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RESUMO

As Infec¢des Sexualmente Transmissiveis sdo causadas por virus, bactérias e
outros microrganismos e a transmissao ocorre por meio do contato sexual (oral,
vaginal e anal) sem o uso de preservativo e também pode ocorrer pela gestagao,
parto ou amamentagéao, inclusive existe a possibilidade de um individuo ter e
transmitir mesmo sem sinais e sintomas. A gonorreia € uma doenga infecciosa
do trato urogenital, bacteriana, transmitida quase que exclusivamente por
contato sexual ou perinatal causada pela Neisseria gonorrhoeae, um diplococo
Gram-negativo, ndo flagelado, ndo formador de esporos, encapsulado e
anaerébio facultativo. As infeccbes por N. gonorrhoeae representam um
importante problema de saude publica, uma vez que pode traz consequéncias
clinicas consideraveis, bem como n&o € uma doencga de notificagdo compulsoria,
o que dificulta o entendimento epidemiolégico da doenga, bem como causa
impacto nas estratégias de tratamento, uma vez que a capacidade de aquisicéo
de resisténcia a antimicrobianos € uma consequéncia esperada. Esse cenario se
torna pior quando observamos regides populosas e periféricas, a regido sul da
capital é a regido mais populosa e, especialmente nos bairros do extremo sul,
moram cerca de 2.5 milhdes de pessoas (22,1%) da populagéo de toda capital.
Objetivo: Avaliar a frequéncia de N. gonorrhoeae em mulheres atendidas no
Hospital Wladimir Arruda na Zona Sul de Sao Paulo, associar a infecgdo com
outros tipos de infecgdes e classificar a frequéncia por faixa etaria e de acordo
com fatores socioeconémicos e caracterizar a resisténcia a doxiciclina,
azitromicina e ciprofloxacina (detec¢do do gene tetM e suas variantes, do gene
ribossomal 23S rRNA e do polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs) da DNA
Gyrase A Ser91Phe. Métodos: Estudo é observacional e descritivo. Foram
realizadas coletas por conveniéncia do material cervico-vaginal de pacientes
femininas do servico de ginecologia do Hospital Escola Wladimir Arruda. As
amostras foram processadas por PCR em Tempo Real para avaliagcdo da
frequéncia e da prevaléncia além dos ensaios de resisténcia genética.
Resultados e Discussao: No total das 127 amostras analisadas por PCR em
Tempo Real para identificagdo do género 23 foram positivas e corresponde a
uma prevaléncia geral de uma infecgdo gonocdcica de 17% (IC:95%), e as
participantes eram casadas (43,48%), tinham vida sexual ativa (56,52%) e n&o



faziam uso de nenhum tipo de preservativo na relagéo sexual (52,17%). No sexo
feminino a infecgdo € considerada sempre um achado clinico nos exames de
rastreio. A maioria das infecgbes por N. gonorrhoeae nas mulheres da regido
estava sempre associada a outras infecgcdes como HPV, clamidia e Gardnerella
vaginallis. Na citologia as amostras positivas para N. gonorrhoeae foram de
inflamatorias (82,71%) e a flora bacilar (52,17%) e no ensaio de genotipagem
molecular para HPV os achados foram: 16, 39, 51, 58, 68 e 70. A maior
prevaléncia dos ensaios de resisténcia foi a do gene tetM com 60% (IC=95%),
seguida do polimorfismo da DNA Gyrase A (Ser91Phe) com 40% (1C=95%) e por
fim a menor prevaléncia foi do gene 23S rRNA com 18% (IC=95%)

Descritores: Infecgcdes sexualmente transmissiveis, gonorreia, resisténcia

genética, antimicrobianos, microbiologia, biologia molecular.
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ABSTRACT

Sexually Transmitted Infections (STI) are caused microorganisms, by viruses,
bacteria and transmission from sexual contact (or anal transmission) can also
occur through pregnancy, childbirth or birth through. And there is a possibility that
an individual can have and transmit it even without signs and symptoms.
Gonorrhea is an infectious, bacterial disease, almost exclusively by sexual or
perinatal contact, infectious, by Neisseria, non-spore flagellant, encapsulated and
facultative. Infections by N. gonorrhoeae represent an important public health
problem, since it can bring about considerable clinical conditions, as well as it is
not a notifiable disease, which hinders the epidemiological understanding of the
disease, as well as causes an impact on treatment strategies, since the ability to
acquire antimicrobial resistance is an expected consequence. This scenario
becomes worse when we observe populous and peripheral regions, the southern
region of the capital is the most populous region and, especially in the extreme
south neighborhoods, live about 2.5 million people (22.1%) of the population of
the entire capital, according to the Sdo Paulo Prefecture in 2018. Objetive To
evaluate the frequency of N. gonorrhoeae in women treated at the Wladimir
Arruda Hospital in the South Zone of Sdo Paulo, associated with infection with
other types of infections and classify the frequency by age group and according
to socioeconomic factors and characterizing resistance by age group , azitro and
cyproflaxin (detection of the tetM gene and its variants, ribosomal rRNA and
single rRNA polymorphism (SNPs) of DNA Gyra A Ser91Phe Methods: This
study is observational and descriptive with convenience collects of cervico-
vaginal material from female patients at the gynecology service of the Hospital
Escola Wladimir Arruda. Samples were processed by Real Time PCR to assess
frequency and prevalence in addition to genetic resistance assays. Results and
Discussion: Of the 127 samples analyzed by Real Time PCR for gender
identification, 23 were positive and corresponds to an overall prevalence of a
gonococcal infection of 17% (Cl: 95%), and the participants were married (43,
48%), were sexually active (56.52%) and did not use any type of condom during
sexual intercourse (52.17%). In females, the infection is always considered a
clinical finding in screening tests. Most N. gonorrhoeae infections in women in the

region were always associated with other infections such as HPV, chlamydia and
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Gardnerella vaginallis. In the cytology, the positive samples for N. gonorrhoeae
were inflammatory (82.71%) and the bacillary flora (62.17%) and in the molecular
genotyping assay for HPV the findings were: 16, 39, 51, 58, 68 and 70. The
highest prevalence of resistance assays was for the tetM gene with 60%
(ClI=95%), followed by the DNA Gyrase A polymorphism (Ser91Phe) with 40%
(Cl1=95%) and finally the lowest prevalence was of the 23S rRNA gene with 18%
(C1=95%).

Descriptors: Sexually transmitted infections, gonorrhea, genetic resistance,
antimicrobials, microbiology, molecular biology.
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1. INTRODUGAO

1.1Infecgdes sexualmente transmissiveis

As infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) sdo causadas por virus,
bactérias e outros microrganismos e a transmissao ocorre por meio do contato
sexual (oral, vaginal e anal) sem o uso de preservativo e também pode ocorrer
pela gestacdo. Representam um grande problema na saude publica, pois
causam impacto na vida de brasileiros e de pessoas ao redor do mundo e
também sado consideradas de suma importancia e representam desafios as
autoridades governamentais de saude devido a sua magnitude e dificuldade de
acesso ao tratamento adequado’.

O tratamento inadequado das infec¢des sexualmente transmissiveis (IST)
ou 0 ndo tratamento pode resultar em complicagdes como a doencga inflamatoria
pélvica (DIP), gravidez ectodpica, infertilidade masculina e feminina, canceres,
abortos, prematuridade, natimortos, mortalidade neonatal e infecgdes
congénitas, além de aumentar o risco de transmissdo do HIV (human
immunodeficiency virus). No Brasil, a verdadeira situag&o epidemioldgica dessas
doencas e de suas complicagdes nao sao bem conhecidas, devido ao fato da
maioria das IST n&o ser de notificagdo compulséria, além da escassez de
estudos sentinelas e de base populacional.

1.2Histéria das IST em relagao as mulheres

O estudo do corpo feminino pela medicina reforgou a ideia, ao longo da
historia, de que a fungéo da mulher era exclusivamente a procriagdo?2. O modelo
de saude feminina era o0 modelo do corpo da boa méae utilizado para definir a
saude fisica, mental e moral da mulher*.Assim, consagrou-se a maternidade, que
possibilitava @ mulher limpar a sujeira do coito com a gestagcédo. A maternidade
retirava o contelido sujo e nefasto da sexualidade®.

No caso brasileiro, durante o periodo colonial, a Igreja também foi a
responsavel por buscar normatizar o comportamento feminino®. Para alcancar
algum reconhecimento social, a mulher deveria contrair matriménio. A partir dai,
poderia iniciar a vivéncia de sua sexualidade, exclusivamente dedicada a

procriacdo, bem como a tarefa de cuidar dos filhos e da casa®. Nessa época,
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entdo, tanto o ideal religioso como médico regulavam o que deveria ser o
comportamento feminino®.

Durante o século XX, as discussbes a respeito de saude coletiva e
vigilancia sanitaria, no que concerne as doengas sexualmente transmissiveis,
apresentavam um misto de argumentos técnico-cientificos e moralistas. Os
cuidados com a saude da mulher remetiam a contradigcbes. De um lado, a
preocupacao com as manifestagdes corporais da mulher e com a maternidade

e, de outro, a preocupacgdo com a moralidade e a honra feminina 59.

1.3 Contexto histoérico-social de mulheres em relagao as IST

As mulheres sdo especialmente mais vulneraveis as IST por
caracteristicas biolégicas e questdes sociais, que impdem a elas condigdes de
submissao e inferioridade em relacdo aos homens, privando-as, inclusive, do
poder de decisdo acerca da atividade sexual com protecao; atividade sexual
precoce, baixa escolaridade, baixa renda e a dependéncia econbémica das
mulheres, especialmente nos paises em desenvolvimento. Além disso, existe a
falta de percepg¢do da populagdo feminina em contrair uma IST, visto que as
mesmas atrelam esse risco em outras mulheres e ndo em si mesmas. Destaca-
se também, que a maioria das mulheres associa o0 uso do preservativo como
forma de evitar uma gravidez ndo planejada e ndo como prevengéo contra IST”8,

A vulnerabilidade pode ser definida como uma situagéo resultante de um
conjunto de fatores individuais, programaticos, sociais e culturais,
interdependentes e mutuamente influenciaveis, relacionados ao grau e modo de
exposicdo a uma dada situagdo, que acarretam maior suscetibilidade ao
adoecimento®'®. A vulnerabilidade s&o processos provenientes do nao
reconhecimento, ou desrespeito, com consequéncias danosas para aqueles que
o sofrem, ao mesmo tempo em que expdem fragilidades (afetivas, normativas e
éticas) que reclamam respostas que podem se estender do plano das relagdes
interpessoais até o campo macro politico da conformacdo das normatividades

sociais e estruturagdes institucionais'®".
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1.4 Epidemiologia

1.4.1 Incidéncia mundial de IST

As IST persistem como problema de Saude Publica mundial. Em 2016, a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) estimou uma incidéncia de 376,4 milhdes
de casos de IST curaveis em pessoas de 15 a 49 anos de idade, entre os quais
destacaram-se 127,2 milhdes de casos de clamidia, 86,9 milhdes de casos de
gonorreia e 6,3 milhdes de casos de sifilis. Na Regido das Américas, estimaram-
se 29,8 milhdes de casos de clamidia, 13,8 milhdes de casos de gonorreia e 2
milhdes de casos de sifilis'!, (conforme figuras 1 e 2). Tais estimativas indicam
alta frequéncia das IST e justificam a estratégia global da OMS e a defini¢ado de

agdes prioritarias para alcangar metas de eliminagdo das IST até 2030213,

1.4.2 Incidéncia mundial de gonorreia

Existem evidéncias de que no final dos anos 1990, a incidéncia de
gonorreia voltou a aumentar, especialmente em algumas subpopula¢cdes. Nos
Estados Unidos da América, Europa e Australia foi observado crescimento da
incidéncia na populacdo de HSH (homens que fazem sexo com homens). Na
Australia, taxas em alguns centros cresceram em 1998 em até 50%. No mesmo
periodo, a transmissdo endémica da gonorreia foi bastante significativa na
Suécia e na Dinamarca, especialmente em HSH. Desde 1990, tem ocorrido
aumento no numero de casos na Inglaterra e no pais de Gales, tanto em homens
quanto em mulheres. Em paises do leste europeu houve substancial aumento
da incidéncia de gonorreia e outras doengas sexualmente transmissiveis.
Nesses paises foi verificada mudanca no comportamento sexual, com aumento
da liberdade sexual, promiscuidade e prostituigao* 1.

Estimativas globais, publicadas pela Organizagdo Mundial de Saude em
2000, indicavam cerca de 62 milhdes de novos casos de gonorreia anualmente
no mundo, com maior numero de novos casos estimados ocorrendo no Sul e
Sudeste da Asia (29,11 milhdes), Africa Subsaariana (15,67 milhdes) e na
América Latina e Caribe (7,12 milhges)'®.
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Figura 1. Prevaléncia estimada de clamidia, gonorreia, tricomoniase e sifilis em
mulheres de 15 a 49 anos por regido da OMS, com base em dados de 2009-2016.
(WHO,2016) — Adaptado
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Figura 2. Prevaléncia estimada de clamidia, gonorreia, tricomoniase e sifilis em
homens de 15 a 49 anos por regido da OMS, com base em dados de 2009-2016.
(WHO,2016) - Adaptado
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1.4.3 Incidéncia de gonorreia no Brasil

No Brasil, ndo ha um mapa de distribuicdo das doencas sexualmente
transmissiveis e os dados da gonorreia sdo escassos. Segundo a ultima
estimativa do Ministério da Saude, ocorrem no pais anualmente cerca de
1.541.800 casos de gonorreia. Provavelmente, esses dados estdo
subestimados, visto que a notificagdo das doencas sexualmente transmissiveis
nao é integralmente obrigatéria. Essas portarias, entretanto, n&o preconizam a
distingao entre casos de uretrite gonococica e uretrite ndo gonocdcica, e ndo ha
garantia de que os casos estejam sendo realmente notificados nem da qualidade
dos relatérios emitidos. O Ministério da Saude procurou conhecer durante o
periodo de 2004 a 2005, em seis capitais (Goiania, Fortaleza, Porto Alegre, S&o
Paulo, Rio de Janeiro e Manaus), a prevaléncia das doengas sexualmente
transmissiveis no Brasil, sendo encontrada para gonorreia a prevaléncia de 0,9%
para homens trabalhadores de industria, 1,5% para gestantes, e 7,4% para
usuarios de clinicas de doengas sexualmente transmissiveis, sendo 3,3% para
as mulheres e 18,5% para os homens'3.

As IST que fazem parte da lista nacional de notificagdo compulséria
incluem os casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), HIV, HIV
em gestantes, hepatites virais, sifilis em gestantes, sifilis adquirida e sindrome
do corrimento uretral masculino. Os protocolos de HIV e hepatites séo
especificos e tratados separadamente’® 17,

Em paises em desenvolvimento as IST estdo entre as 10 causas mais
frequentes de procura por servicos de saude, com consequéncias de natureza
sanitaria, social e econdmica. A falta de acesso a servicos de saude efetivos e
confiaveis se refletem no aumento das IST em muitos paises e essas infecgdes
podem representar até 17% de perdas econbmicas, causadas pelo binbmio
saude-doenca’.

1.5Manifestagoes clinicas de gonorreia em mulheres
A gonorreia € doenga infecciosa do trato urogenital, bacteriana,

transmitida quase que exclusivamente por contato sexual ou perinatal. Acomete

primariamente as membranas mucosas do trato genital inferior e menos
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frequentemente aquelas do reto, orofaringe e conjuntiva. Trata-se de afec¢ao de
manifestagdes clinicas pleomdrficas, variando desde a auséncia total de
sintomas até a ocorréncia de salpingite aguda, uma das causas mais comuns de
infertilidade feminina no mundo. Além disso, sdo consequéncias adicionais
importantes as infecgdes bacteriémicas, a conjuntivite neonatal e a epididimite
aguda'®1°,

Apesar da maioria das mulheres ndo sentirem sintomas quando estédo
com gonorreia, podem surgir os seguintes sinais: dor e ardor ao urinar,
incontinéncia urinaria, corrimento branco-amarelado e inflamagéo das glandulas
de Bartholin. Aqui o local primario da infecgdo genital situa-se na endocérvice
porém a N. gonorrhoeae é também frequentemente recuperada da uretra ou reto
e ocasionalmente das glandulas periuretrais de Skene e dos ductos das
gléandulas de Bartholin18. Entre 10% a 20% das mulheres que estdo com
gonorreia, a infecgdo ascende via endométrio para as tubas uterinas gerando
salpingite e a doenca inflamatdria pélvica (DIP)%. Infecgdes concomitantes por
Chlamydia trachomatis ocorre em 35% a 50% das mulheres gerando uma
infeccdo gonococica disseminada (IGD), que pode ocasionar pericardite,
endocardite, meningite e perihepatite?'-22.

As principais complicagdes nas mulheres sao: Bartholinite que € uma
inflamagéo na Glandula de Bartholin que gera a formagé&o de cistos e abscessos
profundos na parede vaginal. E o sintoma mais comum na mulher, sendo um
fator de risco na idade reprodutiva, pois pode ocasionar infertilidade?. A
salpingite, também conhecida como anexite € uma inflamagéo pélvica das tubas
uterinas e provoca endometrite, ooforite, abscessos tubo-ovariano e peritonite e
trata-se de causa significativa de infertilidade, gravidez ectopica e dor pélvica
crénica®*. Pode ocasionar a famosa DIP que é observada em 90% dos casos.
Os sintomas nesses casos incluem dor na mobilidade cervical, dor uterina,
corrimento vaginal secundario, endometrite e cervicite?+25.

A faringite gonocécica é uma infecgéo na faringe que acomete entre 10%
a 20% das mulheres que tem contato sexual com homens infectados por N.
gonorrhoeae e cerca de 70% dos casos de faringite gonococica sao
assintomaticos, porém se essa infeccdo se tornar crénica pode causar
conjuntivite crénica e endocardite bacteriana??. A perihepatite aguda (sindrome
de Fitz-Hugh e Curtis) ocorre primariamente por extensao direta da N.
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gonorrhoeae ou da Chlamydia trachomatis da tuba uterina a capsula hepatica e
ao peritdnio adjacente'®.

A gonorreia nas gestantes associa-se com risco aumentado de aborto
espontaneo, parto prematuro, ruptura prematura de membranas e mortalidade
fetal perinatal, porém nao esta claro se a infecgdo gonococica se responsabiliza
por estas consequéncias ou se constitui simplesmente um marcador para alto
risco devido a outros mecanismos patogénicos. As manifestagdes clinicas da
gonorreia ndo se alteram na gravidez, exceto que a doenga inflamatoria pélvica
e a perihepatite revelam-se raras apds o primeiro trimestre, quando o concepto
obstrui a cavidade uterina:- Maes infectadas podem transmitir a N. gonorrhoeae
para o concepto intrauterino, durante o parto, ou no periodo pés-parto. A
conjuntivite gonococica do neonato (oftalmia neonatal) representa a

manifestagdo mais comumente reconhecida’®.

1.6 Infecgao bacteriana

1.6.1 Neisseria gonorroheae

A gonorreia encontra-se entre as mais antigas doengas humanas
conhecidas, havendo referéncias da uretrite venérea nos escritos chineses, no
Velho Testamento biblico e em outras literaturas da antiguidade. O nome
gonorreia origina-se do grego e foi Galeno (130-200 d.C.) que assim a
denominou - gonorreia (gonos = espermatozoide + rhoia = corrimento), pela
confusdo do exsudato purulento com sémen?6.Neisser em 1879 descreveu o
organismo e Leistikow e Loeffler o cultivaram em 1982, quando recebeu a
denominacgéo de N. gonorrhoeae?® 8-,

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 séo as que apresentam maior importancia de saude publica. A
diferenciagao das espécies pode ser feita através da oxidacdo dos agucares. A
N. gonorroheae oxida a glicose, mas ndo a maltose, sacarose ou lactose?’.

A N. gonorrhoeae é um diplococo Gram-negativo, ndo flagelado, n&o
formador de esporos, encapsulado, anaerébio facultativo, com diametro entre
0,6 a 1,06u. Na bacterioscopia corada pelo método de Gram, apresenta-se como
duas estruturas reniformes justapostas, espelhadas pela concavidade e
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aproximadas pela extremidade, quase sempre agrupadas em massa no espago
extracelular e/ou no citoplasma dos polimorfonucleares abundantes®®. Como
todas as bactérias Gram-negativas, o gonococo possui envelope celular
composto de trés camadas distintas: uma membrana citoplasmatica interna, a
parede celular de peptideoglicano e membrana externa. A camada de
peptideoglicano da N. gonorroheae pode também contribuir para a resposta
inflamatadria, porque os fragmentos de peptideoglicano gonococicos mostram-se
toxicos as tubas uterinas e causam consumo de complemento?®: 24,

O gonococo nao tolera redugdo da umidade e as amostras devem ser
inoculadas imediatamente em meio apropriado. Obtém-se crescimento melhor
em temperaturas de 35 a 37°C, e muitas amostras requerem uma certa
quantidade de dioxido de carbono ou de bicarbonato. Colbnias tipicas surgem
em 24 a 48 horas, porém sua viabilidade no meio perde-se rapidamente por
autolise®.

Muitos gonococos possuem plasmideo de conjugagéo e, portanto, podem

transferir outros plasmideos n&o-proprios com alta eficiéncia3'32.

1.6.2 Patogenicidade da N. gonorrhoreae

A N. gonorrhoeae primeiramente se fixa as células da mucosa, penetram
e se multiplicam no interior das células, aderindo-se ao epitélio urogenital. Em
seguida, causa uma lesao subepitelial. A presencga de pili € importante para a
fixagcdo da bactéria. A proteina de opacidade - Opa (media a aderéncia a células
epiteliais) se fixa na superficie da célula hospedeira e, dirige a migracéo das
bactérias para as células epiteliais. Acredita-se que a proteina porina- Por
(promove a sobrevivéncia intracelular) tem a capacidade de proteger as
bactérias fagocitadas da destruicdo intracelular ao inibir a fusdo do
fagolisossomo. O Lipo-oligossacarideo- LOS gonocdcico que tem efeito toéxico e
mimetiza estruturas da membrana celular estimula a resposta inflamatéria e a
liberacdo de TNF-a responsavel pela maioria da sintomatologia associada a N.
gonorrhoeae®:.

A habilidade que a N. gonorrhoeae tem em modular os seus antigenos de
superficie com elevada rapidez aliada a elevada ocorréncia de mutagdes
pontuais no seu cromossoma sao a base do seu sucesso como patdogeno

estritamente humano. Varias moléculas sao produzidas pela bactéria para
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permitir a colonizacio e/ou infecdo do hospedeiro, incluindo adesinas, que sao
fatores cruciais na colonizacao inicial da mucosa humana3.

O fator mais marcante da viruléncia desta bactéria € precisamente a sua
capacidade de modular a expresséo dos seus antigenos de superficie tanto “in
vitro” como “in vivo”. Assim, a bactéria pode evadir-se do sistema imunitario do
hospedeiro e modular a adeséao e invasao de diferentes células. A sua integracéo
nas células epiteliais envolve a integragao de varios fatores de viruléncia sendo,
o pili, lipoligossacarideo (LOS), proteina porina, proteina de opacidade, e outras
proteinas tais como a Rpm, Fbp, H83%.

A N. gonorrhoeae possui Pili do Tipo IV que sao filamentos flexiveis
longos, constituidos por subunidades da proteina pilina de peso molecular 16.5
a 21.5 kDa, e podem estender-se por varios micrometros a partir da superficie
da célula, sado codificados pelo gene pilE. Os pili tipo IV estdo fortemente
relacionados com a viruléncia dos gonococos e sua capacidade de causar
doenga. Esta estrutura sofre continuamente variagdo antigénica, o que
presumidamente possibilita a reinfegdo em grupos de risco. S&o os pili do tipo IV
que promovem a adesao e fixagao no processo de infe¢do sendo o primeiro fator
de viruléncia no ataque inicial da bactéria as células das mucosas dos tecidos
humanos e, somente as bactérias que os possuem, sao capazes de produzir
infecdo. Além da adesao e fixagao, os pili estdo envolvidos em outras funcdes
como facilitagdo da captacdo de DNA estranho do meio extracelular,
aumentando a frequéncia de transformacdo da bactéria e mantendo a
diversidade genética que sustenta o sucesso das espécies de Neisseria no
hospedeiro humano3+36,

Possuem também a porina (Por ou proteina I) que é a principal proteina
da membrana externa da N. gonorrhoeae, sendo essencial para a sobrevivéncia
e viabilidade da bactéria. E termoestavel com 34 a 35 kDa, codificada pelo gene
porB que possui dois alelos, o porA1a e porB1b. Ocupa toda a espessura da
membrana e tem como funcao controlar a entrada e saida de moléculas para o
espaco periplasmatico. Uma dada cepa produz uma ou outra, mas nunca as
duas proteinas PorA (P1A) ou PorB (P1B). A porina P1B de N. gonorrhoeae tem
a propriedade de modular a apoptose da célula eucaribtica através da interacao
com os canais dependentes de voltagem anidnica nas mitocéndrias. As porinas

também auxiliam na invasdo celular e cooperam com os pili para modular a
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sinalizacdo celular através da inducdo sequencial do fluxo de calcio e na
mobilizagdo do calcio intracelular para as células alvo. Estas proteinas tém sido
utilizadas em pesquisas epidemiologicas para caracterizagdo fenotipica dos
gonococos®.

Possuem proteinas Opa (adesinas) que sdo da familia de moléculas
transmembranares e formam oito cadeias de estruturas em folha f na membrana
externa da bactéria com quatro loops expostos a superficie. Estas proteinas
facilitam a aderéncia entre as bactérias e as células eucariotas (neutrofilos e
células epiteliais) e atuam na evasao ao sistema imune por variagao antigénica,
coadjuvando a invasdo do hospedeiro. Uma unica estirpe pode expressar de
nenhuma a quatro ou cinco proteinas Opa simultaneamente e a alternancia da
fase “on/off’ dos distintos genes opa aumentam a variagdo antigénica. As
proteinas Opa sofrem variagdo de fase (Opa+ e Opa-) e variagdo antigénica
(opaA, opaB, opaC...), de uma forma analoga as pilis. Cada gene opa € um gene
completo com zona promotora, e é sempre transcrito em acido ribonucleico
(RNA),

Na membrana externa da N. gonorrhoeae tem a Proteina Rpm — Proteina
lll, também conhecida como proteina de redugdo modificavel (reduction
modificable protein - Rmp) e tem um peso molecular de 30 a 31 kDa. Tem relag&o
estreita com o LOS e a Por, poucas variagdes intra e inter estirpes, e demonstra
acentuada semelhanga antigénica com a proteina da membrana externa da E.
coli, a OmpA34,.

Existe uma proteina que se conhece pouco, que é a proteina H8, mas
existem pelo menos duas proteinas com epitopo de ligagado reconhecido por
anticorpos monoclonais H8, em N. gonorrhooeae. Uma delas é a lipoproteina
azurina (Laz) que esta envolvida na defesa contra o stress oxidativo e toxicidade
do cobre®*.

A N. gonorrhoeae possui receptores funcionais de transferrina e
hemoglobina, mas nem todos possuem receptores funcionais de lactoferrina.
Desta forma, os receptores de lactoferrina e transferrina parecem ser
funcionalmente importantes para a infegdo da mucosa. A expressao do receptor
de hemoglobina é sujeito a variacado de fase e foi demonstrado que os isolados
de mulheres nas primeiras duas semanas do ciclo menstrual tém maior

expressao destes receptores quando comparados com os isolados de mulheres
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na outra metade do ciclo ou isolados de homens, sugerindo que a disponibilidade

de hemoglobina seja uma vantagem seletiva para a bactéria in vivo®*,

1.7 Diagnéstico de IST

De acordo com o Departamento de Condi¢gbes Crdnicas e Infeccdes
Sexualmente Transmissiveis (Ministério da Saude) as IST tém multiplas
apresentacgdes clinicas. No que diz respeito ao diagnostico das IST, a anamnese,
a identificagdo das diferentes vulnerabilidades e o exame fisico constituem-se
como elementos essenciais. Durante o exame fisico, deve-se proceder, quando
indicado, a coleta de material bioldgico para a realizagao de testes laboratoriais
ou rapidos®’.

A abordagem sindrémica, que se baseia nos aspectos clinicos para
classificar os principais agentes etioldgicos e definir o tratamento sem o apoio de
testes laboratoriais ou rapidos, ndo possui cobertura completa nos diferentes
aspectos das IST. Dessa forma, sempre que possivel, os testes laboratoriais ou
rapidos devem ser utilizados para auxiliar na definicdo do diagndstico. E
importante ressaltar que, mesmo que nao haja sinais e sintomas, as IST podem
estar presentes e ser, inclusive, transmissiveis®’.

Para auxiliar no diagnostico efetivo existem uma ampla gama de testes
laboratoriais, e estes dividem-se em trés tipos: Deteccdo direta do
microrganismo: Por meio de cultura, detecgdo de antigeno ou acido nucleico,
além da microscopia com o uso de coloragao apropriada. Detec¢ao da resposta
do hospedeiro: Por meio de testes soroldgicos. E de metabdlicos microbianos,
por meio de materiais que alteram o “pH" das secregbes vaginais®.

1.8 Diagnodstico de gonorreia

O diagnéstico laboratorial da gonorreia depende da identificacdo da N.
gonorrhoeae em um local infectado. O diagnostico € confirmado quando a N.
gonorrhoeae é detectada via exame microscopico com utilizagdo de coloragéao
de Gram ou cultura dos liquidos genitais?.

O isolamento por cultura € o método de diagnostico padrdo sendo
realizado com um meio de cultura seletivo o Thayer-Martin modificado, a partir

de amostras endocervicais e uretrais?°.
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A coloragdo Gram é sensivel e especifica para gonorreia em amostras
colhidas de homens com secregéo uretral. Normalmente, sdo vistos diplococos
intracelulares Gram-negativos. A coloragdo de Gram € muito menos precisa para
as infecgbes de cérvice, faringe e reto, ndo sendo recomendada para diagnostico
destes locais®®.

As linhagens de gonococos s&o frageis, as amostras obtidas precisam
ser rapidamente semeadas em meio apropriado e transportadas para o
laboratorio em um ambiente com acréscimo de dioxido de carbono. As amostras
do sangue e de liquidos articulares devem ser enviadas ao laboratério com
notificagdo de suspeita de infecgdo gonocacica.

A amplificagdo do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
oferece sensibilidade comparavel ou até mesmo superior a cultura, pois € um
método especifico, sensivel e rapido?.

Tem-se o material endocervical utilizando-se um swab no orificio externo,
com cuidado para evitar contato com a mucosa vaginal ou com secregdes. A
escolha dos pontos anatdmicos de obtencdo de material para estudo depende
dos sitios expostos e das manifestagdes clinicas??18.

1.9 Tratamento de gonorreia

Os medicamentos aceitaveis para o tratamento da gonorreia devem ter
eficacia proxima de 100%. Deve-se considerar que os padrdes de sensibilidade
antimicrobiana variam de acordo com a area geografica ou com a populagéo
estudada e flutuam ao longo do tempo, devendo o tratamento ser individualizado
de acordo com os dados epidemiolégicos. Umas variedades de fatores, além da
sensibilidade antimicrobiana, influenciam as decisdes terapéuticas na
gonococica. Estes incluem caracteristicas farmacocinéticas do agente, eficacia
nas infeccdes complicada e n&o-complicada, toxicidade, conveniéncia da
administracéo e custo’®.

A terapia preconizada atualmente para o tratamento da gonorreia utiliza
dois antibidticos com mecanismos de acgao diferentes, com objetivo de melhorar
a eficacia do tratamento e retardar o desenvolvimento de resisténcia. Para essa
finalidade, recomenda-se uma unica dose de 250 mg de ceftriaxona pela via

intramuscular e 1 g de azitromicina pela via oral, os quais acabam com a
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infecgdo, mas nao reparam qualquer lesdo causada pela doenca. A utilizagcao da
azitromicina no tratamento de gonorreia se deve ao fato de que pessoas
infectadas com a N. gonorrhoeae possuem alta probabilidade de estarem
infectadas com C. Trachomatis, desta forma, a dupla terapia se torna eficaz tanto
para o tratamento de gonorreia como também para o tratamento de clamidia®?2.

Recomenda-se como terapia inicial um dos quatro esquemas terapéuticos
alinhados abaixo: ceftriaxona 250mg intramuscular, cefixime 400mg via oral,
ciprofloxacina 500mg via oral ou ofloxacina 400mg via oral, sendo todos
administrados em dose unica?®.A Ciprofloxacina e ofloxacina devem ser evitadas
em gestantes e ndo apresentam atividades contra a sifilis?2.

Esquemas em dose unica com varias outras cefalosporinas, quinolonas
ou outros antibidticos podem ser utilizados, mas n&do mostram vantagens sobre
esses quatro regimes recomendados. A espectinomicina 2g intramuscular em
dose unica pode ser utilizada em gestantes com historia de alergia a penicilina
ou as cefalosporinas. Independente do antibidtico de unica dose escolhido, o
tratamento inicial deve ser seguido de uma terapia ativa contra Chlamydia
trachomatis*°. Os esquemas recomendados sdo a doxiciclina 100mg 12/12h por
via oral diariamente por 7 dias, ou dose Unica de azitromicina 1g via oral*'.
Mulheres gravidas com gonorreia ndo complicada devem ser tratadas com
ceftriaxona em dose unica de 250mg intramuscular. A doxiciclina e as quinolonas
mostram-se contraindicadas na gravidez, sendo que é recomendo realizar novos
testes para se documentar cura, exceto quando ha persisténcia dos
sintomas'842,

Os pacientes com infecgdo gonococica disseminada devem ser tratados
inicialmente com ceftriaxona 1g intravenosa ou intramuscular diariamente por 14
dias. Infecgcdes ndo complicadas em criangas e neonatos devem ser tratadas
com ceftriaxona 25-50mg/kg, n&o excedendo 125mg. A conjuntivite e a doenga
disseminada devem ser tratadas com essa dose por 7 a 10 dias’8.

1.10 Abordagem geral sobre antimicrobianos

Os primeiros antibiéticos eram substancias produzidas por diversas
espécies de microrganismos que impediam o desenvolvimento de outros
microrganismos. Estes diferem uns dos outros nas suas propriedades fisicas,

quimicas, farmacoldgicas, no espectro e mecanismos de agdo*344. Para que os
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antibiéticos tenham um efeito eficaz € importante que a sua concentragao, no
local da infecgéao, seja suficiente. Os antibidticos podem apresentar duas fungdes
distintas, a inibigdo do crescimento bacteriano através da ag&o bacteriostatica, e
a destruicdo de uma populacdo bacteriana, por uma acio bactericida. A acao
bacteriostatica impede o crescimento das bactérias, mantendo o mesmo na fase
estacionaria®®. E a bactericida atua em processos vitais para a célula levando a
morte celular*344,

Os antibidticos ideais definem-se por diversas caracteristicas, tais como,
alvo seletivo, alcancar rapidamente o alvo, bactericida, espectro estreito de
forma a nao afetar a flora saprofitas, com baixo nivel toxico e elevados niveis
terapéuticos, poucas reagdes adversas, quer seja toxicidade ou alergia, varias
vias de administragdo, tais como, oral, intravenosa (IV) e intramuscular (IM).
Deve ter uma boa absor¢éo e caso seja administrado por via oral, ter uma boa
absorcao intestinal, boa distribuigcdo no local de infecgao e ser um antibidtico pro-
hospedeiro, isto €, que ndo contraria as defesas imunoldgicas, ndo deve induzir
resisténcias e deve ter uma boa relacédo custo/eficacia. No entanto nem todas
estas caracteristicas conseguem ser obtidas, pois a relagao entre os antibioticos
e as bactérias ndo é linear*.

1.11 Classificagao das familias de antimicrobianos

Ao longo dos anos foram descobertos e posteriormente descritos os
antimicrobianos hoje conhecidos. A classificagdo mais comum dos antibioticos
baseia-se no seu mecanismo de agdo. Assim sao descritos cinco mecanismos
de acéo: Inibigdo da sintese da parede celular; destruigdo ou dano da membrana
plasmatica; inibicdo da sintese proteica nos ribossomos; inibigdo da sintese dos

acidos nucleicos; inibicdo da sintese de metabolismos celulares*344:46,

1.11.1 Antimicrobianos que inibem a sintese da parede celular

7

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria € essencial manter a
integridade da parede celular, sendo importante referir que a parede celular das
bactérias Gram positivas e das bactérias Gram negativas € diferente. A parede
celular é suficientemente flexivel em virtude da sua estrutura entrelacada do seu

principal constituinte, o peptidoglicano, com o alto indice de ligagbes cruzadas®.
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Os antimicrobianos [(-lactdmicos, com suas estruturas quimicas sao
bastante prescritos nos dias atuais, dada a sua eficacia terapéutica e baixa
toxicidade. Este grupo de antibidticos engloba as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems, monobactamicos e alguns inibidores das B-lactamases. Todos
estes antibidticos contém na sua estrutura molecular um anel B-lactamico,
diferindo nas cadeias laterais*347.

As cefalosporinas sdo classificadas por geragdes: 12 geracdo exibe
atividade na presencga de microrganismos Gram positivos e atividade moderada
na presenca de bactérias Gram negativas; 22 geragao tem atividade melhorada
na presenga de Gram negativos e incluem farmacos com atividade anti-
anaerobica; 32 geracdo apresenta atividade na presenca de Gram positivos e
Gram negativos, nomeadamente na presencga da familia de Enterobacteriaceae;
as cefalosporinas de 4?2 geragcdo tém um espectro semelhante ao das
cefalosporinas de 32, porém com maior estabilidade face as B-lactamases®.

1.11.2 Antimicrobianos que inibem a sintese da proteica dos

ribossomos

Os ribossomos bacterianos sdo organelas celulares constituidos por duas
subunidades, 30s e 50s, onde ocorre a ligagao dos farmacos de forma a inibir ou
modificar a sintese proteica**#*. Sdo exemplo de antibidticos que inibem a
sintese proteica, os aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicdis, macrolitos,
lincosamida e oxazolinidonas. Sdo separados entre 0os que possuem acao na
Subunidade 30s, a¢édo na Subunidade 50s, e agdo sobre a tARN*.

As tetraciclinas apresentam um espectro de agdo amplo, que engloba a
maioria das bactérias Gram positivas e Gram negativas, quer anaerdbias como
aerdbias*®4344 Os macrolitos possuem na sua constituicdo anéis de lactona aos
quais se ligam um ou mais agucares. Deste grupo fazem parte a eritromicina,
claritromicina e azitromicina. Os macrdlitos inibem a sintese das proteinas

através da sua ligagao reversivel a subunidade 50s*3.

1.11.3 Antimicrobianos que inibem a sintese da membrana

citoplasmatica

Existem antimicrobianos que conseguem desorganizar a membrana

citoplasmatica, podendo ser agentes anions, cations ou néutrons. Como por
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exemplo polimixinas (Polimixina C ou Colistina ou Polimixina E) que s&o
moléculas anfipaticas tensoativas, pois contém grupos tanto lipofilicos como
lipofobicos. Estas interagem com a molécula de polissacarideo presente na
membrana externa, retirando o calcio e 0 magnésio necessario a estabilidade da
mesma. A permeabilidade na membrana modifica-se imediatamente em contato
com o farmaco e a subsequente entrada de agua na célula causa a sua
destruicdo. A sensibilidade a polimixina B esta relacionada com o conteudo
fosfolipidico da parede celular. Também apresenta atividade anti-endotoxina,
através da ligagdo da polimixina B a porgao lipidica A do lipossacarideo das

Gram negativas e inativando a endotoxina*34446.

1.11.4 Antimicrobianos que alteram a sintese de acidos nucleicos

Os antimicrobianos que interferem na sintese dos acidos nucleicos sao as
fluoroquinolonas (ciprofloxaxina, norfloxacina e ofloxacina) e a rifampicina (¢ um
antibidtico ativo na presenca de quase todos os microrganismos)*’.

As quinolonas sdo os antibioticos mais antigos, em particular o acido
nalidixico, que era usado no tratamento de infec¢des do sistema urinario. Tem
uma utilidade terapéutica limitada e um rapido desenvolvimento de resisténcia
bacteriana*34446 A enzima DNA girase presente em Escherichia coli apresenta
duas subunidades A e B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB respectivamente.
As duas subunidades A desempenham a fung¢do de corte dos filamentos da
enzima girase, constituindo o local de agao das quinolonas. Os farmacos inibem
a superespiral do DNA de forma que impede o crescimento bacteriano. As
mutagdes do gene que codifica o polipeptideo das subunidades A podem conferir

resisténcia a esses farmacos?*643.44,

1.11.5 Antimicrobianos que alteram os metabolismos celulares

O metabolismo celular retratado neste ponto € a sintese do acido fdlico,
que pode ser inibido pelas sulfonamidas ou da sua combinagcdo com o
trimetroprim. As sulfonamidas foram dos primeiros antibidticos a serem utilizados
em doencas infecciosas. Estes possuem um espectro de acédo bastante amplo,
na presenca de Gram positivos e Gram negativos. No entanto nos ultimos anos
surgiu o desenvolvimento de estirpes resistentes. As sulfonamidas exercem o

efeito bacteriostatico em Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
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Haemophilus influenzae e ducreyi, Nocardia sp., Actinomyces sp.,
Calymmatobacterium granulomatis e Chlamydia trachomatis 464344,

O trimetoprim é o agente mais ativo que exerce um efeito sinérgico
quando utilizado com uma sulfonamida. Trata-se de um percursor inibidor
competitivo e selectivo da diidrofolato redutase microbiana. Desta forma a
administragdo concomitante destes leva a bloqueios sequenciais na sintese de
tetraidrofolato do microrganismo a partir de moléculas percursoras34647.

Na tabela abaixo segue todas as classes de antimicrobianos,
especificando o seu alvo e mecanismo de acéo.

Tabela 1. Modos de acdo e mecanismos de resisténcia dos antibiéticos

Classe de Exemplos Alvo Modo(s) de Resistencia
Antimicrobianos
Penicilinas
Lactamicos (ampicilina), Biossintese de Hidrolise, efluxo, alvo
cefalosporinas peptidoglicano alterado

(cefamicina),

Aminoglicosideos  Gentamicina, Traducéao Fosforilagdo, acetilagao,
estreptomicia, nucleotidilagao, efluxo, alvo
espectinomicina alterado (Reprogramagéao da
Glicopeptideos Vancomina, b|o§3|nte§e de
teicoplanina Traducao da peptideoglicano
o o biossintese de
Tetraciclinas Minociclina, peptidoglicano
tigeciclina
Macrolideos Eritromicina, Hidrdlise, glicosilacao,
azitromicina fosforilagado, efluxo, alvo
alterado
Lincosamidas Clindamicina Nucleotidilagao, efluxo, alvo
alterado CO liase
Estreptograminas Quinuspristina/ Tradugéo (estreptograminas tipo B),

acetilagao (estreptograminas

Dalfopristina _
tipo A), efluxo, alvo alterado

Oxazolidinonas Linezolida Ef fluxo, alvo alterado
Fenicéis Cloranfenicol
Quinolones Ciprofloxacina Replicacdo de DNA Acetilagdo, efluxo, alvo
alterado
Pirimidinas Trimetoprima

C1 metabolismo
Sulfonamidas Sulfametoxazol efluxo, alvo alterado
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Rifamicinas Rifampicina Transcricéo ADP-ribosilacao, efluxo, alvo
alterado
Lipopeptideos Daptomicina Alvo alterado
Célula membrana
Peptideos Colistina Alvo aletrado, efluxo
Catidnicos

Adaptado de Wright,GD (2007)

1.12 Resisténcia a antimicrobianos

O uso bem-sucedido de qualquer agente terapéutico € comprometido pelo
desenvolvimento potencial de tolerancia ou resisténcia a esse composto desde
o momento em que é empregado pela primeira vez. Uma ampla gama de
mecanismos bioquimicos e fisiolégicos podem ser responsaveis pela resisténcia.
No caso especifico dos agentes antimicrobianos, a complexidade dos processos
que contribuem para o surgimento e disseminag&o da resisténcia ndo pode ser
superestimada, e a falta de conhecimento basico sobre esses topicos € uma das
principais razdes pelas quais houve tdo poucos avangos significativos na
prevencao e controle eficazes do desenvolvimento de resisténcia“®.

Muitos dos patdgenos bacterianos associados a epidemias de doengas
humanas evoluiram para formas multirresistentes apos o uso de antibioticos. O
termo "superbactérias" refere-se a micrébios com morbidade e mortalidade

aumentadas devido a multiplas mutagdes que conferem altos niveis?®.

1.12.1 Bases genéticas da resisténcia

A resisténcia acontece através de dois grandes mecanismos: esistencia
intrinseca ou mutagdo num /oci do cromossoma ou transferéncia horizontal de
genes, isto é, por aquisicdo de genes de resisténcia anteriormente presentes
noutros microrganismos*®. Os genes responsaveis pela resisténcia contidos em
plasmideos, normalmente codificam enzimas que inativam os antibioticos ou
reduzem a permeabilidade das células. Em contraste, a resisténcia conferida por
mutagdes cromossomais envolve a modificagdo do alvo®.

As mutagbes sao alteragdes na estrutura dos genes, que podem ocorrer
durante a replicacdo. As mutacdes induzidas devem-se a acado da radiacéo,
como por exemplo a ultravioleta ou ionizante, os agentes alquilantes, a

hidroxilamina ou a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS). Se o erro
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for um beneficio para a bactéria, como no caso da resisténcia aos antibidticos,
entdo tendera a predominar naquela espécie. Assim o maior problema da

resisténcia mediada por mutagéo € a sua transmissao as geragdes seguintes, o

que torna a bactéria resistente predominante®4’.

Tabela 2. Descrigdo dos tipos de possiveis mutagdes genéticas de resisténcia

Tipo de mutagao

Descricao

Consequéncias da
mutagao

Transicao
Reposigao

Transversao

Macrodelegao

Delecao _
Microdelecéao

Macroinsercao

Insergao o
Microinsercgao

Inversao

Troca de uma
pirimidina por outra ou
de uma purina por
outra
Troca de uma purina
por uma pirimidina ou
vice-versa
Remocao de varios
nucleotideos

Remocgao de um ou
dois nucleotideos

Inclusao de varios
nucleotideos

Inclusdo de um ou dois
nucleotideos

Remocgao de uma
porcao de DNA e
inser¢cao da mesma
noutro local do
cromossoma de forma
invertida

Formacéao de codons
nonsense que
origina peptidos
incompletos ou
formacéao de cdédons
missense que
alteracao a proteina.
Peptideos
incompletos

Frame shift resulta
em coddén nonsense
ou em peptidos
incompletos
Peptidos
incompletos

Frame shift resulta
em codon nonsense
ou em peptidos
incompletos

Codificagcao de
proteinas nao
funcionais

Adaptado de Neihardt, 2004 e Galvao, M 2013

A transferéncia horizontal de genes é um processo de aquisicdo de
material genético entre bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes.
Pode ocorrer por trés mecanismos, transformagao, transdugao ou conjugagao e
ainda por transposi¢cao*®#’. Este processo de transmissdo de genes é possivel

devido a presenca de estruturas especificas no DNA designadas de integrons.
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Estes sédo por¢cées de DNA com capacidade para capturar genes que codificam
a resisténcia a antibiéticos por recombinagdo num local especifico®’.

Na transformacao a bactéria recebe partes de DNA presentes no meio
envolvente. A bactéria receptora ira englobar no seu material genético as
fraccdes de DNA adquiridas. Esta por¢gao de DNA tem de ter pelo menos 500
nucleotideos para se conseguir integrar no DNA hospedeiro, e resulta da morte
ou lise de outra bactéria®®-*°.

A transdugao envolve a presenga de bacteriofagos (também designados
de fagos), que funcionam como vectores do DNA, do dador para o hospedeiro.
Cada fago transporta uma porgdo pequena de DNA da bactéria destruida
anteriormente, protegendo a sua integridade das nucleases existentes no meio
envolvente. Ao infectar uma nova bactéria, a porgdo de DNA ira integrar-se no
DNA da bactéria infectada*®4.

A conjugacao € um processo que ocorre entre células bacterianas, da
mesma ou de diferentes espécies, que ao entrarem em contato direto trocam
pequenas porgdes de material genético, como plasmideos*®%°. O plasmideo
apresenta-se como uma porgédo de DNA extra cromossOdmico, que contém genes
que permitem a sua replicagcdo autonoma e transferéncia para outras células.
Alguns plasmideos contém um grupo de genes, designados de tra, que significa
transfer, e que tém a capacidade de realizar a transferéncia do mesmo da
bactéria dadora (F+) para a receptora (F-), por formacgao do pili, codificado pelo
fator F (ou fator de fertilidade)®°.

A transposigcdo é um processo de transferéncia genética, resultante da
interac¢do entre duas bactérias diferentes, que na maioria das vezes utiliza a

conjugagéo como via*’.

1.12.2 Mecanismo de resisténcia intrinseca ou natural

No sentido tradicional, a resisténcia a antibidticos €& frequentemente
considerada uma caracteristica adquirida por bactérias previamente suscetiveis,
cuja base pode ser atribuida a aquisigdo horizontal de novos genes*, ou a
ocorréncia de mutagbes espontdneas dentro de genes localizados
cromossomicamente que sdo subsequentemente transmitidos verticalmente
conforme a bactéria se replica®?. Além da capacidade das bactérias de 'adquirir’

resisténcia, elas também sio intrinsecamente resistentes a diferentes classes de
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antibidticos; um tragco que € universalmente encontrado no genoma de uma
espécie bacteriana, é independente da presséo seletiva do antibidtico e nao é
credenciado para transferéncia horizontal de genes. De fato, o exemplo
convencional de resisténcia intrinseca a antibiéticos € o fenotipo multirresistente
a drogas (MDR) exibido por bactérias Gram-negativas, que sdo insensiveis a
muitas classes de antibidticos Gram-positivos clinicamente eficazes. A base
molecular desse fendbmeno € a presenga da membrana externa Gram-negativa,
que é impermeavel a muitas moléculas, e a expressao de numerosas bombas
de efluxo MDR que reduzem efetivamente a concentragéo intracelular da droga
em quest&ao®354,

A resisténcia intrinseca refere-se a existéncia de genes nos genomas
bacterianos que poderiam gerar um fendtipo de resisténcia, ou seja, proto ou
quase resisténcia. Diferentes géneros, espécies e cepas exibem faixas de
fendtipos de resposta a antibidticos. Desde o inicio deste milénio, a
disponibilidade de técnicas de mutagénese em todo o genoma e o
sequenciamento rapido do genoma bacteriano revelou muitas fungdes genéticas
potenciais / intrinsecas em bactérias que podem levar a fenétipos de resisténcia
em situagdes clinicas. Por exemplo, uma rota genética comum para aumentar a
resisténcia aos antibidticos € a amplificagdo do gene, principalmente para
resisténcia as sulfonamidas®® e trimetoprima®-48.

Muitos dos supostos genes de "suscetibilidade" identificados, como genes
que sdo geneticamente recessivos, podem nao levar a um fenétipo de
resisténcia. No entanto, tais abordagens identificam genes r potenciais e
fornecem informacgdes sobre a biologia de sistemas de resisténcia. As analises
de microarray de RNA dos efeitos dos antibioticos forneceram informacgdes
preditivas semelhantes®’. Simplificando, o aumento do nimero de cdpias dos
genes-alvo de um antibidtico pode levar a redugao da concentragao intracelular
do inibidor como resultado da titulagao%848.

1.12.3 Mecanismo de resisténcia adquiridos

Existem quatro grandes mecanismos de resisténcia aos antibioticos que
sdo: a alteracdo da permeabilidade, a alteracado do local de agédo, a bomba de

efluxo e 0 mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do antibiotico®’.
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A permeabilidade da membrana celular € essencial para que o antibidtico
tenha o efeito desejado, quer seja bactericida quer bacteriostatico*®. Nas
bactérias Gram negativas, a membrana interna € constituida por fosfolipideos e
a membrana externa por lipideos. A sua constituicdo confere uma lenta
penetracdo do farmaco e a passagem pela membrana externa € realizada
através das porinas, que formam canais hidrofilicos. Os farmacos podem
penetrar através da membrana celular de trés formas, através da difusdo pela
porinas, por difusdo na bicamada fosfolipidica ou por self promoted uptake*.

O tipo de resisténcia que ocorre pela alteracdo do local de acao
caracteriza-se pela diminuicdo ou mesmo auséncia de afinidade do antibidtico
ao local de ligac&o. Esta ocorre por alteragdo da estrutura do peptidoglicano,
interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA?°.

As bombas de efluxo sédo proteinas presentes nas membranas. Neste tipo
de resisténcia ocorre um transporte ativo dos antibiéticos do meio intracelular
para o meio extracelular*’. Existem diversos tipos de bombas de efluxo, que se
categorizam em cinco classes de transportadores, tais como, major facilitator
family (MFS), multidrug and toxic efflux (MATE), resistance-nodulation-division
family (RND), small multidrug resistance (SMR), adenosine triphosphate binding
cassette (ABC)*.

O mecanismo enzimatico de resisténcia devido a inativagdo do farmaco
resulta da produgédo, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inativam o
antibiodtico. Existem trés grandes estratégias, tais como, hidrolise, transferéncia

de um grupo ou processo redox*%47,

1.12.4 Mecanismos de agao de antimicrobianos associados a
resisténcia genética de N. gonorrhoeae

Desde que os primeiros antibiéticos como as sulfonamidas, foram
adotados como estratégia de tratamento, evidenciou-se uma grande capacidade
dessa bactéria em desenvolver resisténcia, foi observado em varios estudos a
existéncia de linhagens de N. gonorrhoeae com alta susceptibilidade para muitas
classes de antibidticos??.

Isso acontece porque certas bactérias tém habilidades de alterar o seu
material genético por meio de selegdo natural, mutagbes génicas ou adquirir

plasmideos de resisténcia. Esses genes podem estar localizados em



41

cromossomos ou plasmideos gerando assim, dois possiveis meios de
resisténcia. As alteracbes cromossOmicas afetam os “sitios-alvos” dos
antibioticos ou o funcionamento das porinas e das bombas de efluxo, enquanto
as alteragbes plasmidiais podem conter genes que codificam enzimas
modificadoras de antibiéticos®®%2.

As espécies comensais de Neisseria spp. geralmente habitam o corpo
humano e sédo expostas com maior frequéncia aos antibidticos de uso geral,
assim a resisténcia pode ter surgido inicialmente nas espécies comensais de
Neisseria spp. e posteriormente transferindo genes de resisténcia para a N.
gonorrhoeae. Além disso, a vigilancia ineficaz in vitro e as falhas terapéuticas
sdo0 provavelmente uma das principais causas da resisténcia®%.6%22,

Estudos feitos em murinos comprovaram que a N. gonorrhoeae possui
um aumento da expresséo génica que gera uma bomba de efluxo de resisténcia
a multiplos farmacos a MtrC-MtrD-MtrE, devido a maior atividade do promotor de
transcrigdo (MtrA), o que ocasiona a retirada dos farmacos de dentro do

citoplasma bacteriano, tornando o farmaco ineficaz®'.6222,

1.12.5 Resisténcia as Quinolonas

As quinolonas séo inibidoras das enzimas DNA-girase resultando em sua
atividade bactericida. A N. gonorrhoeae, desenvolveu resisténcia as quinolonas
através de mutagdes que alteram a conformacédo das enzimas DNA-girase,
reduzindo a afinidade com as quinolonas. As mutagdes no gene (gyrA) da N.
gonorrhoeae estdo associadas com essa resisténcia®®?2. As duas “subunidades
A” desempenham a fungdo de corte dos filamentos da enzima girase,
constituindo o local de agéo das quinolonas. Os farmacos inibem a super espiral
do DNA de forma a impedir o crescimento bacteriano. As mutag¢des do gene que
codifica o polipeptidio das “subunidades A” podem conferir resisténcia a esses
farmacos*6:4344,

Compreendem uma classe de antibioticos de largo espectro usados para
tratar uma variedade de infecgdes, sdo derivadas do acido nalidixico. O
mecanismo de agao ocorre atraveés da inibigdo da atividade da DNA-girase (em
bactérias Gram negativas) e da topoisomerase, especificamente a IV (em
bactérias Gram positivas), que sdo enzimas essenciais para a replicagdo do DNA
bacteriano. Entretanto, qualquer fator capaz de separar os filamentos resulta no
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super enrolamento positivo excessivo do DNA em frente do ponto de separagéao.
Para combater este processo a enzima bacteriana DNA girase & responsavel
pela introdugao continua de espirais negativas no DNA. Trata-se de uma reacgéo
dependente de adenosina trifosfato (ATP) e requer a ruptura de ambos os
filamentos de DNA para permitir a passagem de um segmento do ADN através

da separacdo, que posteriormente é selada*®:4344,

1.12.6 Resistencia aos Macrolideos

A resisténcia bacteriana aos macrolideos pode ocorrer através da
modificagao do alvo ribossdmico por mutacdes especificas no rRNA 23S ou por
metilacdo devido a produgdo de uma rRNA metilase. Pode ser ainda devido a
um sistema de bomba de efluxo super expresso. As rRNA metilases podem
causar resisténcia ao macrolideo por meio do bloqueio da ligagdo do macrolideo
ao rRNA 23S por metilagdo. Os genes que codificam a rRNA metilase sdo ermB,
ermC e ermF. Na N. gonorrhoeae, os genes ERM podem conferir resisténcia
elevada a eritromicina e consequentemente reducdo da suscetibilidade ou
resisténcia a azitromicina na auséncia de outros determinantes de resisténcia,
tais como mutagdes mtrR ou uma bomba de efluxo codificada por mef®364,

A resisténcia gonococica aos macrolideos devido aos sistemas de efluxo
super expressos, particularmente a bomba de efluxo MtrCDE, mas também
MacAB e codificadas por mef®5:64.22,

1.12.7 Resisténcia as Tetraciclinas

As tetraciclinas inibem a ligagdo do tRNA ao mRNA-ribossémico, o que
gera inibigdo da sintese de proteinas. A resisténcia a tetraciclina € mediada pelo
gene tetM presente na N. gonorrhoeae. O gene tetM confere resisténcia a
tetraciclina devido sua semelhanga com o fator de alongamento G (EF-G)
envolvido na sintese de proteinas, e também sua atividade de GTPase
dependente de ribossomos. Sua ligagdo aos ribossomos causa a liberagédo da
molécula de tetraciclina e a continuacdo da sintese de proteinas. O plasmideo
contendo o gene tetM pode ser transferido por conjugacdo para diferentes
linhagens gonococicas, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e
Escherichia coli®®. A resisténcia a tetraciclina mediada por cromossomos na N.

gonorrhoeae acontece devido as mutagdes nos genes fet-2, mirR e penB que
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modificam a estrutura da proteina ribossomal gerando proteinas diferentes,
aumento do efluxo e redugdo da permeabilidade a tetraciclina®%22,

1.13 Relagao entre saude publica e resisténcia antimicrobiana

No Brasil, as primeiras linhagens de N. gonorrhoeae resistente a penicilina
foram isoladas em 1985 em S&o Paulo. Com o passar dos anos, a resisténcia da
N. gonorrhoeae se estendeu para outros antibidticos, como tetraciclina,
cloranfenicol, azitromicina, ofloxacina e ciprofloxacina®’%2.

Em S&o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais foi detectado linhagens de
N. gonorrhoeae com resisténcia superior a 5% a ciprofloxacina, ultrapassando o
limite internacional aceitavel para uso de um antibiético. No estado do Amazonas
também ja foram identificadas linhagens de N. gonorrhoeae isoladas de homens
com uretrite resistentes a ciprofloxacina, chegando assim em mais uma regiédo
do Brasil®®22,

Em 1999, o Ministério da Saude Brasileiro preconizou a utilizagcdo de uma
ampla variedade de antibidticos para o tratamento da gonorreia, dentre eles
estdo a ofloxacina, cefixima, ciprofloxacina, ceftriaxona e tianfenicol®®22. Em
2006 o Ministério da Saude publicou um novo manual que alterou as opg¢des
terapéuticas para o tratamento da gonorreia, incluindo apenas duas opgdes para
o tratamento da infecgdo. A primeira opgéo consistia no uso de ceftriaxona
intramuscular juntamente com doxicilina via oral. Ja a segunda opgéo
compreendia o uso de cefixima por via oral e espectinomicina por via
intramuscular?*22, Em 2015 o Ministério da Satide modificou novamente a dupla
terapia, recomendando que a primeira opgédo para o tratamento de gonorreia
fosse uma dose unica de ciprofloxacina junto com dois comprimidos de
azitromicina por via oral e ceftriaxona via intramuscular. A segunda opgéo
consistia na utilizacdo de dose unica de cefotaxima intramuscular junto com dois
comprimidos de azitromicina via oral. Esses protocolos (1999, 2006, 2015) foram
atualizados devido a alta taxa de ineficacia nos tratamentos de gonorreia,
mostrando que esta infecgdo precisa ser monitorada’®?2,

Destaca-se a publicagao, no ano de 2015, do primeiro Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para Atengao Integral as Pessoas com IST,
aprovado pela Comissédo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no Sistema

Unico de Saude (Conitec). O documento define critérios para diagndstico,
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preconiza tratamento, estabelece mecanismos de controle clinico — a serem
seguidos pelos gestores do Sistema Unico de Saude (SUS) — baseia-se em
evidéncia cientifica e avalia parametros de eficacia, segurancga, efetividade e
custo-efetividade das tecnologias recomendadas?*2.

Entre 2015 e 2016, a parceria do Ministério da Saude com a Universidade
Federal de Santa Catarina e sitios sentinelas, para o desenvolvimento de estudo
sobre resisténcia do gonococo (Projeto SenGono). A pesquisa de vigilancia, de
ambito nacional, analisou cepas de gonococo em sete sitios sentinelas
(compostos por servigos de assisténcia para IST e laboratorios de apoio local) e
constatou alta resisténcia da bactéria a tetracilina, a penicilina e ao
ciprofloxacina'?.

Em 2018, iniciou-se nova fase do Projeto SenGono, com a instalagao de
mais sitios de coleta e a inclusdo de dois novos antimicrobianos (espectinomicina
e gentamicina) nas analises. No ambito do Projeto SenGono, estdo sendo
pesquisados N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitaliume
e Trichomonas vaginalis, nas amostras de corrimento uretral; e virus do herpes
simples tipos 1 e 2, Treponema pallidum e Haemophilusducreyi, nas amostras
de ulceras genitais. Os resultados do Projeto SenGono levaram a publicagéo,
em 17 de junho de 2020, da Portaria GM/MS n° 1.553/2020, pela qual o Ministério
da Saude instituiu a vigilancia sentinela da sindrome do corrimento uretral
masculino para monitorar dados em unidades de satide habilitadas'?.

O rapido crescimento da resisténcia antimicrobiana da N. gonorrhoeae a
multiplos antibioticos ameaca os esforgos para controle dessa infecgdo. Um total
de 66% dos 67 paises participantes do “Gonococcal Antimicrobial Surveillance
Programme™ ja apresentou elevagdo da resisténcia clinica e in vitro as
cefalosporinas de espectro estendido’’ .A evolugdo das pesquisas deve ter
prioridade, incluir o desenvolvimento de novos antimicrobianos para tratamento,

da vacina contra o gonococo e de novos testes rapidos’6.12.
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2. JUSTIFICATIVA

As infecgbes sexualmente transmissiveis acometem pessoas de todas as
faixas etarias e de todas as classes sociais. Quando n&o existe a preveng¢ao, um
diagndstico preciso e um tratamento assertivo, estas geram condigdes clinicas
graves e até irreversiveis ao individuo. Nota-se que, em 2020, ainda ndo existem
dados oficiais produzidos de forma sistematica, sobre gonorreia, clamidia,
tricomoniase ou herpes genital no Brasil, uma vez que essas IST n&o fazem
parte da lista nacional de notificagcdo compulsoéria, e ainda em 2022 este cenario
nao mudou,o que implica em fatores éticos, politicos e técnicos que irdo diminuir
incidéncia.

O municipio de S&do Paulo conta com cerca de 12 milhdes de habitantes,
sendo que, destes, 52,5% s&o mulheres. Ainda hoje ha lacunas na estimativa da
magnitude das IST entre homens e mulheres residentes neste municipio.
Acredita-se que o presente estudo na regido Sul de Sao Paulo obtera
importantes dados sobre a infecgao por N. gonorrhoeae em mulheres, que
dependem majoritariamente do Sistema Unico de Saude (SUS).

Sobre 0 aumento da resisténcia a antimicrobianos sabe-se que o cenario
se modificou entre o periodo pré e poés pandemia da infeccdo do SARS-CoV-2.
E também por conta da vasta difusdo de opcdes terapéuticas e falta de controle
notificatorio.

Diante deste cenario aproveitaremos para avaliar trés genes de
resisténcia pertencentes a N. gonorrhoeae, de trés diferentes classes para suprir
a a necessidade de avaliagdo de um amplo espectro de resisténcia ESCOLHA
DAS DROGAS
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3. OBJETIVO
3.10bjetivo geral

Avaliar a frequéncia da infeccdo por N. gonorrhoeae em mulheres
atendidas no Hospital Escola Wladimir Arruda na Zona Sul de Sao Paulo entre o
Janeiro 2021 e Junho de 2022.

3.2 Objetivos secundarios

e Associar as infecgbes gonocdécicas com outros tipos de infecgbes
sexualmente transmissiveis.

o Classificar a frequéncia das infec¢des por faixa etaria

e Associar a prevaléncia das infecgcbes com fatores socioeconémicos e
sécio demograficos

e |dentificar a resisténcia a doxiciclina (tetraciclinas) através da detecgéo do
gene plasmidial tetM e suas variantes Americana e Holandesa

e |dentificar a resisténcia a azitromicina (macrolideos) através da detecg¢ao
do gene da subunidade ribossomal 23S rRNA.

e |dentificar a resisténcia a ciprofloxaxina (fluoroquinolonas) através da
detecgdo de um polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs) da DNA

Gyrase A nas posi¢des de aminoacidos GyrA Ser91Ph.
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4. METODOLOGIA

O seguinte estudo é observacional e descritivo. Foram realizadas coletas
por conveniéncia do material cervico-vaginal de pacientes femininas do servigo
de ginecologia do HEWA (Hospital Escola Wladimir Arruda) localizado na Zona
Sul de Sao Paulo, que é coordenado pelo Dr. Gabriel Monteiro. Todas as
voluntarias que aceitaram participar do projeto preencheram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP-UNISA) sob o numero de parecer 4.237.904.

O processamento das amostras, técnicas de Biologia Molecular e de
Microbiologia foram realizadas no Centro de Pesquisa da Universidade Santo
Amaro (URC — UNISA RESEARCH CENTER).

4.1 Coleta de material cervico-vaginal e cultura de N. gonorrhoeae

A primeira coleta de amostragem de isolados clinicos para N.
gonorrhoeae foi realizada com a utilizacdo de swab somente em raspado
cervico-vaginal e depositada em tubo ThinPrep® (armazenamento para meio de
cultura liquido).

4.2 Caracterizagcao genotipica dos isolados para N. gonorrhoeae

4.2.1 Extragcdo de DNA

A extragdo de DNA da amostra doada de cultura (utilizada como controle
positivo) e das amostras clinicas das participantes do estudo foram realizadas
utilizando um kit de silica e purificagdo (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit),
conforme as instrugdes do fabricante ThermoFisher®. A amostra de cultura ja
congelada em solugdo Greaves de N. gonorrhoeae foi gentilmente doada pela
Prof.2 Silvia Figueiredo Costa do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo — USP.

4.2.2 PCR em Tempo Real identificacao do género Neisseria

Utilizarmos a técnica de PCR em Tempo Real que se baseia na repeticao
exponencial da duplicacdo de DNA das amostras de cultura e de amostras
clinicas, a partir do uso de primers, selecionados com base na literatura

(conforme a tabela 3) e solicitados ao fabricante Invitrogen® estes foram
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resuspendidos para a concentragdo de 100nM e diluidos na propor¢ao 1:10
(10nM) com agua ultrapura (nuclease free Thermo Fisher).

Tabela 3. Primers utilizados nos ensaios de PCR para identificgdo de genero (por Vica
etal, 2021)

Primer Regiao Sequencia
Foward 53 GGA TAC GAC GTAACC TTGACT ATG G
Reverse 53 CCGATGTAGAAGACCCTTTTIGC

E utilizado também o sistema do corante SYBR Green®, o sinal de
fluorescéncia aumenta a medida que mais amplicons se acumulam durante a
ciclagem, o que permite o monitoramento em tempo real do aumento da
concentragdo de amplicons’?. Amplicons sdo fragmentos de DNA, ou seja,
produtos provenientes do processo. Processo que envolveu as seguintes etapas:
desnaturacao, anelamento e por fim a polimerizacdo que foram analisadas pelo
Software StepOne v2.3. do programa StepOne Plus (ThermoFisher®).

Iniciou-se a ciclagem de PCR na amostra de cultura e nas 127 amostras
clinicas. Primeiramente foi realizado o preparo do Master Mix conforme a tabela
4. Este que foi adicionado nas amostras, além da cultura e dos dois controles
negativos (utilizou-se H20 ultrapura) em cada pogo da microplaca de PCR
(conforme a quantidade especificada na tabela 5). Dessa forma ocorrera a
amplificacdo e analise de cada amostra em seu respectivo pocgo.

Tabela 4. Padronizagdo de quantidade para Master Mix de Reagentes (Protocolo URC)

Produtos Quantidade (ul)
Master Mix (SYBR Green) 12,5 ul

H20 (ultrapura) (rase e dnase free ) 7,5 ul
Primer Reverse (3,2 pmol final de 1,0 pl
concentragao)

Primer Foward (Aliquota diluida) 1,0 pl

Tabela 5. Padronizacao de quantidade de amostra em cada pogo da microplaca de PCR
(Protocolo URC)

Poco Quantidade (pl)
Amostra (cerca de 30-150ng de dna) 3 ul
Master Mix 22 i

Total 25yl
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Por fim & gerado uma quantidade de DNA suficiente para analisar os
produtos amplificados a medida que foram sintetizados durante os ciclos e suas
condigbes de temperatura e tempo (conforme especificados na tabela 6).

Tabela 6. Etapas do procedimento da ciclagem conforme suas condigbes

Processo Temperatura/Tempo (min ou seg)
Holding Stage 95°C - 10

Cycling Stage (40x) 95°C — 0:15/60°C — 1:00

Curva de Melting 95°C — 0:15/60°C —1:00 / 90°C — 0:15

Apos o término do procedimento obtém-se curvas de desnaturagao e a
curva de amplificacdo. No software € possivel observar a curva de Amplificacéao
de cada amostra, e assim compara-la com a Curva de Amplificagdo da Cultura
para constatar a presenga de gonococos na amostra.

4.2.3 PCR em Tempo Real para curva padrao da amostra de cultura

utilizada como controle positivo

Para a construcdo da Curva Padrao da amostra de cultura foi realizada
uma dilui¢do na proporgéo 1:10 (10nM) da amostra de cultura (concentragao de
verificada com o Nanodrop) com agua ultrapura. Depois realizou um ensaio de
PCR-RT com os primers e produtos da reacao, conforme tabela 4. Em cada pogo
da placa foi colocada uma quantidade de 25 ul de amostra com o Master Mix
conforme a tabela 5. A amostra de cada dilui¢ao foi colocada em duplicata. E as

etapas de ciclagem realizadas conforme a tabela 6.

4.3 Deteccao e genotipagem da resisténcia a Tetraciclina

Para detectar a presengca do gene de resisténcia a tetraciclina em
amostras positivas, foi realizado um ensaio de PCR em tempo real seguindo a
padronizacdo dos ensaios anteriores, porém com um conjunto de primers
previamente descritos por (Turrner, Gough e Leeming em 1999), para determinar

a presenca e também as variantes holandesa ou americana conforme tabela 7.
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Tabela 7. Primers utilizados no ensaio tetM (Turrner, Gough e Leeming, 1999)

Primer Regiao Sequencia
Universal 53 CTC GAA CAA GAG GAA AGC
Variante Americana 53 TGC AGC AGA GGG AGG
Variante Holandesa 53 CGATTC CACTTC CCAAC

4.4 Deteccao e genotipagem da resisténcia a Azitromicina

Para detectar a resisténcia a azitromicina nas amostras positivas, foi
realizado um ensaio de PCR em tempo real seguindo a padronizagdo dos
ensaios anteriores, usando os primers direcionados a mutacdo do gene
ribossomal 23S rRNA. Esse conjunto de primers (tabela abaixo) foi descrito
anteriormente por (Valentina Dona et al, 2018)

Tabela 8. Primers utilizados no ensaio 23S rRNA (Valentina Dona et al, 2018)

Primer Regiao Sequencia
Foward 53 AAC GTC GTGAGACAGTTTGGTTT
Reverse 53 GAA CTT AGC TAC CCG GCT ATG CA

4.5 Deteccao e genotipagem da resisténcia a Ciprofloxacina

Por fim, para detectar a resisténcia a ciprofloxacina nas amostras
positivas, foi realizado o ultimo ensaio de PCR em tempo real seguindo a
padronizacdo dos ensaios anteriores usamos 0s seguintes primers (tabela
abaixo) direcionados a detec¢do de um polimorfismo de nucleotideo unico
(SNPs) da DNA Gyrase A nas posigdes de aminoacidos Ser91Ph, que também
foram descritos anteriormente por (Valentina Dona et al, 2018).

Tabela 9. Primers utilizados no ensaio DNA Gyrase A (Valentina Dona et al, 2018)

Primer Regiao Sequencia

Foward 53’ AAT ACCACCCCCACGGCGATCT
Reverse 53 TCT ATC AGC ACA TAA CGC ATAGCG
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4.6 Caracterizagao citopatologica e genotipagem de HPV

Para validacédo dos resultados de PCR-RT e comparagcao com estes, foi
realizada a técnica citopatoldgica de leitura por microscopio de 103 Iaminas para
detectar alteragdes da morfologia celular e achados da microbiota. A aliquota foi
colocada em uma lamina de vidro estéril, fixadas com Etanol 95% e seguidas de
coloragao papanicolau. Analisadas e classificadas de acordo com o protocolo de
Bethesda. O preparo das amostras, coloracdo de Papanicolau e leitura das
laminas foram realizadas no PAPLAB - Laboratério de Pesquisa em
Citopatologia no Centro de Pesquisa da Universidade Santo Amaro (URC). A
técnica foi gentilmente realizada pela Mestre e Especialista Prof.? Priscila Paruci.

O rastreamento e genotipagem de HPV foi realizado com o kit HPV-DNA
pelo PapilloCheck® (Greiner Bio-One), um sistema de microarray de DNA
baseado em reagdo em cadeia da polimerase (PCR) que pode identificar 25 tipos
de HPV (sendo 12 de alto risco). O teste foi gentiimente realizado pela Me.

Hannar Alvarenga.

4.7 Analises estatisticas

Todos os dados estatisticos foram analisados com o GraphPad Prism 8
utilizando o teste de Cochran para verificar a significancia de trés ou mais
variaveis, e o teste Qui-quadrado para comparar diferentes variaveis
qualitativas entre dois grupos. A significancia para todos os valores de p foi
estabelecida em 0,05. As analises foram gentiimente realizadas pela
Especialista em Estatistica Prof.? Dra. Yara Juliano — Universidade Santo Amaro.
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5. RESULTADOS

5.2Descrig¢ao da populagao do estudo

O estudo contemplou mulheres a partir de 16 anos e a variagdo na idade
das participantes era de 36-45 anos, elas residem da regidao de Interlagos e
recebem atendimento no ambulatoério de ginecologia do Hospital Escola Wladimir
Arruda.

Conforme o levantamento realizado com o teste do Qui-quadrado, elas
sdo casadas (36,22%), e possuem escolaridade até o Ensino Médio Completo
(29,13%) e uma renda familiar de até 1 salario minimo (48,03%). Quanto as
caracteristicas de comportamento sexual, as participantes tiveram a primeira
relagdo sexual com mais de 16 anos (62,99%), a maioria tem a vida sexual ativa
(74,02%) e possuem um unico parceiro sexual (44,88%), a grande maioria n&o
faz uso de nenhum método contraceptivo (65,35%) e aproximadamente metade
das participantes tiveram 3 ou mais gestagodes (50,39%) e a maioria nunca teve
nenhum aborto (71,65%).

5.2.1 Quantificagao da amostra de cultura (controle positivo)

Para cada ensaio de PCR-RT foi pipetada uma quantidade de 22 ul da
amostra de cultura, que foi homogeneizada com 3 pl de Master Mix. Segue na
tabela abaixo a quantificagdo em ng/ul de DNA bacteriano (N. gonorrhoeae) feita
no equipamento Nanodrop que utiliza a técnica de espectrofotometria. A
medicao foi realizada antes dos ensaios.

Tabela 10. Resultados da Cultura (amostra controle) no Nanodrop

Amostra Ensaio ng/pl A260/A280 A260/A280

Cultura 1 PCR 001 10,60 1,76 1,33
Cultura 2 PCR 002 10,10 2,04 1,58
Cultura 3 PCR 003 10,10 2,07 1,48
Cultura 4 PCR 004 10,70 2,27 1,24
Cultura 5 PCR 005 10,90 1,82 1,16

5.2.2 PCR em Tempo Real para curva padrao da amostra de cultura
No ensaio em PCR em Tempo Real paralelo para construgdo da curva
padrao da amostra de cultura, demonstrou-se que verdadeiramente que o DNA
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de N gonorrhoeae foi reprodutivel na técnica através curvas de amplificacéo
(obtidas mesmo com diluicbes seriadas) e pela temperatura de Melting (tabela
11 e figura 3). Na analise da progressao linear da curva padrao (figura 4) obteve-
se valores satisfatorios com o y-intercept:46.982, slope: - 3.984 e R2: 0,997.
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Figura 3. PCR em Tempo Real para cultura de N. gonorrhoeae com replicatas. Curvas de
amplificagdao com os graficos de fluorescéncias no decorrer do ciclo de cada duplicata.
Curvas de temperatura de Melting de cada amplificagéo

Tabela 11. Resultados de Amostras de Cultura de todos os ensaios de PCR

Amostra Ensaio TM(°C) CT Curva de Amplificagao

Cultura 1 PCR 001 76.9 22,78 10
Cultura 2 PCR 002 76.4 37,04 11
Cultura 3 PCR 003 69.1 37,04 10
Cultura 4 PCR 004 76,6 36,07 11
Cultura 5 PCR 005 69,9 38,03 11

Figura 4. Grafico de curva padrdo da amostra de cultura de N. gonorrhoeae
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5.2.3 Prevaléncia da infecgao por N. gonorrhoeae em mulheres da
Zona Sul de Sao Paulo

No total das 127 amostras cervico-vaginais de pacientes do HEWA
analisadas por PCR em Tempo Real 23 foram positivas e corresponde a uma
prevaléncia geral de uma infec¢do gonocécica na populagédo estudada de 18%

(IC=95%) conforme a tabela abaixo.

Tabela 12. Prevaléncia da infecgdo por N gonorrhoeae nas participantes (n=127)

Infecgao por N. N %
gonorrhoeae
Positiva 23 18,11
Negativa 104 81,89

No entanto as pacientes com resultado positivo para N. gonorrhoeae eram
casadas (43,48%), tinham vida sexual ativa (56,52%) e nao faziam uso de

nenhum tipo de preservativo na relagéo sexual (52,17%).

5.2.4 Sintomatologia e manifestagées clinicas das pacientes

positivas para N. gonorrhoeae

De acordo com os prontuarios fisicos das pacientes que estdo no HEWA,
as principais manifestagdes clinicas, sintomas e/ou motivos para as pacientes
positivas para N. gonorrhoeae, procurarem o ambulatério de ginecologia do

servico de saude.

Tabela 13. Sintomas e manifestagbes das pacientes positivas para N. gonorrhoeae

Sintoma / Manifestacao %
Miomatose uterina 13,54
Atrofia uterina 13,54
Colpocistocele 9,09
Incontinéncia urinaria 18,18
Dor em baixo ventre / dismenorreia 18,18
Presenca de secrecgao / leucorréia 13,54
Presenca de alteracbes em epitélio 9,09
(cisto e/ou pdlipo)

Infecgéo por Gardnerella vaginallis 4,55
Sem queixas ou alteracdes/ rotina 9,09

Sem prontuario localizado e/ou histérico 31,82
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De todas pacientes positivas, duas delas tinham mioma, atrofia uterina e
dor em baixo ventre, trés queixavam-se de incontinéncia urinaria e duas
chegaram ao ambulatorio sem apresentar queixas. E nenhuma apresentou mais
de dois sintomas e/ou manifestacbes no mesmo momento. Por conta de os

prontuarios serem fisicos e a maioria antigos, muitos ndo foram localizados.

5.2.5 Resistencia genética a Tetraciclina (gene tetM e variantes)

Das 23 amostras positivas para N. gonorrhoeae nesta populagao,
detectamos 14 amostras positivas com resisténcia do gene ribossomal tetM, com
uma prevaléncia de 60% (IC= 95%), que é considerada alta. Os detalhes dos

resultados sdo encontrados na tabela abaixo.

Tabela 14. Resultados das variantes encontradas no ensaio tetM

Achados (ensaio tetM) N %
Variante holandesa 9 39,13
Variante americana 5 27,73
Ambas 4 17,39

Foi possivel genotipar e caracterizar, pois, as variantes revelaram duas

temperaturas de fusao distintas.

5.2.6 Resistencia genética a Azitromicina (gene 23S rRNA)

Das 23 amostras positivas para N. gonorrhoeae nesta populacao, tivemos
4 amostras positivas com mutacéo ribossémica do gene 23S rRNA, conferindo

resisténcia a Azitromicina com prevaléncia de 18% (IC= 95%)

5.2.7 Resistencia genética a Ciprofloxacina (DNA Gyrase A)

Das 23 amostras positivas para N. gonorrhoeae nesta populagao tivemos
9 amostras positivas com um polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs) da DNA
Gyrase A nas posigbes de aminoacidos Ser91Ph conferindo resisténcia a

Ciprofloxacina com prevaléncia de 40% (IC= 95%).
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5.2.8 Dados epidemiolégicos das mulheres da Zona Sul de Sao

Paulo

Descrevemos conforme questionario das participantes

todas as

caracteristicas das participantes (tabela 20) conforme o teste de Cochran

comparando os trés grupos de idade das participantes a cada variavel.

Tabela 15. Caracteristicas s6cio demograficas das participantes (n=127)

Variaveis 16 -35 anos 36 -50 year 51 anos ou + p-
(34) anos (35) (32) value
N % N % N %
. . Solteira/
Estado civil s ] 18 14,17 13 10,24 7 5,51 0.40
uniao estavel
Casada 15 11,81 23 18,1 13 10,24 0.39
Divorciada 2 1,57 0 0 2 1,57 0.25
Viuva 0 0 0 0 11 8,66 0,20
Nivel de Analfabeta/
escolaridade Ensino Fund. 2 1,57 5 3,94 13 10,24 0.32
Incompleto
Ensino Fund.
Completo / 7 551 7 551 8 630
Ensino Médio ’ ’ ’ 0.40
Incompleto
Ensino Médio
Completo /
Ensino 22 17.32 19 14,96 9 7,09 0.32
Técnico/
Graduacao
Incompleta
Graduagdo 3 236 5 394 3 236 0.22
Completa
Renda Familiar . .
0-1 Salario 16 12,60 22 17,32 19 14,96 0,20
(SM) Minimo
1-2 salarios
minimos 14 11,02 9 7,09 12 9,45 0,21
3 ou mais
salarios 4 3,15 4 315 2 1,57 0,18
minimos
Frequencia Rara 10 7,87 15 11,81 17 13,39 0,30
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sexual
Moderada 18 14,17 13 10,24 13 10,24 0.40
(por semana)
Alta 7 5,51 8 6,30 3 2,36 0,21
Parceiros
Sexuais 0 4 3,15 11 8,66 13 10,24 0,30
(Ultimos 6
meses) 1 18 1417 14 11,02 14 11,02 0.40
2+ 13 5,51 11 8,66 6 4,72 0,21
Primeira
relagdo sexual > 16 anos 11 8,66 8 6,30 4 3,15 0,30
= <16 anos 24 18,90 27 21,26 29 2283 0.39
Contraceptive . 12 9,45 8 6,30 12 945 0.25
Method Sim
Nao 23 18,11 28 22,05 21 16,54 0,20
2 1,57 1 7 4,72 4
Had a sexually Sim S 0.78 6 ’ 0,43
transmitted
infection Nao 33 25,98 35 27,56 27 21,26 0,47
Sim 1 0,78 0 0 4 3,15 0,30
Hysterectomy
Nao 34 26,77 36 28,35 29 22,83 0.40
Sim 4 3,15 4 3,15 6 4,72 0,21
Smoking _
Nao 31 24.41 32 25,20 27 21,26 0,35
Alcohol Sim 26 20,47 30 23,62 29 22,83 0,21
Intake Nio 9 7,09 6 472 4 315 0,30
Sim 6 4,72 12 9,45 8 6,30 0,24
Hypertensive
Nao 29 2283 24 18,90 25 19,69 0,34
Sim 2 1,57 1 0,78 3 2,36 0,30
Diabetes
Nao 33 25,98 35 27,56 30 23,62 0.40
Sim 4 3,15 0 0 2 1,57 0,21
Cancer
Nao 31 24.41 36 28,35 31 24,41 0,19

5.3Descrigao dos dados das amostras por citopatologia

Para complementacdo dos dados ginecolégicos das participantes,
avaliamos as condigdes citopatologicas (tabela 16). As observagdes escamosas
observadas no epitélio analisado séo classificadas como: LSIL — lesao epitelial
de baixo grau, HSIL — les&o intraepitelial de alto grau, ou carcinoma escamoso,
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ASC-US - Presenca de células escamosas atipicas, ndo podendo afastar lesdo
de alto grau.

Tabela 16. Achados de citopatoldgicos e de microbiota nas amostras

Achados Citopatolégicos % Achados de Microbiota %
Normal 8,70 Flora bacilar 52,17
Inflamatoria 82,71 Flora cocoide 4,35
LSIL 0 Flora bacilar mista 13,04
HSIL 4,35 Gardnerella vaginallis 17,39
ASC-US 4,35 Candida sp 13,04

5.4Descrigao dos dados de genotipagem de HPV

A analise revelou um total de 6 amostras positivas para HPV entre as 23
amostras positivas para N. gonorrhoeae, com uma prevaléncia de 26,09%
(IC=95%) através do teste de genotipagem de HPV de alto risco. Estes s&o os
achados da tipagem de HPV: 16,18, 33, 39, 42, 45, 53, 56, 58, 66 e 68.

https://www.rbac.org.br/artigos/celulas-escamosas-atipicas-de-
significado-indeterminado-asc-us-seguimento-de-exames-analisados-no-
instituto-adolfo-
lutz/#:~:text=As%20altera%C3%A7%C3%B5es%20morfol%C3%B3gicas%200
bservadas%20no,alto%20grau%20(HSIL)%200ou%20carcinoma
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6. DISCUSSAO

A principal proposta do presente estudo foi verificar a prevaléncia da
infeccdo por N. gonorrhoeae na populagao feminina da Zona Sul, atendida em
um Hospital Escola referéncia na regido. Além de realizar um levantamento
socioecondmico, ja que a regiao periférica conta em sua maior parte com uma
populagdo vulneravel, que necessita do Sistema Unico de Saude (SUS).

A falta de notificagdo compulséria no SUS é um grande problema de
saude publica, que impacta a vida de muitas pessoas, além de agravar a
resisténcia antimicrobiana, e a existéncia de perfis altos de sensibilidade a
infeccdes e perfis baixos de sensibilidade ao tratamento, principalmente com o
uso de antimicrobianos, além de possibilitar a existéncia de “superbactérias”.
Refletindo sobre a vigilancia de IST, nota-se que, em 2020, ainda ndo existem
dados oficiais produzidos de forma sistematica, sobre gonorreia, clamidia,
tricomoniase ou herpes genital no Brasil, uma vez que essas IST n&o fazem
parte da lista nacional de notificacdo compulsoéria. Entretanto, é possivel estimar
sua prevaléncia com o desenvolvimento de estudos sobre determinadas
populacdes, assistidas em servicos especificos'2'7. E notério que o perfil
epidemiologico das IST vem se modificando durante as ultimas décadas em todo
o mundo, com aumento expressivo do numero de casos entre mulheres. Os
contextos histéricos revelam que as mulheres brasileiras enfrentam obstaculos
em virtude do preconceito, dos processos vinculados a dinamica de género e
das relagdes sexuais e reprodutivas®.

O Brasil carece de estudos de resisténcia antimicrobiana para N.
gonorrhoeae, sejam eles observacionais ou experimentais. Além de que em um
periodo “pd6s” pandemia houve a preocupacdo em estudos cientificos em
verificar se a populagéo estava fazendo o uso indiscriminado de antimicrobianos,
e a reacao deste feito.

Em relagdo com nosso teste molecular de PCR obtivemos na reagdo uma
curva de melting satisfatoria para comprovagao dos nossos resultados positivos,
ou seja, em todas as amostras havia uma carga bacteriana alta que supria a

qualidade e sensibilidade do teste.
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Por conta da variabilidade genética encontramos muitos perfis de
resisténcia em uma unica bactéria, tal motivo que preconiza a identificagao de

trés diferentes tipos de resisténcia.

6.2Desafios e limitagoes do estudo

Durante o decorrer do trabalho, tivemos alguns desafios para realizagéao
dos testes fenotipicos, ndo obtivemos retorno das pacientes as recoletas e
também as consultas ginecoldgicas de rotina o que impossibilitou a realizagéo.
Os testes fenotipicos tinham como objetivo complementar e aperfeicoar a analise
de identificagdo N gonorrhoeae com os métodos de semeadura por esgotamento
em meio seletivo, coloragcdo de gram e reagbes de oxidase e catalase
concomitantemente com os métodos genotipicos que foram utilizados neste
trabalho (PCR em tempo real para identificagdo do género e de resisténcia
genética).

De forma geral realizamos somente a avaliagdo de uma pequena parte da
populagdo da regido da Zona Sul de S&o Paulo, obtendo uma amostragem
pequena em comparagao com a quantidade de habitantes nessa regido que é
uma das mais populosas. E essa limitacdo pode nao refletir realmente uma
grande prevaléncia em todas as regides periféricas e também consideradas
pobres como aconteceu neste estudo, ja que ainda ndo expandimos a avaliagéo
a essas outras regides. No entanto os dados podem nao fazer jus a realidade
em todas as regides de Sao Paulo (Norte, Sul, Leste, Oeste e Central), ja que ha
um grande contraste entre todas elas.

Através desse trabalho, novos serdo derivados, buscando contemplar
outras regides e maior quantidade de participantes.
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7. Conclusao

Este foi o primeiro estudo descritivo na regidao da Zona Sul de S&o Paulo
para prevaléncia e também resisténcia antimicrobiana de N. gonorrhoeae.

A prevaléncia de 18% nesta populacéo € considerada alta em mulheres.
A frequéncia da infecgéo por N. gonorrhoeae é maior no sexo masculino, sendo
uma das poucas IST que os principais sinais e sintomas manifestam-se em
homens. Ja que 70% das mulheres infectadas permanecem assintomaticas18.
No entanto as pacientes com resultado positivo para N. gonorrhoeae eram
casadas (43,48%), tinham vida sexual ativa (56,52%) e nao faziam uso de
nenhum tipo de preservativo na relagédo sexual (52,17%) o que é algo relevante
para a alta taxa de incidéncia.

E quanto a prevaléncia de resisténcia genética, a de tetraciclina foi
realmente maior do que esperavamos (60% com IC = 95%) e realmente
demonstra a necessidade de continuar com estudos de rastreamento,
notificacdo e uso controlado de antimicrobianos ndo somente nesta, mas em
todas infecgbes sexualmente transmissiveis.

Obtivemos uma alta qualidade nos testes genotipicos moleculares, pois
de acordo com o nosso controle de qualidade da amostra positiva de cultura os
valores de referéncia foram satisfatorios. A determinagdo do numero de cépias
minimas em um template foi de 469 cépias e no maximo 4.000.000 copias dentro
da reacao de PCR.
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Anexo. 2 Comprovante de submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP — UNISA)

UNIVERSIDADE DE SANTO Plataforma
AMARO - UNISA %

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM
MULHERES IDOSAS DA ZONA SUL DE SAO PAULO
Pesquisador: Luz Henngue da Silva Nall
Area Temética:
Versdo: 2
CAAE: 33684720.0.0000.0081

Instituicdo Proponente: OBRAS SOCIAIS E EDUCACIONAIS DE LUZ
Patrocinador Principal: Financlamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 4.237.904

Apresentacio do Projeto:
idem ao anterior.

Objetivo da Pesquisa:
idem ao anterior.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:
idem ao anterior.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

idem ao anterior.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Adaptar o TCLE, conforme modelo CEP/UNISA, em acordo a resolugio 466/12 - Pendéncla atendida
Anexar 0 questionario de pesquisa na Plataforma Brasil. Pendéncia atendida.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado:
As pendéncias se encontram devidamente atendidas.

Consideractes Finals a critério do CEP:

Enderego: Rua Prof® Endas de Siqueira Neto, 340

Bairro: Jardim das imbulas CEP: 02.450.000
UF: &P Municipio: SAD PAULO
Telefone: (1121418587 E-maill: pesquisaunisaglunisa.br

Pagna 01 de 2
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UNIVERSIDADE DE SANTO
AMARO - UNISA w

Continuacihe @ Parecer. 4 237 004

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 12/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1563462 pdf 11:55:30
Outros carta_ao_cep.docx 12008/2020 |Luz Henngue da Aceito

| _ _ 11:54:35 |Siva Nall

TCLE / Termos de | TCLE_Hannar_novo.docx 12/08/2020 |Luz Henrique da Aceito

Assentimento / 11:52:32 | Siva Nall

Justificativa de

| Auséncia

Outros questionarno.docx 30/06/2020 |Hannar Angélicade | Aceito
22:29:57 | Melo Alverga

[Folha de Rosto Folhaderosto_hannar_nall.pal 10/06/2020 |Luz Henrique da Aceito
145058 |Siva Nall

Outros Doc_Hannar.|pg 10/06/2020 |Luz Henrique da Aceito
13:53:35 | Siva Nalli

[Projeto Detalhado /| projeto_hannar_CEP.docx 10/06/2020 |Luz Henrique da Aceito

Brochura 13:53:04 | Siva Nall

Lnyestigador

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 26 de Agosto de 2020

Assinado por:
Ana Paula Ribeiro
(Coordenador({a))
Endeorego: Rua Prof* Endas de Siqueira Neto, 340
Balrro: Jardim das imbulas CEP: 02.450-000
UF: s# Municipio:  SAO PAULO
Telefone: (11)2141.8887 E-mall: pesquisaunisagiunisa.br

Pagna (G de @
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Anexo 3. Exemplo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
apresentado as participantes voluntarias do presente estudo.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROTOCOLO: PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM MULHERES IDOSAS DA ZONA SUL
DE SAO PAULO.

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua
participagdo no projeto PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM MULHERES IDOSAS DA ZONA SUL
DE SAO PAULO do Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pela pesquisadora
Hannar Angélica de Melo Alverga como dissertagdo para obtencg&o do titulo de
mestre sob orientagédo do Prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali

1. Descrigao do estudo e objetivos

Estamos realizando um estudo de carater observacional em mulheres
idosas e n&o idosas com o objetivo de avaliar a prevaléncia de HPV em mulheres
que realizam exame preventivo de cancer de colo de utero de rotina e que morem
na zona sul de Sao Paulo. Gostariamos de observar a diversidade do HPV na
populagdo da Zona Sul de S&do Paulo e também investigar alguns marcadores
biolégicos para melhor compreender como nosso organismo responde a essa
infecgdo. Vale destacar que a sua participagdo ou ndo, ndo acarretara em
nenhuma interferéncia em seu atendimento médico ou em seu tratamento.
Sendo assim, o objetivo desse termo é convida-la a participar do nosso estudo

2. Procedimentos da pesquisa

ApOs ter sido esclarecido sobre o estudo, vocé podera ou nao participar
do estudo. Caso aceite, vocé sera solicitado a assinar esse Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, uma copia deste documento lhe sera
fornecida. O seu acompanhamento médico nao sera afetado no decorrer do
estudo, além disso, vocé podera optar por nao participar mais do estudo a
qualguer momento, sem que exista quaisquer implicagdes para ti. Caso aceite
participar, coletaremos uma amostra de sangue e uma amostra de papanicolau,

que sera coletada juntamente com o seu exame, logo vocé néo tera que realizar
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duas coletas. Além disso, aplicaremos um questionario com o objetivo de
conhecer seu perfil social. O material biolégico e os dados coletados durante
esse projeto serdo utilizados apenas para o objetivo desse estudo.

3. Beneficios e obrigagbes do participante

Vocé nao tera despesas pessoais por participar desse estudo, € nem
quaisquer obrigagbes. Também ndo havera compensacédo financeira por sua
participagédo. A principio, esse estudo ndo trara nenhum beneficio imediato a
vocé. Entretanto, as informagdes obtidas nesse estudo poderao servir de base
para o a compreensdo da disseminagao do virus na populacdo, e também
conhecer possiveis marcadores biolégicos que ajudara na compreensido do
desenvolvimento do cancer, futuramente.

4. Desconfortos e riscos

Por ser um estudo observacional, ou seja, sem quaisquer tipos de
intervengdes, esse estudo oferece riscos minimos as voluntarias. A coleta de
sangue é pouco invasiva e oferece riscos minimos, onde ha um desconforto por
conta da coleta e pode, no maximo, geral alguns hematomas e dores locais. Com
relagcao ao procedimento de coleta de amostra de papanicolau os riscos também
sdo minimos, a amostra sera coletada pelo médico responsavel pelo
atendimento no hospital, pode haver um pequeno desconforto durante o
momento da coleta e raramente apresenta dor.

5. Garantia de acesso aos pesquisadores.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas ou
informacdes sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Os pesquisadores responsaveis sdo a enfermeira Hannar Angélica de
Melo Alverga e Prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali, podem ser encontrado na
Universidade de Santo Amaro no endere¢o Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto,
340, Jardim das Imbuias, SP, campus |, telefone 11 2141-8702 no setor Pds
Graduacao em Ciéncias da Saude.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof.
Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687.
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Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos
deste estudo (nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao
participante o respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter
indenizagdes por danos eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sé&o Paulo, / /

(Hannar Angélica de Melo Alverga) (Prof Dr. Luiz Henrique Da Silva Nali)

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco
determinado abaixo e coloque seu nome e o0 n° de seu documento de

identificag&o.

Doc. 1dentificagao: ......oevveeeeiiiieiei e
A S S e e e e e aaas

Nivel de representacgédo: (genitor, tutor, curador, procurador.)....................

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal
deste participante) para a participacdo neste estudo, conforme preconiza a
Resolugao CNS 466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo Data  / /
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Anexo 4. Ficha fornecida as pacientes voluntarias do estudo para coleta

de dados pessoais, demograficos, socioeconémicos, de antecedentes clinicos e

ginecologicos.

QUESTIONARIO
IDENTIFICAGAO

RG, Nome, Idade, Data de Nascimento, Endereco, Telefone, E-mail, Cor,

Escolaridade, Estado civil, Religido, Profissao, Naturalidade e Procedéncia.

FATORES SOCIOECONOMICOS

. Residéncia possui agua encanada, asfalto, rede elétrica, esgoto? ( )

Sim  ( )Nao

2. Quantos cOmodos temsuacasa? ( )1 ( )2 ()3 oumais

3. Quantas pessoas moramnacasa?( )1 ( )2 ()3 oumais

4. Vocé recebe salario mensal ou algum tipo de auxilio? ( ) Sim ( )

© N o g bk~ wDdhd =

9.

N&o
Qual a renda familiar mensal da sua familia (numero de salarios-
minimos)?

()1 salario minimo ()2 salarios minimos () 3 salarios
minimos ou mais
ANTECEDENTES PESSOAIS GERAIS

Tem hipertensdo arterial? ( ) Sim () Nao

Tem Diabetes mellitus? ( ) Sim () Nao

Tem ou ja teve cancer? ( ) Sim () Nao

Possui casos de cancer na familia? ( ) Sim () Nao

Tem alguma cardiopatia? ( ) Sim () Nao

Tem doengas da tiredide? ( ) Sim () Nao

Cirurgias anteriores? Quais? ()Sim ( )Nao
Alergias? Quais? ()Sim ( )Nao

Faz uso de medicacéo de uso continuo? ( ) Sim  ( ) Nao

10. Esta com suspeita de COVID-197 ( ) Sim () Nao
11.Ja teve COVID-19? ( ) Sim  ( ) Nao

12.Caso tenha sido infectada pelo Coronavirus, vocé apresentou:



78

( ) Sintomas graves ( ) Sintomas leves () Assintomatica/

Sem sintomas

13.Ja utilizou ou utiliza algum dos medicamentos abaixo?
() Ivermectina ( ) Hidroxicloroquina (  )Cloroquina (
)JAzitromicina ( )Corticoides
14.Foi vacinada contra a COVID-19?7 ( ) Sim ( ) Nao
o HABITOS

1. Tabagismo? Se sim, quantos cigarros/dia?

2. Etilismo? Se sim, com que frequéncia?

3. Drogas ilicitas? Se sim, quais?

e ANTECEDENTES GINECOLOGICOS

1. Ha quanto tempo iniciou a atividade sexual?

2. Possui vida sexual ativa no momento? ( ) Sim ( ) Nao
3. Frequéncia semanal de relagdes sexuais ( ) Rara ( ) Moderada ( )
Altamente frequente

4. Qual o nimero de parceiros sexuais na vida até agora?

5. Quantos novos parceiros sexuais teve nos ultimos 6 meses?
() ()2 ()3 ()4 ( )50umais

6. Faz uso de algum método contraceptivo?
( )Preservativo ( )DIU () Pilula anticoncepcional ( )

Nenhum

7. Quantas gestagdes jateve? ()0 ()1 ()2 ()3 ()4 oumais
8. Se teve filhos, quantos foram os partos vaginais e cesareas?
9. Se ja teve filhos, amamentou? ( ) Sim ( ) Nao

10.Ja sofreu aborto? Quantos? ( )1 ( )2 ( )3 oumais



11.Sabe o que é uma IST? E como é feito o seu contagio?

12.Ja recebeu diagndstico de alguma infecgéo genital? ( ) Sim ( ) Nao

13.Se IST positiva, fez ou faz tratamento? ( ) Sim ( ) N&o

14.Ja utilizou algum antibidtico para tratamento de alguma IST? Se sim,
qual? E por quanto tempo?

15.E histerectomizada? ( ) Sim ( )N&o
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