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RESUMO

Rastreio dos patdogenos causadores de Infeccoes Sexualmente Transmissiveis
nas mulheres ribeirinhas do rio Amazonas

Até 2019 a Organizacdo Mundial de Saude estimava mais de um milhdo de casos de
infeccdo sexualmente transmissivel (IST) por dia em todo o mundo. Estimava se a
ocorréncia de aproximadamente 357 milhées de novas infecgbes em 2019, sendo as
infecgBes por HPV, clamidia, gonorreia, sifilis e tricomonas as mais prevalentes. No
Brasil, o Ministério da Saude salienta que a populacdo feminina entre 25 e 39 anos é
a mais suscetivel a sofrer IST. Outros fatores de risco sé@o: ser solteiro, ter tido mais
de um parceiro sexual ou um novo parceiro sexual nos trés meses anteriores, ter
parceiro com alguma IST e prética de relacdo sexual sem o uso de preservativo.
Assim, o presente projeto teve como objetivo utilizar a metodologia de microarray para
verificar a ocorréncia de IST nas amostras cervico vaginais e a associacdo com 0S
fatores de riscos e comportamentais das mulheres nativas da regido amazoénica.
Foram avaliadas 117 amostras de mulheres com idade mediana de 31 anos (min: 14
e max: 78), com baixa escolaridade, a maioria casadas, com renda familiar de até um
salario minimo e a maioria agricultoras ou do lar. Foi observado uma alta incidéncia
de microbioma vaginal misto, com um (41,88%), dois (22,22%) ou mais que trés
patdgenos por paciente. Com predominio dos agentes Ureaplasma parvum (45,45%)
e Mycoplasma hominis (26,57%) foram estatisticamente mais frequentes (p<0.0001)
do que com Ureaplasma urealyticum (9,09%), Trichomonas vaginalis (7,69%) e outros
patdbgenos, como: Mycoplasma genitalium, Haemophilus ducrey, Chlamydia
trachomatis, Hespes simplex virus 2 e Treponema pallidum. A frequéncia de IST ndo
tem correlacdo com os fatores de riscos e comportamentais, exemplo o uso de
preservativo, microbioma vaginal, exame preventivo ou escolaridade. No presente
trabalho foi verificado a presenca de varios agentes causadores de IST nas amostras
coletadas de mulheres ribeirinhas, os mais frequentemente encontrados foram
Ureaplasma parvum e Mycoplasma hominis isoladamente ou em associagcdo com
outras infec¢des. O estudo epidemiologico dessa populacdo evidencia a necessidade
de rastreamento das ISTs, devido & alta incidéncia de agentes patogénicos.



ABSTRACT

Screening for pathogens that cause Sexually Transmitted Infections in women
bordering the Amazon River

The World Health Organization estimated more than one million cases of
sexually transmitted infections (STIs) per day worldwide until 2019. Approximately 357
million new infections were estimated to occur in 2019. The most prevalent are
Papilomavirus, chlamydia, gonorrhea, syphilis and trichomonas infections. In Brazil,
Healthy Ministery points out that the female population between 25 and 39 years old is
the most susceptible to suffer from STls. Other risk factors are: being single, having had
more than one sexual partner or a new sexual partner in the previous three months,
having a partner with an STI and engaging in sexual intercourse without using a
condom. Thus, this project aimed to use the microarray methodology to verify the
occurrence of STIs in cervical vaginal samples and the association with risk and
behavioral factors of women native to the Amazon region. The study evaluated 117
samples of women with a median age of 31 years (min: 14 and max: 78), low education,
a family income of less than one minimum salary and most of them were farmers or
housewives. A high incidence of mixed vaginal microbiome was observed, with one
(41.88%), two (22.22%) or more than three pathogens per patient. Predominantly the
agents Ureaplasma parvum (45.45%) and Mycoplasma hominis (26.57%) were
statistically more frequent (p <0.0001) than with Ureaplasma urealyticum (9.09%),
Trichomonas vaginalis (7.69%) and other pathogens, such as Mycoplasma genitalium,
Haemophilus ducrey, Chlamydia trachomatis, Hespes simplex virus 2 and Treponema
pallidum. The frequency of STIs has no correlation with risk and behavioral factors, such
as condom use, vaginal microbiome, preventive exam or education. In the present work
it was verified the presence of several agents that cause STIs in the samples collected
from riverside women, the most frequently found were Ureaplasma parvum and
Mycoplasma hominis alone or in association with other infections. The epidemiological
study of this population shows the need for screening for STIs, due to the high incidence
of pathogens.
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1 INTRODUCAO

As InfeccBes sexualmente transmissiveis pertencem a um grupo de doencas
que acomete quase um milhdo de pessoas diariamente, sendo o Papiloma virus
humano e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) os mais frequentes em todo o
mundo?. O resultado dessa situacéo é o aparecimento de sintomas agudos, infeccoes
croénicas com consequéncias severas, como infertilidade, gravidez ectépica, cancer do

colo do Utero e mortes prematuras de bebés e adultos?.

Véarios patbégenos bacterianos, virais e parasitarios sdo transmissiveis
sexualmente. Segundo boletim da Organizacdo Mundial da Saude, em homens e
mulheres de 15 a 49 anos de idade houve 127 milhdes de novos casos de Clamidia
em 2016; no mesmo ano, foram 87 milhdes de casos de Gonorreia, 156 milhdes de

Tricomoniase e 6,3 milhdes de Sifilis?!.

Em relacéo as ISTs virais a OMS estima que o herpes genital causado pelo
HSV-2 € um problema global e cerca de 491 milhdes (13%) de pessoas com idades
entre 15 e 49 anos em todo o mundo viviam com a infecgdo em 2016. A prevaléncia
da infeccdo por HSV-2 foi estimada como sendo mais alta na Africa (44% nas
mulheres e 25% nos homens), seguida pelas Américas (24% nas mulheres e 12% nos
homens). A prevaléncia também aumentou com a idade, embora o maior nimero de

pessoas recém infectadas sédo adolescentess.

Um estudo epidemioldgico sobre a infeccdo pelo Papilomavirus (HPV)
denominado POP-Brasil foi apresentado em 2018 pelo Ministério da Saude,
demonstrou que a prevaléncia de HPV geral na populacédo feminina pesquisada foi de

54,6% e na masculina, de 51,8%"%.

As ISTs sao reconhecidas como um importante problema de saude publica ha
muitos anos, e por isso a importancia da prevencdo e sucesso terapéutico®. A via
principal de transmissdo das infecgbes sexualmente transmissiveis € por meio de
relacdes sexuais, porém essa ndo € a Unica forma, pois essas infeccdes podem se
dar por via placentéaria, infec¢do vertical (durante o parto normal), por meio de
transfusdo sanguinea ou transferéncias de tecidos, bem como ocasionalmente por

outros meios nao sexuais?.
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Além dos problemas de saude publica, o aumento dessas infeccbes causa
também danos econdmicos, principalmente para os paises em desenvolvimento®. O
maior nimero de casos ocorre nos paises em desenvolvimento, em virtude do nivel
socioeconémico da populacdo, educacdo basica deficitaria e dificil acesso aos
servicos de saude, mas também € bem preocupante nos paises desenvolvidos
relacionadas a prevaléncia de infecgBes virais ndo curdveis, associadas ao

comportamento sexual e aumento do nimero de pessoas em transito pelo pais?.

No Brasil, os dados epidemiol6gicos sobre IST sé&o escassos e 0s Unicos cuja
notificacdo € obrigatéria sdo a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids — do
inglés acquired immunodeficiency syndrome), HIV em gestantes e criancas expostas,
todos os tipos de sifilis — adulto, em gestantes e congénita — e sindrome da secre¢éo
uretral em homens’. Embora a notificacdo dessas infeccées seja obrigatéria, os
servicos de saude brasileiros ndo a realizam sistematicamente, 0 que causa
desconhecimento da real magnitude do problema e dificulta o desenvolvimento de

estratégias de prevencéo e controle®.

1.1 Microbioma vaginal normal

O microbioma vaginal € formado por bactérias aerobias e anaeroébias, fungos e
parasitas, que vivem em equilibrio dinamico com a vagina, contribuindo com a fisiologia
local e servindo de fato protetor da mucosa. Muito tem se observado nos ultimos anos
a relacdo do microbioma vaginal e as ISTs. Os primeiros estudos realizados sobre o
microbioma vaginal realizados por Doederlein (1892), que identificou Lactobacillus como
constituintes da microbioma saudavel°. Anos de pesquisa demonstraram claramente
que o microbioma vaginal representa a primeira barreira contra patégenos obrigatérios

ou facultativos??.

O microambiente vaginal € comumente considerado saudavel quando ha uma
baixa diversidade microbiana e prevaléncia de apenas algumas espécies de
Lactobacillus?. Estudos utilizando técnicas de biologia molecular, como a reacéo em
cadeia da polimerase (PCR), e analisando a sequéncia dos genes bacterianos (genes
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que codificam para 0 RNA ribossémico 16 S bacteriano) em amostras de fluidos
vaginais tém evidenciado que o ambiente microbiano vaginal é geralmente dominado
por uma ou duas espécies de lactobacilos, mais frequentemente Lactobacillus (L.)
iners, L. crispatus, L. gasseri ou L. jenseniitt’4, Os lactobacilos processam glicogénio
e decompdem produtos que produzem &cido lactico (anaerobioser), proporcionando
um pH vaginal acido (<4,5)'2. Eles produzem também espécies reativas de oxigénio
(EROs), com propriedades bactericidas ou atuam excluindo bactérias por competicdo®.
Portanto, é sabido que mulheres com baixo nivel de lactobacilos no microbioma vaginal
apresentam alto risco de adquirir doencas infecciosas urogenitais e maiores chances

de infertilidade?2.

O perfil microbiano de mulheres saudaveis pode ser classificado em um total
de cinco comunidades microbianas vaginais humanas (do inglés community state type
- CSTs). Os CSTs |, 11, Il e V séo caracterizados pela dominancia de L. crispatus, L.
gasseri, L. iners e L. jensenii, respectivamente, e tendem a apresentar baixa
diversidade e uniformidade de espécies'*. Em contraste, a CST IV é tipicamente
desprovida de Lactobacillus spp. e, em vez disso, enriguecido com espécies
anaerobicas estritas frequentemente associadas a vaginose bacteriana (VB), incluindo
Gardnerella, Megasphera, Sneathia e Prevotella’® e/ou bactérias da familia
Enterobacteriacee geralmente povoam o ambiente vaginal empobrecido das espécies

de Lactobacillus?S.

A VB surgiu como um problema de saude publica devido a sua associacdo com
infeccdes sexuais transmitidas, incluindo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
HPVY,

1.1 Patdgenos causadores de ISTs

As ISTs sdo causadas pelas espécies de bactérias como: Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus ducreyi, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Treponema pallidum), virus como Herpes virus humanos tipos

1 e 2, Papiloma virus humano e o Citomegalovirus e parasitos como a Trichomonas
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vaginalis e outras amebas. A via de transmissao principal se d4 por meio do contato
sexual sem o uso de preservativos masculino ou feminino com parceiros infectados?®.
O mecanismo pode ocorrer ainda, de mae para filho durante a gestacao, parto ou pela
amamentacdo. De maneira menos comum, as ISTs também podem ser transmitidas
por meio ndo sexual, pelo contato de mucosas ou pele néo integra com secrecdes

biolégicas contaminadas e fomites!’.

1.2.1 Chlamydia trachomatis (C. trachomatis)

E a bactéria sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo. Suas cepas
sao classificadas de acordo com o0s gendétipos ompA, que estéao fortemente ligados ao
tropismo tecidual diferencial e consequentemente causando diferentes manifestacfes
clinicas de acordo com o sorotipo, sendo o0s sorotipos A-C responsaveis pela doenca
ocular; D-K, pela doenca urogenital e neonatal; por fim, os sorotipos L1 — L3,

responsaveis pelo linfo granuloma venéreo® 21,

A doenca ocular, conhecida como tracoma ou conjuntivite granulomatosa € uma
doenca inflamatdria ocular crénica e recidivante, que afeta a cOrnea e a conjuntiva.
Nas mulheres, as infeccbes por C. trachomatis podem ascender ao trato genital
superior e causar doenca inflamatoéria pélvica, dor pélvica cronica, infertilidade e
gravidez ectépica?3. As mulheres sdo as mais afetadas, pelo C. trachomatis com uma

prevaléncia mundial estimada de 4% entre 15 e 49 anos de idade?®.

As gestantes sd80 as mais propensas a adquirir esta IST, estudos
epidemioldgicos brasileiros mostram que as taxas de infec¢do por C. trachomatis em
mulheres gravidas variam de 6,9% a 18%2% 2!, e estudos especificamente realizados
na Amazoénia mostram uma prevaléncia de infeccdo por CT em mulheres gravidas em
cerca de 11%2%% 22,

Das doencas associadas a C. trachomatis a que causa maior preocupacao €0
linfogranuloma venéreo, essa doencga surgiu nos paises europeus desde 2003%4. Em
contraste com a apresentacgao classica de linfogranuloma venéreo (ou seja, sindrome
inguinal com linfadenopatia dolorosa), 0s casos atuais sdo essencialmente

manifestados por proctite caracterizada por sintomas graves, como dor anorretal,
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tenesmo retal, secrecdo hemopurulenta e sangramento. Essa 'sindrome anorretal’
afeta principalmente homens que fazem sexo com homens (HSH), normalmente co-

infectados pelo HIV e outras ISTs?% 26,

As infeccdes por C. trachomatis podem ser detectadas identificando o patégeno
diretamente em amostras clinicas ou dosando anticorpos contra a C. trachomatis no
soro do paciente?’. Os testes de amplificacdo de acido nucléico (NAAT) substituiram
0s métodos baseados em cultura de células, sendo considerado o padrao-ouro nos
diagnésticos clinicos para C. trachomatis. Embora os NAATs sejam altamente
adequados para detectar infeccGes agudas por C. trachomatis, eles ndo séo capazes
de detectar infeccbes passadas e podem perder infeccbes persistentes, de baixa
carga ou do trato genital superior, sendo nestes casos, utilizado a sorologia para a

deteccédo do patégeno?®,

1.2.2 Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae)

7

A gonorreia é uma IST causada pelo diplococo Gram-negativo Neisseria
gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) e representa um grande problema de satude em todo o
mundo?®. Quando néo tratada, a doenca pode levar a sequelas graves, comodoenca
inflamatéria pélvica, gravidez ectdpica e infertilidade em mulheres, e pode promover

a transmissao do HIV-39,

Homens com gonorreia frequentemente apresentam uretrite aguda, uma
resposta inflamatoria mediada pela infeccdo, e apenas uma pequena porcentagem
permanecem assintomaticos3. A gonorreia é a causa de proctite mais frequentemente
identificada em HSH. Por outro lado, nas mulheres com infec¢ao por N. gonorrhoeae
do trato genital inferior a maioria sdo assintomaticas, e o restante apresentam cervicite
podendo desenvolver uma infeccdo crescente, um pré-requisito para a doenca

inflamatéria pélvica®.

Os testes laboratoriais diretos para deteccdo do patdégeno gonocdOcico vem
sendo substituido por testes de amplificacdo de acido nucléico que sdo altamente

sensiveis e os preferidos para rastreamento e diagndéstico das ISTs?6,
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1.2.3 Haemophilus ducreyi (H. ducreyi)

O cancroide ou cancro mole é causada por uma bactéria Gram negativa
chamada Haemophilus ducreyi. A doenca geralmente se manifesta com mudltiplas
Ulceras superficiais dolorosas na area genital e associada a linfadenite inguinal, e é
endémica em alguns paises em desenvolvimento®# 3. Também pode se espalhar para
outros locais anatémicos por auto inoculacdo, uma caracteristica clinica demonstrada

experimentalmente por Ducrey em 1889%.

A doenca se manifesta, apos um periodo de incubacao que varia de 24 horas
a 15 dias (em média 5 dias), por uma pequena papula rosa no local da penetragcédo da
bactéria. A lesdo progride rapidamente para uma ulceracdo mais ou menos extensa,
rosada, dolorosa e profunda, com bordas inflamadas e claras, de aparéncia irregular.

Surgindo linfadenopatias de 2 a 3 semanas apds o contagio®.

A ulceragéo genital demonstrou ser um cofator importante na transmisséo da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), tanto em estudos de

coorte transversal como em estudos longitudinais prospectivos®’.

1.2.4 Mycoplasma genitalium (M. genitalium)

Desde que o Mycoplasma genitalium foi isolado pela primeira vez em homens
com uretrite ndo gonococica em 1981, essa bactéria foi reconhecida como um possivel
patbgeno do trato geniturinario®. Atualmente, o M. genitalium é amplamente
reconhecido como uma causa frequente de uretrite masculina3®, uma causa provavel
de cervicite e doenca inflamatéria pélvica em mulheres*® e uma possivel causa de

varias outras sindromes geniturinarias*t 42,

A infeccd@o por M. genitalium é a mais dificil de gerenciar clinicamente devido a
plasticidade de seu genoma, o que facilita o desenvolvimento de resisténcia a

antibidticos?®°.
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1.2.5 Mycoplasma hominis (M. hominis)

Mycoplasma hominis (M. hominis) faz parte do microbioma geniturinario em
pessoas sexualmente ativas e pode causar infeccdo disseminada em pacientes

imunodeprimidos*3.

A infeccao pelos Mycoplasma também leva a sequelas no sistema reprodutivo,
principalmente na tuba uterina e na capacidade de migracdo dos espermatozoides. A
sua frequéncia na populacdo de pacientes inférteis ndo é homogénea na literatura®.
Em alguns estudos, a deteccdo do M. hominis, Ureaplasma parvum e U. urealyticum
tem sido relatada como associada a aborto espontaneo, natimorto, nascimento

prematuro, baixo peso ao nascimento e morbimortalidade perinatal®.

1.2.6 Treponema pallidum (T. Pallidum)

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel causada pela subespécie de
Treponema pallidum e pode levar a complicagBes graves. Se ndo tratada, a sifilis
causa uma doenca multissistémica que pode progredir para um envolvimento

cardiovascular e neuroldgico grave, que pode ser potencialmente fatal®.

A sifilis causou uma onda de pandemia que varreu a Europa renascentista ha
mais de 500 anos e permaneceu um problema até a introdugéo de antibiéticos na era
p6s-Segunda Guerra Mundial*’. Desde 2000, foram relatados aumentos substanciais
nos casos de sifilis precoce em areas metropolitanas dos paises ocidentais. Esses

aumentos foram descritos principalmente entre HSH,

No Brasil, a Sifilis € uma doenca reemergente e atualmente reapareceu como
um problema de saude nacional apés um periodo de aparente controle e declinio em
sua incidéncia*®. O numero de casos aumentou 32,7% para sifilis adquirida
(transmissao sexual), 20,9% para sifilis gestacional e 1,9% para sifilis congénita entre
2014 e 20150,
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O diagnéstico deve ser feito em qualquer manifestacao clinica da Sifilis, através
da identificacdo de treponemas usando microscopia de campo escuro ou mancha
direta de anticorpos fluorescentes, coloracéo de treponemas em amostras histolégicas

e por testes sorol6gicos®:.

Na microscopia de campo escuro, 0s treponemas sdo identificados pela
morfologia e movimentos caracteristicos. A PCR isolada ou como parte do teste
multiplex para T. pallidum na Ulcera genital estd disponivel principalmente como

ferramenta de pesquisa®'.

Os testes sorologicos sdo baseados em antigeno treponémico, como
imunoensaio enzimatico treponémico, aglutinacdo de particulas T. pallidum ou
hemaglutinacéo e testes de absorcao de anticorpos fluorescentes ou testes baseados
em cardiolipina "ndo-treponémica”, como o Laboratério de Pesquisa de Doencas
venéreas (do inglés Venereal Disease Research Laboratory - VDRL) ou testes rapidos

de reagina plasmatica®2.

1.2.7 Ureaplasma parvum (U. parvum) e Ureaplasma urealyticum (U.

urealyticum)

As espécies de Ureaplasma spp. sdo comumente consideradas parte do
microbioma normal, mas também sdo capazes de causar doencas clinicas. Entre as
mulheres, estas bactérias sdo responsaveis principalmente por uretrite nao
gonococica e vaginose bacteriana. Complicagbes graves podem ocorrer durante a
gravidez e ap0s o parto com manifestacées como corioamnionite, febre pds-parto e
pés-aborto, pneumonia congénita, bacteremia neonatal e abscessos neonatais®3.
Entre os homens, Ureaplasma spp. foi significativamente associado a uretrite nao
gonocécica e a prostatite cronica, provando que € mais do que apenas um comensal

inofensivo®?.

Além de facilitar a transmissédo do HIV, as ISTs, incluindo Ureaplasma spp.
pode coexistir com o0 papiloma virus humano (HPV) e pode contribuir
significativamente para a patogénese das lesdes displasicas associadas ao HPV no

colo do Utero®®: %6,
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1.2.8 Herpes virus humanos tipos 1 e 2 - (HSV-1 e HSV-2)

O herpes genital € uma das infec¢des virais sexualmente transmissiveis mais
comuns, persistentes e altamente infecciosas e é causada pelo virus do herpes
simplex 2 (HSV-2) e, em muitos casos emergentes, pelo virus do herpes simplex 1
(HSV-1)57:%8, Os principais locais de infec¢do incluem a vulva e a vagina, com alguns
casos envolvendo o colo uterino e a regido perianal nas mulheres e, normalmente, a
glande ou a haste do pénis em homens heterossexuais, enquanto a infec¢do anal
também foi relatada para homens homossexuais®®. As infeccGes primarias e
recorrentes por herpes genital resultam em lesfes e inflamag&o ao redor da éarea

genital que sdo muito dolorosas e contribuem para a aquisicéo de outras infeccdes®’.

Foi encontrada uma forte sinergia entre o HSV-2 e o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). A infec¢do pelo HSV-2 pode pelo menos dobrar o risco de infeccéo
pelo HIV adquirida sexualmente porque o herpes genital recorrente pode fornecer uma
porta de entrada para o HIV e recrutar células-alvo para os locais de infeccdo

epitelial®,

1.2.9 Trichomonas vaginalis (T. vaginalis)

Trichomonas vaginalis é a IST néo viral mais curavel e comum em todo o
mundo. A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estimou 156 milhdes de casos de T.
vaginalis em todo o mundo em 2016, representando quase metade da incidéncia

global de IST naquele ano'®.

Pacientes com T. vaginalis sintomético relatam vérios sintomas, incluindo
corrimento vaginal e distria em mulheres e corrimento uretral e disiria em homens.
Muitos pacientes infectados, no entanto, nunca apresentam sintomas permitindo
assim um aumento na transmissdo da doenca®’. A infeccdo por T. vaginalis ndo
tratada ou persistente em mulheres tem sido associada a infertilidade®?. Embora
pouco se saiba sobre T. vaginalis em homens, a infec¢cédo tem sido descrita como uma
causa de uretrite ndo-gonocdcica (NGU), prostatite e epididimite. Além do que em

ambos o0s sexos, aumentam se a probabilidade de adquirir outras 1ISTs6?.

O diagnostico da tricomoniase nao pode ser baseado somente na
apresentacao clinica, pois a infeccdo pode ser confundida com outras ISTs. O exame
de amostras vaginal e cervical pode revelar alteracfes citomorfolégicas induzidas

pelos tricomonas. O esfregago é tipicamente rico em elementos polimorfonucleares e
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ha grande nimero de células epiteliais isoladas®?.

7

O diagndstico clinico € um meio impreciso de diferenciar visualmente as
diferentes ISTs devido a apresentacéo atipica, a ocorréncia de infeccdes mistas e a

infeccéo pelo HIVE,

O uso de testes de amplificacdo de acidos nucléicos facilitou a detec¢édo de
varios agentes etioldgicos que ndo eram cultivaveis. A PCR pode fornecer um
diagnostico microbiano mais sensivel, com deteccéo direta do patbgeno na amostra
clinica’. O teste de PCR multiplex (M-PCR) faz o melhor uso de quantidades limitadas
de material clinico, pois permite a amplificacdo simultdnea de DNA de trés patdgenos
a partir de um Unico swab de amostra de secrecdes de Ulceras genitais'®>. A M-PCR
mostrou uma sensibilidade mais alta que os testes de diagndstico padrao para a

deteccdo de HSV, H. Ducreyi e T. pallidum de Ulceras genitais’.
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2 JUSTIFICATIVA

A populacado ribeirinha é extremamente dependente do meio ambiente, que
apesar de imenso e resistente, também é fragil e dependente de varios fatores
ambientais sujeitos a transformacdes globais ou locais. Os proprios rios ndo possuem
praticas de sustentabilidade e gerenciamento de impacto ambiental, relegando seu
lixo e esgoto a capacidade de regeneracdo da Floresta. Portanto, embora tenham
acesso a uma das maiores reservas de agua potavel do mundo, a presenca de
doencas transmissiveis por agua contaminada ou mal tratada ainda é alta. Assim, a
populacdo ribeirinha da Amazdnia possui uma estrutura soOcio-demogréfica
extremamente precéria. A falta de cuidado com a higiene pessoal também é outro
reflexo da relacdo dessas comunidades com o meio ambiente. Além disso, o dificil
acesso a essas regides também colaboram para aumentar as dificuldades nos

diagnosticos e tratamentos das diversas doengas.

As ISTs sdo muitas vezes assintomaticas o que possibilita as transmissoes e
agravamento das doencas, tornando-se obrigatorio o rastreamento por métodos
especificos e sensiveis para identificacéo dos agentes de maneira separada, podendo
assim, aplicar um tratamento direcionado para a pessoa infectada e o parceiro,
diminuindo a ocorréncia dessas doengas e o aumento do indice de resisténcias dos

medicamentos utilizados nesse tipo de tratamento.

O publico de estudo séao as mulheres da regiao ribeirinha da Amazonia, regido
gue abriga varias comunidades que vivem as margens de rios (populacao ribeirinha)
gue, na maioria das vezes sao carentes de atencdo primaria como saude publica,
saneamento e educacdo sanitaria’. Essa situacdo é piorada devido a dificuldade de
acesso as comunidades mais desenvolvidas, que geralmente sao realizadas apenas
por pequenas embarcacdes; e existem também outros fatores impeditivos, como o

medo de fazer exames e a falta de entendimento sobre a importancia da triagem?®.

O presente trabalho foi realizado com a colaboragcdo da Organizagdo N&o
Governamental “Doutores das Aguas”, criada em 201174, O projeto planeja melhorar

as condicdes para promover medidas de salude e prevencao as populacdes ribeirinhas
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dos afluentes do Rio Amazonas. Como grande parte da populacdo mora nas areas
rurais, no centro da Amazobnia, as mulheres so6 tém acesso a cuidados de saude
basica, isso devido ao dificil acesso geografico aos grandes centros de saude. Nesse
sentido, destacam-se os esforcos de alguns pesquisadores ao investigar e gerar
informacdes sobre essas populacdes que habitam as regiées do rio Amazonas’®. O
Centro de Saude da Mulher foi implantado em 2017, cujo principal objetivo era rastrear

aocorréncia de lesdes precursoras de cancer e neoplasias nessas regides’.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
« Utilizar a metodologia de microarray para verificar a incidéncia de IST nas

amostras cervicovaginais das mulheres nativas da populacao ribeirinha dos

afluentes dos Rios Negro e Madeira, no Amazonas.

Especificos

« Determinar a prevaléncia de IST por teste molecular (Microarray);

+ Avaliar a associacéo entre as infec¢oes e fatores de risco.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aprovacao pelo CEP

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Santo Amaro - SP
(Plataforma Brasil - CAAE: 61414216.4.0000.0081 — ANEXO 1).

As mulheres voluntarias responderam ao questionario socioepidemiolégico
(ANEXO 1), ap6s a leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
explanacdo sobre os objetivos e risco do projeto. As meninas menores de idade
tiveram o TLCE (ANEXO IIl) assinado por um dos pais ou responsaveis legais. A
equipe de saude, sob supervisdo do Prof. Dr. Marco Anténio Zonta foi responsavel
pela coleta das amostras. Foram coletadas 123 amostras cervicais de populacdes

ribeirinhas préximas ao rio Amazonas, com idades entre 10 e 80 anos, ndo gravidas.

Os critério de exclusao foram: as gestantes, estar menstruada, mulheres que
se negaram a responder o questionario na anmnese ou que o questionario estava

incompleto e materiais com quantidade insuficiente de DNA.

4.2 Procedimento de coleta

Apés orientacdo verbal e preparo das pacientes, a mulher foi posicionada na
mesa ginecolégica e o canal vaginal é dilatado com uma especificacdo vaginal
descartavel para coletar material cervical-vaginal. O material cervical (ecto e
endocervice) coletado por escovado foi preservado em frasco contendo solugéo

alcalina (Cellpreserv'™), utilizando-se uma escova de cerdas plasticas.

4.3 Analise Citologica

As amostras foram preparadas pelo método automatizado (KLP 2000 da
empresa Kolplast™). As amostras foram concentradas e impressas nas laminas de

vidro. As laminas obtidas foram transferidas para um suporte de [aminas e o material
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celular foi fixado em alcool 95%. O material foi submetido ao método de coloracéo de
Papanicolaou convencional, onde utiliza trés solucdes corantes: a Hematoxilina de Gill
(substituida também pela Hematoxilina de Harris), OG-6 (Orange G) e EA-36 (Eosina
amarelada) ou EA-65.
A andlise citoldgica e a leitura foram realizadas por microscopia éptica (Nikon
Eclipse E200) por um citologista experiente no PAPLAB localizado no Centro de
Pesquisa da Universidade Santo Amaro (UNISA RESEARCH CENTER).

4.4 Extracdo do DNA Gendmico

A extracdo DNA genbmico das amostras cervicais foram realizadas com o Kit
QIAAMP DNA (Qiagen)de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente,
5 ml das amostras mantidas em Cellpreservi™foram centrifugadas, lavadas em tampéo
salina duas vezes e lisadas. O DNA coletado por coluna de extracéo e eluido com o
tamp&o de eluigdo do kit. A concentracéo e purificagdo do DNA foi determinado por

nanodrop (Thermo).

4.5 Amplificagdo do DNA Gendmico

A amplificacdo do DNA genbmico foi feita pelo kit (Euroimmun), que
disponibiliza o mix para PCR, contendo a enzima taq polimerase, magnésio,
nucleotideos (dNTP's), primer e molde do DNA desejado. As amostras foram
colocadas no Thermal Cycler. Através dos ciclos feitos pelo equipamento variando
entre aguecimento e resfriamento vai ocorrer a amplificacdo do DNA desejado. Os
produtos da PCR resultantes sdo marcados com um corante fluorescente, o que

permite que eles sejam detectados posteriormente pelo microarray.
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4.6 Microrray

Foi utilizado o kit EUROArray STI — 11, que permite a detec¢céo simultédnea de
11 patégenos sexualmente transmissiveis em uma reacdo de amplificacdo de material
genético e identificacdo por sondas marcadas com fluorescéncia para Chlamydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), HSV-1 e -2, Haemophilus ducreyi
(HD), Mycoplasma genitalium (MG), Mycoplasma hominis (MH), Treponema pallidum
(TP), Trichomonas vaginalis (TV), Ureaplasma parvum (UP), Ureaplasma urealyticum
(Uu)™,

O DNA amplificado pela PCR é incubado no biochip de Microarray.
Primeiramente, o DNA é misturado a solucdo tampao de hibridizacéo, que fornece
condicfes Otimas para a ligacao dos produtos de PCR as sondas complementares no
microarray. Essa ligacdo é medida através dos sinais de fluorescéncia emitidos pelos

pontos e lidos por um scaner de Microarray (Eurimmun™)76,

4.7 Andlise Estatistica

As comparacdes das frequéncias das infec¢des foram realizadas utilizando o
Teste G de Cochran, enquanto que as associacdes entre as variaveis foram feitas com
0 Teste do Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher.O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparar as idades entre as mulheres com ou sem IST. Fixou-se em

0,05 ou 5% o nivel de significancia.
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Das 123 amostras coletas foram utilizadas para esse estudo 117 amostras

(95,12%), pois 5 foram excluidas devido a escassez de material genémico

representativo e 1 estava com os dados do questionario do TCLE incompletos.

As mulheres voluntéarias

apresentaram as seguintes caracteristicas

socioecondmicas (Tabela 01): idade de 10 a 80 anos, com a escolaridade inferior ao

ensino médio incompleto (78,63%), maioria sdo casadas (79,49%), com renda familiar

de até um salario minimo (86,32%), com duas até dez pessoas em casa (52,14% a

41,03%) e a maioria sendo do lar ou agricultora (59.83%).

Tabela 01 — Caracteristicas socioecondmicas da populacdo estudada

Varidveis  categorias n % Varidveis categorias n %
Idade Renda
10a19 18 15,38 <1 Sal 101 86,32
20a 29 32 27,35 2 Sal 11 9,40
30a39 33 28,21 > 3 sal 5 4,27
40a 49 21 17,95 # pessoas em casa
50 a 59 6 5,13 02a5 61 52,14
60 a 80 7 5,98 6 alo 48 41,03
Escolaridade 11 al5 5 4,27
Analfabeta 22 18,80 > 16 3 2,56
Fundamental 28 23,93 Profisséo
Médio incompleto 42 35,90 Agricultora 39 33,33
Médio completo 8 6,84 Do lar 31 26,50
Superior 11 9,40 Estudante 15 12,82
NI 6 5,13 Pescadora 13 11,11
Estado civil Professora 9 7,69
casada 93 79,49 Agente de salde 2 1,71
solteira 19 16,24 Funcionaria publica 2 1,71
villva 2 1,71 Outros 6 5.13
divorciada 3 2,56 Total 117 100,00
Total 117 100,00

NI: ndo informado

Das 117 mulheres, 88 (71,54 %) apresentaram algum tipo de IST (Tabela 02),

sendo a mediana da idade das mulheres infectadas de 32 anos (min: 14 e max:78) e

das nao infectadas, 31 anos (min: 14 e max:63).
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Tabela 02 — Idade das mulheres avaliadas
segundo presenca ou néo de infeccgéo.
Infectadas N&o infectada

n 88 29
Valor Minimo 14 14
Valor Maximo 78 63
Mediana 32 31
Média 34,10 33,01
DP 14,1 12,7

Teste de Mann-Whitney
Z calculado = 0.142  p=0.8871

O numero de mulheres com alguma IST ou néo foi estratificado de acordo com
a faixa etaria, nem mesmo quando a idade foi estratificada e aplicada a a analise do
Qui-quadrado com particao (Tabela 03) a idade das mulheres ndo esta associada com

a frequéncia de IST..

Tabela 03 — Faixa etéria avaliada segundo presenca ou

nao de infeccéo

Faixa etaria IST Total
Sim Nao
10a 19 14 4 18
20a 29 24 8 32
30a 39 23 10 31
40 a 49 18 3 21
50 a 59 5 1 6
60 a 80 4 3 7
Total 88 29 117
Lin : Col Qui-Quadrado GL p
Particao 1 02:02 0,1669 1 0,6828
Particdo 2 03:02 0,5720 1 0,4495
Particao 3 04:02 1,2287 1 0,2677
Particdo 4 05:02 0,1475 1 0,7010
Particdo 5 06:02 1,3792 1 0,2402
Geral Tabela 3,4943 5 0,6243
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Alguns fatores de risco aumentam as chances de transmissao das ISTs, entre

outros, a idade, etnia, localizagdo geografica, frequéncia e tipo de sexo, uso de ducha

vaginal, fumo, uso de contraceptivos hormonais, uso de preservativo e grau de

escolaridade’® 4. A idade da primeira relacdo sexual (Tabela 4) foi em torno de 7 a 15

anos (68,38%) maioria dessas mulheres apresentaram alguma IST. A maioria das

mulheres (56,41%) relatou ter tido apenas 1 parceiro sexual, ndo fazem uso de

preservativo (86,32%), ndo fazem exames preventivos (62,99%) e tem de um a quatro

filhos (73,50%).

Tabela 4 — Fatores de riscos e comportamentais

Variaveis categorias n % Variaveis categorias n %
Primeira relacdo Uso de preservativos
7al0 2 1,71 SIM 16 13,68
11a15 78 66,67 NAO 101 86,32
16 a 20 33 28,21 Exame Preventivo
21 a 27 4 3,42 SIM 55 47,01
n° de parceiros NAO 61 62,99
1 66 56,41 Filhos
2ab 37 31,62 0 15 12,82
6 al0 7 5,98 la?2 39 33,33
>11 7 5,98 3a4 21 17,95
Total 117 100,00 5a6 26 22,22
>7 16 13,68
Total 15 100,00

Para avaliar se a idade da primeira relacéo interfere na presenca de IST, o

namero de mulheres infectadas ou nao foi estratificado de sete a quinze anos e ap6s

16 anos (Tabela 5). Embora a grande (76,92%) maioria das mulheres apresentaram

alguma IST, a idade da primeira relacdo sexual nado influenciou na presenca de

infeccdo (p = 0.8796).

Tabela 5 — Idade da primeira relag&o sexual
avaliada segundo presenca ou nédo de

infeccao
Idade/12 relacéo IST Total
sexual Sim Nao
7als 60 28 88
> 16 20 9 29
Total 80 37 117

X2 calculado =0.006, p=0.8796
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Outros fatores de risco, comportamentais e socieconomicos foram analisados.
Como pode-se observar na Tabela 6. O uso de preservativo, microbioma reagente,
exame preventivo, queixas, escolaridade até o ensino médio incompleto e nimero de

parceiros ndo interferiram na presenca de IST.

Tabela 6 - Fatores socieconémicos e
comportamentais avaliados segundo presenca ou
nao de infeccéo

Quantidade de IST p
parceiros Sim N&o

Uso de preservativo 13,63 13,79 1,0000 (ns)
Microbioma reagente 93,18 93,01 1,0000 (ns)

Exame preventivo 72,72 77,41 0,6688 (ns)
Sintomas 77,33 71,42 0,5086 (ns)
Escolaridade 59,83 18,80 0,7943 (ns)
Parceiros 88,00 29,00 0,6848 (ns)

Mesmo analisando as faixas de niumero de parceiro, esta variavel ndo interferiu
na presenca de infeccéo (p = 0.6848)(Tabela 07).

Tabela 7 — Quantidade de parceiros avaliada segundo
presenca ou nao de infeccéo

Quantidade de IST Total
parceiros Sim Nao
1 50 16 66
2ab 29 8 37
6al0 4 3 7
>11 5 2 7
Total 88 29 117

Lin : Col Qui-Quadrado  GL p
Particdo 1 02:02 0,0874 1 0.7676
Particao 2 03:02 13,446 1 0.2462
Particdo 3 04:02 0,0572 1 0.8109
Geral Tabela 14,892 3 0.6848
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Outras questdes foram respondidas: todas disseram nao receber para fazerem
sexo, 14,68% foram forcadas a fazer sexo, nenhuma delas citaram consumo de alcool
na semana anterior a coleta, 7,69% séao tabagistas, 12,82% usam drogas injetaveis,
85,47% ja engravidaram e 13,68% tiveram abortos.

E sabido que o microbioma misto propicia a vaginose bacteriana (VB), que
normalmente s6 é tratada quando a paciente apresenta sintomas’®. Para avaliar o
microbioma vaginal, foi realizada a analise citologica. Como mostra na Tabela 8, o
microbioma vaginal misto foi predominante, onde 87,18% apresentaram essa condi¢cao
(Tabela 05).

Tabela 8 - Anédlise citologica: microbioma e
agente infeccioso

microbioma/agente n %

Bacilar/normal 8 6,84
Mista 102 87,18
G. vaginallis 5 4,27
Candida sp. 2 1,71
Total 117 100,00

Mista: presenca de bacilos e cocos

Para verificar o tipo de IST, foi realizada a analise molecular e foi observado
gue as infeccbes com Ureaplasma parvum (45,45%) e com Mycoplasma hominis
(26,57%) foram estatisticamente mais frequentes (p=0.0000) do que com Ureaplasma
urealyticum (9,09%), Trichomonas vaginalis (7,69%) e as outras infec¢cdes, como
mostrado na Tabela 09. A quantidade de infec¢des (Tabela 10 e 11) foram Unicas

(41,88%), em duas (22,22%) ou em trés ou mais agentes infecciosos (11,11%).



Tabela 9 — Tipagem da infeccdo

microbioma/agente n %

Ureaplasma parvum 65 45,45
Mycoplasma hominis 38 26,57
Ureaplasma urealyticum 13 9,09
Trichomonas vaginalis 11 7,69
Mycoplasma genitalium 4 2,80
Haemophilus ducrey 4 2,80
Chlamydia trachomatis 3 2,10
Herpes simplex virus 2 3 2,10
Treponema pallidum 2 1,40

Total 143 100,00
Teste G de Cochran G calculado= 263.66
p=0.0000* UP e MH foi encontrada com
maior frequéncia que as demais.

Tabela 10 - Quantidade de infeccdes
por voluntaria

microbioma/agente n %

sem infeccéo 29 24,79
uma 49 41,88
duas 26 22,22
trés 10 8,55
quatro 3 2,56

Total 117 100,00




Tabela 11- Numero de infeccdes Unicas ou
associacoes

microbioma/agente n %
up 35 39,77
MH/UP 12 13,64
MH 9 10,23
MH/TV/UP 6 6,82
uu 3 3,41
HD 2 2,27
MH/TV 2 2,27
HD/UP 2 2,27
MH/UU 2 2,27
HS2/UP 2 2,27
MH/UP/UU 1 1,14
MH/TV/UU 1 1,14
MH/TV/UU/UP 1 1,14
CT/MG 1 1,14
HS2/HD/UP 1 1,14
UP/UU 1 1,14
CT/MH/UU 1 1,14
MG/MH/UP/UU 1 1,14
TP/UU 1 1,14
MG/UP 1 1,14
MH/TV 1 1,14
CT/MH 1 1,14
TV/UP 1 1,14
Total 88 100,00

Abreviagbes: UP - Ureaplasma parvum, MH - Mycoplasma hominis,
UU - Ureaplasma urealyticum, TV - Trichomonas vaginalis, MG -
Mycoplasma genitalium, HD - Haemophilis ducrey,CT - Chlamydia

trachomatis, HP2 - Herpes simplex virus 2, TP - Treponema pallidum
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado que as voluntarias tinham a mediana de 31
anos; a idade da primeira relacdo sexual foi entre 7 a 15 anos, das quais 76,92%
apresentaram alguma IST. Na populacdo avaliada, 56,41% das mulheres relataram
ter mantido relacdo monogamica, porém estas variaveis ndo parecem ter correlacao
com a presenca de infeccdo. Em contraste, sabe-se que 0s riscos comportamentais €
um agravante para se adquirir as ISTs. A OMS aponta como os fatores de risco para
se adquirir as ISTs, mulheres com idade inferior a 21 anos, ser solteiras,
intercorréncias sexuais com mais parceiro sexual ou parceiro recente nos trés meses
anteriores, ter parceiro com alguma IST e pratica de relacdo sexual sem 0 uso de
preservativo’®. Nsibande et al. (2018) mostratam que 0s riscos comportamentais € um
agravante para se adquirir as ISTs quando fizeram a analise de 160 voluntarios com
idade entre 15 e 24 anos 7. No Libano foi realizado um estudo com 505 mulheres
voluntarias, onde 312 amostras (62%) foram positivas para pelo menos um patégeno
sexualmente transmissivel e relatam a mudanca no comportamento das mulheres,
como um aumento de parceiros sexuais e praticas homossexuais, 0s quais estdo
relacionados ao aumento do risco de ISTs’8. Mesmo estratificando as voluntarias que
participaram deste estudo, ndo foi possivel determinar que a idade da populacéo ou
mesmo a idade de inicio da vida sexual estavam relacionadas com a frenquéncia de
IST.

Foi observado que o microbioma vaginal misto foi predominante nas amostras
analisadas no presente trabalho. A vaginose bacteriana estd associada ao aumento
do risco de adquirir infeccfes sexualmente transmissiveis e desenvolver complicacdes
obstétricas’®. Além disso, alguns estudos demonstraram que a vaginose bacteriana
também esta associada a um risco aumentado de desenvolver complicacdes de saude
mais graves, como distirbios do trato urogenital superior® e parto prematuro’s. No
entanto, no presente trabalho foi observado que tanto as mulheres infectadas e nao
infectadas apresentaram o microbioma reagente. O tratamento com antibidtico é
recomendado para vaginose bacteriana sintomatica; porém, estudos demonstraram
taxas de recorréncia muito altas (20% a 67%) devido a formacdo de biofilme do

microbioma anaerébico anormal que cria células indutoras’®.
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No presente trabalho foi observado uma alta incidéncia de infeccdo por
Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum. Estes agentes sdo normalmente
encontrados no microbioma vaginal de 70 a 80% das mulheres sexualmente ativas®

se. Embora, a maioria das infec¢des causadas micoplasma e ureaplasma sejam

assintométicas, essas infec¢cfes estdo associadas a um risco aumentado de resultados

adversos na gravidez, como aborto espontaneo e parto prematuro?®: 87:88,

Ha varios estudos sobre os micoplasmas e ureaplasmas mas ainda ndo ha
evidéncias conclusivas de que esses microrganismos devam ser considerados
patbgenos ou meros cofatores associados a infeccdes genitais’’, assim facilitando
outras infeccdes. M. hominis pode agir simbioticamente com outras bactérias
associadas a vaginose bacteriana ou como o unico patdgeno. Este micoplasma pode
ser encontrado em grande quantidade na vagina da maioria das mulheres com
vaginose bacteriana, mas com menos frequéncia em mulheres saudaveis®*. Estudos
relatam a importancia do tratamento apenas para pacientes sintomaticos, pois 0s
micoplasmas genitais exibem resisténcia inerente a beta-lactamicos e glicopeptideos
(por exemplo, vancomicina) devido a auséncia de parede celular. Ja os ureaplasmas
geralmente sdo suscetiveis aos macrolideos, eles séo resistentes as lincosamidas,
exceto em altas concentracdes. No entanto, a resisténcia medicamentosa ao

micoplasma aumentou devido ao uso inadequado dos antibiéticos®°.

A sifilis € uma doenca reemergente no Brasil e atualmente reapareceu como
problema de saude nacional ap6s um periodo de aparente controle e queda em sua
incidéncia®?. No nosso trabalho foi observado um baixo nimero de T. pallidum, foram
detectados materiais genéticos do patdgeno em trés pacientes pela técnica de
Microrray que nao foram detectados na citologia. A baixa deteccéo de treponemas no
diagnostico molecular ndo pode ser refletida com auséncia da doenca na regido

estudada.
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A histéria natural da doenga mostra evolucao que alterna periodos de atividade
com caracteristicas clinicas, imunologicas e histopatologicas distintas (sifilis primaria,
secundéria e terciaria) e periodos de laténcia (sifilis latente). A sifilis divide-se ainda
em sifilis recente, nos casos em que o diagnostico é feito em até um ano depois da
infeccao, e sifilis tardia, quando o diagndstico é realizado ap6s um ano®. A lesdo
primaria, cancro, se apresenta como uma ulcera ano genital que aparece 9-90 dias
apos a exposicado. O cancro pode ndo ser aparente ou ndo ser reconhecido pelo
paciente. A Ulcera é classicamente endurecida e indolor, mas geralmente pode ser
atipica (dolorosa, mole, mdltipla)®2. Apds esse periodo de laténcia, se néo tratada a
doenca entrara novamente em atividade, o acometimento afetara a pele e os 6rgaos
internos correspondendo a distribuigcdo do T. pallidum por todo o corpo, caracterizando
a Sifilis secundaria. E na fase terciaria, em geral a caracteristica das lesGes € a
formacdo de granulomas destrutivos e auséncia quase total de treponemas®. As
complicagBes podem ser neuroldgicas, como a neurossifilis tardia que pode causar
sifilis meningovascular levando ao Acidente Vascular Cerebral, ou envolvimento do
parénquima levando a paresia geral e tabes dorsalis, além de complicacdes
cardiovasculares que envolve o arco adrtico, podendo causar angina, incompeténcia
adrtica e aneurisma aortico®2. A melhor maneira de ser feito o diagnéstico das fases

secundaria e terciaria da sifilis é através da sorologia.

Os testes soroldgicos para Sifilis secundéria e terciaria geralmente comegcam
com um teste treponémico de triagem, como uma enzima ou imunoensaio de
guimiluminescéncia para detectar anticorpos treponémicos. Um teste de triagem
positivo deve ser seguido por um teste treponémico confirmatério, normalmente o T
pallidum aglutinagdo de particulas. Se ambos os testes forem positivos, a sifilis &
confirmada®. Depois disso, o teste rapido da reagina plasmatica (um teste quantitativo
nao treponémico) deve ser usado para medir a atividade da doenca e rastrear a
resposta ao tratamento (embora 15 - 41% dos pacientes permanecam reativos mesmo

apos o tratamento bem-sucedido)®4.

A Amazonia brasileira abriga varias comunidades nas margens do rio que, na

maioria das vezes, carecem de atencao primaria como saude publica, saneamento
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bésico e educacdo. Em 2017, Duarte et al. publicou um estudo transversal onde foram
investigadas a infeccdo pelo HPV e triagem cervical de 353 mulheres, de dezesseis
comunidades em 7 municipios do estado do Par4, entre fevereiro e dezembro de 2008°.
Os estudos sao escassos na populacéo ribeirinha e isso ocorre basicamente devido a
dificuldade de acesso a essas comunidades, que geralmente sdo feitas apenas por

pequenas embarcacoes.

No presente estudo as mulheres tém uma meédia de 31 anos e mostraram
comportamentos  socioecondmicos e condicdes econdmicas semelhantes;
sobreviveram com renda familiar de até um salario minimo, mostrando a precariedade a
que essa populacdo esta exposta. A implementacdo de programas de prevencao e
promocao da saude para essas mulheres é dificil, devido a localizac&o e a dificuldade
de entendimento, pois uma porcentagem alta dessas mulheres em relacdo a
escolaridade foi 23,93% possuem ensino fundamental e 35,90% tem o ensino médio
incompleto; dificultando assim o diagnostico precoce e o tratamento. As comunidades
onde 0 acesso aos servicos a saude sdo deficientes e precarios traz normalmente um
cenario incomum em relacdo a populacédo, e as mulheres ribeirinhas amazénicas sao
exemplos de pessoas impactadas pela falta de acesso a informacao e aos servigos de
saude, pois estdo mais sujeitas ao agravamento em casos de doencas do trato

genital®®,

O diagnéstico precoce ainda é a melhor maneira para um tratamento eficaz e
a eliminacédo dos patdgenos, e para isso as técnicas de Biologia Molecular como o
como o PCR em tempo real’® 8% 8 PCR multiplex8”: 8 89 e microarranjos®° sdo
excelentes em termos de sensibilidade e especificidade, porém de alto custo
prejudicando assim a utilizacdo desses métodos para rastreio das ISTs®. Além
disso, apesar da crescente aplicacdo de métodos de diagnostico molecular para
deteccdo de ISTs, os achados citolégicos em papanicolau de pacientes com
patébgenos que podem ser identificados apenas por PCR ainda ndo estdo bem
descritos na literatura. E 0 que mostra um estudo realizado aqui no Brasil, onde a
populacao foi composta por mulheres, com idades entre 23 e 54 anos, que realizaram
triagem de rotina em 2017-2018 em uma clinica ginecoldgica. Critérios elegiveis

incluidos (i) idade, (i) nenhum uso de antibioticoterapia 12 meses antes da coleta de



35

amostra, e (iii) nenhum medicamento topico no més anterior. A PCR multiplex foi
positiva em 36,2% das amostras do presente estudo. E concluiu-se que uma
observacao sobre a intensidade da inflamacgéao deve ser feita nos laudos dos exames
de Papanicolaou cervical para que o achado citolégico possa ser correlacionado com

os resultados clinicos e de PCR?6.
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7 CONCLUSAO

Baseados nos resultados encontrados nesse estudo concluimos que:

Ha uma alta incidéncia de patdgenos causadores de IST por paciente,
com predominio de Ureaplasma parvum e Mycoplasma hominis, hominis
isoladamente ou em associacdo com outras infeccdes. A frequéncia de
IST nado teve correlagdo com os fatores de riscos e comportamentais,
exemplo o uso de preservativo, microbioma vaginal, exame preventivo ou
escolaridade.

A identificagcdo dos agentes por testes moleculares garante uma

melhor identificacdo dos patdégenos, oferece, ainda, uma condicéo de
coleta e preservacao da amostra, facilitando o rastreamento de ISTs
mesmo em populacdes distantes e isoladas dos servi¢os basicos de
saude.

O estudo epidemioldgico da populacéao ribeirinha dos afluentes do rio
amazonas evidencia a necessidade de rastreamento da populacédo
feminina por meio de testes eficientes e precisos no combate as ISTs,
devido a alta incidéncia de agentes patogénicos identificados nessa

populacgao.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CEP: Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Santo Amaro (UNISA)

Nome do voluntério:

Endereco:

Telefone:

As informacdes contidas neste prontuario foram fornecidas por Prof. Dr. Marco Antbnio
Zonta, pesquisador convidado Universidade Federal de S&o Paulo, disciplina de
Infectologia e Prof. Dr. Carlos R. V. Kiffer, pesquisador professor da disciplina de
infectologia da Universidade Federal de S&o Paulo, e pré-reitor de pés-graduacao da
Universidade Santo Amaro objetivando firmar acordo escrito mediante o qual, o
voluntario da pesquisa autoriza sua participacdo com pleno conhecimento da natureza
dos procedimentos e riscos a que se submeterd, com a capacidade de livre arbitrio e

sem qualquer coacéo.

1.Titulo do Trabalho:
ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE CONDICOES RELATIVAS A SAUDE DAS
MULHERES RIBEIRINHAS DOS AFLUENTES DO RIO AMAZONAS

2.0bjetivo(s):

Verificar a prevaléncia de lesdes precursoras do cancer do colo uterino e infec¢ao pelo
Papilomavirus humano e agentes sexualmente transmissiveis nas mulheres da
populacao ribeirinha de afluentes dos Rios Negro e Madeira atendidas pelo programa

humanitario Doutores das Aguas.

3.Justificativa:

A populagéo ribeirinha destas regides amazonicas possui estrutura sécio demografica
muito dependente da condicdo de lideranca e de trabalho femininas. Segundo
observacdes do Programa, € comum haver mulheres liderando as comunidades
ribeirinhas, uma vez que muitos homens emigram das respectivas comunidades em
busca de melhores condi¢cdes de sustento. Por outro lado, também € crescente a
preocupacdo do Programa com a quantidade de mulheres atendidas com queixas

relativas ao aparelho genital e de gravidez em faixas etarias mais baixas. Sabendo
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gue existem poucas informacbes estruturadas sobre condicdes prevalentes e
relevantes relativas especificamente a saude da mulher, entende-se que o atual
projeto ajudara a mapear as condi¢cdes infecciosas mais prevalentes em populacdo
feminina desta regido, auxiliando no delineamento de politicas de prevencdo e
tratamento futuras de forma mais soélida e permitindo melhor atendimento e condi¢ges

de saude a estas mulheres.

4. Método:

Estou realizando um estudo para determinar o risco de infeccdo por Papilomavirus
humano e doencas sexualmente transmissiveis na populacao feminina que habita a
regido ribeirinha dos afluentes do rio Amazonas. Os procedimentos para este trabalho
serdo uma entrevista, preenchimento de questionarios epidemioldgicos elaborados e
compostos por questbes relativas a praticas sexuais e outros fatores de risco
associados a transmissao sexual e coleta do material cervical. A anamnese e a coleta
do material serdo realizadas pelos profissionais envolvidos no projeto sob a
supervisao do Prof. Dr. Marco Antonio Zonta. A coleta do material (raspado daregiao
cervical) ser& realizada por profissionais treinados e supervisionados pelo Prof. Dr.
Marco Antdnio Zonta. Este material sera submetido a avaliacdo citopatoldgica e
molecular para a identificacdo das possiveis lesdes presentes nas células do colo

uterino e possiveis agentes biolégicos associados.

5. Risco Minimo e beneficios:

O risco serd minimo para vocé, podendo apenas haver um desconforto no ato da
coleta dos exames, quando introduzido o espéculo e a escova vaginal. Em beneficio,
vocé recebera os laudos com os resultados dos exames dos locais coletados e em
caso de algum tipo de alteracdo, vocé sera encaminhada ao agente de saude
responsavel pelo programa o qual te encaminhara para acompanhamento e

tratamento.

6. Informacgdes:
Todos os resultados dos exames citol6gicos serdo entregues aos responsaveis pelo
Projeto Doutores da Aguas, os quais, em caso de exame positivo para lesdes celulares

e/ou infeccao por HPV, vocé recebera tratamento e acompanhamento médico.
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7. Métodos Alternativos (se existirem):

N&o aplicavel.

8. Retirada do Consentimento e orientacdo de despesas:

Em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagéo alguma a Sra. tem toda a liberdade
de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo. Neste caso a Sra.
poderé& continuar seu tratamento na Instituicdo sem problemas (quando for o caso). A
Sra. ndo receberd nenhuma compensacao financeira relacionada a sua participacao
neste estudo. Da mesma forma, a Sra. ndo tera nenhuma despesa pessoal em
gualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Durante o periodo de sua
participacdo, se houver qualquer despesa adicional de sua parte em relacdo a

conducéo ou alimentacao, a Sra. sera reembolsada.

9. Aspecto Legal:

Elaborados de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de pesquisa
envolvendo seres humanos atendendo a Resolugéo n.° 466, de 12 de dezembro de
2012, do Conselho Nacional de Saude do Ministério de Saude — Brasilia — DF.

10. Garantia do Sigilo:

Todos os dados pessoais serao analisados em conjunto com as de outros voluntérios,
sendo mantidos sobre sigilo absoluto, sendo a identidade e localizacdo dos
participantes preservados e arquivados sob a responsabilidade do pesquisador
principal. Os resultados epidemioldgicos e populacionais seréo publicados em revistas

cientificas.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagéo na
Pesquisa:

N&o se aplica.

12. Local da Pesquisa:
Coleta de Material: Populacgao ribeirinha dos afluentes do rio Amazonas.
Andlise Citologica: LabPap — Laboratorio de Pesquisa da Universidade de Santo

Amaro/Laboratoério IN CITO — Citologia Diagnéstica Ltda.
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Andlise Molecular: Laboratério de Pesquisa da Universidade de Santo Amaro
/Laboratério Especial de Microbiologia Clinica - LEMC/UNIFESP.

Andlise Estatistica — Disciplina de Epidemiologia da Universidade Federal de Séo
Paulo.

13. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para
Contato: Prof. Dr. Marco Antonio Zonta (Tel: 55112281-9460/5511985886059).

14. Endereco do Comité de Etica da Unifesp
Rua Botucatu, 572, 1° andar — Conjunto 14 -CEP: 04023-061 — Séao Paulo/SP
tel: (11) 5571-1062 fax: (11) 5539-7162.

15. Consentimento Pos-Informacgdo:

Eu, , acredito ter sido

suficientemente informado a respeito das informag¢des que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo - ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE CONDICOES
RELATIVAS A SAUDE DAS MULHERES RIBEIRINHAS DOS AFLUENTES DO RIO
AMAZONAS

Eu discuti com o Dr. Marco Antdnio Zonta sobre a minha decisdo em participarnesse
estudo. Ficaram claros para mim quais séo os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante 0o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servico.

* N&o assine este termo se ainda tiver alguma duvida a respeito.

Manaus, de de 201 .

Nome (por extenso):

Assinatura;
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12 via: Instituicdo

22 via: Voluntério

Caso necessite informacdes sobre a pesquisa entrar em contato com:

Prof. Dr. Marco Antbnio Zonta — PAPLAB — Laboratorio de Pesquisa e Citodiagnéstico
Universidade de Santo Amaro — Campus |. R. Prof. Enéas de Siqueira Neto Jardim
das Imbuias, S&o Paulo - SP, 04829-240. Tel: 2141-8660

Laboratério IN CITO — Citologia Diagnostica Ltda. Av: Tucuruvi, 259, conj 14. Séo
Paulo — SP, 02350-100: Tel 2281-9460
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada: ESTUDO
EPIDEMIOLOGICO SOBRE CONDIGOES REALATIVAS A SAUDE DA MULHER
EM POPULAC}AO RIBEIRINHA DO AMAZONAS ATENDIDA PELO PROGRAMA
HUMANITARIO ASSISTENCIAL “DOUTORES DAS AGUAS. Seus pais ou
responsaveis permitiram que vocé participe.

A pesquisa tem como objetivo principal verificar a prevaléncia de lesdes
precursoras do cancer do colo uterino e infecgdo pelo Papilomavirus humano e
agentes sexualmente transmissiveis nas mulheres da populacdo ribeirinha de
afluentes dos Rios Negro e Madeira atendidas pelo programa humanitario Doutores
das Aguas.

As adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de 14 a 17 anos de
idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu e ndo
terd nenhum problema se desistir.

A pesquisa serd feita nos povoados da regido ribeirinha dos afluentes do rio
Amazonas, onde as adolescentes se submeterdo a uma coleta de exame ce citologia
cervicovaginal, o qual se fard um raspado do colo do Utero com uma escova de cerdas
plasticas, material este descartavel e seu uso é considerado (a) seguro (a), mas €
possivel ocorrer risco minimo de desconforto na hora da introdugcdo do espéculo
vaginal.

Mas ha coisas boas que podem acontecer como como 0 exame preventivo do
cancer do colo do utero e pesquisa de agentes que podem causar doencas
sexualmente transmissiveis.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informa¢cdes que vocé nos der. Os
resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar as criangas que
participaram.

Se vocé tiver alguma davida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones
na parte de cima deste texto.

AssInatura do menor AssInatura do (a) responsavel

Assinatura do pesquisador (A)



ANEXO C - Questionario Socio demografico

Ficha de Anamnese

Namero:

Iniciais:

Data da entrevista / /
Data da colheita exames: / /

Idade? |__| |anos
Escolaridade (em anos de estudo completos):

Qual é seu estado marital?

1. Solteira

2. Casada/Vive junto maritalmente
3. Separada /Divorciada

4.Viava

Profissao:

Renda familiar:

1. Até 1 salario minimo
2.Dela3SM
3.De3,1a5SM

4. Mais de 5 SM

NUumero de pessoas que habitam em suacasa?

USO DE CIGARROS E DROGAS
Vocé fuma? 1. Sim 2. Nao

Quantos cigarros?

1. Irregularmente, de tempo em tempo

2. Menos de 5 cigarros por dia

3. De 5 a 20 cigarros por dia

4. Mais de 20 cigarros por dia (mais de um macgo)

Se ndo, vocé ja fumou?
1. Sim, 1 ou 2 vezes

2. Sim, regularmente

3. N&o, nunca

Durante a semana que passou, vocé bebeu alguma bebida alcéolica (cerveja,

vinho, aperitivos,
etc)?

1. Nao

2. Uma vez

3. Varias vezes

4. Ficou bébada
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Vocé utiliza algum medicamento do tipo?
1. Para dormir

2. Para ansiedade e stress

3. Antidepressivos

4. Excitantes
5. Nao

Se sim, qual?

Vocé ja utilizou algum outro tipo de droga?
Nao

Cola, éter

Cocaina

Crack

Remédios

Outras

okwnpE

Vocé ja utilizou droga injetavel?
1. Sim
2. Néao
3. NR

INFORMACAO CONTRACEPTIVA

Vocé utiliza algum método contraceptivo?
1. Pilula

2. Preservativo

3. DIU

4. Muco cervical/billings
5. Temperatura

6. Tabela

7. Diafragma

8. Pilula do dia seguinte
9. Preservativo feminino
10. N&o

Vocé e seu parceiro utilizam preservativos?
1. Sim
2. Nao

Se sim, com que frequéncia vocés fazem uso do preservativo?
1. Sempre

2. As vezes

3. Raramente

4. Nunca

HISTORIA SEXUAL E REPRODUTIVA

Qual era suaidade quando vocé teve a primeira relagcédo sexual?
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| |anos

Qual eraaidade de seu parceiro/a?

|| |anos

Vocé tem ou ja teve relagdo sexual anal?
1. Sim
2. Nao
3. NR

Vocé jateve relagdo sexual com outra mulher?
1. Sim
2. Néao
3.NR

Em meédia, quantas relacdes vocé tem (ou tinha) por semana?

L1 |

Quantos parceiros sexuais masculinos vocé ja teve na vida?

1L 1 |

Quantos parceiros sexuais masculinos vocé teve nos ultimos 12 meses?

L 1 |

Vocé j arecebeu dinheiro para ter relagdes sexuais?
1. Sim
2. Nao
3. NS

Ja lhe aconteceu de ser forcada a ter relacdo sexual contra sua vontade?
1. Sim
2. Nao
3.NR

Se sim, com que idade?

1|

Isto se repetiu?

1. Sim
2. Nao
3.NR

Se sim, quantas vezes?

1L I |

Quem foi a pessoa?

1. Alguém de sua familia, um adulto
2. Alguém de sua familia, um jovem
3. Um conhecido

4. Um desconhecido
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5. Vérias pessoas
Vocé ja engravidou?
1. Nunca

2. Uma vez
3. Vérias vezes

Se sim, qual era suaidade na primeira gravidez?

|| |anos

Numero: filhos( )  Abortos espontaneos ( ) Abortos provocados ()
Vocé esta gravida?

1. sim

2. Nao

SAUDE, DST E AIDS

Qual foi a tltima vez que vocé fez exame ginecoldgico (preventivo)?

Vocé sabe dizer se vocé ja teve alguma doenca transmitida sexualmente? 1.
Sim
2. Nao

Se sim, qual?

Como vocé descobriu essa doenga/infecgao:

1. Seu parceiro lhe disse que estava infectado

2. Vocé apresentou sintomas que a levaram procurar um servico de saude.
3. Durante uma consulta de rotina ou por outro motivo

Na ocasido dessa doencga vocé procurou:
1. Ninguém

2. Um médico/ Unidade do PSF

3. Uma farmécia

4. Servico de DST

Vocé avisou a seu parceiro que vocé tinha uma DST?
1. Sim
2. Nao

ApOs o diagndéstico da DST vocé utilizou mais frequentemente o preservativo?

1. Sim
2. Nao

Apdés o diagndéstico da DST vocé reduziu sua atividade sexual?
1. Sim
2. Nao



Vocé saberia dizer se seu parceiro:
1. Tem outras parceiras

2. Usa drogas

3. Ja esteve preso

4. Histéria de DST

5. E HIV positivo

6. Outras

Vocé tem algum dos seguintes sintomas?
. Dor pélvica

. Sangramentos genitais frequentes

. Coceiras na vagina

. Corrimentos

. Adenopatia inguinal (inguas na virilha)

. Ardéncia ao urinar

. Ferida genital

. Outras:

O~NO O WN B

Observacgdes:
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