo 1 - Ficha de Identificacéo

Diagndstico de Infecgdes Sexualmente Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas — A
autocoleta como Estratégia Acessivel a Todas

Ficha de identificacdo

1. Nome:
2. Data de nascimento: / / 2. Idade:
3. Comunidade:
4. Escolaridade: 1. N3o escolarizada( ) 2. Fundamental incompleto Ficha n.
() 3.Fundamental completo( )
4. Médio Completo () 5. Superior completo ( ) Entrevistador:
5.Trabalha? 1.Sim( ) 2.N&do( ) Data:
6. Se sim, qual a ocupagao?
7. Renda familiar:
8. Estado conjugal: 1. Casada/unido estavel () 2. Solteira ( ) 3.Vilva/Divorciada/Separada ( )
9. Parceria sexual atualmente: 1.Sem parceiro ( ) 2. Somente 1 parceiro fixo ()

3. Maisde 1 parceirofixo( ) 4.Somente parceiros eventuais( ) 5. Parceiro fixo + eventuais ()

10. Usa preservativo sempre com parceiro fixo? 1. Sim( ) 2.Ndo( ) 3. N&o tenho parceiro fixo

11. Por que?

12. Usa preservativo sempre com parceiros eventuais? 1.Sim( ) 2.Ndo( ) 3.N3o tenho parceiro eventuais

(

13. Por que?
14. Idade da primeira relagdo sexual.
15. Numero de gestac¢oes
16. Idade da primeira gestagao
17. Nimero de abortos espontaneos

18. Numero de parceiros ao longo da vida

)

19. Apresentando queixas clinicas? 1. Ndo( ) 2. Corrimento () 3.Prurido( ) 4. Verrugas

genitiais ()

5. Ulceras genitais ( ) 6.Doraourinar( ) 7.Dorpélvica( ) 8.Dorapds relacdo sexual ( )

9. Sangramento apds relagdo sexual () 10.Outra( )

20. Ja teve alguma IST? 1. Sim ( ) 2.Nao ( ) 3. Nunca fez exame de DST ( )

21. Se sim, qual?

22. Ja fez preventivo de cancer de colo de utero? 1.Sim( ) 2.Ndo( )

23. Se sim, quando realizou seu ultimo preventivo? 1. Menosdelano( ) 2.Entrele2anos( )

3.Entre2e3anos( ) 4.Entre3e4d4anos( )5.EntredeS5anos( ) 6.Maisde5anos( )
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24. Se nao, por que? 1. Temmedo ( ) 2. Tem vergonha ( ) 3. Nunca ouvi falar

4. Dificil acesso () 5. Falta de tempo ( ) 6.Outro( )

Depois da coleta

26. Conseguiu fazer a autocoleta? 1. Sim( ) 2. Nao( )

27. Foi dificil? 1. Sim () 2.Nédo( )

28.Doeu? 1.Sim ( ) 2.Ndo( )

29. Prefere essa ou a coleta do profissional? 1. Autocoleta ( ) 2. Coleta com profissional ( )

30. Se prefere a autocoleta, por que?

31. Se prefere com profissional, por que?
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9.2.Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Diagnastico de Infeccdes Sexualmente Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas —a
autocoleta como Estratégia Acessivel a Todas

Termo de Consentimanto Livre & Esclarecido

convidamos a Senhora para participar da Pesguisa " Diagnodstico de Infeccbes
sexualments Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas — a Autocoleta como Estratégia
acessivel a Todas”, sob a resporsshilidade da pesquisadors Dra. Danielle Albuguergue Pires
Focha, a gual pretende identificar algumas infeccbes sexualmente transmissiveis em
mulheres ribeirinhas no Estado do Amazonas. Sua participag@o & wvoluntaria e se dara
respondenda 2 um guestionario (gue sera aplicsdo por um dos participantes da equipe da
pesguisa) & coletando com um delicado swab vaginal uma amostra de celulas vaginais e do
colo de Otero. O material coletado serd utilizado wnicamente para os objetives dessa pesquisa.
Mecessito de sua sutorizzcio para coletar, guardar & usar este materizal para pesquisas futuras
dentre desta mesma linha de estudo [s=gundo consts na resolucso 411711 do Conselho
Macionzl de Sa0cde). 05 dados & materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do
pesquisador por um periodo de mo minimo cinco anos, apds isso serdo destruidos ou
mantidos na instituicdo. Caso o material coletado ndo se encontre em condicoes de
armazenagem, necessito de sua autorizacao para o descarte dos mesmos. & senhora
sera informada quanto a perdas ou destruicdo de suas amostras biologicas. Os riscos
decorrentes de sua participacac na pesguisa s30 minimos sendo apenas pequeno
incomaodo no MoMments da colets do material. 58 depois de consantir sua participac3o
a senhora desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar
seu  consentiments em gualquer fase da  pesguisa, bem como retirar o
consentiments de guarda e utilizacdo de sua amostra biologica independents do
motivo & sem nenhum prejuizo a sua pessoa, nem do seu tratamento ou atendimeanto
no servige de sadde. & Sra. ndo tera nenhuma despesa e também n3oc recebera
nenhuma remuneracac. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados
em artigos cientificos, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada
em sigilo. Para gualguer acesso ao0s resultados da pesquisa ou outra informacdo, a
Sra podera entrar em Contato com os pesquisadores no endereco Estrada Coari
Famia, 305, Bairro Espirito Santo, Coari, Amazonas, & pelo telefone 35612363,

Consentimento Pos—Informacio

imfinmada sobre o gue os pesquisador es pretendem realizar e porgue precisam da
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minha colaboracio, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto. Este documento & emitido em duss vias gue serdo ambss assinadas por mim 2
pelo pesquissdor, ficando vmsa via com cada um de nos.

Havera pecessidade de novo consentimento pars uma nova pesquiss com o
material armazenada [ )
Dicpenso o owWe consentimento 3 cads pesquisa { )

Assizamrs da participants - Pacisois




109

9.3.Anexo 3 - Folder ilustrativo da tecnica de autocoleta

Passo 1
Higienize as méaos.

Passo 2
Abra a embalagem, conforme a ilustragéo.

Passo 3
Retire o dispositivo da embalagem, conforme a
ilustragdo.

Passo 4

Segure o tubo, sem tocar nas cerdas coletoras.

Passo §
Adote posicdo confortdvel para coleta,
conforme a ilustragéo,

2 Al

Passo 6

Insira as cerdas coletoras na vagina, ndo
ultrapassando a aba limitadora de
profundidade.

Passo 7
Gire o dispositivo por 5 voltas completas
para coletar o maximo possivel de
material.

Passo 8

Retire o dispositivo tomando cuidado para
néo tocar nas cerdas.

Desrosqueie a tampa até liberada do
tubo.

Passo 9

Introduza cuidadosamente as cerdas no
tudo e rosqueie até o fechamento firme e
completo do conjunto tubo-haste.

Passo 10
Entregue o Coaon conforme as orientagdes
recebidas.
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9.4.Anexo 4 - protocolo RELIAPREP — Extracdo de DNA

Preparacdo das amostras cervico-vaginal - autocoletada

Cortar as cerdas da escova de autocoleta com uma lamina bisturi dentro de um

microtubo de 1,5ml.

Adicionar 1ml de 4gua destilada no microtubo e agitar no vértex por 10

segundos.
Centrifugar por 5min a 9.650 rpm (10.000 x g.).
Descartar o sobrenadante e as cerdas.

Adicionar 200 pL de agua destilada no microtubo contendo o concentrado de

células (pellet) e agitar no vortex para tentar dissolver ao maximo o pellet.
A amostra segue o protocolo de extracao.
- Extracdo de DNA

1. Adicionar 15 pL de solugcéo de proteinase K (PK) na amostra e misturar

brevemente.

2. Adicionar 200 pL de tampéao de lise celular (CLD) ao tubo. Fechar o tubo e
misturar por 10 segundos no vortex — este passo no vortex é essencial para obter

bons rendimentos.
3. Incubar a 56 °C durante 15 minutos no termobloco.

4. Enquanto a amostra esta incubando, coloque a coluna de ligacdo ReliaPrep

no tubo coletor vazio.

5. Apds a incubacéo, adicionar 250 pyL de tampao de ligagao (BBA), fechar o
microtubo e misturar por 10 segundos no vértex — este passo no vortex €

essencial para obter bons rendimentos.

6. Transferir o conteudo do tubo de centrifugacdo para a coluna de ligacdo

ReliaPrep. Tampar e colocar na microcentrifuga.

7. Centrifugar por 1 minuto a 11.500 rpm (14.000 x.g). Verifique a coluna de

ligacdo para se certificar de que o lisado passou completamente pela membrana.
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Se o lisado ainda estiver visivel no topo da membrana, centrifugue a coluna por

mais 1 minuto.

NOTA: A amostra pode ser centrifugada a uma velocidade mais baixa, se
desejado. Para isso, aumente o tempo de centrifugagcdo em conformidade para
garantir que o lisado tenha passado completamente pela membrana.

8. Remover o coletor e descartar o residuo contaminado.

9. Adicionar 500 yL de solugdo de lavagem de coluna (CWD) a coluna de

centrifugue por 3 minutos & 11.500 rpm (14.000 x.g). Descarte o residuo.

10. Adicionar 500 pL de solugéo de lavagem de coluna (CWD) a coluna de
centrifugue por 3 minutos & 11.500 rpm (14.000 x.g). Descarte o residuo.

11. Adicionar 500 pL de solucao de lavagem de coluna (CWD) a coluna de
centrifugue

por 3 minutos a 11.500 rpm (14.000 x.g). Descarte o residuo.
12. Colocar a coluna em novo tubo coletor.

13. Adicionar 140 pL de Agua livre nuclease a coluna e centrifugar por 1 minuto
a 11.500 rpm (14.000 x.9g).

14. Descartar a coluna de ligacao ReliaPrep.

15. Fazer aliquotas e armazenar o eluido que contém o DNA.



